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RESUMO

Apocinina, também conhecida como acetovanilona, é um metoxi-catecol descrito
como produto originalmente extraido a partir de raizes de Picrorhiza kurroa Royle
(Scrophulariaceae). Os estudos mais consistentes envolvendo apocinina estdo relacionados
com seus efeitos sobre os mecanismos fisiopatologicos de inibicdo da enzima NADPH
oxidase, o qual representa um alvo terapéutico atraente para varias doencas. Entretanto, a
apocinina tem como caracteristica fraca solubilidade em meio aquoso, estreita relacdo dose-
dependente e janela terapéutica, que provavelmente influenciam sua baixa biodisponibilidade
por via oral. O objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento de nanoparticulas
poliméricas contendo apocinina a partir de polimeros PLA, PLA-PEG e albumina de soro
bovino (BSA), com o intuito de melhorar suas caracteristicas de biodisponibilidade oral. Para
quantificacdo e determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE%) de apocinina em
nanoparticulas, foi desenvolvida e validada metodologia analitica por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). Para a caracterizacdo morfologica e fisico-quimica das
nanoparticulas, foram realizadas analises de didmetro médio da particula e indice de
polidispersdo (IP), potencial zeta (PZ), espectroscopia na regido do infravermelho (IV),
difracdo de raios X (DRX) e calorimetria diferencial exploratoria (DSC). FormulacGes de
nanoparticulas de BSA contendo apocinina foram as que apresentaram melhores resultados
em relacdo a sua caracterizacdo morfologica e fisico-quimica, dos quais a composicdo ideal
que apresentaram particulas com diametros reduzidos, inferiores a 300 nm, e indices de
eficiéncias de encapsulacdo da droga > 79,5%. De acordo com os testes de DRX e DSC,
houve diminuicdo do grau de cristalinidade da apocinina apdés o processo de
nanoencapsulacdo, gerando particulas de melhor dissolucdo em agua. Portanto, pode-se
concluir que as nanoparticulas de BSA contendo apocinina desenvolvidas nesse estudo possuem
caracteristicas morfologicas e fisico-quimicas adequadas para sua finalidade como sistema de

liberacdo controlada.

Palavras-Chave: Apocinina. NADPH oxidase. Nanoparticulas. Albumina.



ABSTRACT

Apocynin, also known as acetovanillone, is a methoxy-catechol described as a product
originally extracted from the roots of Picrorhiza kurroa Royle (Scrophulariaceae). The most
consistent studies involving apocynin are related to their effect on the pathophysiological
mechanisms of NADPH oxidase inhibition, which represents an attractive therapeutic target
for many diseases. However, apocynin has low solubility in water, and small dose-dependent
therapeutic window, which are likely to influence their low bioavailability by oral route. The
aim of this study was the development of polymeric nanoparticles containing apocynin from
polymers PLA, PLA - PEG and bovine serum albumin (BSA), in order to improve their oral
bioavailability characteristics. For quantification and determination of apocynin on
nanoparticles encapsulation efficiency (EE%), it was developed and validated an analytical
methodology in high performance liquid chromatography (HPLC). For morphological and
physicochemical characterization of the nanoparticles, analysis of particle diameter and
polydispersity index (PI), zeta potential (ZP), infrared spectroscopy (IR), X-ray diffraction
(XRD), and differential scanning calorimetry (DSC) were performed. BSA nanoparticle
containing apocynin showed the best results in relation to their morphological and physico-
chemical characterization, especially in formulations with pH modification, in which the
optimal composition had particles with reduced diameters, which were smaller than 300 nm,
and rates of drug encapsulation efficiency > 79.5 %. According to XRD and DSC, there was a
decrease of crystallinity of apocynin after the nanoencapsulation process, thereby generating
particles with better dissolution in water. Therefore, it can be concluded that BSA
nanoparticles containing apocynin developed in this study have suitable morphological and

physicochemical characteristics, which make them a potential drug delivery system.

Keywords: Apocynin. NADPH oxidase. Nanoparticle. Albumin.
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1 INTRODUCAO

Na dltima década houve rapido aumento no ndmero de pesquisas € no
desenvolvimento de novos materiais em escala nanométrica. Essa area de pesquisa é
impulsionada pelo pressuposto de que quando uma substancia € projetada para tamanho nano,
suas propriedades podem ser melhoradas e melhor aproveitadas (THORLEY; TETLEY,
2013). Nanoparticula é um termo amplo aplicado a diversificadas estruturas nanométricas. As
estratégias mais populares de producdo de nanoparticulas incluem nanoparticulas poliméricas,
micelas, dendrimeros, lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas, dentre outros. Tais
dispositivos possuem propriedades fisico-quimicas diferenciadas quando comparadas ao
produto original, tais como: maior area superficial, diametro reduzido e vetorizacdo por
adicdo de ligantes na superficie, que conduzem a liberacdo controlada, sustentada e
direcionada entre barreiras bioldgicas (MAINARDES et al., 2009; MEI et al., 2013).

Sistemas de liberacdo controlada por sistemas nanoparticulados sdo abordagens que se
destinam a aumentar a especificidade na entrega de compostos e do seu efeito terapéutico,
reduzindo assim os efeitos colaterais relacionados ao acimulo em 6rgdos ou compartimentos
celulares inespecificos. Essa estratégia permite a associacdo com local alvo especifico durante
um periodo de tempo suficiente para conferir o beneficio terapéutico (MAHON et al., 2012;
THORLEY; TETLEY, 2013), e a possibilidade de modulacdo das caracteristicas para
melhorar os perfis farmacocinéticos e de biodisponibilidade (LI; HUANG, 2008; HUANG,;
YU; RU, 2010).

A administracdo oral de medicamentos € dependente da capacidade absorvente do
intestino para a entrega eficiente para a circulacdo sisttmica. Dentre as estratégias para
favorecer a administragéo oral de novas formulacdes, destaca-se a melhora da solubilidade de
drogas insoluveis ou muito pouco solaveis. A biodisponibilidade, particularmente para drogas
que possuem problemas em sua dissolucdo e absor¢éo, é melhorada pelo aumento da area de
superficie para a dissolucdo, e como resultado ha aumento na bioadesdo (BARRATT, 2003;
FENICAL et al., 2009). Assim, o emprego da nanotecnologia na distribuicdo de drogas por
via oral € uma habilidade de modulacdo farmacocinética da droga.

Existe uma vasta variedade de polimeros que podem ser utilizados na formulagédo de
sistemas nanoparticulados. Polimeros sintéticos e naturais de particulas tém sido aplicados
como tecnologias para construir os transportadores ou como excipientes. Os polimeros
naturais podem ser subdivididos em polimeros de base proteica, polissacarideos e

polihidroxialcanoatos, dos quais sdo popularmente utilizados: gelatina, albumina (soro



humano, soro bovino e clara de ovo), colageno, dextrano, alginato etc (COIMBRA, 2010). Ja
os polimeros sintéticos largamente empregados na preparacdo de nanoparticulas incluem
poliésteres e seus copolimeros, tais como poli (acido lactico) (PLA), poli (&cido lactico co-
glicolico) (PLGA) e poli (e-caprolactona) (PCL), por apresentarem capacidade de reabsorcédo
pelo organismo e terem a aprovagdo do FDA (Food and Drug Administration) para uso em
humanos. A maioria das nanoparticulas poliméricas proporciona biodisponibilidade
melhorada do composto aprisionado através da degradacdo da particula (BARRATT, 2003;
ULBRICHT, 2006).

A pesquisa e 0 emprego de plantas e substancias ativas advindas de produtos naturais
no desenvolvimento de medicamentos sdo incontestaveis. Mas grande parte de produtos
naturais, com potencial farmacologico, ndo seguem com avanco clinico pela industria
farmacéutica em funcdo da sua baixa solubilidade em &gua e/ou serem pobremente absorvidos
pelo corpo humano (CHEN et al., 2011; HUANG; YU; RU, 2010).

A apocinina é um composto originalmente extraido a partir de raizes de Picrorhiza
kurroa Royle (Scrophulariaceae), uma planta nativa do Himalaia e conhecida na medicina
tradicional da india, Nepal, Tibet e Paquistio (VAN DEN WORM, 2001; HOUGEE et al.,
2006; XIMENES et al., 2007; LUCHTEFELD et al., 2008; STEFANSKA; PAWLICZAK,
2008). Trata-se de ¢ um metoxi-catecol que vem sendo extensamente estudado em funcéo de
suas acOes potenciais antioxidantes e antiinflamatdrias.

Quanto as suas propriedades bioldgicas, muitos pesquisadores defendem sua acao
primordial como um inibidor de NADPH oxidase. O estudo dos seus efeitos sobre os
mecanismos fisiopatoldgicos e inibicdo dessa enzima representa um alvo terapéutico atraente
para varias doencas, como cancer (STOLK; HILTERMAN; DIJKMAN, 1994; KLESS et al.,
2006, SUZUKI et al., 2013), diminuicdo da progresséo da aterosclerose (KINOSHITA et al.,
2013), inibicdo de citocinas pré-inflamatdrias (PATERNITI et al., 2010; NAM et al., 2013),
derrame (TANG et al., 2008), convulstes (KIM et al., 2013), isquemia e reperfusdo (WANG
et al.,, 2006, CONELL et al., 2011) e doencas neurodegenerativas relacionadas a
neuroinflamacdo, como Alzheimer, Parkinson e esclerose lateral amiotréfica ou doenga de
Charcot (WU et al., 2006; LAMBETH; KRAUSE; CLARK, 2008; HERNANDES, 2011).

Entretanto, 0o uso da apocinina apresenta alguns inconvenientes quanto as suas
propriedades farmacocinéticas. O composto apresenta baixa solubilidade em &gua, mas &
solivel em alcodis e solventes organicos (VAN DEN WORM, 2001). Sugere-se atencdo e
cuidado na utilizagdo de apocinina quando se considera os beneficios terapéuticos, em fungéo

de acdes opostas de acordo com a dose, caracterizando estreita relacdo entre dose-resposta



(CONNEL et al., 2011). Além disso, sua biodisponibilidade por via oral absoluta ainda esta
longe da ideal, com recuperagéo de apenas 2,8% e meia vida de cerca de 6 minutos (WANG
etal., 2013).

A partir desses estudos, € notorio que a apocinina apresenta uma vasta gama de
atividades em potencial que sdo prejudicadas pelas suas caracteristicas fisico-quimicas, como
a fraca solubilidade em meio aquoso, que consequentemente influencia sua
biodisponibilidade, e também a estreita relacdo dose-dependente. Assim, ha necessidade de
melhorar as caracteristicas fisico-quimicas do composto a fim de encontrar uma melhor
viabilidade para sua aplicacgdo, tanto in vitro como in vivo.

O emprego dos conhecimentos em nanotecnologia abre novas oportunidades
terapéuticas para varios agentes que ndo podem ser utilizados eficazmente como formulacdes
orais convencionais, principalmente devido a sua fraca biodisponibilidade (SAHOO;
PARVEEN; PANDA, 2007), como é o caso da apocinina. A reformulacdo desse composto
ativo para menor tamanho de particula pode melhorar a sua biodisponibilidade oral.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Apocinina

A apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona) foi descrita pela primeira vez por
Schmiedeberg em 1883, isolada a partir das raizes de Apocynum cannabinum (canhamo
canadense), e seus extratos eram popularmente usados para tratar hidropisia e problemas
cardiacos. Embora a apocinina tenha sido descoberta em A. cannabinum, sua ocorréncia ndo
se restringe exclusivamente a familia Apocynaceae. Desde 1971, em estudo realizado por
Basu e colaboradores, a apocinina, também chamada de acetovanilona, vem sendo descrita
como produto originalmente extraido a partir de raizes de Picrorhiza kurroa Royle
(Scrophulariaceae), uma planta nativa do Himalaia e conhecida na medicina tradicional da
india, Nepal, Tibet e Paquistdo (VAN DEN WORM, 2001; HOUGEE et al., 2006; XIMENES
etal., 2007; LUCHTEFELD et al., 2008; STEFANSKA; PAWLICZAK, 2008).

Apocinina € um metoxi-catecol de peso molecular de 166,17 g/mol (Figura 1), de odor
fraco de baunilha e ponto de fusdo de 115 °C (VAN DEN WORM, 2001). Atualmente, pode
ser obtida comercialmente a partir de varias empresas em funcdo do seu baixo custo e por ser
relativamente ndo-toxico (PETRONIO et al., 2013). Os efeitos colaterais da apocinina ainda
ndo sdo conhecidos, entretanto, em estudo com ratos em 1981 de Gajewska e Grzybowski,
mostrou que o composto tem toxicidade muito baixa (DL50: 9g/kg) apds administracdo oral
(VAN DEN WORM, 2001; STEFANSKA; PAWLICZAK, 2008). Em estudos mais recentes,
dosagens de apocinina de até 100mg/kg/dia ndo caracterizaram efeitos adversos (COTTER,;
CAMERON, 2003; HOUGEE et al, 2006; XIONG et al., 2009; WANG et al., 2013).

Figura 1: Estrutura Apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona)
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Em comum com outros compostos polifendlicos, apocinina tem vérias acles
biologicas, dentre elas as anti-inflamatorias e antioxidantes de alta relevancia em estudos
experimentais, o que é atribuido a sua capacidade de seletivamente impedir a formacéo de
radicais livres, espécies reativas de oxigénio e peroxidos produzidos no organismo (SIMONS
et al., 1990; HOUGEE et al, 2006; HEUMULLER et al., 2008; HOUSER; JOHNSON;
ISHMAEL, 2012). Os efeitos biolégicos e mecanismos de ac¢do da apocinina sdo desde entéo
investigados, mas ainda existem poucas comprovacdes caracterizando a sua relacao estrutura-
atividade (LU et al., 2011).

Apesar do mecanismo de acdo da apocinina ainda néo estar totalmente compreendido,
a base em varias pesquisas estd no estudo de Stolk e colaboradores (1994), o qual sugere que
a apocinina é capaz de interromper cascata de ativacdo da NAPDH oxidase. Nesse estudo, a
apocinina mostrou capacidade de inibir a montagem de NADPH oxidase em fagdcitos, por
interferir com a translocacéo intracelular de dois componentes citosolicos p47°"* e p67°"* em
leucdcitos, mondcitos e células endoteliais, essencial para a atividade da oxidase (STOLK;
HILTERMAN; DIJKMAN, 1994; JOHNSON et al., 2002).

A NADPH oxidase (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-oxidase) é uma
enzima de mdltiplas subunidades presente em muitos tipos de células. Sua forma melhor
caracterizada é a fagocitica, presente em macréfagos e neutrofilos, em que a produgdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) é utilizada como um mecanismo de defesa hospedeiro
(GROEMPING; RITTINGER, 2005). E um complexo de membrana proteico multimérico
formado por trés subunidades citosolicas (p47°", p67°", p40”"™) e uma proteina G
regulatéria (Rac2), além de duas subunidades de membrana em neutréfilos (p22°" e
gp91P"™). E latente em células em repouso, mas se torna ativa quando as células sdo
estimuladas (BABIOR, 1999; BEDARD; KRAUSE, 2007; RABELO et al., 2009). Dois
eventos acompanham esse mecanismo: a fosforilacdo de proteinas e a translocagdo de
componentes citosdlicos para a membrana plasmatica (EL-BENNA et al., 2005). A ativacdo
da NADPH oxidase inicia-se pela fosforilagdo da subunidade citoplasmatica p47°"™,
desencadeando sua translocacdo para a membrana, onde juntamente com outras subunidades
da enzima, associa-se ao citocromo bssg para iniciar a atividade catalitica da enzima
(BABIOR, 1999; RABELO et al., 2009).

A familia de NADPH oxidase inclui diferentes enzimas cuja principal funcéo ¢é a
producdo de EROs, as quais sdo geradas como um subproduto de vérios elementos celulares
BEDARD; KRAUSE, 2007). Essas enzimas sdo expressas em varios tecidos e desempenham

diferentes funcGes, incluindo a sinalizacdo celular, regulacdo da expressdao de genes,



diferenciacéo, crescimento e morte celular. A maioria de suas fungdes esta relacionada com a
transducéo de sinal de receptores de membrana que, consequentemente, sdo ativados em
resposta a sinais extracelulares, como de citocinas ou fatores de crescimento (BEDARD;
KRAUSE, 2007; SANCHO; FABREGAT, 2011).

Segundo Kanegae e colaboradores (2007), a apocinina anteriormente identificada
como um inibidor NADPH-oxidase humano, por si sO exerce pouca a¢do sobre a enzima.
Apdbs ser convertida em metabolitos ativos por mieloperoxidases (MPO) presentes em
neutrofilos, identificaram um dimero da apocinina como um inibidor mais eficaz da NADPH
oxidase (KANEGAE et al., 2007). Desse modo, apocinina precisaria ser ativada por oxidagéo
na presenca de H,O, e MPO, resultando na dimerizagdo em diapocinina, 0 composto
metabolicamente ativo que fornece a capacidade de inibir a oxidase (KANEGAE et al., 2007,
XIMENES et al., 2007; WANG Q. et al., 2008).

Nessa linha, a apocinina poderia ser classificada como um pro-farmaco, que é
convertido no seu radical ativo formado pela atividade da (mielo) peroxidase. Por outro lado,
mesmo que o dimero de apocinina ndo seja 0 composto ativo inibitério, sua formacéo é
consequéncia da ativacdo da apocinina no meio leucocitario (JOHNSON et al., 2002). E
independentemente do produto ativo, se a apocinina ou seus metabdlitos, € evidente que a
inibicdo da NADPH oxidase por apocinina seja dependente ou sensivelmente melhorada na
presenca de peroxidases e H,O, (JOHNSON et al., 2002; SELEMIDIS et al., 2008).

Em contraste com as células fagociticas, em células ndo fagociticas, a apocinina ndo
foi capaz de inibir a ativacdo da NADPH oxidase por ndo haver MPO enddgeno, mas foi
capaz de reduzir a biodisponibilidade de EROs, H,0, e formacgédo de radical hidroxila sem
inibir a NADPH oxidase. Com base nesses resultados, sugeriu-se a capacidade antioxidante
da molécula e que a apocinina age como um sequestrador de radicais livres, além de concluir
que as agdes podem ser diferentes dependendo do tipo de célula estudada (Figura 2)
(HEUMULLER et al.,, 2008; TOUTZ, 2008). Apesar do estudo in vitro sugerir que a
apocinina atua como um antioxidante em celulas vasculares sem estar relacionado com a
atividade da NADPH oxidase (HEUMULLER et al., 2008), varios estudos in vivo defendem
sua acao primordial como um inibidor de NADPH oxidase.

A NADPH oxidase é uma das enzimas responsaveis pela producdo do &nion
superdxido, um precursor de microbicidas das EROs, desempenhando um papel na defesa do
hospedeiro. Entretanto, o delicado equilibrio entre os efeitos benéficos e prejudiciais dos
radicais livres € um aspecto muito importante de organismos vivos. O envolvimento de EROs

também gera grande influéncia na génese e/ou progressdo de uma infinidade de doencas, e



nesse sentido ha grande estimulo no desenvolvimento de drogas que agem sobre NADPH
oxidase (MUZAFFAR; SHUKLA; JEREMY, 2005, VALKO et al., 2007).

Figura 2: Diagrama dos efeitos potenciais de apocinina em células fagociticas (neutréfilos) e
células ndo-fagociticas (células vasculares).
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(Adaptado de TOUTZ, 2008).

Sob condigdes fisioldgicas, o excesso de ativacdo NADPH oxidase leva ao estresse
oxidativo, disfun¢do mitocondrial e expressdo prejudicada de antioxidantes (TSAI et al.,
2013). Um grande nimero de antioxidantes de origem natural é capaz de agir como
sequestrador de EROs, mas estes compostos sdo em sua maioria inespecificos e incapazes de
inibir a ativagdo da NADPH oxidase. A apocinina parece ser excegdo dentre esses compostos,
possui capacidade antioxidante menos potente em relagdo a outros de origem natural, como
resveratrol e curcumina, mas se destaca pela capacidade em inibir o complexo NADPH
oxidase (KANEGAE et al., 2007).

Sendo a NADPH oxidase uma das fontes de EROs, foi analisada a producéo de EROs
pela via NADPH oxidase-dependente em relacdo a formacdo de placas de ateroma. Foi
revelado que a apocinina suprimiu a geracdo de Ox-LDL induzida por EROs, a expressdo de
citoquinas aterogénicas e proliferacdo de macrofagos. Esses resultados sugeriram que a
supressdo da proliferacdo de macrdfagos e a supressao da NADPH-oxidase pode ser um dos

mecanismos para os efeitos antiaterogénicos da apocinina (KINOSHITA et al., 2013).



Quanto as doencas neurodegenerativas, sugere-se que 0 aumento da atividade da
NADPH oxidase contribui para o quadro de estresse oxidativo caracteristico dessas patologias
(HERNANDES, 2011). Na doenca de Alzheimer, a NADPH oxidase é ativada na microglia
com translocacdo de p47°"™ e p67°" os quais estdo significativamente aumentados,
resultando a formacdo de espécies reativas de oxigénio (SHIMOHAMA et al., 2000). Nesse
sentido, o tratamento com a apocinina pode inibir significativamente a geracdo de EROs e
contribuir para o tratamento e impedir progressdo da doenca.

A apocinina demonstrou capacidade de supressdo na migracao de células do cancer in
vitro, mesmo sem induzir a morte celular, de modo que o efeito antimigracdo observado nas
condicbes de estudo foi independente da atividade citotoxica (KLEES et al., 2006;
LIRDPRAPAMONGKOL et al., 2009). A apocinina e seus derivados tém capacidade em
inibir a migracdo da linhagem de células de cancer de mama MDAMB-435 em concentragdes
subtdxicas, com significativa influéncia na diminuicdo dos niveis de Racl ativo. De acordo
com esse estudo, a apocinina interfere na NADPH-oxidase e inibe a migracdo de linfocitos
através de uma via de proteina G, sem afetar aderéncia celular. Os dados correlacionam a
apocinina e inibicdo de Racl, sendo o composto uma possivel fonte para inibidores da Racl e
influente na migrag&o de células tumorais (KLEES et al., 2006).

J&, em outro estudo, a apocinina inibiu significativamente a proliferacdo in vitro de
células de cancer de préstata PLS10 na fase G1 do ciclo celular, sem afetar a producdo de
EROs, mas com inibicdo da fosforilagdo da Racl. Em modelo in vivo, suprimiu o crescimento
de tumores e metastases de modo dose-dependente, com a reducdo da proliferacdo celular e o
namero de vasos no tumor. Concentracfes superiores a 100 UM inibiram significativamente o
crescimento, entretanto a concentracdo inibidora ICs foi por volta de 500 pM (SUZUKI et
al., 2013).

A apocinina atua como um inibidor de EROs, de modo que a producdo de espécies
reativas via NADPH oxidase € eficientemente reduzida por esse sistema de defesa
antioxidante. Por conseguinte, aumentos dependentes da dose de apocinina in vitro induzem a
atividade pro-oxidante. Dessa forma, é notdrio que a utilizacdo de apocinina, quando se
considera os beneficios terapéuticos, pode desempenhar a¢Ges diferentes ou opostas de acordo
com a dose (RIGANTI et al., 2006; CASTOR; LOCATELLI; XIMENES, 2010; CONNEL et
al., 2011).

A apocinina administrada por vias intraperitonial, intravenosa e oral parece ser
relativamente pouco toxica e geralmente bem tolerada in vivo. E capaz de atravessar a barreira

cerebral, sendo detectavel no cérebro, figado e corrente sanguinea, com eficacia na prevencgéo



dos sintomas e danos nos tecidos em modelos experimentais (SELEMIDIS et al., 2008;
WANG Q. et al., 2008).

Entretanto, a biodisponibilidade por via oral absoluta da apocinina ainda esta longe da
ideal, apresentando curta meia vida e com recuperacdo de apenas 2,8% da dose administrada
(WANG et al., 2013). Esse perfil foi justificado pelo autor gragas a solubilidade e capacidade
de permeacdo na membrana pela apocinina, pardmetros estes que sdo 0s principais
determinantes da biodisponibilidade por via oral de um determinado composto (WANG et al.,
2013).

2.2 Nanotecnologia

Ciéncia e tecnologia andam lado a lado e dependem do desenvolvimento técnico dos
instrumentos de medida, de observacdo, de analise e de producdo, que sdo utilizados de
maneira integrada para desenvolver novos produtos. O aperfeicoamento e desenvolvimento
constante da instrumentacdo e producao tornaram possivel o estudo dos materiais em escalas
cada vez menores, chegando a escala nano (ARAKI, 2007).

O desenvolvimento de novas formas de terapia medicamentosa tem por objetivo
aumentar a acdo dos farmacos tanto quanto possivel, de modo que a resposta farmacolégica
esteja diretamente relacionada com sua concentracdao no local desejado. Como uma molécula
livre distribui-se por todo o organismo para alcancar o local de acdo, grandes quantidades
muitas vezes, devem ser administradas, aumentando a probabilidade de toxicidade. Assim
surgiu o proposito de associar moléculas ativas a um sistema de transporte (COUVREUR,
1999), e uma estratégia em ascensdo é a associagdo a carreadores nanoparticulados, aplicando
conhecimentos de nanotecnologia.

A historia da nanotecnologia teve inicio em 1959, com a palestra There’s plenty of
room at the bottom dada pelo fisico ganhador do Prémio Nobel Richard Feynman, que
descreveu uma visdo tecnoldgica sobre miniaturizacdo de materiais e forneceu a base para o
conceito de Nanotecnologia. Entretanto, o termo propriamente dito e conceito basico de
Nanotecnologia foi usado pela primeira vez pelo professor Norio Taniguchi, da Universidade
de Ciéncia de Toquio, apresentado em uma reunido da Sociedade Japonesa de Engenharia, em
1974. Mas somente na década de 1980, essa nova tecnologia se desenvolveu, e muitos
acreditam que apenas a partir dos estudos de Eric Drexler a nanotecnologia foi criada. Em
1981, Drexler publicou seu primeiro artigo sobre o assunto, intitulado Molecular engineering:

An approach to the development of general capabilities for molecular manipulation e em
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1986 seu livro, Engines of Creation: The Coming Era of Nanotechnology, nos quais mostra o
sentido da manipulagdo de atomos para aplicacfes na engenharia e producdo de novos
materiais (PATHAK; THASSU, 2009; SANTAMARIA, 2012).

A nanotecnologia na area farmacéutica, o conceito magic bullet ou bala magica,
proposto pelo imunologista Paul Ehrlich, favoreceu o surgimento de vérias formas de
sistemas de entrega de medicamentos. Dentre 0s primeiros estudos, estdo as pesquisas
desenvolvidas por Gregoriadis e colaboradores (1974), que iniciaram estudos a partir de
lipossomas. Esses sistemas serviram de base para grande parte dos nanocarreadores de drogas,
desenvolvidos em sua maioria a partir de lipideos ou compostos poliméricos (COUVRER,;
VAUTHIER, 2006).

A nanotecnologia ndo tem uma definicdo especifica. E conhecida como uma éarea da
ciéncia multidisciplinar que se dedica ao desenvolvimento ou manipulacdo de materiais de
dimensdo nanométrica (PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012). A marca da nanotecnologia ¢é a
capacidade de manipular a matéria em nivel atbmico, o que permite controlar as propriedades
fisicas e quimicas dos nanomateriais, aprimorando as propriedades iniciais e explorando as
adquiridas. Assim, torna-se possivel minimizar impactos biolégicos prejudiciais, uma vez que
as propriedades fisico-quimicas, que ditam as interacbes biol6gicas adversas, sejam
identificadas (HARPER et al., 2008).

Contrariamente ao conceito primario de materiais em nanoescala, que reporta a ideia
de particulas de tamanho inferior a 1 um de didmetro, varias iniciativas encorajam o
desenvolvimento de particulas menores que 300 nm por apresentarem perfis farmacocinéticos
mais favoraveis, circulacdo sistémica prolongada, cinética de liberacdo sustentada e
direcionaveis aos locais de acdo desejados (KONAN; GURNY; ALLEMANN, 2002;
ZHANG et al., 2008).

A aplicacdo desta nova tecnologia na area da salde passa atualmente por avangos em
diferentes areas, com aplicagdes biomédicas, na imunologia molecular, como biomarcadores e
biossensores. Nos ultimos anos, o crescimento da nanotecnologia esta em processo de
revolucionar o fornecimento de compostos biologicamente ativos, gragas aos rapidos avangos
tecnologicos e extensos estudos nessa linha de pesquisa com énfase na encapsulagdo
(COUVREUR; VAUTHIER, 2006; GUPTA, 2011; PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012).

Uma das vantagens do desenvolvimento das nanoparticulas € o seu tamanho ajustavel.
No desenvolvimento de nanoparticulas como sistema de transporte e liberagdo de fa&rmacos, as
principais caracteristicas que devem ser controladas sdo o tamanho das particulas, as

propriedades de superficie e a liberacdo de substancias farmacologicamente ativas, a fim de
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atingir a acdo no local especifico, com aprimoramento da posologia e da terapéutica
(MOHANRAJ et al., 2006).

Incontestavelmente, esses sistemas revolucionaram a terapéutica e estratégias de
diagnostico, levando a capacidade de progressao real de entrega local e temporal especificas
(COUVREUR; VAUTHIER, 2006). Sistemas micro e nanoparticulados formulados com
polimeros tém mostrado ampla aplicabilidade para administracdo oral, subcutanea ou
intravenosa, tanto para transporte e entrega de farmacos lipofilicos e hidrofilicos (NAIR et al.,
2010).

2.2.1 Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticula € um nome coletivo para nanoesferas e nanocapsulas, diferenciadas de
acordo com sua composicdo e organizacao estrutural (Figura 3). Nanosferas tém a estrutura
do tipo matriz, na qual o0 componente ativo pode estar retido ou adsorvido em sua superficie e
disperso na matriz. Nanocapsulas tem um invélucro polimérico e um ndcleo interior onde as
substancias ativas estdo normalmente dissolvidas, mas também podem estar adsorvidas na sua
superficie (ALLEMANN; LEROUX; GURNY, 1998; SCHAFFAZICK et al, 2003; SINGH;
LILLARD JR., 2009).

Figura 3: Representacdo esquematica das categorias de nanoparticulas:
Nanoesferas e nanocapsulas
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(Adaptado de GRIFFITHS et al., 2010).

As nanoparticulas polimeéricas sdo mais atraentes quando comparadas as lipidicas,
devido as suas potencialidades terapéuticas, maior estabilidade nos fluidos biol6gicos e
durante o armazenamento (SCHAFFAZICK et al., 2003). Os polimeros utilizados na
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preparacdo de nano e microparticulas podem ser de origem natural ou sintética. Apesar de
haver grande variedade de polimeros naturais, estes apresentam algumas desvantagens quanto
aos aspectos econdmicos, manipulacédo e reprodutibilidade de resultados quando comparadas
a tecnologia dos polimeros sintéticos (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Existe uma relacdo complexa entre as propriedades fisico-quimicas de um
nanomaterial e sua interacdo dentro de um sistema bioldgico. Diversos compostos sdo pouco
absorvidos pelo corpo humano e a versatilidade dos sistemas poliméricos permite a
modulacéo de propriedades como hidrofobicidade, carga de superficie, perfil de liberacdo da
droga e seu comportamento in vivo. Parametros estes, que influenciam diretamente no
desempenho e na distribuicdo oral de drogas que se apresentavam insuficientemente ativas
(GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2005; HUANG; YU; RU, 2010; ZHANG et al., 2012).

A baixa solubilidade ¢ um dos aspectos levados em consideracdo para a selecdo no
desenvolvimento de medicamentos na indlstria farmacéutica. Grande parte de produtos
naturais com potencial farmacoldgico ndo seguiram para o avango clinico em fungdo da sua
baixa solubilidade em agua e, consequentemente, por serem pobremente absorvidos pelo
corpo humano e de efeito terapéutico reduzido devido a sua baixa biodisponibilidade (CHEN
et al., 2011; HUANG; YU; RU, 2010). Se determinado farmaco é insoltvel ou muito pouco
soluvel, geram-se problemas quanto a sua dissolucdo e absor¢do. Para que essa substancia seja
absorvida, ela deve estar presente no local de agdo na forma de solucdo aquosa (FENICAL et
al., 2009).

Os sistemas nanoparticulados sdo usados para proteger uma droga labil de degradacdo
no trato gastrointestinal ou para proteger o organismo de toxicidade. A biodisponibilidade,
particularmente para drogas altamente insolUveis em &gua, € melhorada pelo aumento da area
de superficie para a dissolucdo, e como resultado hd aumento na bioadesdo (BARRATT,
2003). Dessa forma, a nanoencapsulagdo torna-se uma estratégia interessante por aumentar
sua biodisponibilidade, alterando a farmacocinética e biodistribuicdo. O uso de materiais
biodegradaveis para a preparacdo de nanoparticulas permite a liberacdo sustentada de drogas

no local alvo durante um periodo de dias ou mesmo semanas (SINGH; LILLARD JR, 2009).

2.2.1.1 Nanoparticulas poliméricas sintéticas: poli (acido lactico) e polietileno glicol

Do ponto de vista préatico, os polimeros mais importantes, atualmente sdo os sintéticos
(MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Formulacbes delineadas com polimeros
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sintéticos biodegradaveis tém chamado a atencdo de pesquisadores devido as suas vantagens
terapéuticas, caracteristicas de biocompatibilidade e estabilidade nos fluidos bioldgicos
(SOPPIMATH et al., 2001; VENTURINI et al., 2011).

Polimeros sintéticos largamente empregados na preparacao de nanoparticulas incluem
poliésteres e seus copolimeros, tais como poli (&cido lactico) (PLA), poli (4cido lactico co-
glicolico) (PLGA) e poli (e-caprolactona) (PCL), por apresentarem capacidade de reabsorcao
pelo organismo e terem a aprovacdo do FDA (Food and Drug Administration) para uso em
humanos (BARRATT, 2003; ULBRICHT, 2006).

A maioria dos polimeros biodegradaveis contém grupos hidrolisaveis como amida,
éster e uréia ao longo da cadeia carbénica (CHANDRA,; RUSTGI, 1998). Os polimeros
derivados do acido lactico e acido glicdlico estdo entre os preferidos de escolha devido a sua
elevada biocompatibilidade, biodegradabilidade e satisfatorio perfil de liberacdo de
substancias internalizadas, desenvolvidos para a entrega sustentada de substancias com um
alvo intracelular (SINGH; LILLARD JR, 2009; RAO; GECKELER, 2011).

Entre os polimeros biodegradaveis, o poliéster alifatico mais importante nos dias de
hoje é o PLA. Pode ser sintetizado a partir do &cido lactico por reacdo de policondensacéao
direta ou polimerizacdo de um monémero de acido lactico a partir da abertura de anel (Figura
4). O PLA de baixo peso molecular (< 3000 Da) é produzido por condensacao direta do acido
lactico, enquanto que o de elevado peso molecular € normalmente obtido através da abertura
do anel de lactideo seguida de polimerizacdo (SODERGARD; STOLT, 2002).

Figura 4: Rotas de polimerizacdo e estrutura do acido lactico para formacdo do PLA.
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(Adaptado de HENTON et al., 2005).
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O PLA possui dois arranjos opticos, dextrdgira (D) e levogira (L), L-PLA e D-PLA, e
sua mistura racémica D,L-PLA (HENTON et al., 2005). As propriedades fisico-quimicas de
opticamente ativas D-PLA e L-PLA sdo muito semelhantes, diferentemente da mistura
racémica. Um exemplo é ordenacdo das moléculas, sendo a mistura racémica D,L-PLA
completamente amorfa, enquanto que o L-PLA ¢é altamente cristalino. O L-PLA é considerado
a forma mais biocompativel, pois o &cido lactico de ocorréncia natural esta na forma L
(KULKARNI et al., 1971; TONG et al., 2012). Por causa da natureza cristalinidade e de alto
ponto de fusdo do poli (acido L-lactico), pode ser menos soltvel no meio de cultura de tecidos
e menos susceptivel de degradacdo que o polimero da mistura racémica D,L (KULKARNI et
al., 1971).

O PLA, depois que exposto aos fluidos aquosos do corpo, sofre hidratacdo e degrada-
se através da hidrdlise das ligacOes ésteres, originando produtos em formas sollveis e nao
toxicas. A degradacgdo € caracterizada pela perda de massa e de suas propriedades mecanicas
iniciais até completa bioreabsorcao pelo organismo, basicamente pela geracdo de subprodutos
com caracteristicas desses metabdlitos naturais do corpo humano. Dessa forma, considera-se
um processo de baixa toxicidade por formar subprodutos como acido lactico, CO, e H,0. A
formacdo de metabodlitos naturais é vantajosa uma vez que 0 organismo apresenta vias
naturais para a sua eliminagéo, e nesse caso, sdo metabolizados por vias do ciclo de Krebs,
posteriormente filtrados e excretados pela respiracdo e urina (HANS; LOWMAN, 2002;
BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK, 2005).

Os polimeros de PLA sdo soluveis em solventes organicos, como cloroformio e
diclorometano, mas sdo insoliveis em alcoois e em 4&gua. Apesar das favordveis
caracteristicas como transportador, as nanoparticulas ficam susceptiveis a interacdo com
componentes sanguineos devido a sua superficie hidrofobica, resultando em réapida eliminacéo
da droga pela opsonizacéo e fagocitose (GREF et al., 1994). Para melhorar o desempenho no
transporte e entrega de substancias, estratégias de modificagdo de superficie com
revestimentos, ligacdo ou adsor¢do de polimeros apropriados sobre as particulas permitem
minimizar a interagdo com componentes do sistema reticulo-endotelial e também melhora o
transporte desses sistemas através da mucosa intestinal, promovendo maior estabilidade as
nanoparticulas frente aos fluidos biol6gicos (GREF et al., 1994; TOBIO et al., 2000;
MOGHIMI; SZEBENI, 2003; GUPTA, 2011).

Idealmente, nanoparticulas devem apresentar superficie hidrofila para escapar de
captura de macrofagos (MOGHIMI; SZEBENI, 2003). O método comum para proteger

nanoparticulas desses processos de reconhecimento e promover sua estabilizacdo bioldgica
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consiste em revestir a superficie das particulas com polietileno glicol, o PEG. Através da
criacdo de uma camada protetora hidrofilica em torno das nanoparticulas, as forgas de
repulsdo estéricas agem blogueando ou retardando o processo de opsonizacgdo, além de estar
relacionada com efeito promotor mucoadesdo (GREF et al., 1994; TOBIO et al., 2000;
OWENS III; PEPPAS, 2006). Moléculas hidrdéfilas, tais como polietileno glicol (PEG),
podem ser ligadas & superficie de nanoparticulas para aumentar a solubilidade e
biocompatibilidade (HARRIS; CHESS, 2003).

Polietileno glicol (PEG) € um polimero ndo-i6nico usualmente utilizado para o
segmento hidrofilo por sua caracteristica biologicamente inerte, ou seja, ndo interfere de
maneira adversa com os outros ingredientes da formulacdo (CHEN et al., 2011). PEG sao
moléculas anfifilicas, de cadeia longa, produzidas por unidades de repeticdo de 6xido de
etileno (HARRIS; MARTIN; MODI, 2001). E frequentemente usado para modificacdo de
superficie em particulas poliméricas, gracas as caracteristicas de polimeros hidrofilicos terem
mostrado ser um sistema promissor (TOBIO et al., 2000; BARRATT, 2003).

A conjugacdo quimica do PEG em superficies € denominada peguilacdo (Figura 5)
(NAIR et al., 2010). A ligacdo ao PEG aumenta o tamanho e o peso molecular de uma
molécula, além de promover alteracdes nas propriedades fisico-quimicas da molécula inicial.
As alteracGes mais comuns sdo na sua conformacdo, o impedimento estérico, mudangas na
ligacdo eletrostatica e nas propriedades de hidrofobicidade (HARRIS; MARTIN; MODI,
2001).

Figura 5: Nanoparticulas do tipo nanoesfera com modificagdo superficial por cadeias de PEG
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(Adaptado de AMELLER et al., 2003 e DANHIER et al., 2010).
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Atualmente, a peguilacdo é considerada como uma das metodologias mais apropriadas
para reduzir as interacfes ndo especificas com o0s varios componentes bioldgicos e na
melhoria da circulacdo sanguinea de nanoparticulas, gracas a capacidade de estabiliza-las em
meios aquosos, particularmente devido aos efeitos da repulsdo estérica. Em funcdo de sua
capacidade de criar uma camada superficial em forma de escova, sua alta hidrofilia,
flexibilidade das cadeias, neutralidade elétrica e auséncia de grupos funcionais, 0 PEG pode
prevenir interagdes com componentes biolégicos (GREF et al., 1995; TOBIO et al., 2000;
DANHIER; FERON; PREAT, 2010).

Em nanoparticulas biodegradaveis, cadeias de PEG podem ser incorporadas como
copolimeros em toda a particula (OWENS I1I; PEPPAS, 2006). Com essa modificacdo, a
meia-vida da droga € prolongada gracas ao melhoramento no tempo de permanéncia na
circulacdo sanguinea, como no caso de pequenas nanoparticulas (<100 nm) por nao serem
reconhecidas pelo sistema de defesa celular, persistindo por mais tempo no corpo (GREF et
al., 1995; OWENS I1I; PEPPAS, 2006). Percebe-se assim, que a primeira razdo para o
interesse em preparar particulas funcionalizadas com PEG é para melhorar o tempo de

circulacdo sistémica das nanoparticulas (TOBIO et al., 2000).

2.2.1.2 Nanoparticulas poliméricas naturais: albumina bovina

Moléculas bioldgicas tém atraido grande interesse para a aplicacdo na nanomedicina
por sua biocompatibilidade e solubilidade em agua (AHMAD et al., 2014). Varios polimeros
naturais e seus derivados sao utilizados na preparacdo de nanoparticulas, dentre eles estdo os
polimeros de base proteica: gelatina, albumina, coladgeno; os polissacarideos: quitosano,
dextrano, alginato; e os polihidroxialcanoatos: poli(3-hidroxibutirato), poli(3-hidroxibutirato-
co-3-hidroxivalerato) (COIMBRA, 2010).

As proteinas sdo moléculas poliméricas de grande tamanho, e quando sdo dispersas em
um solvente adequado, formam solugdes coloidais que possuem caracteristicas especiais, 0
que as distinguem das solugdes de moléculas pequenas (GOES FILHO, 2005). A albumina
apresenta potencial afinidade com acidos graxos, hematina, bilirrubina e ampla afinidade por
pequenos compostos aromaticos com carga negativa (FRIEDLI, 1996).

Comercialmente, as albuminas sdo obtidas a partir de clara de ovo (ovalbumina), soro
bovino (Bovine Serum Albumin BSA) e soro humano (Human Serum Albumin, HSA)
(ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012). BSA e HSA tém sido amplamente utilizadas ao
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longo dos ultimos 30 anos para preparar micro e nanoparticulas. Mais de 100 moléculas ativas
ou de diagndstico foram incorporadas em particulas de albumina para administracdo por
diferentes vias, incluindo intravenosa, intramuscular, nasal, e oftalmica (KRATZ, 2008;
YEDOMON; FESSI; CHARCOSSET, 2013).

Albumina de soro bovino (BSA) (Figura 6) é utilizada para a fabricacdo de
nanoparticulas para aplicacdes bioldgicas, tanto alimentares quanto farmacéuticas, por
possuirem estrutura primaria definida, ndo-antigenicidade e estabilidade. E assim como um
polimero biodegradavel, as nanoparticulas geradas sdo ndo-toxicas e aceitaveis pelo corpo
humano (ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012; RAHIMNEJAD; NAJAFPOUR,;
BAKERI, 2012). Além disso, a albumina apresenta elevado tempo de meia vida plasmaética e
estabilidade in vivo (SCHECHTER et al., 2005).

Figura 6: Representacao estrutural da molécula de albumina de soro bovino (BSA)

FONTE: (PSI Nature: SBKB)
(doi:10.3942/psi_sgkb/fm_2013 10)

A BSA é a proteina mais abundante no sangue bovino e possui estrutura similar a da
HSA. As sequéncias primarias de ambas as albuminas foram propostas no mesmo ano, por

Brown (1975-1976). E formada por 582 residuos de aminoécidos, com percentagem de

sequéncias idénticas de 76% ao HSA, e peso molecular é de 66,462 g/mol (=66 kDa)
(FERREIRA, 2009; SEZER et al., 2011). Sua capacidade de ligar-se reversivelmente a uma
grande variedade de ligantes torna-a ainda mais interessante. Forma ligacdes covalentes com
fosfato piridoxil, cisteina, glutationa e metais como cobre, niquel, mercurio, prata e ouro
(GOES FILHO, 2005).


http://dx.doi.org/10.3942/psi_sgkb/fm_2013_10
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Albuminas séo caracterizadas por um baixo teor de triptofano e metionina, e elevado
teor de cisteina, &cido aspartico, &cido glutamico, lisina e arginina (Figura 7). A molécula de
BSA é composta por trés dominios homologos (I, 11, 111), divididos em nove ciclos (L1 - L9)
por 17 ligacOes dissulfeto, que ndo estdo acessiveis em pH 5-7. Essas ligacdes tornam-se

progressivamente disponiveis quando o pH € aumentado ou reduzido (PETERS, 1985;
FRIEDLLI, 1996).

Figura 7: Estruturas moleculares dos principais aminoacidos presentes na molécula de
albumina de soro bovino (BSA)
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Estruturalmente, quase todos os residuos hidrofébicos estdo no interior e entre as
hélices da proteina, e os residuos polares estdo na parede externa da estrutura. Os residuos
polares da albumina conferem-lhe alta solubilidade em agua e favorecem a ligagdo com varios
compostos organicos e inorganicos (FERREIRA, 2009; SEZER et al., 2011).
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2.2.2 Métodos de obtencédo e andlise de sistemas nanoparticulados

Existem véarios métodos para preparacdo de sistemas de entrega de nanoparticulas
poliméricas, classificados a partir de polimeros pré-formados ou macromoléculas e por
polimerizacdo in situ de mondmeros dispersos. A substancia ativa pode ser incorporada a
particula durante a producdo ou apés a formacdo (SCHAFFAZICK et al., 2003,
MOHANRAJ; CHEN, 2006; REIS et al., 2006). Na comparacdo com desses métodos de
producdo de nanoparticulas poliméricas, a preparacdo utilizando polimeros pré-formados ou
macromoléculas é mais facilmente controlavel e de maior rendimento (SOUTO et al., 2012).

O desenvolvimento de nanoparticulas por polimerizacdo de monémeros pode ser feita
por técnicas como micro-emulsdo, mini-emulséo, emulsao livre de tensoativo e polimerizacéo
interfacial. Por outro lado, sdo comumente utilizados para a preparacdo de nanoparticulas a
partir de polimeros pré-formados métodos como coacervacdo/ dessolvatacdo, emulsificacédo-
evaporacdo do solvente, dialise, salting-out, emulsificacdo-difusdo do solvente e tecnologia de
fluidos supercriticos (REIS et al., 2006; RAO; GECKELER, 2011).

2.2.2.1 Método de emulsificacdo-evaporacao do solvente

A técnica de emulsificacdo evaporacao de solvente foi desenvolvida por Vanderhoff e
colaboradores (1979) como a primeira técnica para producdo de nanoparticulas poliméricas a
partir de polimeros pré-formados (VANDERHOFF; ELASSER; UGELSTAD, 1979). A
técnica é simples e a mais amplamente empregada para preparar nanoparticulas com essa
classe de polimeros. A técnica envolve basicamente duas etapas: 0 primeiro passo requer a
emulsificacdo, simples ou dupla, da solucdo de polimero para uma fase aquosa, seguido
evaporacao do solvente orgénico sob pressdo reduzida (Figura 8), induzindo a precipitacdo do
polimero e subsequente obtengdo das nanoparticulas (REIS et al., 2006; RAO; GECKELER,
2011; ZHANG; CHAN; LEONG, 2013; MILADI et al., 2013).

Mais precisamente, duas fases distintas sdo preparadas separadamente e
posteriormente misturadas e homogeneizadas. A fase organica, na qual contém os polimeros e
a droga solubilizados em solvente organico volatil, é dispersa em uma fase agquosa composta
de tensoativos estabilizadores hidrofilicos (RAO; GECKELER, 2011; ZHANG; CHAN;
LEONG, 2013). Por suas excelentes propriedades, o alcool polivinilico (PVA) tem sido

utilizado em um grande namero de aplicagdes industriais e como tensoativo de formulagdes
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de sistemas nanoparticulados. Este polimero é um excelente adesivo, possui boa resisténcia a
solventes e 6leos, e sua resisténcia a passagem de oxigénio é superior a de qualquer polimero
conhecido (ZHANG; SINGH, 2004).

Figura 8: Método de obtengdo de nanoparticulas por emulificagdo-evaporacdo do solvente
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(Adaptado de MILADI et al., 2013).

Por conseguinte, essa mistura é vigorosamente agitada e homogeneizada em sonicador
ultra-sénico para formar goticulas emulsionadas, promovendo a reducdo do tamanho das
particulas em funcdo de alta pressdao do equipamento, o qual promove o cisalhamento dos
glébulos (GOTO, 2011). Uma vez que uma emulsdo é obtida, a evaporacdo do solvente
organico permite a sua difusdo a fase exterior, levando a solidificacdo e formacdo das
nanoparticulas. As nanoparticulas entdo sdo recuperadas por ultracentrifugacdo, lavadas e
liofilizadas (RAO; GECKELER, 2011; ZHANG; CHAN; LEONG, 2013).

A emulsificacdo como emulséo simples (o/a) geralmente € utilizada para encapsular
substancias hidrofobicas, em que uma fase externa a base de solvente organico é vertida numa
fase aquosa (HALLIDAY et al., 2012). Caso sejam substancias hidrofilicas, a técnica de
dupla emulséo (a/o/a) € mais adequada, criando uma emulséo de trés fases em que o farmaco
é solubilizado em um meio aquoso e emulsionado na solugédo de polimero para criar uma fase
externa, que entdo é emulsionada novamente em uma segunda solucdo aquosa (HALLIDAY

etal., 2012).
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2.2.2.2 Método por coacervagao

Dentre as tecnicas de encapsulacdo mais antigas e talvez mais utilizadas, esta a
separacdo de fases por coacervacdo. O método de coacervacao foi inicialmente introduzido
por Bungenberg de Jong & Kruyt em 1929. Descreve o fendmeno de agregacédo
macromolecular em que um sistema coloidal € formado por duas fases liquidas: uma rica em
coloides, de maior viscosidade (coacervado), e a outra, pobre em coloides, com menor
viscosidade (sobrenadante) (COIMBRA, 2010). De acordo com a definicdo da IUPAC, a
coacervacao, também conhecida como dessolvatacdo ou separagdo espontanea de fases, é a
separagdo de duas fases liquidas em sistemas coloidais. A fase mais concentrada no
componente coloidal é o coacervado e a outra fase € a solucao de equilibrio (IUPAC, 2014).

A coacervacdo transforma substancias inicialmente solGveis em materiais insollveis
no mesmo meio, e pode ser de dois tipos: simples ou complexa (FAYAD, 2010). O
mecanismo de formacdo de particulas por ambos 0s processos sao parecidos, exceto para a
maneira que € promovida a separacdo de fases. Na coacervacdo simples, um agente de
dessolvatacdo € adicionado para a separacdo de fases, enquanto a coacervacdo complexa
envolve complexacdo entre dois polimeros de cargas opostas (GHOSH, 2006).

O método por coacervagdo induz a producdo de nanoparticulas através da deposicdo
do polimero ao redor da substéncia ativa de interesse pela alteracdo das caracteristicas fisico-
qguimicas do meio. Pode ser feita das seguintes maneiras: i.) Coacervacdo em meio nao-
aquoso, ii.) Coacervacao por alteracdo da temperatura, iii.) Coacervacdo por adicdo de um
ndo-solvente, iv.) Coacervacao por adicdo de um polimero incompativel, v.) Coacervacao por
adicédo de um sal, e vi.) Coacervacao por alteracdo do pH (FAYAD, 2010; SEVERINO et al.,
2011).

O processo geral do método de coacervacgdo segue cinco etapas sob agitagdo continua,
conforme mostra a representacdo da Figura 9. Primeiramente, ha a formacéo de uma emulséo
o/a, com dispersdo do agente ativo em uma solucdo polimérica (a), e a inducdo da
dessolvatacdo do polimero formando pequenas particulas poliméricas (b). Em seguida, da-se a
formacdo do revestimento, com deposicdo das particulas poliméricas (goticulas de
coacervado) em torno da substancia ativa (c) e coalescéncia das goticulas de coacervado para
formar a camada polimerica (d). O ultimo passo é a estabilizagdo do revestimento por
endurecimento da camada polimérica por meio de adi¢do de um agente reticulante (e), com
formacdo de micro ou nanoparticulas (SUAVE et al., 2006; SEVERINO et al., 2011).
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Figura 9: Representacao esquematica do processo de coacervagao/dessolvatacdo
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(Adaptado de SUAVE et al., 2006).

Dentre as metodologias de inducdo de coacervacdo, a adi¢cdo de um ndo-solvente esta
entre as mais utilizadas (HUANG; CHUNG; TZENG, 1997; WEBER et al., 2000; LANGER
et al., 2003; LI et al., 2008). O principio é baseado nas altera¢fes na solubilidade do polimero
em solucdo. O processo envolve a adicdo de um solvente miscivel com a fase continua a
suspensdo do polimero, solvente este que seja pouco ou imiscivel com o polimero. Para isso,
ha adicdo vagarosa de um solvente organico, o qual contém a substancia ativa, a solugdo
polimérica, provocando a dessolvatagdo do polimero. Dentre os ndo-solventes comumente
empregados estdo a acetona, o éter dietilico, o etanol, o0 metanol e o n-hexano. Ao final do
processo de dessolvatacdo, os agregados insolGveis do polimero deixam a suspensdo
opalescente (FLORENCE; ATTWOOD, 2003; SEVERINO et al., 2011).

A reticulacdo pode ser conseguida de forma fisica ou quimica. Na reticulacao fisica os
polimeros sdo submetidos a tratamento térmico. Ja na reticulacdo quimica a base é o uso de
agentes reticulantes, como carbodiimidas, formaldeido e glutaraldeido (FAYAD, 2010). Com
glutaraldeido, as por¢Bes amino das cadeias laterais de albumina sdo solidificadas por uma
reacdo de condensacdo com o grupo aldeido de glutaraldeido (ELZOGHBY; SAMY;
ELGINDY, 2012).

No final, as particulas sdo separadas por centrifugacdo e lavadas com agua deionizada
ou solucdo salina tamponada. A secagem pode realizar-se por liofilizacdo, em estufa ou
temperatura ambiente. Esta técnica € complexa em termos operacionais e necessita de
controle minucioso das condigdes experimentais. Uma das principais limitagdes na produgéo
de nanoparticulas é a producdo de lotes em grande escala (SILVA et al., 2003; YEDOMON,;
FESSI; CHARCOSSET, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho consiste no desenvolvimento tecnoldgico e caracterizagdo
fisico-quimica de nanoparticulas de polimeros sintéticos PLA e PLA-PEG contendo

apocinina, e nanoparticulas de polimero natural BSA contendo apocinina.

3.2 Objetivos especificos

e Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por CLAE para determinagdo e
quantificacdo de apocinina em nanoparticulas;

e Desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas PLA, PLA-PEG e BSA contendo
apocining;

e Determinacéo da eficiéncia de encapsulacdo da apocinina;

e Caracterizacdo das nanoparticulas desenvolvidas - aspectos morfoldgicos: diametro médio,
indice de polidispersao, distribuicdo do tamanho e potencial zeta;

e Caracterizacdo das nanoparticulas desenvolvidas - aspectos fisico-quimicos: interaces

farmaco-polimero, estado fisico do farmaco na particula.

4 MATERIAIS

4.1 Substancias e Reagentes

Acetato de etila (Quimica Moderna);

e Acetonitrila e Metanol - grau analitico CLAE (J.T. Baker);

e Acido Acético (Grau HPLC - Vetec);

e Agua ultrapura;

e Albumina de soro bovino (> 98%) (Sigma-Aldrich);

e Alcool polivinilico (PVA), 31000 MW, grau hidrélise 98-99% (Sigma-Aldrich);
e Apocinina (Acetovanilona 98%) (Sigma-Aldrich);

e Cloroférmio P.A. (Biotec);

e D (+) Sacarose P.A. (Vetec);
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e Diclorometano (Fmaia);

e Etanol (95%) (Fmaia);

e Glutaraldeido 25% (Vetec);

e N - Hexano PA (Fmaia);

e Poli (&cido L-lactico), PLA (85,000 — 160,000 MW) (Sigma-Aldrich);
e Polietileno glicol (PEG) — 10 Kda (Sigma-Aldrich).

4.2 Equipamentos

e Aparelho de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Waters® Alliance) equipado
com detector PDA (photodiode array);

e Coluna LiChrospher® 100 RP-18 encapada, C18 (125 mm x 4 mm) tamanho de
particula 5 um — Merk Millipore®;

e Pré-coluna LiChroCART® 125-4 — Merk Millipore®;

e Desruptor de células ultrasénico (Unique®);

e Difratdbmetro de Raios X (Bruker — Mod. D2 PHASER);

e Espectrofotdmetro de infravermelho Nicolet IR200 FT-IR (Thermo Scientific);

e Incubadora com agitacdo orbital - shaker de bancada (Quimis®);

e Membranas filtrantes - acetato de celulose 0,22 um e PTFE 0,45 pm — (Millipore®);

e Nanosizer Nano-ZS90 (Malvern).

e TGA-DSC - Analisador de termogravimetria e calorimetria diferencial exploratoria
(TA Instruments - Mod. SDT Q600).

5 METODOS

5.1 Desenvolvimento de metodologia analitica por CLAE para determinacdo de

Apocinina em nanoparticulas

A metodologia analitica por CLAE foi desenvolvida a fim de padronizar e validar um
método analitico para a quantificacdo de apocinina presente nas nanoparticulas. O
procedimento de validacdo garante, através de estudos experimentais, que 0 método proposto
atenda as exigéncias das determinagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos

resultados.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CD0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.thermoscientific.de%2Fcom%2Fcda%2Fproduct%2Fdetail%2F1%2C1055%2C17079%2C00.html&ei=q6SLUsLPFc_NsQSWo4KgBw&usg=AFQjCNF2T4LbC-52UoXke2TYwUYrvNiUTw&bvm=bv.56643336,d.cWc
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Os parametros analiticos analisados na validacdo do método seguiram as exigéncias
preconizadas nas diretrizes da ANVISA, Resolugdo n® 899 de 2003 e do ICH, ICH topic Q2
(R1): Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology de 2005. Dentre o0s
parametros analisados estdo: linearidade, seletividade e especificidade, precisdo, exatid&o,
limites de quantificagéo e deteccéo e robustez.

As condigdes cromatogréaficas foram estabelecidas através de testes preliminares e
auxilio da literatura sobre apocinina (XIMENES et al.,, 2007) e outros compostos de
semelhanca estrutural e analitica com a droga em estudo, como a vanilina (JEON et al., 2008;
GU et al.,, 2012). Os padrdes utilizados nas analises foram preparados em triplicata,
dissolvidos em acetonitrila a partir de uma solucdo padréo de apocinina na concentracdo de

1,0 mg/mL, também preparada em acetonitrila.

5.1.1 Condicdes cromatograficas

Niveis de apocinina foram pesquisados por andalises cromatograficas em sistema de
CLAE (Waters® Alliance) no modo isocratico. As separacfes foram realizadas com coluna
fase reversa C18 (125mm x 4mm, 5pm - LiChrospher® 100 RP-18, Merk Millipore®),
operando a 25 °C. A fase mdvel consistiu de uma mistura de acetonitrila, agua e acido acético
a 0,1% (60:40, v/v), a qual foi eluida a um fluxo de 0,800 mL/min com tempo de corrida de 3
min. O volume de injegdo de amostra foi de 20 pL, com detector PDA (photodiode array)

operando sob comprimento de onda de deteccdo de 276 nm.
5.1.2 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de uma determinada faixa de
aplicagdo. A linearidade foi determinada atraves da construgdo de curva analitica com
concentragOes de apocinina de 0,5, 10, 20, 40, 50, 60, 80 e 100 pg/mL, analisadas em
triplicata. Os valores correspondentes a area do cromatograma e as concentragfes da
apocinina serviram para o calculo da equacéo da reta e coeficiente de correlacéo () da curva
analitica da apocinina, o qual deve ser > 0,99.
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5.1.3 Seletividade e especificidade

O parametro de seletividade e especificidade sdo 0s primeiro passos no
desenvolvimento e validacdo de um método instrumental (RIBANI et al., 2004). A
especificidade do método cromatogréfico foi avaliada através da anélise de componentes da
formulacdo das nanoparticulas, a fim de verificar possivel interferéncia de algum deles em
analises posteriores. A finalidade dessa analise € verificar se componentes da formulacdo das
nanoparticulas de apocinina interferem na sua producdo, pelo grau de interferéncia dos
componentes utilizados na preparacdo atraves da quantificagdo de apocinina, levando em
consideracdo a possibilidade da amostra sofrer algum tipo degradagdo e gerar outros
compostos que ndo foram observados inicialmente, interferindo no resultado final dos testes.
E a competéncia de um método de ndo permitir que componentes da formulacéo interfiram na
determinagéo do analito (MATTQOS, 2013).

No procedimento experimental, tréplicas dos padrdes de apocinina 10, 50 ¢ 100pg/mL
foram submetidas a condicdes de estresse, tais como: i.) congelamento por 24h; ii.) exposicdo
a luz visivel por 24h; iii.) variacdo de pH, pela adicdo de NaOH e HCI (0,5M) aos padr&es por
cerca de 90 min. Os resultados foram avaliados através da presenca de picos inesperados e
pela percentagem de recuperacdo na leitura das amostras em CLAE. Ja visando analisar se
existe interferéncia dos componentes da formulacdo das nanoparticulas na quantificacdo da
droga, foi realizado um ensaio com alcool polivininilico PVA 1% (v/v) e albumina (BSA).

Os dados obtidos foram avaliados pela analise de possiveis picos inesperados, tempo

de retencdo, e porcentagem de recuperacdo, comparando-se os resultados da apocinina livre.

5.1.4 Precisao

A preciséo representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢des definidas. Neste
ensaio, o0 parametro para precisdo foi avaliado por meio de ensaios de repetibilidade (intra-
corrida) e de precisdo intermediaria (inter-corrida), através das determinacdes de tréplicas de
trés concentragdes conhecidas, sendo uma baixa, uma média e uma alta (10, 50 e 100 pg/mL,
respectivamente), avaliando o intervalo linear da curva analitica, expressas pelo desvio padréo

relativo (DPR) e coeficiente de variacéo percentual (CV%):
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Eq. (1)

CV% = Desvio padrao 100
°T Concentragcdao Média Determinada X

5.1.5 Exatidao

A exatiddo representa o0 grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro. A
exatidao foi avaliada através da analise das amostras de concentragdes conhecidas em relacao
ao valor tedrico verdadeiro, através das determinacdes de tréplicas de trés concentracbes
conhecidas, sendo uma baixa, uma média e uma alta (10, 50 e 100 pg/mL, respectivamente).
Os resultados foram expressos pela relacdo entre a concentracdo meédia determinada
experimentalmente e a concentracdo teorica correspondente, na forma de porcentagem de
recuperacao:

Eq.(2)

%R _ Concentracdo Média Experimental 100
ecuperacao= - X
0 perde Concentragao Teorica

5.1.6 Limites de quantificacdo e deteccéo

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentra¢do da substancia em
exame que pode ser medida, ja o limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracao da
substancia em exame que pode ser detectada, mas ndao necessariamente quantificada.

Para a analise dos limites LQ e LD foram utilizados padrdes com concentragdes de
0,10, 0,50, 0,80, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 pg/mL, e a partir dos resultados das areas dos picos foi
construida uma curva padrdo. Através dos desvios padrdo do intercepto e da inclinacdo da
curva analitica, foi possivel determinar os limites de quantificacdo e detecgdo. Os limites de
quantificacdo e deteccdo foram determinados pelo método baseado em parametros da curva

analitica, a partir das equacdes:

Eq. (3) Eq. (4)
LQ=_oc «10 LD=_oc x33
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Onde:
o = desvio padrdo médio do intercepto y, ou coeficiente linear

b = inclinacdo da curva analitica, ou coeficiente angular

Para o calculo das equacdes, os dados obtidos foram empregados no software
Microcal Origin® para determinacdo das equacBes de LQ e LD. Utilizar o método
baseado nos parametros da curva analitica para o calculo de LQ e LD é estatisticamente
mais confiavel (RIBANI et al., 2004).

5.1.7 Robustez

Robustez mede a sensibilidade que o método em analise apresenta frente a
pequenas variacdes. Diz-se que um método € robusto quando o método permanece
constante a pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos. A fim de se
obter esses resultados, alguns pardmetros da andlise padrdo foram alterados para
verificar a influéncia de cada um desses fatores sobre a elui¢do do farmaco: i.) fluxo do
aparelho de CLAE (0,700 e 0,900 mL/min); i.) variacdo da temperatura da coluna
(20 °C a 30 °C); iii.) proporcdo da fase mdvel (59:41 e 61:39). Para essas analises, foram
avaliados treplicas dos padrfes em trés concentragdes diferentes: baixa (10 pg/mL),
média (50 pug/mL) e alta (100 pg/mL). O resultado da andlise foi determinado pelo valor

da porcentagem de recuperacao, calculada pela seguinte equacao:

Eq. (5)

. Concentracdo Média Experimental
%Recuperacao = — — x 100
Concentracao Tedrica

5.2 Metodologias de obtencdo de Nanoparticulas

5.2.1 Método de emulsificacdo-evaporacdo do solvente para obtencdo de

nanoparticulas de PLA e PLA-PEG contendo apocinina

As nanoparticulas poliméricas foram preparadas pela técnica de emulsificacéo/

evaporacdo do solvente, a partir de uma emulsdo simples 6leo em &gua (O/A)
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(VANDERHOFF; ELASSER; UGELSTAD, 1979; MAINARDES; EVANGELISTA,
2005; REIS et al., 2006, RAO; GECKELER, 2011).

Partindo desse principio, duas solucGes foram preparadas e posteriormente
misturadas, fase oleosa composta por solventes organicos e polimeros, e fase aquosa
contendo apocinina e tensoativo a base de agua. Os parametros fixos foram as
quantidades de polimeros de PLA — PEG, tempo e poténcia de sonicacdo, 6 minutos a
50W. Ja os parametros varidveis foram relacionados a escolha do solvente orgénico e

porcentagem da solucdo de PVA, conforme mostra a Tabela 1 a seguir.

Tabela 1: Parametros variaveis na formulacdo de NP-PLA e NP-PLA-PEG pelo
método de emulsificacdo-evaporacdo O/A do solvente.

Variaveis
. Solvente Organico Tensoativo
% Diclorometano PVA 1%
<§ Diclorometano + Acetato de etila PVA 2%
[a

Diclorometano + Clorof6rmio
Cloroférmio

Diclorometano + n-Hexano

Para a preparacao de nanoparticulas de polimeros sintéticos, 50 mg PLA (50 mg)
ou PLA-PEG (50-10mg) foram primeiramente dissolvidos em 1,0 mL de
diclorometano. Em seguida, 5 mg de apocinina em 1,0 mL de diferentes solventes
organicos, em propor¢do 1:1 v/v. Para a formacdo de emulsdo do tipo (O/A), a fase
oleosa foi lentamente vertida & fase aquosa, de 10 mL de solugédo de PVA (1 ou 2%
p/v), durante sonicagdo continua por meio de sonicador ultrassonico acoplado a
microponta, a poténcia pré-estabelecida de 50W por 6 min.

Finalizado o processo de emulsificacdo, a emulsdo resultante foi submetida a
evaporacdo por meio de evaporador rotatorio a pressao negativa durante cerca de 20
minutos a 37 °C, para remocdo rapida do solvente organico da formulacdo e,
consequentemente, solidificar o polimero, formando as nanoparticulas contendo
apocinina. Em seguida, o produto resultante da rotaevaporacdo foi submetido a

ultracentrifugacao (14.000 x g, 30 min, 4 °C) para separacao da apocinina encapsulada
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presente no precipitado da apocinina livre presente no sobrenadante. O sobrenadante foi
separado e reservado. O precipitado foi lavado e ultracentrifugado uma vez com é&gua
ultrapura para remocdo do tensoativo remanescente, e o sobrenadante das lavagens
armazenado junto com o sobrenadante inicial. As nanoparticulas presentes no
precipitado foram ressuspensas em solucdo de sacarose 5%, congeladas por 24h,

liofilizadas e mantidas em dessecador.

5.2.2 Método de coacervacdo para obtencdo de nanoparticulas de PLA e PLA-PEG

contendo apocinina

A preparagdo de nanoparticulas de PLA e PLA-PEG por meio de coacervagdo
foi realizada como descrita por Huang e colaboradores (1997), por técnica de
coacervacdo em meio nao aquoso, com adi¢do de ndo-solvente (HUANG; CHUNG;

TZENG, 1997). As formulagdes testadas estdo representadas na Tabela 2 a seguir.

Tabela 2: Parametros das formulagdes de NP-PLA e NP-PLA-PEG obtidas pelo
método de coacervagéo.

Variaveis
Formulacédo* PLA PEG Apocinina DCM
C1 100 mg -- 20 mg 4,8 mL
C2 100 mg 20 mg 20 mg 5,6 mL

*n=3

Inicialmente, o PLA ou PLA-PEG foram dissolvidos em diclorometano, a fim de
produzir uma solucdo 2,5% p/v. Usando um agitador magnético sob uma taxa de
agitacdo de cerca de 500 rpm, 20 mg de apocinina foram suspensas na solugdo do
polimero. Para induzir coacervagdo, um excesso de hexano foi adicionado gota a gota,
cerca de 10-12 mL, o qual € um ndo-solvente do PLA, até a suspensdo turvar. As
particulas permaneceram sob agitacdo durante 90 min a fim de promover o
endurecimento, em seguida ultracentrifugada (14.000 x g, 30 min, 4 °C), o precipitado

lavado com hexano e ultracentrifugado novamente. Apos a separacdo final, as
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microparticulas foram secas em estufa durante 12 h a 35 °C e mantidas em dessecador

para as analises posteriores.

5.2.3 Método de coacervacdo para obtencdo de nanoparticulas de albumina

contendo apocinina

Nanoparticulas BSA foram preparadas por técnica de coacervacao por adi¢do de
ndo-solvente (WEBER et al., 2000; LANGER et al., 2003; LI et al., 2008). Nesta
metodologia, testes preliminares foram realizados sem a modificacdo do pH (Asg —
albumina sem base), e em seguida em pH 9,0 (Acg — albumina com base). As
concentracdes de albumina bovina (BSA) e apocinina foram constantes, e o volume de

glutaraldeido 8% foi variado, conforme mostra a Tabela 3 e 4 abaixo:

Tabela 3: Pardmetros preliminares de formulacdes de NP-BSA contendo apocinina
pelo método de coacervacgdo, sem modificacdo do pH (pH 7,2 £ 0,2).

" Variaveis

o

s Formulagdo* BSA Apocinina Glutaraldeido 8%

F Alsg 100 mg 50 mg 0,2 uL/mg BSA
*n=3.

Tabela 4: Parametros empregados na formulacdo de NP-BSA contendo apocinina pelo
método de coacervacdo, com variagao do volume de glutaraldeido 8%.

" Variaveis

o

s Formulacédo* BSA Apocinina Glutaraldeido 8%

§ Alcs 125 mg 75 mg 0,2 uL/mg BSA

o A2cp 125 mg 75 mg 0,4 uL/mg BSA
A3cs 125 mg 75 mg 0,8 uL/mg BSA
Ad g 125 mg 75 mg 1,6 uL/mg BSA

*n=3.
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Primeiramente, 125 mg de BSA foram solubilizadas em 4,0 mL de agua
ultrapura, e 75 mg de apocinina foram solubilizadas em 2,0 mL de etanol. A
dessolvatacdo foi conseguida apos adicdo gota a gota da solucéo etandlica de apocinina
mais cerca de 4 a 8 mL de etanol até a solucdo se tornar opalescente, sob agitacdo a 500
rpm com auxilio de agitador magnético em temperatura ambiente. Em seguida, para as
formulacbes (Acg), 0 pH foi modificado para cerca de 9,0 com solu¢do de NaOH 0,1M.
Depois do processo de dessolvatagdo, volumes predeterminados de glutaraldeido 8%
foram adicionados para induzir a reticulacdo das particulas. O processo de reticulacdo
foi efetuada sob agitacdo da suspensao por 24h em shaker (200 rpm) a 30 °C £ 1,0.

Para a preparacdo das nanoparticulas vazias (NP-Brancas), foi feita a dissolucéao
de BSA em 4,0 mL de agua e dessolvatacdo apenas com etanol (sem incorporacao de
apocinina), seguida de modificacdo do pH para 9,0 com solucdo de NaOH 0,1M e
reticulacdo com glutaraldeido 8%. Os demais parametros foram iguais ao procedimento
supracitado.

Em seguida, o produto resultante foi submetido a ultracentrifugacao (14.000 x g,
30 min, 4 °C) para separacdo da apocinina encapsulada da apocinina livre. O
sobrenadante foi separado e reservado. O precipitado foi lavado com agua ultrapura e
ultracentrifugado para remocdo de glutaraldeido remanescente, e o sobrenadante da
lavagem armazenado junto com o sobrenadante inicial. As nanoparticulas presentes no
precipitado foram ressuspensas em solucdo de sacarose 5%, congeladas por 24h e
posteriormente liofilizadas. As nanoparticulas liofilizadas ficaram mantidas em

dessecador para as analises posteriores.

5.3 Caracterizagdes morfoldgica e fisico-quimica das nanoparticulas

5.3.1 Determinacao da eficiéncia de encapsulacéo

Uma técnica de separacdo bastante utilizada é a ultracentrifugacdo, na qual é
determinada a concentracdo de droga livre presente na suspensdo (CASTANHEIRAS,
2012). Desse modo, a quantidade de apocinina incorporada as nanoparticulas foi
verificada por andlises indiretas, analisando o sobrenadante resultante do processo de
ultracentrifugacdo do preparo das amostras, método pelo qual se determina a
concentracdo de droga ndo-encapsulada as nanoparticulas. O sobrenadante foi diluido

em componente da fase movel, acetonitrila na proporcdo 1:10 (NP-PLA e NP-PLA-
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PEG) ou 1:100 (NP-BSA), filtrado em filtro de membrana de PVDF (0,22 pm,
Millipore) e analisado utilizando CLAE. As andlises foram realizadas em triplicata e a
concentracdo de apocinina calculada a partir da equacdo da reta da curva analitica
previamente determinada. A eficiéncia de encapsulacdo (EE%;,q) foi determinada a
partir da seguinte equacéo:
Eq. (6)
Quantidade tedrica de apocinina — Quantidade pratica de apocinina

EE%ind = 100
ot Quantidade tedrica de apocinina X

5.3.2 Analise da distribuicdo do didametro médio da particula e indice de
polidispersidade

O diametro médio das nanoparticulas, bem como seu indice de polidisperséo,
foram determinados por técnica de espectroscopia de correlacdo de fétons, conhecida
também como Dynamic light scattering (DLS). Para isso, o liofilizado resultante das
nanoparticulas de apocinina foram diluidas em &gua ultrapurificada, com analises
realizadas em triplicata. As andlises foram realizadas com angulo de espalhamento de
90°, temperatura em torno de 20 °C e comprimento de onda do laser igual a 532 nm,
utilizando o equipamento Nanosizer Nano-ZS90 (Malvern). O didametro hidrodindmico
médio foi calculado a partir da intensidade de luz dispersa (r,), com base na teoria
movimento Browniano das particulas, através da equacdo de Einstein-Stokes:

Eq. (7)
D= K. T
6.7t.m. 1

onde: K = constante de Boltzmann
T = temperatura absoluta
n = viscosidade do meio

I, = raio hidrodindmico

Particulas em meio liquido movem-se desordenadamente devido a colisbes com

as moléculas do meio disperso (movimento Browniano). Particulas menores tendem a
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se movimentar mais rapidamente que particulas grandes, apresentando assim maior
constante de difusdo na equacédo de Einstein-Stokes (D). A medida da intensidade da luz
espalhada por uma disperséo permite detectar e analisar esse movimento browniano das
particulas (CASTANHEIRA, 2012).

5.3.3 Andlise do potencial zeta — cargas de superficie

O potencial zeta (PZ) foi mensurado por espalhamento de luz eletroforético,
Electrophoretic Light Scattering, utilizando o equipamento Nanosizer Nano-ZS90
(Malvern) com angulo de 90° & temperatura de 20°C. As amostras dispersas em solucéo
KCI e os valores potenciais foram calculados com média e DP das triplicatas, com

valores de leituras de no minimo 12 e maximo de 100 repeticdes.

5.3.4 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

A espectroscopia no infravermelho (IV) fornece evidéncias de grupos funcionais
dos compostos a serem analisados, auxiliando na caracterizacdo dos compostos
presentes nas nanoparticulas, como a droga e polimero. Amostras de apocinina livre,
polimero albumina, NP-Brancas e NP-BSA contendo apocinina foram compactadas
com brometo de potassio (KBr) através de compressdo em prensa hidraulica para a
formacdo das pastilhas, e submetidas & anélise no intervalo de 4000 a 400 cm”, em
equipamento de espectrofotometro de infravermelho Nicolet IR200 FT-IR (Thermo
Scientific).

5.3.5 Difragéo de raios X (DRX)

A difragdo de raios X fornece informacfes importantes sobre composicdo de
fase e cristalinidade (BEDE, 2010). As amostras de apocinina, albumina (BSA), a
mistura fisica de ambas (MF-BSA-Apocinina) e NP-BSA carregadas com apocinina
(NP-BSA-Apocinina) foram analisadas, utilizando radiacdo de CuKa, A = 1,5418 A,
com corrente de 10 mA e tensdo de 30 kV a temperatura ambiente. Os dados foram
digitalizados por um detector que se move de 2e com passo angular partir de 5° para

60°.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CD0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.thermoscientific.de%2Fcom%2Fcda%2Fproduct%2Fdetail%2F1%2C1055%2C17079%2C00.html&ei=q6SLUsLPFc_NsQSWo4KgBw&usg=AFQjCNF2T4LbC-52UoXke2TYwUYrvNiUTw&bvm=bv.56643336,d.cWc
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CD0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.thermoscientific.de%2Fcom%2Fcda%2Fproduct%2Fdetail%2F1%2C1055%2C17079%2C00.html&ei=q6SLUsLPFc_NsQSWo4KgBw&usg=AFQjCNF2T4LbC-52UoXke2TYwUYrvNiUTw&bvm=bv.56643336,d.cWc
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5.3.6 Analise térmica por calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Neste ensaio é mensurada a alteracdo de energia fornecida as substancias em
teste em funcdo da temperatura. Amostras de apocinina, aloumina (BSA), mistura fisica
(MF-BSA-Apocinina) e NP-BSA carregadas com apocinina (NP-BSA-Apocinina)
foram pesadas em cadinho de aluminio (5 mg), seladas e submetidas a aquecimento sob
atmosfera de nitrogénio, a temperatura entre 30 a 450 °C, razdo de aquecimento de
10°C/min e com vazdo de gas de arraste de 100mL/min. A temperatura de fusdo foi
determinada através do pico do sinal formado. A célula de DSC foi calibrada antes dos

ensaios no eixo de temperatura utilizando padrées de zinco e safira.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Desenvolvimento de metodologia analitica por CLAE para determinacdo de
Apocinina em nanoparticulas — Resultado do procedimento de validacéo analitica

Apocinina tem espectro de absorcdo no UV-Vis na gama de 200-375nm, com
evidéncias de picos em 203, 224, 275 e 304 nm (GONTER; TAKACS;
WOJINAROVITS, 2012; PETRONIO et al., 2013). Deste modo, foi realizada leitura de
solucgéo padrdo de apocinina em espectrofotometro UV-Vis (Jasco), em varredura, para
determinacdo do melhor pico de absor¢do. O comprimento de onda com melhor
absorcéo foi determinado em 276 nm.

Em testes preliminares para determinacdo da fase mdvel, foram utilizadas
diferentes proporcdes de acetonitrila, metanol, 4gua, e agua com adicdo de acido
fosforico 0,1% ou &cido acético 0,1%. Com a adi¢do dos acidos, houve melhora no
alargamento da banda cromatografica, de modo que sua apresentagcdo tornou-se mais
estreita e diminuicdo de caudamento. Conforme a troca de coluna de fase estacionéria —
C18 de 250 mm para C18 de 125 mm, de marcas distintas — a mesma fase movel néo
manteve a eficiéncia e os picos de apocinina apresentaram-se diferentes. Dessa forma,
fez-se uso da coluna de menor tamanho, e a fase moével que formou o melhor
cromatograma foi a combinacg&o de acetonitrila: agua e acido acético a 0,1%.

Das proporcdes testadas da fase movel escolhida, a proporcédo 60:40 (v/v) de

acetonitrila:dgua e acido acético a 0,1%, foi a que apresentou pico mais estreito e
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simétrico. Assim, as condicGes cromatograficas e a fase movel foram os primeiros

parametros a serem definidos, conforme mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Condic¢des cromatograficas para validacdo analitica da apocinina.

Caracteristicas Condices
Absorvancia PDA, UV-Vis (£ =276 nm)
Fase Movel ACN: H,0, AcOH 0,1% (60:40)
Fluxo 0,800 mL/mim
Volume de injecédo 20uL
Coluna Cromatografica C18 (125mm x 4mm, 5um)

A fase mdvel mostrou-se eficaz na quantificacdo da apocinina, uma vez que
resultou em picos com alta absorcéo, simétricos e praticamente sem ruidos de base,
conforme demonstra a Figura 10. O tempo de retencdo do pico cromatografico de
apocinina foi de aproximadamente 1,638 minutos, com um tempo total de corrida de 3
minutos. O tempo de corrida reduzido € vantajoso para esta validacdo e posteriores

leituras do sobrenadante das nanoparticulas de apocinina.

Figura 10: Cromatograma da solugéo-padrao de apocinina 50 pg/mL (Fase movel:
ACN:H,0, AcOH 0,1% (60:40), 0,800 mL/min, 276nm).
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O tempo de volume morto (Ty) foi calculado pela equacdo eg. (8) abaixo, o qual
indica o tempo que o solvente leva para chegar ao detector. O Ty encontrado foi de 0,98
min. Neste caso, com tempo de retencdo igual a 1,638 min, ha diferenca de 0,66 min
entre tempo de retencdo e Ty. Nota-se que ndo houve interferéncia deste parametro na

corrida cromatografica.

Eq. (8)
Twm = (r/1000) x (3,1416/2) x (C/Fluxo)
Onde: r* = Raio da coluna elevado ao quadrado
C = Comprimento da coluna em mm

Fluxo = Fluxo da analise em questdo em mL/min

6.1.1 Linearidade

A linearidade do método analitico em CLAE foi confirmada através da obtencéo
da curva analitica, a partir dos oito niveis de concentracdo formadas por 5, 10, 20, 40,
50, 60, 80 e 100 pg/mL. A equacdo da reta y = 9,35.10* x + 2,34.10% e o coeficiente de

correlagdo (r?) obtido foi de 0,9992, conforme mostra a Figura 11.

Figura 11: Curva analitica da area versus as concentracfes da apocinina, obtida CLAE
(Fase mdvel: ACN:H,0, AcOH 0,1% (60:40), 0,800 mL/min, 276nm).
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O resultado do coeficiente de correlacéo (r?) é um parametro de grande valia por
indicar a qualidade da curva analitica, sendo que quanto mais préximo a 1,0 menor a
dispersdo dos pontos experimentais e mais confiavel serd a determinacdo das
concentracdes da amostra no método cromatografico ja estabelecido (RIBANI et al.,
2004).

6.1.2 Especificidade

Para avaliar a especificidade e a seletividade, analisou-se se houve interferéncia
dos componentes da formulacdo das nanoparticulas no pico cromatogréafico da
apocinina, partindo do sobrenadante resultante do processo de separacdo das
nanoparticulas do farmaco livre. Para este fim, foram analisados o0 PVA, componente da
formulacdo de NP-PLA e NP-PLA-PEG obtidas por emulsificacdo-evaporacdo do
solvente, e albumina (BSA) para as NP-BSA obtidas por coacervacdo. A andlise do
sinal produzido pelo componente PVA (1%), em diluicdo 1:10, foi realizada
comparando seu cromatograma (Figura 12) com os obtidos com a solugdo-padrao de

apocinina.

Figura 12: Cromatograma da amostra de PVA 1%, diluicdo 1:10. (Fase mdvel:
ACN:H,0, AcOH 0,1% (60:40), 0,800 mL/min, 276nm).
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O pico da solucdo aquosa de PVA apareceu no mesmo tempo de retencdo do
pico da apocinina, analisados nas mesmas condigdes. Entretanto, para a determinagao
quantitativa da apocinina esse dado n&o foi considerado interferente da formulagao, pois
sua absorvancia em comparacdo com a solucdo de 5 pg/mL de apocinina livre (ponto
mais baixo da curva analitica), foi minimo e ndo alterou quantitativamente a anélise.

Para avaliar interferentes da formulacdo de NP-BSA por coacervacdo, o
componente analisado foi a propria albumina de soro bovino, a partir de sobrenadante
de nanoparticulas brancas (sem apocinina) em diluicdo 1:100, a mesma dilui¢do para
quantificacdo de apocinina para calculo da EE%. Assim como no teste do interferente
PVA, a albumina também foi detectada durante as analises, como mostra a Figura 13.

A albumina bovina absorve na regido de 190 a 200 nm devido as suas ligacGes
peptidicas, em 280 a 300 nm por causa dos triptofanos e com absor¢cdo maxima em 276
nm, que se origina a partir da tirosina, as ligac6es dissulfeto e dos residuos aromaticos
do triptofano (FERREIRA, 2009; SINGH et al., 2013). O méaximo de absorcdo é
comum ao da apocinina. Entretanto, a BSA é comumente submetida a fluorescéncia
para sua deteccdo/quantificacdo, e contém dois residuos de triptofano como fluoréforos
(Trp-212 e Trp-134). Quando outras moléculas interagem com BSA, a fluorescéncia
triptofano pode mudar dependendo do impacto dessa interagdo (ANIRUDHAN;
REJEENA; THARUN, 2012), resultando em baixo nivel de detec¢do. Assim, esse dado

ndo foi considerado interferente quantitativo da formulacéo.

Figura 13: Cromatograma da amostra de aloumina derivada de nanoparticula branca,
diluigdo 1:100. (Fase movel: ACN:H,0, AcOH 0,1% (60:40), 0,800 mL/min, 276nm).
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Quanto as condicdes de estresse, 0s padrdes de apocinina (10, 50 e 100 ug/mL)
foram analisados a fim de detectar eventuais picos interferentes, resultantes de possivel
degradacdo ou modificacdo estrutural da droga. Estes resultados foram dispostos na

Tabela 6 e os respectivos cromatogramas nas Figuras 14, 15 e 16.

Tabela 6: Concentracdes padrdes de apocinina submetidas as condigdes de estresse.

Condicdes de Recuperacao (%) £ DPR*
Estresse 10pg/mL 50pg/mL 100pg/mL Média

Luz Visivel ~ 101,1 % + 0,52 101,1% + 0,59 100,79 % * 0,53 100,99 %

Congelamento  103,4% +1,19  102,1%+0,19  100,7 % £ 0,34 102,06 %

NaOH - - - -
HCl 96,53%+0,25 9591%+143 9562%+3,13 96,02 %
H.0. 97,08%+0,20 97,18%+098 9604%+285 96,76 %

* DPR = Desvio Padréao Relativo (n = 3).

Dentre as condi¢bes analisadas, maior parte demonstrou baixa interferéncia na
porcentagem de recuperacdo das amostras. CondicGes de estresse de exposicdo a luz
visivel e congelamento por 24 horas ndo afetaram o cromatograma da apocinina,
confirmadas com porcentagem de recuperacao proximas a 100%. Conclui-se assim, que
estes parametros de estresse ndo causaram degradacdo detectavel.

As amostras tratadas com H,0, e HCI geraram mudangas mais significativas
porcentagem de recuperacdo. Entretanto, ainda mantiveram-se dentro dos limites
preconizados pela legislacdo regulatoria (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

No cromatograma do padréo de apocinina sob estresse de oxidagdo por H,O;
(Figura 14 a) foi detectado outro pico no tempo de retencdo, cerca 1,25 min. Entretanto,
0 mesmo foi caracterizado como o proprio peroxido quando feita a corrida deste livre do
padréo de apocinina (Figura 14 b). Dado confirmado por ambos 0s picos apresentarem o

mesmo tempo de retencéo.
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Figura 14: a) Cromatograma da solu¢do de Apocinina 50 pg/mL sob estresse de
oxidacéo por H,O,, por 1h. b): Cromatograma do H,O, sem presenca de apocinina.
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O mesmo foi observado quando as amostras foram submetidas a teste de
modificagdo do pH com HCI 0,5M (Figura 15 a). O aparecimento de um pico adicional
foi detectado na corrida cromatografica, com tempo de retencdo em aproximadamente

1,10 min o que corresponde ao proprio HCI, como demostrando na Figura 15-b.
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Figura 15: a) Cromatograma da solugéo de Apocinina 50 ug/mL sob estresse com HCI
0,5M, por 1h. b) Cromatograma da solu¢do HCI 0,5M.
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Na leitura da amostra de apocinina submetida ao teste de pH envolvendo NaOH,
ndo foi possivel a deteccdo do padrdo de apocinina, e houve o surgimento de pico

inesperado (Figura 16).
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Figura 16: Cromatograma da solugdo de apocinina 50 ug/mL sob estresse com NaOH
0,5M, por 1h
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Quando adicionado hidréxido de sodio (NaOH) observa-se uma alteracdo do
pico da droga, fato que pode ser atribuido a capacidade do NaOH em se dissociar em
Na® e OH em meio aquoso. Dessa forma, possivelmente ocorre uma interago
intermolecular do tipo ligacdo de pontes de hidrogénio entre a carbonila (O=C) da
apocinina e o hidrogénio do grupamento hidroxila (-OH), modificando assim a estrutura
e 0 cromatograma inicial da apocinina.

Os resultados da especificidade e seletividade atenderam as exigéncias
preconizadas pela legislacdo vigente (ANVISA, 2003), com porcentagem recuperacao
préximas a 100%. Demonstraram que mesmo quando submetida ao processo de
oxidacdo e hidrolise acida a apocinina pode ser quantificada mesmo com o surgimento
de picos inesperados. A seletividade de um método instrumental visa avaliar as
substancias em estudo de forma inequivoca, mesmo na presenca de componentes que
podem interferir com a sua determinagdo (RIBANI et al., 2004). Dessa forma, pode-se
observar que o0s componentes utilizados para verificagdo da estabilidade né&o

interferiram na quantificacdo da apocinina.
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6.1.3 Limites de deteccédo (LD) e quantificacéo (LQ)
O LD e LQ foram calculados a partir dos valores obtidos da regressdo linear da
curva de calibracdo (Figura 17), com os dados do desvio padrdo meédio do intercepto y

(o) e a inclinacdo da curva analitica (b), empregando as equacfes eq.3 e eq.4 do item

5.1.6. Os valores de LD e LQ foram de 78ng/mL e 238ng/mL, respectivamente.

Figura 17: Curva limite delineada para célculo de limites de deteccdo e quantificacéo

da apocinina.
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LD e LQ correspondem a sensibilidade do método e confiabilidade para analises
de baixas concentracGes, Os valores encontrados foram considerados adequados visto
sua finalidade, os testes de quantificacdo de apocinina no sobrenadante das
nanoparticulas.

6.1.4 Precisao

Os resultados da precisdo s@o provenientes de dois niveis de avaliagdo: precisdo
intra-corrida e inter-corrida. Ambas as precisdes foram estabelecidas a partir de nove
determinacbes presentes na curva analitica padrdo, tréplicas de trés concentracdes
diferentes: baixa (10 ug/mL), média (50 pg/mL) e alta (100 pg/mL). Os resultados estéo
dispostos na Tabela 7 a seguir.
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Tabela 7: Andlise das precisdes intra e inter-corridas, e seus respectivos CV% e DP.

Sol. Padréo pg/mL Média da concentracéo DP CV%

Analise Intracorrida (n=3)

10 10,447 0,018 0,17
50 51,117 0,117 0,23
100 100,575 0,174 0,17

Analise Intercorrida (n=3)

1° Dia
10 10,755 0,244 2,27
50 50,615 0,803 1,58
100 100,270 1,845 1,84
2° Dia
10 10,420 0,039 0,38
50 50,560 0,756 1,49
100 100,491 1,217 1,21
3°Dia
10 10,155 0,015 0,15
50 50,657 0,453 0,89
100 100,366 0,638 0,63

A precisdo foi confirmada através dos valores do coeficiente de variacdo (CV%),
que corresponderam ao requisito da resolucdo da ANVISA e guia ICH com CV inferior

a 5% nos dois niveis de precisdo avaliados.

6.1.5 Exatidao

A exatiddo foi avaliada, assim como no teste de precisdo, através das
determinacbes de tréplicas de trés concentragBes conhecidas, sendo uma baixa, uma
media e uma alta (10, 50 e 100 pg/mL, respectivamente). A exatiddo pdde ser
confirmada devido a proximidade dos valores obtidos em comparacdo aos valores
teoricos, expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracdo teorica correspondente, com critério de aceitacdo

em porcentagem de recuperacdo maximo de 5% (ANVISA, 2003). De acordo com a
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legislacdo, os resultados mostram concordancia entre os valores experimentais e

tedricos, sendo assim um método exato, como demonstra a Tabela 8.

Tabela 8: Exatiddo para os padrbes de apocinina.

Solugdo Padrao (pg/mL) Recuperacéo (%) DPR*
10 104,43 2,86
50 101,22 1,32
100 100,37 1,22

* DPR = Desvio Padréao Relativo (n = 3).

6.1.6 Robustez

O método cromatografico analitico foi submetido a pequenas alteracfes em seus
parametros originais a fim de testar sua capacidade em resistir a essas variagdes sem
grandes interferéncias na determinacgéo e quantificacdo da droga estudada. As variagoes
foram: alteracBes de proporcdes da fase movel, no fluxo de vazdo do aparelho e na
temperatura da coluna. O resultado deste ensaio foi expresso por meio da percentagem

de recuperacéo e desvio padrao relativo (DPR), como mostra a Tabela 9.

Tabela 9: Resultados das variages das condi¢bes cromatograficas para as diferentes
concentracdes de apocinina.

Variagoes Recuperagio (%) + DPR

10pg/mL 50pg/mL 100pg/mL
Fase Movel (59:41) 99,9% + 0,3 99,1% + 0,3 99,7% + 0,3
Fase Mével (61:39) 105,4% + 0,3 99,4% = 0,4 100,0% + 0,1
Fluxo 0,700 mL/mim 1131% + 0,1**  107,2%+0,7**  108,3 % + 0,8**
Fluxo 0,900 mL/mim 90,206+ 0,1**  89,4%+02%*  90,1% % 0,1%*
Temperatura forno 20oc ~ 101,3% +2.0 100,1% + 2,0 100,9% + 1,0
Temperatura fomo 30°Cc ~ 22°% %06 98,8% + 0,6 99,9% + 0,2

*DPR = Desvio Padrao Relativo (n = 3); ** Data missing durante analise cromatogréafica, quantificacao
calculada através da area do pico.
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As condicbes cromatograficas originais da metodologia analitica estdo listadas
na Tabela 1, e a partir desta, foram variados o fluxo, a temperatura e a proporcéo da fase
movel. Para fase mével, a variagdo efetuada foi de 1% para as duas fases, acetonitrila e
agua (59:41 e 61:39), que resultou numa recuperacdo média de 99,6% e 101,6%,
respectivamente. A temperatura foi alterada em 5 °C para mais e para menos, e resultou
em porcentagem de recuperacdo meédia das trés concentracdes de 100,76% para 20 °C e
de 99,39% para 30 °C. Ja o fluxo de corrida da fase movel sofreu variacdo de 0,1 mL
para mais e para menos, e apesar de uma peguena variacdo, o pico cromatografico nao
foi encontrado para quantificacdo na curva analitica (data missing), sendo sua
quantificacdo possivel calculando-se a area do pico.

Quando usadas colunas de diametro mais estreito, a performance do sistema de
distribuicdo de solvente em CLAE torna-se mais rigorosa gracas as taxas de fluxo
reduzidos. Nota-se assim, que pequenas alteracbes no fluxo sdo mais significativas no
desempenho de colunas menores (WATERS, 2003).

Confirmou-se que o método analitico desenvolvido em CLAE pode ser
considerado robusto, visto que foi capaz de manter sua resposta quantitativa da maior
parte dos testes em relacdo aos dados originais, mesmo depois de pequenas e

deliberadas alteracdes de analise.

6.2 Caracterizacgdes da formulacdo 6tima de nanoparticula de apocinina

6.2.1 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas de PLA e
PLA-PEG contendo apocinina através dos métodos de emulsificacdo-evaporacao
do solvente e coacervacdo em meio ndo aquoso

Os processos de obtencdo de particulas de PLA e PLA-PEG foram realizados
por duas formas distintas: método fisico-mecanico e método fisico-quimico, por
emulsificacdo-evaporacdo do solvente e coacervagdo, respectivamente (JYOTH et al.,
2010). Inicialmente, para o método de emulsificacdo-evaporacdo do solvente, as
variaveis foram os solventes, o tensoativo e sua porcentagem, conforme representado na
Tabela 10. Foram quantificados os sobrenadantes das formulacfes F1 a F12 em CLAE.

A eficiéncia de encapsulacéo (EE%) foi calculado conforme a eg. (6) da sessdo 5.4.
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Tabela 10: Disposi¢do dos parametros das formulacdes de NP-PLA e NP-PLA-PEG
obtidas pelo método de emulsificacdo-evaporacao do solvente.

Solventes (uL) Tensoativo (%)
Formulagdes* DCM~  AE CLOR™  HEX™ PVA
F1 1000uL  1000pL - - 1%
F2 1000pL  1000pL - - 2%
F3 2000pL - - - 1%
F4 2000pL - - - 2%
F5 1000uL - 1000pL - 1%
F6 1000pL - 1000pL - 2%
F7 - - 2000pL - 1%
F8 - - 2000pL - 2%
F9 1000uL - - 1000pL 1%
F10 1000pL - - 1000pL 2%
F11 - - 1000uL  1000pL 1%
F12 - - 1000puL  1000pL 2%

“n=3, DCM: Diclorometano; AE: Acetato de Etila; CLOR: Cloroférmio; HEX: n-Hexano.

As formulagbes do método de emulsificacdo-evaporacdo do solvente foram
desprezadas nesse primeiro momento, pois nenhuma das formulagdes apresentaram
eficiéncia de encapsulacdo satisfatoria, com EE% inferiores a 2% (dados néo
mostrados). Varios fatores podem ter influenciado no resultado final, dentre as
possibilidades estdo: a solubilidade do solvente organico em &gua, velocidade de
evaporacdo do solvente, afinidade da droga com o polimero e solubilidade da droga na
fase continua (YEO; PARK, 2004).

Os polimeros que tém solubilidade relativamente elevadas em diclorometano
levam mais tempo para solidificar, o que pode influenciar na baixa eficiéncia de
encapsulacdo. Uma vez que os polimeros que tém maior solubilidade em diclorometano
permaneceram mais tempo no estado semi-solido, dessa forma a fase dispersa, no caso a
agua, pode se tornar mais concentrada antes de ser completamente solidificada
(MEHTA et al., 1996; JYOTH et al., 2010). Quando a solidificacdo da fase dispersa é
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lenta, a eficiéncia de encapsulacdo torna-se baixa, porque mais drogas difundem-se para
a fase continua (YEO; PARK, 2004). Da mesma forma, também foram testadas
formulages com a dissolucao do polimero em cloroférmio, mas o resultado, da mesma
forma, foi de baixa eficiéncia. Solventes com menos afinidade pela agua, como o caso
do cloroférmio, necessitam de grande quantidade de agua para a precipitagdo do
polimero, e a droga pode ter sido perdido devida ao processo de solidificacdo (YEO;
PARK, 2004).

Além disso, a apocinina € livremente solivel nos solventes organicos testados
(diclorometano, acetato de etila e cloroférmio), e apresenta um grau de polaridade que
reduz a possibilidade da sua interagdo com o PLA. Com isso, mesmo que a apocinina
tenha maior afinidade com a fase organica (log P 1,01 £ 0,06), é provavel que ocorra a
rapida saida do solvente para a fase aquosa no processo de emulsificacdo (SMITH;
LUCHTEFELD, 2008; ALSHAMSAN, 2013). Com uso de um solvente miscivel, a
chance de difusdo para a fase aquosa é ainda maior (JYOTH et al., 2010).

A partir desses resultados, foi realizada entdo uma tentativa de formulagéo de
emulsdo composta a/o/a, sendo a fase oleosa de solvente organico o dicloromentano.
Entretanto, essas formulacdes sdo adequadas para compostos hidrofilicos, que nédo é o
caso da apocinina. Visto isso, o0 método de emulsificacdo-evaporacdo com dupla
emulsdo também teve resultado insatisfatdrio para eficiéncia de encapsulacéo.

Foram realizados testes pelo método coacervacdo de PLA e PLA-PEG.
Baseando-se no principio de adicdo de um ndo-solvente, a promocdo da formacao do
coacervado pela precipitacdo do polimero foi conseguindo pela adi¢cdo de n-hexano,
solvente este no qual o PLA ndo é soltvel, conforme metodologia de Huang e
colaboradores (1997). A separacédo de fases em 0leo pode ser utilizada na preparacéo de
particulas de PLA/PLGA. Farmacos hidrossollveis sdo dissolvidos em agua e dispersos
na solugdo orgéanica do polimero e farmacos hidrofobicos podem ser dissolvidos ou
dispersos na mesma solugéo organica do polimero. Nesse ultimo, para haver a separagédo
de fases, é adicionado um ndo-solvente organico (JAIN, 2000).

Neste estudo, tratando-se da apocinina uma droga de baixa solubilidade em
agua, a apocinina e o polimero PLA ou PLA-PEG foram dissolvidas na mesma solugéo
de diclorometano, e como n&o-solvente utilizou-se n-hexano Os parametros de
formulacdo e da EE% estdo dispostos na Tabela 11. Foram quantificados os
sobrenadantes das formulagdes C1 e C2 em CLAE. A eficiéncia de encapsulacdo (EE%)

foi calculado conforme a eq. (6) da sessdo 5.4.
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Tabela 11: Resultados da EE% da formulagdo de NP-PLA e NP-PLA-PEG obtidas pelo
método de coacervacao.

Variaveis
Formulacédo* PLA PEG Apocinina EE%+DP
C1 100 mg -- 20 mg 31,1+8,.2
C2 100 mg 20 mg 20 mg 148+48

*n=3; C1: NP-PLA contendo apocinina; C2: NP-PLA-PEG contendo apocinina.

As eficiéncias obtidas das formulacdes foram razoaveis quando comparadas a
metodologia anterior, na qual a EE% foi desprezivel. Esse aumento da EE% é
possivelmente decorrente por esta metodologia de coacervacdo ser desenvolvida em
meio ndo-aquoso e ndo haver processo mecanico, favorecendo assim o maior

aprisionamento da droga no interior das particulas ou adsorvidas a sua superficie.

6.2.2 Determinacao da eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas de albumina
de soro bovino (BSA) contendo apocinina

Polimeros naturais geralmente sdo utilizados para producdo de micro e
nanoparticulas pelos métodos de coacervacao, gelificacdo idnica e nano spray drying
(REIS et al., 2006; ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012). A coacervacao é a técnica
mais comumente utilizada para a producdo de nanoparticulas a base de albumina. A
vantagem do método de coacervacdo em comparagdo a outras producdes técnicas € o
facil processo de producédo de nanoparticulas com propriedades de liberagdo controlavel
da substancia ativa (ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012).

A escolha por coacervacdo induzida por etanol € comumente aplicada pela
possibilidade de reduzir a toxicidade potencial de particulas devido a permanéncia de
solventes (LUPPI et al., 2011). A solubilidade do polimero natural albumina bovina
(BSA) em agua ¢é elevada, ao passo que a solubilidade em etanol é relativamente baixa,
0 que favorece a formacéo dos coacervados (PAIK et al., 2013). O agente coacervante
muda progressivamente a estrutura terciaria da proteina para gerar um material cada vez
mais hidrofébico, o que tende a formar os agregados de albumina pela dessolvatacéo.
Estes coacervados sdo considerados instdveis e necessitam ser endurecidos por

reticulacdo. A reticulacdo consiste na formagdo de ligacdes covalentes estaveis entre
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segmentos de cadeias polipeptidicas dentro da proteina ou entre cadeias poliméricas -
vizinhas, por ligagdes intermoleculares, formando uma estrutura em rede tridimensional,
normalmente mais rigida que o material ndo reticulado (FAYAD, 2010; YEDOMON;
FESSI; CHARCOSSET, 2013).

O processo de dessolvatacdo de albumina com solventes organicos, seguida pela
reticulacdo com glutaraldeido é comumente utilizado para montar as nanoparticulas de
proteinas. A formacdo da pelicula do coacervado é impulsionado pela diferenca da
tensdo superficial entre a fase de coacervado, a agua e o material hidrofobo (MARTINS
et al., 2014), promovendo assim maior estabilidade das particulas. Em estudo de Li e
colaboradores (2008) a variagdo estudada do agente reticulante foi 0,54-1,16 pL de
glutaraldeido 8% por mg de BSA (LI et al., 2008). No presente estudo, foi avaliada a
variacdo de 0,2-1,6pL de glutaraldeido 8% por mg de BSA.

A obtencdo de nanoparticulas de BSA contendo apocinina foram realizados por
coacervacao por adigdo de nao-solvente. Nesta metodologia, para um teste inicial foi
elaborada uma formulacdo sem a modificacdo do pH (Alsg), com massa total de 150
mg (100 mg BSA e 50 mg apocinina). O resultado de EE% esta apresentado na Tabela
12.

Tabela 12: Resultado da EE% da formulagéo teste de NP-BSA contendo apocinina pelo
método de coacervacao, sem modificacdo do pH (pH =7,2 £ 0,2).

2 Variaveis

=

e Formulacdio*  BSA Apocinina  Glut. 8% EE%=*DP
«T

£ Alsg 100 mg 50 mg 0,2uL/mg BSA  17,9+7,8

n=3.

A eficiéncia de encapsulagdo obtida no modelo Algsg teve média de 17,9%. Tal
resultado demonstrou a capacidade de internalizacdo do composto nas nanoparticulas de
BSA por coacervacdo. Esse teste inicial foi realizado sem a modificacdo do pH pois a
apocinina apresentou alteragdo no cromatograma ao teste de estresse referente a adicao

de NaOH, com formacéo de um subproduto (Figura 16, pagina 43).
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Diante deste resultado, foram feitas novas formulacdes seguindo a metodologia
original, com modificagdo do pH do meio aquoso para verificar se haveria ou néo
interferéncia do NaOH na quantificagdo do sobrenadante em CLAE e melhoramento na
EE% (WEBER et al., 2000; LANGER et al., 2003). Os novos testes foram realizados a
temperatura de 30 °C + 1,0. As concentragcdes de albumina bovina e apocinina foram
constantes, totalizando massa de 200mg (125mg BSA e 75mg apocinina) conforme
especificado na sessdo 5.2.3. Os resultados das EE% estdo descritas na Tabela 13.

Tabela 13: Pardmetros empregados na formulacdo de NP-BSA contendo apocinina pelo
método de coacervacdo, com variacdo do volume de glutaraldeido 8%.

Variaveis
" Formulacédo* BSA Apocinina Glut. 8% EE% + DP
% Alcg 125 mg 75mg 0,2 uL/mg BSA 829+4]1
& A2 s 125mg  75mg 04 pL/mgBSA  855+6,9
& A3cs 125 mg 75mg 08puL/mgBSA 795+16
Adcp 125 mg 75mg 16puL/mgBSA 879+45

*n=3.

A leitura do sobrenadante das formulacbes Alcg a Adcg por CLAE nédo
detectaram deteccdo deste subproduto, pois apesar da adicdo de NaOH 0,1M, a
quantidade necessaria para a modificacdo para pH 9,0 foi pequena e nédo foi capaz de
influenciar na estrutura da apocinina.

Os valores de EE% encontrados no estudo pelo método da coacervacdo coma
albumina sofreram variagdes dependentes da combinacdo da modificagédo de alguns
fatores: pH de 7,2 para 9,0 e aumento da massa total da suspensao de 150 mg para 200
mg. Nestas condigdes, os valores apresentaram EE% minima de 17,9% e a méxima de
87,9%. Pode-se entdo perceber que a taxa de encapsulacdo das formulacbes Acg foram
maiores quando comparadas a formulagdo Asg. As formulagdes Alcg a Adcg, nas quais
foi variado o volume de glutaraldeido, ndo apresentaram diferenca estatistica entre elas
referentes ao parametro de eficiéncia de encapsulagéo (p > 0,05).

O efeito do glutaraldeido foi estudado em outros trabalhos para avaliar sua
influéncia sobre o tamanho da particula e EE% em NP-HSA e NP-BSA (LANGER et
al., 2003; LI et al., 2008; RAHIMNEJAD; NAJAFPOUR; BAKERI, 2012). No estudo
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de Li e colaboradores (2008), o aumento da quantidade de glutaraldeido reduziu a EE%
de particulas de BSA. A diminuicéo da EE% foi atribuida a ligagdo acelerada por haver
maior quantidade de glutaraldeido em solugdo. Desse modo, concluiram que 0 processo
de dessolvatacdo deve ser realizado sob condicdes de neutralidade do meio, e somente
depois disso o pH é modificado e adicionado o agente reticulante (LI et al., 2008).

Através dos resultados apresentados na Tabela 13 nota-se que ndo houve
interferéncia da concentracdo final de glutaraldeido no meio na EE% das particulas,
justamente porque a metodologia aplicada obedeceu a ordem de adicdo dos
componentes da formulacdo com modificacdo do pH para cerca de 9,0 apenas apds
finalizada o processo de dessolvatacéo.

A diferenca de encapsulacdo encontrada entre os diferentes polimeros testados
pode ser atribuida as propriedades fisico-quimicas e estruturais de cada um. A albumina
¢ uma molécula polimérica de grande tamanho, e quando dispersa em um solvente
adequado, forma solucédo coloidal que possui caracteristicas especiais que as distinguem
das solucbes de moléculas pequenas (GOES FILHO, 2005). Nanoparticulas de
albumina ganharam uma atencdo consideravel devido principalmente a sua elevada
capacidade de ligar-se reversivelmente a uma grande variedade de substancias ativas em
funcdo dos mudltiplos sitios de ligacdo presentes na molécula de albumina. O elevado
teor de aminoéacidos, como lisina, arginina, aspartato e glutamato, faz das nanoparticulas
a base de albumina capazes de uma maior adsorcdo eletrostatica de moléculas
carregadas tanto positiva ou negativamente (KRATZ, 2008; JYOTH et al., 2010;
ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012). E essa capacidade ligacdo favorece a melhor
internalizacdo de substancia ativa ou sua adsorcdo a superficie das particulas.

6.2.3 Determinacao do didmetro médio, indice de polidisperséo e potencial zeta

Os testes de didmetro medio, indice de polidisperséo (IP) e potencial zeta foram
realizados nas formulagdes da metodologia de coacervacdo em funcdo dos resultados
satisfatorios do processo de EE% em comparagdo a metodologia de emulsificag&o-

evaporacgédo do solvente. Os resultados estdo discriminados na Tabela 14.
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Tabela 14: Resultados obtidos sobre parametros de diametro médio, IP e distribuicéo
dos tamanhos das formulacGes obtidas pelo método de coacervacdo de NP-PLA e NP-
PLA-PEG (C1-C2) e NP-BSA (Algg Alcg—Adcp).

Formulagdes Didmetro médio IP = DP* Distribuicio do tamanho
(nm) = DP* (nm)
C1 >10.000
C2 >10.000
Alsg 286,6 +41,0 0,371 £ 0,262 96,1% (253,2- 332,2);
3,9% (4.400)
Alcg 274,1+95,1 0,370 £ 0,275 95,6% (200,3-381,3);
3,0% (66,9); 1,4% (5.010)
A2 g 185,9+ 32,0 0,258 £0,171 97,3% (155,0-219,0);
2,7% (5.100-5.400)
A3cs 216,2+ 79,1 0,226 £ 0,108 100% (125,8-272,7)
Ad g 159,3 +61,5 0,267+ 0,052 96,0% (117,0-229,9);

2,2% (5.500); 1,8% (24,4)

* Os resultados estdo expressos como média + desvio padréo (n=3).

Os diametros medios obtidos para as formulagdes (C1) e (C2), NP-PLA e NP-
PLA-PEG, foram superiores a 10um. Os dados obtidos através do programa Zetasizer
Software (Malvern®) ndo forneceram informacBes exatas sobre tamanho, IP e
distribuicdo de tamanho destas particulas, pois a leitura exata de diametro médio é
limitada a 10.000 nm. Para dados mais confiaveis quanto ao tamanho das particulas
obtidas, outro método devera ser utilizado, como microscopia eletronica de varredura
(MEV). Dessa forma, o tamanho das formulagdes C1 e C2 inviabiliza o objetivo do
trabalho, que propde o desenvolvimento de particulas em tamanho nanométrico. Ja as
formulacBes de NP-BSA (Alsg, Alcs — Adcg) mantiveram-se dentro dos padrdes pré-
estabelecidos, com tamanho medio menor que 300 nm. As melhores formula¢es NP-
BSA (Alcg — Adcg), com melhores EE% e didmetro médio ndo apresentaram diferenca
estatistica entre elas (p > 0,05).

O desenvolvimento de particulas menores que 300nm sdo preferencialmente
produzidas por apresentarem perfis farmacocinéticos mais favoraveis, circulacdo

sistémica prolongada, cinética de liberacdo sustentada e direcionaveis aos locais de agédo
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desejados (KONAN; GURNY; ALLEMANN, 2002; ZHANG et al., 2008). Dessa
forma, os tamanhos das formulagdes testadas estdo dentro dos padrdes considerados
ideais para seu desempenho farmacocinético.

Os fatores mais importantes que influenciam a estabilidade do sistema
nanoparticulado por coacervacao sao o pH do meio e a velocidade de adi¢cdo do agente
de dessolvatacdo. O pH alcalino combinado com velocidades de adigéo de etanol entre
0,5 e 2,0 ml/min, sdo recomendadas para dessolvatacdo (LANGER et al., 2003;
KUFLEITNER; WOREK; KREUTER, 2010; ZHAPAROVA, 2012), de modo que o
processo de dessolvatacdo em pH > 8,0 € capaz de gerar uma distribuicdo de tamanho
quase monodispersas (LANGER et al., 2003).

O indice de polidispersdo reflete a homogeneidade do tamanho das
nanoparticulas presentes na suspensdo, mostrando a formacdo de populacdes de
particulas da amostra, de modo que se caracteriza como monodispersa quando o indice
de polidispersdo encontra-se em menor que 0,3, 0 que é considerada uma faixa estreita
de tamanhos (NEMEN; LEMOS-SENNA, 2011).

As formulagdes Alsg e Alcg apresentaram tamanhos maiores que A2¢g, A3cs €
Adcg mais ainda permaneceram dentro dos padrdes nanométricos. Com IP médio pouco
superior a 0,3, entretanto com alta variacdo neste parametro (DP = 0,262 e 0,275,
respectivamente). J& as formulacbes com maior quantidade de glutaraldeido (A3cg €
Adcg) mantiveram o IP médio menor que 0,3, demonstrando sua monodispersidade,
além de resultar em menor tamanho medio, com valores entre 216,2 nm a 159,3 nm.
Estes resultados estdo de acordo com Li e colaboradores (2008), o qual atribuiu a
reducdo no didmetro das particulas ao grau de reticulagcdo melhorado.

Por conseguinte, analisou-se o potencial zeta das formulacdes Alcg a Adcp
(Tabela 15). O potencial zeta refere-se as interagdes eletroestaticas entre a particula e o
seu meio aquoso de dispersao, que adquirem uma carga elétrica em sua superficie. O PZ
mede indiretamente a magnitude das forcas de repulsdo necessaria para evitar a
formacdo de aglomerados. O alto potencial zeta (>30 mV, em modulo) favorece a
repulsdo das particulas, o que ajuda a manter a monodispersidade. Quanto mais longe de
zero, mais estavel é considerada a substancia na dispersdao (HANS; LOWMAN, 2002;
TRIERWEILER, 2009; CASTANHEIRA, 2012).

A média do PZ de todas as formulacdes testadas foi de -22,5 mV = 2,0,

semelhante aos trabalhos de Weber e colaboradores (2000) e Li e colaboradores (2008),
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que obtiveram resultados de potencial zeta médio de -25 mV. Este resultado favorece a

maior estabilidade das nanoparticulas, reduzindo a chance de aglomeracéo entre elas.

Tabela 15: Resultado do pontencial zeta (PZ) das formulagcdes NP-BSA (Alcg—Adcg).

Variaveis
" Formulacéo Glut. 8% PZ (mV) + DP*
% Alcg 0,2 uL/mg BSA 225+58
§ A2 ca 0,4 uL/mg BSA 21,3+0,5
o A3cs 0,8 uL/mg BSA 22,9+ 0,4
Ad g 1,6 pL/mg BSA 232+13

* Os resultados estdo expressos como média + desvio padréo (n=3).

O valor do PZ das NP-BSA podem ser atribuidos ao valor do pH da suspenséo
de albumina, que também gera influéncia sobre a carga superficial das particulas. Em
meio &cido o potencial zeta tende a ser positivo, e negativo em solucdo basica. Além
disso, esta modificacdo de pH é necessaria, pois nanoparticulas de albumina tornam-se
instaveis proximas do seu ponto isoelétrico (KUFLEITNER; WOREK; KREUTER,
2010; ZHAPAROVA, 2012). O ponto isoeléctrico (pl) de 4,7 em agua a 25 °C e, por
iSS0, esperava-se que tenha carga negativa sob as condi¢fes experimentais (FERREIRA,
2009; SEZER et al., 2011). A caracteristica negativa da superficie das nanoparticulas
pode proporcionar maior tempo de permanéncia no sangue, ja que particulas carregadas
positivamente, muitas vezes exibem uma rapida depuracdo do sangue juntamente com

uma elevada acumulacgéo no pulméo e no figado (LI; HUANG, 2008).

6.2.4 Espectros obtidos por espectroscopia na regiao do infravermelho

Os espectros no infravermelho (1V) fornecem evidéncias da presenca de varios
grupos funcionais na estrutura orgénica devido a interacdo das moléculas ou atomos
com a radiacdo eletromagnética em um processo de vibracdo molecular. Esta técnica
avaliou se o processo de nanoencapsulacdo modificou as caracteristicas dos
componentes da formulacdo, comparando-os quando puros, além da integridade do
farmaco (MAINARDES, 2007). A Figura 18 apresenta os resultados do teste de 1V da
apocinina (a), BSA (b), da NP-Branca (c) e NP-BSA contendo apocinina (d).



Figura 18: Espectros das amostras na regido do infravermelho: (a) Apocinina; (b)
Albumina soro bovino, BSA; (c) NP-Branca; (d) NP-BSA contendo apocinina
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d) NP-BSA contendo apocinina
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O espectro de absorcdo na regido do IV da apocinina (Figura 18 a) apresentou
bandas de absorcdo em 1661 cm™, deformacdo axial de C=O de cetona conjugada, em
frequéncia mais baixa do que a observada para cetonas alifatica, 1714 cm™, devido a
conjugacdo com o grupo fenila, outra banda em 1025 cm™ por deformacgdo axial
simétrica de ligacdo C-O referente ao éter, e em 3326 cm™ por deformacéo axial de -OH
em ligacdo de hidrogénio referente ao grupo fendlico.

Na Figura 18 - (b) estdo representadas as bandas de absorcdo da albumina
(BSA). Tratando-se de uma proteina formada através de ligacBes covalentes de
diversificados aminoacidos, sugere-se em 3317 cm™ uma banda referente & deformacao
axial de N-H, de amida primaria em ligacdo de hidrogénio. Bandas de superposicdo, em
1657 cm™ deformacdo axial de C=O da banda de amida I e em 1536 cm™ deformacéo
angular de N-H de banda de amida II. Em 588 cm™ h4 ocorréncia de deformagio
angular simétrica fora do plano.

No espectro de NP-Branca, livre de apocinina (Figura 18 c), nota-se apenas a
presenca das bandas caracteristicas da BSA. Ja na andlise do espectro da NP-BSA
contendo apocinina (Figura 18 d), pode-se observar banda de absorcdo em 3312 cm™
podendo ser atribuida a deformacgdo axial de -OH referente ao grupo fenolico da
apocinina e a deformacéo axial de N-H, de amida priméria em ligacdo de hidrogénio da
albumina. Em 1674 cm™ referente deformacéo axial de C=0 referente & banda de amida
| da albumina e de deformacdo axial de C=0O de cetona conjugada da apocinina. Em

1567 cm™ deformacéo angular de N-H de banda de amida 11 da albumina. Em 1025 cm™
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deformacéo axial simétrica de ligagdo C-O referente ao éter da apocinina. Em 676 cm™

referente deformac&o angular fora simétrica fora do plano presente na albumina.

6.2.5 Difratogramas obtidos no teste de DRX

A difracdo de raios X € um método eficaz para o estudo de materiais de tamanho
nanométrico. Difratogramas de nanomateriais fornecem informacbes importantes
referentes as interacfes entre o polimero e a substancia ativa, bem como o estado fisico
da formulacdo. Identifica e fornece informagbes quanto ao estado de ordenacdo da
matéria solida, se é cristalina ou amorfa (BEDE, 2010; ESSA; RABANEL; HILDGEN,
2010). A Figura 19 mostra os difratogramas de DRX das amostras de apocinina livre
(@); Albumina soro bovino, BSA (b); Mistura fisica de BSA e apocinina (MF-BSA-
Apocinina) em proporcdo 1,66:1 p/p; (c); NP-BSA contendo apocinina (d).

A apocinina apresenta estrutura altamente cristalina, caracterizada pelos intensos
picos pontiagudos em seu difratograma (Figura 19 a). J& a BSA (Figura 19 b) mostrou
bandas sem picos pontiagudos, devido a sua natureza amorfa. A MF (Figura 19 c)
demonstrou ambos os padrdes, cristalino e amorfo, com as bandas de caracteristica
amorfa da BSA mantendo os picos menos definidos da droga. A intensidade dos picos
pontiagudos de apocinina diminuiu drasticamente no difratograma da MF e NP (Figura
19 c,d). Ha notavel mudanca no perfil de difracdo devido a caracteristica da rede
cristalina da apocinina livre para a presenca de material mais amorfo das nanoparticulas,
gue nesse caso, € consequéncia do complexo BSA-apocinina, gerado pela formacao das
nanoparticulas. Também ha pequeno grau de cristalizacdo caracterizada pela interacao
farmaco-farmaco, presente no pico correspondente 2o = 12,6° e 25,9° a qual a imagem
comprova a também presenca da apocinina no polimero (Figura 19 c) e (Figura 19 d).
Dessa forma, conclui-se que houve diminuicdo do grau de cristalinidade do composto

ativo, com maior tendéncia ao estado amorfo do sistema nanoparticulado.
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Figura 19: Difratogramas obtidos por DRX: (a) Apocinina, (b) BSA, (c) Mistura fisica

de BSA e apocinina, (d) NP-BSA contendo apocinina.
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Materiais em estado s6lido podem apresentar caracteristicas cristalinas, amorfas
ou ambas. Um cristal tem um ordenado arranjo de moléculas e 4&tomos, mantido em
contato através interacbes ndo-covalentes, enquanto nos solidos amorfos estdo
ordenados aleatoriamente. Estas caracteristicas influenciam diretamente no processo de
absorcéo das substancias ativas, de modo que os sélidos amorfos apresentam melhor
solubilidade quando comparados a forma cristalina, gracas a baixa energia necessaria
para separa-los (STULZER et al., 2009). Portanto, a droga em estado amorfo é
teoricamente a preferido ao estado cristalino em termos de propriedades de dissolucao.
No presente estudo, € possivel observar a tendéncia de amorficidade do material
nanoparticulado, com notoria diminuicdo do estado cristalino da apocinina quando no
estado livre. E para manter-se nesse estado, a nanoparticula em pd seco, quando obtida

por liofilizacdo, ajuda a formulacdo a permanecer-se estavel por mais tempo (GAO et
al., 2008).
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6.2.6 Termogramas obtidos pelo teste de DSC

O método termo-analitico de calorimetria exploratoria diferencial (DSC -
Differential Scanning Calorimetry) é de grande utilidade para a analise de polimeros
utilizados no processo de nanoencapsulacdo (VERGER et at., 1998), o qual acompanha
a variacdo da entalpia, envolvido em transices endotérmicas ou exotérmicas, entre a
amostra e a referéncia durante o processo de aquecimento/resfriamento simultaneo
(BERNAL et at., 2002; GIRON, 2002). Essa variacdo das transicdes de calor fornece
informagdes quanto as propriedades fisicas e energéticas do material.

As principais aplicacdes estdo em medicOes e avaliagdes de mudancas fisicas ou
reacGes quimicas, como a determinacdo da faixa de fusdo, mudancas de fase cristalina e
transicdes vitreas, ou decomposicdo e oxidacdo (GIRON, 2002). A anélise por DSC foi
usada para detectar alteragdes no estado fisico da apocinina nas nanoparticulas. A

Figura 20 mostra os termogramas obtidos.

Figura 20: Termogramas DSC: a) Apocinina, b) Albumina soro bovino, BSA, c¢)
Mistura fisica BSA e apocinina (1,66:1 p/p), d) NP-BSA contendo apocinina.
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Como mostrado na Figura 20 - (a), o pico de fusdo endotérmico caracteristico da
apocinina foi gravado em 117 °C e em 252 °C, enquanto BSA (Figura 20 b) o pico de
fusdo surgiu em 226 °C e em 318 °C. A mistura fisica (MF) mostrou ambas as
caracteristicas, com picos menos marcantes de apocinina e BSA. Do mesmo modo, na
curva de DSC das nanoparticulas permaneceram 0s picos da apocinina, entretanto 0s
picos de fusdo da BSA nédo estavam mais presentes. O que indica que o processo de
nanoencapsulacdo ndo muda totalmente o estado fisico da droga, mas diminui seu grau
de cristalinidade. O deslocamento da curva de DSC da NP indicou uma perda de
organizacdo estrutural da proteina, provavelmente devido a formacéo de novas ligacdes
entre as moléculas de albumina durante o processo de produgdo ou mesmo pela

desnaturacdo durante o processo de analise por submissdo ao calor (LUPPI et al., 2011).

7 CONCLUSAO

Do ponto de vista tecnoldgico, as nanoparticulas de albumina ganharam atencéo
consideravel como veiculos de entrega de droga por apresentarem elevada capacidade
de ligagdo aos mdltiplos sitios presentes na molécula (KRATZ, 2008). Na area de micro
e nanoencapsulacdo, a albumina é usada tanto como polimero principal para
encapsulacdo ou revestimento para vetorizagdo quanto para farmaco a ser encapsulado
(REIS, 2007). Em fungdo destas importantes propriedades, a albumina é um veiculo
para transporte de moléculas pouco sollveis no organismo, favorecendo assim, 0 uso
como polimero para sistemas nanoparticulados.

Diante dos resultados apresentados quanto ao desenvolvimento de metodologias,
producdo de formulacOes e caracterizacdes das nanoparticulas de PLA, PLA-PEG e
BSA, é possivel concluir que:

e O desenvolvimento de metodologia confidvel e aplicavel de validacdo
analitica por CLAE com detector PDA para quantificagdo do composto apocinina nas

nanoparticulas, por mostrar-se especifico, sensivel, preciso e exato para os devidos fins;

e O desenvolvimento de protocolos de obtencdo de nanoparticulas polimericas
contendo apocinina, com a otimizacdo das formula¢bes por mudancas de polimeros e
métodos de obtencdo. Nanoparticulas preparadas com polimeros sintéticos PLA e PLA-

PEG pelo método de emulsificacdo-evaporacdo do solvente ndo mostraram boa
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capacidade de encapsulagéo e aprisionamento do composto, com EE% inferiores a 2%.
Este resultado possivelmente esta relacionado com a baixa afinidade entre a droga e o
polimero, além do possivel escape da droga para a fase aquosa. Particulas preparadas
com o0s mesmos polimeros pelo método de coacervacdo em meio nNdo aquoso com
adicdo de n-hexano como ndo-solvente, mostrou maior efetividade de encapsulagédo
quando comparada com o método usualmente utilizado de emulsificacdo-evaporacéo do
solvente, com média de encapsulacdo de particulas de PLA de 31,1% e PLA-PEG de
14,8%. Entretanto, as particulas ndo apresentaram tamanhos nanométricos, mas sim

micromeétricos (>10.000nm);

e Obtencdo de nanoparticulas poliméricas de BSA contendo apocinina através
do método de coacervacdo por adi¢do de etanol como ndo-solvente, com distribuicdes
de tamanho e eficiéncia de encapsulacio satisfatorios. E provavel que os melhores
resultados obtidos de EE% por esta metodologia esteja relacionado com a capacidade de
ligacdo da albumina (BSA) com grande variedade de ligantes, por tratar-se de uma
molécula polimérica de grande tamanho e conter varios sitios passiveis de realizar

ligagdes intermoleculares;

e As nanoparticulas poliméricas de BSA contendo apocinina apresentaram
tamanho adequado, dentro dos padrdes favordveis para a melhor farmacocinética e
absorcédo da droga, com tamanhos inferiores a 300 nm, média das melhores formulacdes
de 159,3 nm a 216,2 nm (entre A2cg e A4 cg);

e As nanoparticulas poliméricas de BSA contendo apocinina mostraram-se

sensiveis a mudanca de pH, com melhora dos seus parametros iniciais em pH =9,0;

e Os testes de caracterizacdo das nanoparticulas (IV, DRX e DSC) mostraram
que a apocinina estava presente nas NP-BSA, além estar representada a diminuicdo de

sua caracteristica cristalina original ap0s o processo de encapsulacao.
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