THAYSA KSIASKIEWCZ KARAM

OBTENCAO, CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E AVALIACAO BIOLOGICA
DE NANOPARTICULAS DE BLENDAS DE PLA-PEG CONTENDO ALCOOL
PERILICO.

GUARAPUAVA
2015



THAYSA KSIASKIEWCZ KARAM

OBTENCAO, CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E AVALIACAO BIOLOGICA
DE NANOPARTICULAS DE BLENDAS DE PLA-PEG CONTENDO ALCOOL
PERILICO.

Dissertacdo apresentada como requesito
parcial para obtencdo do grau de Mestre
em Ciéncias Farmacéuticas, Curso de Poés-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
area de concentracao Farmacos,
Medicamentos e Biociéncias Aplicadas a
Farmécia, da Universidade Estadual do
Centro-Oeste em associacdo ampla com a
Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Orientador: Prof. Dr. Najeh Maissar Khalil

GUARAPUAVA
2015



K180

Catalogacéo na Publicacéo
Biblioteca Central da Unicentro, Campus Cedeteg

Karam, Thaysa Ksiaskiewcz

Obtencgéo, caracterizacdo fisico-quimica e avaliagdo bioldgica de
nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo alcool perilico / Thaysa
Ksiaskiewcz Karam. — — Guarapuava, 2015

xvi, 96 f. :il. ; 28 cm

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual do Centro-Oeste,
Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, éarea de
concentracdo em Farmacos, Medicamentos e Biociéncias Aplicadas a
Farmacia, 2015

Orientador: Najeh Maissar Khalil
Banca examinadora: Najeh Maissar Khalil, Celso Vataru Nakamura,
Priscileila Colerato Ferrari

Bibliografia
1. Ciéncias Farmacéuticas. 2. Cancer. 3. Alcool perilico. 4.
Nanoparticulas poliméricas. 5. PLA. 6. PEG. I. Titulo. Il. Programa de Pos-

Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas.

CDD 615




DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais, Welington e Maria do Carmo, e aos
meus irmaos, Eduardo e Ricardo, pelo amor incondicional por mim, pelo incentivo,

paciéncia e apoio em todas as minhas decisoes.

“Talvez n&o tenha conseguido fazer o
melhor, mas lutei para que o melhor fosse
feito. N&do sou o que deveria ser, mas

Gracas a Deus, ndo sou o que era antes.”

(Marthin Luther King)



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me dar forca e sabedoria durante toda minha vida, ndo
permitindo que eu desanimasse em certas situacoes.

A meus pais e meus irmaos que sempre me apoiaram e me deram suporte
nessa trajetoria, tanto nos momentos bons quanto nos momentos ruins. Obrigada
por me proporcionarem oportunidades que fizeram eu cumprir mais essa etapa.

A minha grande companheirinha Molly (in memorian), que sempre esteve
comigo, sempre me deu tanto amor e carinho.

Aos demais familiares e amigos, pela preocupacao, pelas oragdes e incentivo,
em especial & minha avo Helena (in memorian), que mesmo sem entender ao certo,
sempre me apoiou, ajudou e rezou por mim.

Ao meu namorado, Emmanuel Damiani da Silva, por sempre me incentivar,
ajudar e apoiar, pela paciéncia e compreensdo quando estive ausente. Obrigada
pelo amor, carinho e por sempre estar ao meu lado me dando forcas e me
escutando, eu devo muito a vocé!

Ao meu orientador Prof. Dr. Najeh Maissar Khalil e a Prof. Dr. Rubiana Mara
Mainardes pela oportunidade, confianca e pela dedicacdo e ensinamentos
repassados durante estes quase seis anos em que pude fazer parte da equipe do
Laboratério de Nanotecnologia Farmacéutica. Obrigada pelo convivio e pelas
oportunidades que contribuiram para a minha vida, tanto pessoal quanto
profissional.

A Prof. Dr. Tania Tominaga por todo ensinamento repassado, pela confianca
depositada e pela ajuda no meu crescimento profissional.

Ao Prof. Dr. Marco Aurélio Romano por sempre ser gentil e disponibilizar o
uso do Laboratério de Fisiologia e Toxicologia Reprodutiva — UNICENTRO.

Ao Programa e ao corpo docente de Poés-Graduagcdo em Ciéncias
Farmacéuticas pela oportunidade.

Ao Prof. Dr. Celso Vataru Nakamura por gentiimente disponibilizar o
Laboratorio de Inovagdo Tecnoldégica no Desenvolvimento de Farmacos e
Cosméticos — UEM, assim como a Mychelle Vianna pelo auxilio na realizacdo das

analises de microscopia de transmisséo eletrénica.



Ao Prof. Dr. Carlos Alberto Policiano Almeida por disponibilizar o uso do
Laboratorio de Pesquisa em Ciéncias Interfaciais — UNICENTRO, e ao Matheus
Felipe Viante por sempre me auxiliar nas analises do potencial zeta.

Ao Departamento de Quimica — UNICENTRO, pela disponibilizacdo do
equipamento de espectroscopia na regiao do Infravermelho.

Ao Prof. Dr. Ricardo Yoshimitsu Miyahara por permitir a utlizacdo do
equipamento de calorimetria exploratéria diferencial, e ao seu aluno Paulo Henrique
Gonsalves pelo auxilio nas analises.

A Prof. Dr. Erysa Castro por disponibilizar e auxiliar nas andlises no
difratdmetro de raios — X.

As minhas amigas, Aline, Diani, Daniele, Fernanda, Leizi, e Luciana, pelos
momentos vividos desde a graduacdo e que se intensificaram no mestrado.
Obrigada a todas pelo apoio e ajuda.

Em especial a Lori, por todos os momentos compartilhados, tanto os ruins
como o0s bons, tanto os momentos profissionais como 0s pessoais. Obrigada pela
amizade, lealdade e companheirismo durante todos esses anos.

Aos meus amigos, Daniel, Luciana C. e Ligia, obrigada pela amizade e
companheirismo, por serem essas pessoas tdo especiais e iluminadas. Sou muita
grata a Deus por ter conhecido voceés.

A Ariane e [sis, minhas queridas IC’s, obrigada pelo carinho e por toda ajuda
gue vocés me deram. Vocés sdo meninas muito especiais.

A Clescila, Débora e Juliana obrigada por toda ajuda e amizade.

A Jociani por toda ajuda concedida durante a realizacdo desse trabalho,
obrigada por tudo, sou muito grata a vocé. Obrigada pela tua amizade.

Aos amigos e colegas do Laboratério de Nanotecnologia, obrigada por todos
0s momentos de convivéncia, sejam eles de preocupacdo ou descontracdo. Cada
um, de alguma maneira, foi presente e especial em minha vida.

A Andreza e a Dayane pela amizade, e por se fazerem t&o presentes, mesmo
distantes. Vocés sdo muito importantes para mim.

Aos que ndo me referi, mas que de alguma maneira me auxiliaram durante
esse periodo.

A CAPES pelo auxilio com a bolsa de estudos.



“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos
nao € sendo uma gota de agua no mar. Mas

0 mar seria menor se lhe faltasse uma gota.”

(Madre Teresa de Calcutd)



RESUMO

O alcool perilico (POH) é um monoterpeno proveniente do limoneno, encontrado em
Oleos essenciais de diversas plantas e frutos citricos, que vem sendo cada vez mais
estudado por apresentar promissoras atividades contra diversos tumores, como de
mama, pulmao, gliomas, entre outros. Apesar de apresentar 6timos resultados
clinicos, o POH apresenta algumas desvantagens, como a necessidade de multiplas
doses durante o dia e os efeitos colaterais, principalmente relacionados ao trato
gastrointestinal. O presente trabalho objetivou o desenvolvimento de nanoparticulas
poliméricas, com a intencéo de proporcionar uma liberagdo controlada, a qual possa
reduzir a toxicidade e a necessidade de multiplas doses. A fase mével do método
desenvolvido foi constituida de ACN:agua (80:20 v/v), com um fluxo de 1mL/min com
deteccdo em 210 nm. O método desenvolvido apresentou todos os parametros
necessarios de acordo com as recomendacfes vigentes. A porcentagem de
eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas foi de 54,61%, sendo que as
nanoparticulas apresentaram um tamanho de 229,46 nm, com uma distribuicdo de
tamanho homogénea e forma esférica. O potencial zeta obtido foi de - 21 mV. As
andlises fisico-quimicas (raio-x, espectroscopia na regidao do infravermelho e
calorimetria  diferencial exploratoria) demonstraram que o0 processo de
nanoencapsulacdo resultou em um sistema amorfo. Com o estudo de estabilidade
foi possivel determinar que a melhor condicdo de armazenamento das
nanoparticulas é sob refrigeracdo (8°C), na qual as nanoparticulas mantiveram-se
estaveis pelo periodo avaliado de trés meses. As nanoparticulas de POH liberaram
aproximadamente 30% em 168 h, com o perfil cinético de liberacdo determinado
como de segunda ordem, com uma liberacao realizada por meio da difusdo do POH.
No teste de citotoxicidade frente as hemacias, tanto o POH n&o encapsulado quanto
as nanoparticulas de PLA — PEG contendo POH, ndo apresentaram efeitos
citotoxicos frente ao modelo testado. As células HEp-2 apresentaram 60% de
viabilidade celular na presenca das nanoparticulas de POH, em 96h. Com o0s
ensaios realizados foi possivel concluir que o sistema nanoestruturado contendo
POH foi obtido com sucesso, o qual apresenta potencial para aplicacdo em

tratamentos frente a tumores.

Palavras-chave: Cancer; Alcool perilico; Nanoparticulas poliméricas; PLA; PEG.



ABSTRACT

Perillyl alcohol (POH) is a monoterpene coming from of limonene, found in essential
oils of many plants and citrus fruits, and is being increasingly studied by presenting
promising activity against several tumors, such as breast, lung, gliomas, among
others. Spite of presenting excellent clinical results, the POH presents some
drawbacks: necessity of multiple doses during the day and the side effects, mainly
related to the gastrointestinal tract. This study aimed to the development of polymeric
nanoparticles, with the intention of providing a controlled release that can reduce the
toxicity and the need for multiple doses. The mobile phase was composed of ACN:
water (80:20 v / v), with a flow 1mL/min and with detection at 210nm. The method
developed showed all the necessary parameters according to current
recommendations. The percentage of encapsulation efficiency of nanoparticles was
54,61%, with a size of 229,46 nm, with a homogeneous size distribution and
spherical shape. Zeta potential was obtained of -21 mV. The physicochemical
analyzes (x-ray, infrared spectrophotometer and differential scanning calorimetry)
showed that the process of nanoencapsulation formed an amorphous system. With
the stability study it was determined that better of nanoparticles storage condition is
under refrigeration (8 ° C), in which nanoparticles remained stable at study period of
three months. POH nanopatrticles released approximately 30% at 168 h, with the
release kinect profile determined as second order with a release performed through
the diffusion the POH. In the cytotoxicity test against the erythrocytes, both
unencapsulated POH as the nanopatrticles blends of PLA - PEG containing POH not
showed cytotoxic effects against this tested model. HEp-2 cells showed 60% cell
viability in the presence of POH nanopatrticles, in 96 hours. With the tests conducted
it was concluded that the nanostructured system containing POH was successfully
obtained, which has a potential for application in treatments against tumors.

Keywords: Cancer; Perillyl alcohol; Polymeric nanoparticles; PLA; PEG.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Cancer

Na antiguidade, egipcios, persas e indianos ja se referiam ao cancer como
sendo um tumor maligno, porém a escola de medicina de Hipdcrates definiu a
doenca como sendo um tumor duro, gerada por um desequilibrio dos fluidos
corpOreos, que muitas vezes reaparecia depois de eliminado (TEIXEIRA &
FONSECA, 2007). Com o passar dos anos foi possivel adquirir maior conhecimento
sobre o0 assunto, porém atualmente o cancer € uma das principais causas de morte,
sendo considerado um problema de saude publica mundial (WHO, 2014).

No ano de 2012 foram registrados 14,1 milhdes de novos casos de cancer,
8,2 milhdes de mortes e mais de 30 milhdes de pessoas vivendo com algum tipo de
cancer no mundo todo (IARC, 2014). A Organizacdo Mundial da Saude, estima que
em 2030 esses numeros possam duplicar, com ocorréncia de 27 milhdes de casos
incidentes, 17 milhdes de mortes e 75 milhBes de pessoas vivas com cancer (INCa,
2014; WHO, 2014).

No Brasil a taxa de mortalidade devido ao cancer subiu de 7,9% para 15%,
em um curto periodo de tempo de 30 anos. O Instituto Nacional de Céancer realizou
uma estimativa que em 2014, o nimero de novos casos possam chegar a quase 400
mil, sendo que os tipos com maior incidéncia serdo o cancer de prostata (17%) e o

cancer de mama (15%), conforme a Figura 1 (INCa, 2014).

Figura 1. Estimativa da incidéncia de novos casos de cancer para 2014.
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(INCa, 2014)
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O cancer, denominado neoplasia ou tumor maligno, é definido atualmente
como uma doenca causada pela divisdo desordenada de células anormais, que se
propagam e possuem a capacidade de invadir demais tecidos, por meio do sangue
e/ou sistema linfatico (CANCER RESEARCH, 2014; RANG et al., 2004). Porém, o
cancer apresenta-se na forma de quase 200 tipos diferentes, 0os quais correspondem
aos diferentes sistemas de células do corpo (NCI, 2014).

O desenvolvimento de um tumor pode iniciar apenas com uma célula
neoplasica, a qual é rodeada por células normais. Nessa célula podem ocorrer
alteracdes genéticas, como nos:

e Proto-oncogenes: responsaveis por codificar proteinas essenciais ao
crescimento e diferenciacéo celular, quando sao alterados transformam-se em
oncogenes, que podem ocasionar a oncogénese e 0 crescimento
descontrolado;

e Genes supressores: responsaveis por inibir o processo de divisdo e
diferenciacdo das células que sofreram mutacdo, dessa forma, quando séo
alterados, a diviséo torna-se descontrolada;

e Genes que regulam a apoptose: responsaveis por ocasionar a morte de
células danificadas e que nao foram reparadas. Quando tornam-se inativos,
essas ceélulas ndo séo eliminadas como deveriam ser;

e Genes que regulam o reparo do DNA danificado: se alterados, influenciam na
capacidade de regenerar erros ocasionados ao DNA durante a divisdo celular
(FILHO et al., 2001; ALMEIDA et al., 2005).

Com a multiplicacdo acelerada dessa célula anormal, ocorrera a formacao de
uma massa tumoral que capta os nutrientes disponiveis, deixando o tecido sadio
com insuficiéncia nutricional. Dessa forma o tumor deslocara as células normais até
atingirem o tamanho méaximo limitado pela difusdo de nutrientes. As células
periféricas do tumor terdo um melhor acesso aos nutrientes disponiveis, dessa forma
continuardo a se proliferar, porém as células do interior do tumor irdo formar um
nacleo necrético. Quando a taxa de proliferacéo se igualar a taxa de morte celular, o
tumor estara no seu tamanho maximo, e esse ciclo continuara até que novos vasos
sanguineos se formem para fornecer nutrientes necessarios para a expansao do
mesmo (Figura 2) (BRANNON-PEPPAS & BLANCHETTE, 2004).
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Figura 2. Fases de desenvolvimento do tumor.
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(Adaptado de BRANNON-PEPPAS & BLANCHETTE, 2004)

O comportamento alterado das células anormais, o qual leva ao processo de
invasdo, pode ser explicado baseando-se na propria formacdo do tumor, pois a
multiplicacdo celular constante faz com que haja formacdo de novos vasos para
fornecimento de nutrientes para essas células, e isso faz com que a massa do tumor
maligno adquira capacidade de invadir tecidos vizinhos, o que também pode
acarretar na entrada na circulacdo sanguinea ou vasos linfaticos (metastase),
disseminando assim essas células para orgdos/tecidos distantes (GUYTON & HALL,
1997; ALMEIDA et al., 2005).

Os motivos pelos quais acontecem essas modificacbes e acarretam em
células anormais ainda ndo estdo bem elucidados, mas sabe-se que as neoplasias
surgem devido mutacdes genéticas espontaneas ou induzidas por agentes
patogénicos, quimicos, fisicos, entre outros (FERRARI & TORRES, 2002). Entre os
fatores considerados mais relevantes por sua prevaléncia, difuséo e possibilidade de
prevencdo, podem ser citados: o fumo, exposicao a radiacdo solar direta, radiacao
ionizante, incluindo a energia nuclear utilizada em ambiente industrial, médico e
bélico. Também incluem os virus e outros agentes biolégicos, compostos quimicos,
dieta consumida diariamente, os habitos alimentares gerais e a ingestao regular de
alcool etilico e seus derivados (IARC, 2014).

Para o tratamento do cancer podem ser utilizadas algumas técnicas, como a
cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia, muitas vezes podendo-as utilizar de forma
associada. Esses tratamentos se baseiam na tentativa de destruir as células

anormais ou de impedir que haja replicacdo das mesmas.



21

A intervencdo cirargica remove os tumores com eficacia, desde que néo
existam metastases. A radioterapia ocorre por meio da acdo de radiacdes
ionizantes, que podem ser eletromagnéticas (raios X ou gama) e particulada
(particulas a e B, prétons e néutrons). Pela radiacdo ocorre a eliminacdo do tecido
neoplasico, ocorrendo danos ao DNA das células neoplasicas, porém essa radiacdo
também atinge os tecidos normais, causando reacdo inflamatéria no local e alguns
danos, mas nesse caso as ceélulas normais conseguem se recuperar de forma mais
eficiente que as células anormais (CANCER RESEARCH, 2014).

Muitas vezes a radioterapia é um tratamento auxiliar a quimioterapia,
tratamento mais utilizado na clinica médica. A quimioterapia consiste na
administracdo de farmacos com potencial de reduzir ou impedir o crescimento das
células cancerosas, podendo ser utilizado apenas um quimioterapico ou a
combinacdo de diferentes quimioterdpicos no tratamento (DOS SANTOS et al.,
2001).

O tratamento quimioterapico possui limitacbes, uma vez que O0S
guimioterapicos ndo sao seletivos para células tumorais, pois hdo possuem atividade
especifica sobre o poder invasivo, a perda da diferenciacdo ou na tendéncia do
tumor sofrer metastases (JAIN & JAIN, 2008). Os principais quimioterapicos agem
no ciclo celular, sendo que este é constituido pelas fases Go, G1, S, G2, e M. As
principais caracteristicas e funcdes de cada fase encontram-se na Tabela 1
(ALMEIDA et al., 2005).

Tabela 1. Caracteristica/Funcéo das fases do ciclo celular.

Fase Caracteristica/Funcao
Go Auséncia de replicacao e com atividade nuclear baixa
G Preparacdo da célula para multiplicacdo, producdo de

constituintes celulares essenciais para a nova célula e

preparacao para a sintese de DNA

S Sintese do DNA
G; Sintese dos componentes para a mitose
M Produgédo do fuso mitético

(ALMEIDA et al., 2005)

Entre os principais quimioterapicos podem ser citados 0s seguintes:
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Agentes alquilantes: capazes de formarem ligacdes covalente com o DNA,

Agentes antimetabdlitos: interferem na sintese de RNA e DNA, ou alteram a

sintese das bases puricas e pirimidinicas enddgenas;

Agentes inibidores de topoisomerases: inibem a atividade da topoisomerase,

impedindo o relaxamento do DNA, que ocorre durante a replicagcdo e

transcricdo, causando a quebra do DNA,;

Agentes de derivados vegetais: como por exemplo os alcaloides da vinca, que

interferem na formacdo dos fusos mitéticos (CUNHA & LEHMANN, 2003;

RANG et al., 2004).

Os quimioterapicos citados agem de maneiras diferentes, porém todos

possuem sua atividade em uma das fases do ciclo celular. Na Figura 3a h&d um

esquema do ciclo celular e em 3b estd mostrando em que fase do ciclo cada

quimioterapico age (ALMEIDA et al., 2005).

Figura 3. Esquema do a) Ciclo de replicagéo celular e da b) agdo dos agentes neoplasicos

sobre o ciclo.
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(Adaptado de ALMEIDA et al., 2005)

Em uma célula normal, apos o final do ciclo (Fase M), ocorre a separagédo da

célula mée, formando duas células filhas, retornando para a fase Gy,. Em

contrapartida, a célula tumoral ndo finaliza o ciclo de replicagéo celular, ndo retorna

para fase Go passando direto para a fase G1 (ALMEIDA et al., 2005).
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Os quimioterapicos que acabam bloqueando a fase S do ciclo celular,
desencadeam a apoptose das células neoplasicas, afetando também as células
normais, sendo essa uma das causas dos efeitos toxicos de alguns quimioterapicos
(WORKMAN & KAYE, 2002). Outra causa dos efeitos toxicos é a dificuldade de
atingir a concentracdo terapéutica necesséaria do farmaco no sitio do tumor pelo
periodo de tempo desejado (CHAWLA & AMIJI, 2002).

Pelo fato de existirem tantos efeitos indesejaveis com o uso dos
quimioterapicos, torna-se interessante a busca por novos compostos e novas
abordagens terapéuticas, visando uma maior seletividade para o tecido neoplasico
(SHARMAN, ALLEN & VAN LIER, 1999), auxiliando dessa forma na busca por uma
qualidade de vida melhor dos pacientes que possuem alguma neoplasia. E inerente
gue com uma melhor eficacia do tratamento, onde a eliminacdo das células tumorais
afete o minimo possivel as células sadias, havera uma ades@o maior dos pacientes
aos tratamentos (BRANNON-PEPPAS & BLANCHETTE, 2004).

1.2. Produtos naturais

O uso de plantas, ervas, fungos e sementes, como medicamentos, € descrito
muito antes da medicina moderna. Ha relatos que desde a antiguidade, quando era
realizado uma cirurgia para retirada de cancer, os médicos recomendavam também
0 uso de produtos naturais, em especial 0 uso de plantas (NOBILI et al., 2009).

Dados de uso de plantas de forma étnico — farmacolégico contribuiram muito
no desenvolvimento de formularios e farmacopéias, e também auxiliaram no
desenvolvimento de novos medicamentos. A primeira publicacdo sobre a utilizacao
de plantas para o tratamento do cancer ocorreu em 1967, a qual apresentou mais de
3000 espécies, as quais tinham sido relatadas no uso do tratamento de neoplasias
(GRAHAM et al., 2000).

Dessa forma, o desempenho de produtos naturais contra o cancer € muito
relevante, sendo que varios potenciais agentes anticancerigenos estdo sendo
usados ou estudados para esse fim, com intuito de melhoria de estratégias
guimioterapicas, onde os efeitos indesejaveis sejam minimizados, com consequénte
melhora na sobrevida dos pacientes (BRANNON-PEPPAS & BLANCHETTE, 2004;
NOBILI et al., 2009).

Existem muitos programas promovidos por instituicbes que incentivam a
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descoberta e triagem de novas drogas com potencial quimioterapico, com énfase
nos produtos naturais. H4 muito desenvolvimento nessa categoria, com novas bases
tecnolégicas, como a sintese e alto rendimento (NCI, 2014). Dessa maneira, 0S
produtos naturais tornaram-se alvos de pesquisas a todo instante, isso deve-se ao
fato de possuirem um amplo espectro de atividades biologicas. Despertando assim
um grande interesse de pesquisadores que possuem um foco na prevencdo e
tratamento de tumores (NEWMAN & CRAGG, 2007; HURYN & WIPF, 2008).

Dentre muitos produtos naturais que sao estudados atualmente, um grupo
gue vém chamando atencdo sao os terpenos, pois 0S mesmos apresentam muitas
atividades biolégicas descritas, como acdo antifingica e antibacteriana (MESA-
ARANGO et al., 2009) e incluse atividades antitumorais (BAKKALI et al., 2008;
FERNANDES et al., 2005).

Os terpenos sdo hidrocarbonetos e componentes volateis dos 6leos
essenciais, que estdo presentes em muitas plantas, sendo uma classe de
metabdlitos secundarios com uma grande gama de variedade estrutural. Os
terpenos séo formados pela fusdo de unidades isoprénicas, as quais sao formadas
por cinco carbonos (CsHg),, sendo classificados de acordo com o nimero dessas
unidades, como pode ser visualizado na Tabela 2 (JAKIEMIU, 2008; MCGARVEY E
CROTEAU, 1995).

Tabela 2. Classificacao dos terpenos segundo nimero de unidades isoprénicas.

Classificagao N° unidades isoprénicas
Hemiterpenos Uma unidade
Monoterpenos Duas unidades
Sesquiterpenos Trés unidades
Diterpenos Quatro unidades
Politerpendides Mais de quatro unidades

(JAKIEMIU, 2008; MCGARVEY E CROTEAU, 1995)

Os monoterpenos sdo compostos por apenas duas unidades isoprénicas,
podendo se apresentar na forma monociclica, biciclica ou aciclica. Os mesmos sdo
derivados da via de sintese do mevalonato das plantas, constituindo os

componentes primarios de Oleos essenciais, eles possuem uma baixa massa
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molecular e geralmente apresentam a caracteristica de serem volateis. Os
monoterpenos tém sido empregados em diversas areas, como em industrias de
perfumes, fragrancias, na culinaria e na producéo de especiarias, sendo conhecidos
hoje mais de 1000 monoterpenos (HUDES et al., 2000; GOUL, 1997). Desse grupo
destaca-se o limoneno, por apresentar potenciais atividades bioldgicas, incluindo
atividade quimiopreventiva e quimioterapica contra alguns tipos de cancer (CERDA
et al., 1999).

O limoneno (4-isoprenil-1-metil-ciclo-hexeno), apresentado na Figura 4, € o
monoterpeno monociclico mais simples, fazendo parte da estrutura de mais de 300
vegetais, é encontrado em 6leos de frutos citricos, como laranja e lim&o, e em outras
plantas. O limoneno € formado pela ciclizacdo de geranilpirofosfato, em uma reacéo
catalisada por limoneno-sintase (CROWELL, 1999), servindo como um precursor
para uma série de outros monoterpenos monociclicos oxigenados (MCGARVEY E
CROTEAU, 1995; HUDES, 2000).

Figura 4. Estrutura do limoneno.

e

Limoneno

O limoneno possui eficAcia na prevencdo e no tratamento do cancer,
apresentando atividade nos estagios de iniciacdo e progressdo da carcinogénese
(CHOW et al., 2002). Foi demonstrado que o limoneno consegue inibir a via de
sinalizacao requerida para o crescimento, proliferacao celular e apoptose (GELB et
al., 1995; NAKADA et al., 2007). As atividades antitumorais do limoneno ja foram
demonstradas em alguns tipos de cancer, como o cancer de mama, de pancreas,
entre outros (GOUL, 1997). Alguns estudos que relataram promissora atuacao do

limoneno como um antitumoral, apresentaram problemas em relagéo a alta dosagem
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necesséria para obter os efeitos anticarcinogénicos (1000 mg/Kg/dia e 1200
mg/Kg/dia). Dessa forma outros monoterpenos deverivados do limoneno comecgaram
a ser pesquisados, em especial o alcool perilico (POH) (BOIK, 2001; CROWELL et
al., 1994).

1.3. Alcool perilico

O Aalcool perilico (POH), chamado também de p-menta-1,8-dieno-7-ol, Figura
5, € um monoterpeno monociclico hidroxilado do limoneno, formado pela
condensacdo de duas unidades isoprénicas. O POH é encontrado em Oleos
essenciais de diversas plantas e frutos citricos, incluindo horteld, cerejas, lavandas,
capim-limdo, sementes de aipo, gengibre, salvia e entre outros (STEARNS et al.,
2004; YERUVA et al., 2007).

Figura 5. Estrutura do POH.
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O POH é oriundo de uma rota onde ocorre a substituicdo do componente
metila do limoneno, por meio da acdo enzimatica da 7 — monooxigenase (Figura 6).
Ha relatos na literatura que essa biotransformacdo do limoneno ao POH pode
ocorrer por diferentes meios, sendo eles:

e Leveduras;
e Fungos filamentosos: Penicillium digitatum, Aspergillus cellulosae (NOMA et

al., 1992), Mortierella minutissima (TRYTEK & FIEDUREK, 2005);

e Bactérias: Pseudomonas (DHAVALIKAR & BHATTACHARYYA, 1966),

Bacillus stearothermophilus, Pseudomonas putida (JUNIOR & POSTORE,

2007).
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Figura 6. Biotransformacdo do limoneno em POH pela agdo da enzima limoneno-7
monooxigenase.

CHz20H
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(Adaptado de OLIVEIRA, 2010)

Estudos foram realizados sobre o limoneno e o POH, e com isso foi verificado
gue o limoneno e o POH se comportavam de maneiras semelhantes, em relacdo a
sua metabolizacdo, tanto em ratos como em humanos. Porém em relacdo a
atividades testadas sobre proliferacéo celular, o POH se mostrou mais eficaz. Dessa
forma o POH comecou a ser visado como um bom candidato para tratamentos
terapéuticos para o cancer (CROWELL et al., 1994).

Muitos sdo os estudos que foram e estdo sendo conduzidos a respeito das
atividades do POH, o mesmo ja se mostrou muito eficaz frente a diversos tipos de
tumores, agindo na inibicdo de alguns estagios da carcinogénese e com
propriedades preventivas contra alguns tipos de cancer (JUNIOR & POSTORE,
2007; STEARNS et al, 2004). Existem relatos, onde o POH previne tumores de
figado, mama e pulmao. E também é relatado que com o uso do POH é possivel
promover reducdo no nivel de rejeicdo em casos de transplantes (YERUVA et al.,
2007).

Muitas sdo as atividades antitumorais descritas a respeito do POH, como por
exemplo, ele apresenta atividade antitumoral em tumores de pulméo, colon, figado,
pancreas, mama, adenocarcinoma (YERUVA et al., 2007; ELEGBEDE et al., 2003;
WISEMAN et al.,, 2007), cerebrais (YURI et al., 2004, FONSECA et al.,, 2007),
células leucémicas (CLARK et al., 2002), e também apresentou eficacia clinica em
gliomas malignos (FONSECA et al., 2007).

O POH apresenta atividades na inibicdo de proliferacdo de células tumorais
de glioblastoma multiforme (FONSECA et al., 2007), de pulm&o (XU et al., 2004), de
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mama (YURI et al., 2004), de figado (MILLS et al.,, 1995) e de células de pele
(BARTHELMAN et al., 1998).

Os mecanismos exatos para explicar as atividades do POH ainda ndo foram
bem elucidadas, porém ja foram descritos algumas de suas atividades frente as
células tumorais, como:

e Causar parada do ciclo celular na fase Go / G; (YERUVA et al, 2007);

e Regular a expresséo de genes (YERUVA et al., 2007);

e Induzir apoptose (STEARNS et al., 2004; YERUVA et al., 2007);

e |Inibicdo da fosforilagdo da quinase ERK (extracellular regulated kinase)

(FONSECA et al., 2007);

¢ Inibicdo da angiogénese (LOUTRARI et al., 2004; FONSECA et al., 2007);
¢ Inibir metastase em células de glia (BALASSIANO et al., 2002);

¢ Inibir enzimas de prenilacéo (GELB et al., 1995);

e Alterar citoesqueleto em células de adenocarcinoma (CERDA et al., 1999);
¢ Inibicdo da reparagéo do DNA (YERUVA et al., 2007).

J& existem estudos clinicos que estdo em testes de fases | e Il, com ensaios
de administracdo oral do POH para pacientes com tumores sélidos, variando de 3 a
4 doses diarias, com administracdo de até 11g/dia (AZZOLI et al., 2003; BAILEY et
al., 2004; FONSECA et al., 2003; FONSECA, 2003; STEARNS et al., 2004; YERUVA
et al., 2007). Porém em todos os estudos foram relatados efeitos colaterais,
envolvendo o trato gastrointestinal (com nauseas, vOomitos, diarréia e refluxo
gastroesofagico), fadiga e hipocalemia (MORGAN-MEADOWS et al., 2003;
STEARNS et al., 2004).

Devido aos resultados e efeitos colaterais obtidos, um grupo de pesquisa
realizou um estudo clinico de fase | e Il com a administracdo do POH na forma
inalatoria, em pacientes com gliomas malignos, sendo que os resultados obtidos
sugerem uma atividade antitumoral interessante nos casos de pacientes portadores
de gliomas recidivante, além da reducdo dos efeitos colaterias, pois apenas
houveram algumas reclamacgdes nas primeiras inalacdes, de cefaléia e ardéncia nas
vias aéreas superiores (FONSECA et al., 2007).

As buscas por melhores formas de administragdo do POH estdao sendo
investigadas, uma vez que essa substancia se mostrou tdo promissora. Outra

alternativa que poderia melhorar essas condi¢des, tanto da adesao ao tratamento
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como a eficacia, é a incoporagcdo do POH a nanotecnologia farmacéutica, pois assim
as doses administradas poderiam ser reduzidas, assim como os efeitos colaterais.

1.4. Nanotecnhologia Farmacéutica

Nanotecnologia é considerada uma tecnologia que possui 0 objetivo de
desenvolver novos sistemas funcionais que se encontrem em escala nanométrica
(inferiores a 1 ym), a nivel de atomos e moléculas, melhorando ou criando novas
caracteristicas com as modificacbes realizadas, sejam elas fisico-quimicas ou
biol6gicas (SAFARI & ZARNEGAR, 2014).

O conceito de nanotecnologia foi introduzido em 1960, por Richard Feynman,
a partir disso a nanotecnologia comecou a ganhar destaque em diversas areas. As
pesquisas incluindo a nanotecnologia estdo envolvidas no avanco de areas como
engenharia, quimica, fisica, robotica, biologia, medicina e entre outras. Na Figura 7 é
possivel verificar a distribuicdo dos campos onde € mais aplicada a nanotecnologia,
sendo observado claramente que a maior area de concentracdo esta relacionada
aos medicamentos (SAFARI & ZARNEGAR, 2014; MARTINS et al., 2014).

Figura 7. Representacao da distribuicdo da aplicacao da nanotecnologia por area.

m Medicamentos
B Alimentacdo

B Cosm éticos

W Téxtil

B Biomédica

m Agricultura

Eletrinicos

(Adaptado de MARTINS et al., 2014)

Como pode ser observado, a maior parte da utilizacdo da nanotecnologia esta
relacionada aos medicamentos, sendo que muitos dos resultados obtidos sao

oriundos da area farmacéutica. Nessa area o foco dos estudos esta concentrado no
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desenvolvimento de nanocarreadores, utilizados tanto para cosméticos como para
medicamentos (ZANETTI-RAMOS & CRECZYNSKI, 2008).

Quando um medicamento é utilizado, espera-se dele algumas caracteristicas,
por exemplo, que 0 mesmo alcance as concentracdes adequadas nos tecidos, com
uma atividade terapéutica efetiva por um longo periodo, e que ndo apresente
toxicidade para os demais tecidos. Porém essas caracteristicas sdo muito dificeis de
serem encontradas em um mesmo medicamento, dessa forma a nanotecnologia
farmacéutica vem surgindo como uma esperanca para alcancar essas
caracteristicas (MOURA et al., 2008).

Entre as tecnologias empregadas com os farmacos, a nanoencapsulacao
pode ser citada como uma das mais interessantes e promissoras, pois permite tanto
a utilizacdo de materiais liquidos como sdlidos. De uma maneira geral, a
nanoencapsulagao busca uma liberagdo controlada e com direcionamento do
farmaco para determinados grupos de células, e que os sistemas possam carrear
guantidades adequadas de farmaco para o local desejado, reduzindo os efeitos
colaterais sobre outros tecidos, o que auxilia na adesdo dos tratamentos pelos
pacientes (ARAKI, 2007; SAFARI & ZARNEGAR, 2014).

Os sistemas de nanocarreadores que estdo sendo desenvolvidos oferecem
muitas vantagens, quando comparadas aos sistemas convencionais, como por
exemplo, possuem:

e Maior eficacia terapéutica;

e Liberacdo progressiva e controlada do farmaco;

e Diminuicdo da toxicidade;

e Maior tempo de permanéncia do farmaco na circulagéo;

e Administracdo segura e conveniente;

e Direcionamento a alvos especificos e

e Possivel incorporacdo tanto de substancias hidrofilicas como lipofilicas

(SILVA, 2012).

Os sistemas que se destacam nessa area sdo chamados de carreadores
coloidais, os quais se apresentam de forma interessante para administracdo
intrevenosa de farmacos lipofilicos, e também para administragéo via oral e cutanea.
Dentro desse sistema estdo inclusos: nanoemulsdes, nanoesferas, nanocapsulas,

lipossomas e complexos lipidicos. As nanoparticulas (nanoesferas ou nanocapsulas)
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destacam-se dos demais tipos devido aos seus potenciais terapéuticos e por sua
maior estabilidade, tanto em fluidos biolégicos quanto na questdo de
armazenamento (SCHAFFAZICK et al., 2003; GUTERRES et al., 2007).

1.4.1. Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas podem ser definidas como sendo sistemas
carreadores de farmacos, que apresentam um tamanho menor que 1000 nm, sendo
compostas de polimeros e copolimeros biodegradaveis ou bioestaveis. As
nanoparticulas polimericas possuem grande destaque principalmente pelas
caracteristicas que os polimeros apresentam, colaborando com o potencial de
carreamento de farmacos (SAFARI & ZARNEGAR, 2014).

Os polimeros sdo macromoléculas compostas de moléculas pequenas ligadas
umas as outras para formar estruturas lineares, ramificadas e/ou ligacdes cruzadas,
que podem formar particulas poliméricas capazes de conter substancias no seu
interior. Os polimeros que séo utilizados na area da nanotecnologia farmacéutica,
com intuito de carrear farmacos, devem apresentar algumas caracteristicas em
especiais, tanto quimicas, quanto mecanicas e biolégicas, como apresentado na
Tabela 3 (ANGELOVA & HUNKELER, 1999; SAFARI & ZARNEGAR, 2014).

Tabela 3. Caracteristicas dos polimeros.

Auséncia de interacdo entre polimero e farmaco
Quimica Solubilidade em varios solventes
Vida util economicamente aceitavel

Ser biodegradéavel (via enzimatica, quimica ou microbiana)
Proteger o farmaco in vivo contra possiveis degradacdes

Levar a substancia contida em seu interior até o alvo desejado
Facilitar a penetracéo celular do farmaco

Liberar o farmaco de maneira controlada, prolongando sua acéo

Bioldgica

Versatilidade estrutural de aplicacao
Mecanica Apresentar capacidade de ser moldado e/ou deformado
Resisténcia mecanica para atender as necessidades de aplicacdes

(ANGELOVA & HUNKELER, 1999; SAFARI & ZARNEGAR, 2014)
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Os polimeros podem ser de origem natural, semi-sintética ou sintética. Dentre
0s sintéticos destacam-se os poliésteres, como o poli (L-acido lactico) (PLA), poli
(acido glicdlico) (PLG) e seus copolimeros, como o poli(acido latico-co-acido
glicdlico) (PLGA). O PLA, Figura 8, € um polimero comumente utilizado por
apresentar boas caracteristicas, sendo biodegradavel e n&o apresentando
subprodutos téxicos. E obtido por meio do &cido lactico, apresenta isémeros
opticamente ativos (D e L) ou uma mistura racémica dos mesmos (NAJAFI et al.,
2012). Quando ocorre a degradacdo do PLA, é gerado &cido lactico, o qual é
metabolizado em piruvato pela lactato desidrogenase, o que leva a sua eliminagéo
via ciclo de Krebs, em forma de diéxido de carbono e agua (BRANNON-PEPPAS,
1995).

Figura 8. Estrutura quimica do poli (L-acido lactico) — PLA
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Também pode ser utilizado a adicao de polimeros hidrofilicos as superficies
das nanoparticulas, essa adicdo esta sendo empregada com a finalidade de reduzir
a adsorcao de proteinas plasmatica, e evitar que ocorra uma rapida remoc¢ao da
circulacdo sanguinea apdés adiministracao intravenosa (OWENS Il & PEPPAS,
2006). E entre os polimeros utilizados com intuito de fazer com que as
nanoparticulas permanecam por mais tempo na circulacdo, podem ser citados o
polietilenoglicol (PEG), poli (vinilpirrolidona) (PVP), estreptavidina, poli-L-lisina (PLL),
polietilenos (KUMARI et al., 2010).

Dentre os polimeros acima citados, o PEG (Figura 9) € o que vem sendo mais
utilizado, sendo o mesmo um polimero aniénico que apresenta cadeias hidrofilicas
flexiveis, com capacidade de interagir com a superficie das nanoparticulas de modo
a formar uma barreira estérica (CANAL et al., 2010). O PEG apresenta solubilidade
aguosa, baixa imunogenicidade e antigenicidade, e as nanoparticulas que contém o

PEG podem ser denominadas furtivas, pois a presenca do PEG faz com que néo
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haja reconhecimento pelo sistema fagocitico mononuclear, o que promove um maior
tempo de circulacdo sanguinea, e acarreta em uma liberacdo em locais especificos
(GREF et al., 1995; MAINARDES et al., 2010).

Figura 9. Estrutura quimica do polietilenoglicol — PEG
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As nanoparticulas podem ser divididas em duas classes, sendo elas as
nanocapsulas e as nanoesferas, que sao diferenciadas de acordo com a sua
organizacdo estrutural e a sua composicdo, conforme é demonstrado na Figura 10.
As nanocapsulas sdo sistemas vesiculares em que ha um nudcleo oleoso rodeado
por uma membrana polimérica, sendo que o farmaco pode estar dissolvido neste
ndcleo e/ou adsorvido a parede polimérica. As nanoesferas sdo sistemas matriciais
em que o farmaco é fisicamente aprisionado na matriz, ou uniformemente adsorvido
na estrutura polimérica (SOPPIMATH et al., 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Figura 10. Representacao esquematica de nanocapsula e nanoesfera. Em a) Farmaco
retido no ndcleo oleoso, b) Farmaco adsorvido na superficie polimérica, ¢) Farmaco disperso
na matriz polimérica e em d) farmaco adsorvido a superficie da matriz polimérica.

a) b)

Parede
polimérica

Parede
polimérica

Macleo
oleoso

Farmaco Farmaco

Nanocapsula Nanoesfera

(Adptado de SCHAFFAZICK et al., 2003)

Os métodos descritos na literatura para preparacdo das nanoparticulas
poliméricas podem ser divididos em duas classes principais: métodos baseados na

polimerizacdo in situ de mondmeros dispersos (cianoacrilato de alquila) ou na
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precipitacdo de polimeros pré-formados (PLA, PLGA) (LEGRAND et al., 1999). A
polimerizacdo apresenta a desvantagem de poder apresentar moléculas residuais
gue possam causar toxicidade, sendo entdo o método de escolha o que utiliza os
polimeros pré-formados, pois ndo ha presenca de solvente no produto final (REIS et
al., 2006).

Um dos métodos que faz parte da classe que utiliza os polimeros pré-
formados é a emulsificacdo/evaporacao do solvente, sendo essa a primeira técnica
descrita para obtencdo de nanoparticulas e a mais amplamente utilizada
VANDERHOFF et al., 1979). Essa técnica possui uma grande vantagem, pois é
possivel realizar a encapsulagéo tanto de farmacos hidrofilicos, pela emulsdo dupla
agua-em-oleo-em-agua (A/O/A), quanto de farmacos hidrofébicos, por meio da
emulsdo simples 6leo-em-agua (O/A) (HANS & LOWMAN, 2002; MORA-HUERTAS
et al., 2010).

Porém, independente do método que for utilizado para obtencdo das
nanoparticulas, os produtos formados ficam em forma de suspensfes coloidais
aguosas, e dependendo do tempo de armazenamento pode ocorrer agregacao das
nanoparticulas no meio, podendo acarretar em problemas de estabilidade quimica
dos componentes da formulacdo (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Para realizar a caracterizagdo fisico-quimica das nanoparticulas sao
necessarias determinacfes de diversos parametros, 0s quais Sa4o muito importantes
para avaliacdo da estabilidade das formulagdes (LEGRAND et al., 1999). Um
conjunto de técnicas associadas permite que seja realizado uma boa caracterizacédo
das nanoparticulas, sendo comumente empregadas as seguintes técnicas:

e Andlise morfolégica: microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia
eletronica de transmissao (MET);

e Distribuicdo de tamanho: espectroscopia de correlacao de fétons;

e Caracterizacao da superficie das nanoparticulas: potencial zeta;

e Determinacao da concentracdo de farmaco associado;

e Separacdo baseada em ultracentrifugacdo: previsdo da cinética de liberacdo

(LEGRAND et al., 1999).

e Avaliacdo se o0 farmaco esta associado a nanoestrutura: calorimetria

diferencial exploratéria (DSC), termogravimetria (TG), difracdo de raio-x
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(DRX) e espectroscopia na regido do infravermelho (IV) (COUVREUR et al.,
2002; SCHAFFAZICK et al., 2003).

1.4.2. Aplicacédo das nanoparticulas no tratamento do cancer

No ambito da nanomedicina, um dos campos mais promissores na utilizacéo
das nanoparticulas estad relacionado ao carreamento em especial de farmacos
anticancerigenos. Dessa forma a nanotecnologia vém ganhando destaque na area
oncologica, pois a mesma surge como uma nova op¢ao para a cura da doencga ou
no reparo de tecidos danificados. As possiveis aplicacbes da nanotecnologia nessa
area podem envolver:

e Prevencdao e controle do cancer,

e Deteccao precoce do cancer;

e Melhoria nas técnicas de imagem, para uma localizacdo mais exata do tumor;
e Carreamento de medicamentos eficazes para lugares especificos;

e Controle da disseminacéo de células cancerigenas (ALEXIS et al., 2008).

A esperanca por resultados melhores utilizando a nanotecnologia tem um foco
nas melhores condicdes de tratamentos contra o cancer, pois com a manutencao
dos niveis do farmaco pode ocorrer a reducdo das doses, com consequente reducéo
dos efeitos colaterais que ocorrem nos tratamentos convencionais, otimizando dessa
maneira a utilizacdo e a adesao do paciente ao tratamento (BRANNON-PEPPAS &
BLANCHETTE, 2004).

Assim as nanoparticulas poliméricas estdo se apresentando como um dos
mais eficazes modelos de nanocarreadores para quimioterapicos, pois elas podem
possuir uma superficie funcional para células cancerigenas e um sistema que
permite aumentar o tempo de meia vida do farmaco (ALEXIS et al., 2008).

Em 2012 ja estavam no mercado algumas formulacbes carreando
quimioterapicos, que demonstram ser mais eficazes que os farmacos livres, mas
grande parte eram os lipossomas, conforme pode ser observado nos dados da
Tabela 4. Existem muitas formula¢cdes que ja encontram-se em fases de estudos
clinicos, inclusive muitas de nanoparticulas poliméricas (EGUSQUIAGUIRRE et al.,
2012).
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Tabela 4. Sistemas carreadores no mercado em 2012.

Nanocarreador Nome Farmaco Indicacéao
Doxil® Doxorrubicina  Cancer cerebral, cancer de
ovario, sarcoma de kaposi
Lipossomas Myocet® Doxorrubicina Cancer cerebral
DaunoXome®  Daunorrubicina Sarcoma de kaposi
DepoCyt® Citarabina Leucemia, Meningite
linfomatosa, glioblastoma
Nanoparticulas Abraxane® Paclitaxel Cancer cerebral
Poliméricas
Micelas Genexol - PM ® Paclitaxel Cancer cerebral
poliméricas

(Adaptado de EGUSQUIAGUIRRE et al., 2012)

No entanto, ainda existem muitos desafios e barreiras para serem superadas
para alcancar a formulacdo ideal, em termos de seletividade e seguranca. Pois
mesmo com muitas pesquisas e desenvolvimento em nanotecnologia, apenas
alguns sistemas de liberacdo de nanoparticulas foram aprovados e estao disponiveis
para o tratamento do cancer. Portanto, uma investigacdo mais aprofundada no
campo da nanotecnologia e no campo do estudo da prépria doenca em si, &
necessario para realizar formulacbes capazes de atingir tecidos tumorais em
concentracbes adequadas e conseguir uma formulacdo realmente seletiva, que
consiga destruir apenas as células cancerosas, sem prejudicar os tecidos saudaveis
(ACHARYA & SAHOO, 2011; EGUSQUIAGUIRRE et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade citotoxica in vitro de

nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH.

2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver e validar metodologia analitica por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) para anélise quantitativa do POH em nanoparticulas de
blendas de PLA-PEG;

e Produzir nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH pelo método
de simples emulsdo-evaporacao do solvente;

e Determinar a eficiéncia de encapsulacdo do POH nas nanopatrticulas;

e Realizar a caracterizacéo fisico-quimica das nanoparticulas;

¢ Avaliar a estabilidade das nanoparticulas de blendas de PLA — PEG contento
POH;

e Determinar o perfil de liberagéo do farmaco in vitro;

e Avaliar a atividade citotdxica in vitro das nanoparticulas de blendas de PLA —
PEG contendo POH sobre eritrocitos;

e Avaliar a atividade citotdxica in vitro das nanoparticulas de blendas de PLA —

PEG contendo POH sobre a linhagem tumoral HEp-2.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por CLAE para

determinagdo de POH em nanoparticulas

Com o objetivo de padronizar um método de quantificacdo do POH, foi
desenvolvida uma metodologia analitica pelo aparelho de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) — Waters® Alliance acoplado a um detector de Arranjo de
Fotodiodo (PDA) e coluna fase reversa C18 (125 mm X 4mm) de tamanho de
particula 5 pm - LiChrospher®, atendendo as exigéncias preconizadas na
Resolucdo n® 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) e as

recomendacdes da International Conference on Harmonization (ICH, 2005).

3.1.1. Preparacéo das solugcbes padrdao e amostra

Uma solucdo estoque de POH (Sigma — Aldrich®) de 1mg/mL (pesado em
Balanca analitica M214A — Tecnal®) foi preparada em mistura de acetonitrila grau
HPLC - J.T. Baker® (ACN):agua ultrapura - sistema Milli-Q Gradiente Millipore®,
resistividade de 18,2 MQ/cm (40:60, v/v), sendo realizadas diluicdes posteriores para
se obter seis solugdes padrao (10, 20, 30, 40, 50 e 60 pg/mL). A partir de outra
solucéo estoque (Img/mL) foram obtidas seis solu¢des padréo (0,4, 0,6, 0,8, 1, e 2
pg/mL), para determinar o limite de quantificacdo (LQ) e o limite de deteccéo (LD).
Os padrdes e as amostras foram filtrados com membranas de acetato de celulose
0,22 ym e PTFE 0,45 pm, Millipore®.

3.1.2. Condi¢des Cromatograficas

As andlises cromatograficas foram realizadas utilizando o modo isocratico. A
fase movel foi composta por ACN e agua (80:20, v/v) em fluxo de 1,0 mL/min. O
volume de inje¢do de amostra foi de 100 uL e o comprimento de onda de detecg¢ao
foi de 210 nm. O tempo de corrida do método foi de 2,5 min e todos os experimentos

foram realizados a 30°C.
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3.1.3. Valida¢cdo do método cromatogréfico

A validacdo do meétodo analitico de quantificacdo de POH por CLAE, foi
realizada seguindo alguns parametros, sendo eles: linearidade, precisdo, exatidao,

especificidade, robustez, LQ e LD.

3.1.3.1. Linearidade

Para a linearidade foram preparadas seis concentra¢coes padréo de POH (10,
20, 30, 40, 50 e 60 pg/mL) em ACN:agua (40:60, v/v), em triplicata, as quais
constituiram a curva analitica para a andlise. Assim, a linearidade do método foi
determinada com base no calculo de regressdo linear, empregando minimos
quadrados, onde os valores correspondentes da area sob a curva foram utilizados

para o célculo da equacgéo da reta e do coeficiente de correlagéo (r).

3.1.3.2. Precisao

A capacidade de um método de obter os resultados dos testes individuais
aproximados, quando realizados véarias vezes de uma mesma amostra e nas
mesmas condicdes, é chamado de precisdo. E possivel comprovar a precisdo por
dois métodos: intra-corrida (repetibilidade) e inter-corrida (preciséo intermediaria).

A preciséo intra-corrida foi realizada com trés concentra¢cfes padréo (10, 30 e
60 pg/mL) em quintuplicata, avaliadas em um mesmo dia e em curto espago de
tempo entre as leituras. E a precisao inter-corrida foi realizada da mesma forma, com
trés concentragdes padréo (10, 30 e 60 ug/mL) em quintuplicata, porém, em trés
dias diferentes. A precisdo do método foi verificada pelo percentual coeficiente de
variacdo (CV%) ou desvio padréo relativo (DPR), seguindo a seguinte equacao:

DPR = (DP/CMD) x 100
Equacéao 1.
Onde:
DP, desvio padréo

CMD, concentracdo média determinada
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3.1.3.3. Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos
nas analises com os valores verdadeiros, sendo expressa pela relacdo entre a
concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica
correspondente (porcentagem de recuperacdo das médias). Foram preparadas trés
concentragbes padrao (10, 30 e 60 pg/mL), em quintuplicata. Apos as analises foi
realizado os célculos correspondentes a porcentagem de recuperacdo para cada

concentracéo, pela seguinte equacao:

Exatiddo = (CME / CT) x 100
Equacéo 2.
Onde:
CME, concentracdo média experimental
CT, concentracao teorica

3.1.3.4. Especificidade

A especificidade € determinada como uma caracteristica que o método
analitico possui em ndo permitir que componentes da formulagdo interfiram na
determinacdo do analito. Dessa maneira, a especificidade foi avaliada com os
possiveis interferentes, o alcool polivilinico (PVA; Sigma®) e o tampéo fosfato de
sédio (PBS) pH=7,4 (Fosfato de sodio dibasico heptahidratado P.A. - Vetec®;
Fosfato de sédio monobasico anidro P.A. - Vetec®; Cloreto de sédio - Vetec®).

Foram realizadas andlises de amostras contendo os possiveis interferentes, e
verificado o cromatograma e tempo de retencdo, comparando-os com o0s das

amostras de POH.

3.1.3.5. Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos. Indica sua confianca
durante o uso normal. E para testar a capacidade do método analitico desenvolvido

em ser robusto, as seguintes variagbes foram realizadas: alteracdo da proporcéo da
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fase movel (de ACN:4gua 80:20 para 75:25), alteracdo do fluxo de vazéo da fase
movel (de 1,0 mL/min para 1,05 e 0,95 mL/min), alteracdo de temperatura da coluna
(de 30°C para 25°C).

O resultado foi determinado por meio da porcentagem de recuperacéao e DPR.
Para estas analises foram utilizados os padrdes de POH nas concentragdes de 10,

30 e 60 pg/mL, em triplicata.

3.1.3.6. Limite de deteccéao (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

O LD é a menor quantidade de analito que pode ser detectado em uma
amostra, ndo necessariamente sendo quantificado, ja o LQ € a menor quantidade do
analito em uma amostra que pode ser quantificada com precisdo e exatiddo. Para a
determinacao do LD e LQ foram preparadas concentra¢cdes padrédo (0,4; 0,6;0,8; 1 e
2 pg/mL), em triplicata, e construida uma curva analitica. O LD e LQ foram

calculados pelas equacbes 3 e 4 :

LD=0/bx3,3

Equacéo 3.
LQ=0/bx10

Equacéo 4.

Onde:
0, desvio padrao médio do intercepto y

b, inclinac@o da curva analitica ou slope

3.2. Obtencao de nanoparticulas contendo POH

A técnica utilizada para a obtencdo das nanoparticulas contendo POH foi a
emulsificacdo/evaporacdo do solvente, pelo método de emulsdo simples 6leo em
agua (O/A) (VANDERHOFF et al., 1979; REIS et al., 2006).

A fase organica foi composta por 50 mg de PLA (85-160 MW; Sigma®), 10 mg
de PEG 10 kDa (Sigma®) solubilizados em 1 mL de diclorometano (DCM, Fmaia®;
Capela de fluxo laminar — Lucadema), e 10 mg de POH também solubilizados em 1

mL de DCM, e a fase aquosa foi composta por 10 mL de PVA 1%. A fase oleosa foi
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acrescentada a fase aquosa, onde as fases foram submetidas a emulsificagdo e
reducdo do tamanho pelo método de sonicacdo (Dispersor Ultrasonico; Unique®),
por 4 minutos a 60 Hz, resultando em uma emulséo 6leo em agua (O/A). O solvente
organico foi removido com o auxilio do evaporador rotatéorio (Tecnal®, Mod. TE 120);
acoplado a bomba a vacuo (Tecnal®, Mod. TE 058), a pressdo negativa, por 15 min
a 37°C. As nanoparticulas vazias (sem POH) foram prouzidas damesma forma, com
excessao da adicdo de POH.

A recuperacédo das nanoparticulas foi realizada por meio de ultracentrifugacao
(Centrifuga refrigerada Hermle - LOBOV® Cientifica), 14000 rpm a 4°C, e o pellet de
nanoparticulas resultantes foram lavadas com &agua purificada, com intuito de
remover o tensoativo e o POH ndo encapsulado. O sobrenadante obtido foi
reservado para posterior analise por CLAE. As nanoparticulas foram armazenadas
em agua ou sacarose 5% (D(+) Sacarose P.A. - Vetec Quimica Fina®), refrigeradas
a 8°C.

3.3. Caracterizacdao fisico-quimica das nanoparticulas

3.3.1. Determinacéao da eficiéncia de encapsulacéo

A determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi realizada pelo
método indireto, o qual quantifica quanto de POH ha no sobrenadante resultante do
processo de ultracentrifugacdo/lavagem, pelo método validado por CLAE. Uma
aliquota do sobrenadante foi retirada e diluida (1:10), em triplicata, em ACN:agua
(40:60, v/v) e analisadas. Apds as analises a EE% foi determinada pela seguinte

equacao:

EE% = [(POH inicial — POH livre) / POH inicial] x 100
Equacéo 5.
Onde:
POH inicial, concentracdo de POH inicial na formulagéo

POH livre, concentracdo de POH no sobrenadante
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Os resultados da EE% foram expressos como média e desvio padréo,
considerando n=10 amostras.

3.3.2. Determinacao do diametro médio e indice de polidispersao

Para a determinacdo do didmetro médio e o indice de polidispersdo foi
utilizado a espectroscopia de correlacdo de fétons ou Dynamic Light scattering
(Brookhaven 90 Plus®);

Foram preparadas diluicbes das suspensfes das nanoparticulas em agua
purificada (1:20) e as mesmas foram acondicionadas em uma cubeta com tampa. As
analises foram realizadas com angulo de espalhamento de 90° a 25°C e
comprimento de onda do laser de 659 nm. Todos os lotes foram analisados em
triplicata. Os resultados do diametro médio e do indice de polidispersdo foram

expressos como média e desvio padrdo, com n=10 amostras.

3.3.3. Potencial zeta

As amostras foram preparadas em &gua purificada, uma aliquota da
suspensao das nanoparticulas foi diluida em &gua e acondicionadas em célula
eletroforética, sendo entdo o poténcial zeta determinado por meio do aparelho
ZetaSizer (ZS - Malvern®). As analises foram realizadas a 25°C em angulo de 90°.
Os valores determinados de potencial zeta foram expressos como média e desvio

padrdo. A andlise foi realizada em triplicata.

3.3.4. Espectroscopia daregido do infravermelho (1V)

A caracterizacado fisico-quimica na regido do infravermelho foi realizada do
POH livre, do polimero (PLA-PEG) e da nanoparticula contendo o POH. As amostras
(POH livre, nanoparticulas com e sem POH) foram compactadas com brometo de
potassio (KBr), e por meio da compressdao em prensa hidraulica foram obtidas
pastilhas, as quais foram submetidas a analise no espectrofotometro na regido do
infravermelho (Termoelectron Nicolet IR200 FT-IR - Thermo Scientific®) no intervalo
de 4000 a 400 cm™,;
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3.3.5. Difracéo de Raios X (DRX)

Foram realizadas analises de amostra do POH nanoencapsulado, assim
como das nanoparticulas vazias. A analise foi realizada no difratbmetro de Raios X
(Bruker — Mod. D2 PHASER), utilizando radiagdo de CuKa, A = 1,5418 A, com
corrente de 10 mA e tensdo de 30 kV a temperatura ambiente. Os dados foram

digitalizados a partir de 5° para 60° em um angulo de 2e.

3.3.6. Analise de calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

Para andlise de DSC foram preparadas amostra do POH nanoencapsulado e
dos polimeros (nanoparticulas vazias). As amostras foram analisadas no analisador
de termogravimetria e calorimetria diferencial exploratéria (TA Instruments®, Mod.
SDT Q600), sendo que as amostras foram pesadas em cadinho de aluminio (10
mg), seladas e submetidas a aquecimento sob atmosfera de nitrogénio, com
variacdo de 30 - 450 °C, razdo de aquecimento de 10°C/min e vazdo de gas de
arraste de 100mL/min. A célula de DSC foi calibrada antes dos ensaios no eixo de
temperatura utilizando padrdes de zinco, oxalato de célcio e safira.

3.3.7. Microscopia eletrénica de transmisséo (MET)

As andlises morfoldgicas das suspensfes de nanoparticulas contendo POH
foram realizadas pela microscopia eletronica de transmissao (MET), utilizando 80 kV.
As suspensdes de nanoparticulas foram depositadas em suportes de cobre,
esperado 1 min, retirado o ecesso, e em seguida foram contrastadas negativamente
com solucdo de acetato de uranila a 2% (m/v) por 1 min, e também foi retirado o

excesso, esperado secar e realizada a andlise.

3.4. Avaliacdo da estabilidade das nanoparticulas contento POH

As nanoparticulas ap0s o preparo foram ressupensas em agua purificada, e
em seguida foram aliquotadas e armazenadas a temperatura ambiente, refrigeradas
a 8°C e congeladas a -12°C. As amostras foram caracterizadas ap0s o preparo e em

intervalos de 7 dias, até completar 3 meses de armazenamento. As analises
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consistiram quanto a taxa de liberacdo do POH das nanoparticulas, potencial zeta,
didmetro médio das nanoparticulas e indice de polidispersdo, assim como as
caracteristicas macroscopicas das formulacfes. Sendo uma aliquota retirada da
suspensao para realizar a mensuracao do diametro médio, indice de polidisperséo e
potencial zeta, em seguida as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 15
min, onde o sobrenadante foi analisado por CLAE para mensurar a porcentagem de
liberacdo do POH, entdo as nanoparticulas foram ressuspendidas em agua e
armazenadas novamente na temperatura pré determinada.

O estudo foi realizado em triplicata e as comparacdes estatisticas foram
realizadas pela ANOVA com 95% de confianga, com pdés teste de Tukey. Diferencas

foram consideradas estatisticamente significantes com p < 0,05.

3.5. Determinacgéo do perfil de liberacao in vitro

As nanoparticulas contendo POH foram submetidas ao estudo de liberacéo in
vitro pelo método de agitacdo em shaker, com posterior ultracentrifugacdo. Amostras
contendo 500 ug de POH encapsulado foram diluidas em 1,5 mL de solugao tampao
PBS 10mM, pH=7,4. As dispersbes de nanoparticulas em tampdo PBS foram
incubadas em agitador do tipo shaker a 37°C, sob agitacdo constante de 150 rpm.
Nos tempos pré-determinados (2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 196 h) as
dispersdes foram ultracentrifugadas por 15 min a 14000 rpm, 4°C. Os sobrenadantes
foram coletados e analisados por CLAE. O precipitado restante foi ressuspenso em
1,5 mL de tampé&o PBS e retornado a agitacdo (CASA et al., 2014).

Com os resultados obtidos dos sobrenadantes, foi possivel obter a curva do
percentual cumulativo de farmaco liberado em funcdo do tempo.

A avaliacdo matematica do perfil de liberacdo obtido foi realizada pelo ajuste
dos dados experimentais ao modelo de ordem zero (Equacgéo 6), de primeira ordem
(Equacédo 7), segunda ordem (Equacéo 8), Higuchi (Equacao 9), além do modelo
semi-empirico de Korsmeyer-Peppas (Equacgéo 10), por meio do software MicroMath
Scientist® (RITGER & PEPPAS, 1987).

Equacéo 6.
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C=100 (1 —e™

Equacéao 7.
C= 100 [1- (Ae™ + Be®!) ]
Equacéo 8.
C=klt
Equacéo 9.
Ft= at”
Equacéo 10.

Onde:

C, percentual do farmaco dissolvido no tempo t;

k, a e B, constantes cinéticas de dissolucao e

A e B, concentra¢bes iniciais do farmaco que contribuem para os dois momentos de
dissolucao do farmaco.

Ft, fracdo do farmaco dissolvido no tempo t;

a, constante que mostra as caracteristicas estruturais e geométricas da forma farmacéutica

n, expoente de liberacdo que indica 0 mecanismo que essa ocorre.

3.6. Avaliacdo da citotoxicidade das nanoparticulas de PLA-PEG

contendo POH sobre hemécias

O protocolo de experimento da avaliagdo de citotoxicidade frente a hemécias
humanas foi aprovado pelo Comité de Etica Humana da Universidade Estadual do
Centro-Oeste, sob registro n® 840.169/2014 (Anexo 1).

Foram coletados 5 mL de sangue de trés individuos voluntarios sadios, acima
de 18 anos. O sangue coletado foi adicionado em tubo de vidro contendo 10uL de
heparina sddica (Hipolabor®) e homogeneizado. Em seguida foi centrifugado por 10
min a 2500 rpm, e o plasma resultante descartado. As heméacias foram lavadas, por
trés vezes, com solucao de tampao PBS 10 mM, pH=7,4 acrescidos de glicose (1,08
mg/mL) e os antibidticos penicilina - Sigma-Aldrich® (0,3 mg/mL) e estreptomicina -

Sigma-Aldrich® (0,5 mg/mL). Ao final da terceira lavagem as hemacias foram
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ressuspensas em PBS 10 mM, pH 7,4 acertando-se o volume globular para 2%
(SILVA et al., 2000).

Para o ensaio foi utilizado uma suspensédo de heméacias a 2%, e incubadas
por 24, 48 e 72 h, a temperatura de 37°C, sob constante homogeneizacdo. Foram
realizados controles com &gua destilada, PBS 10 mM (pH 7,4), etanol (99,5% -
Fmaia®) e nanoparticula vazia de PLA-PEG. Foram utilizadas as concentracdes
finais de 80, 40 e 20 pg/mL, tanto do POH livre como encapsulado.

A citotoxicidade foi avaliada pelo conteddo de hemoglobina liberado, o qual foi
determinado no sobrenadante por meio da medida da absorbancia em 540 nm, no
leitor de microplacas - Spectra Max 190 — Molecular Devices® (SILVA et al., 2001).
A analise foi efetuada em triplicata e os dados foram exibidos em percentual de

hemolise, o qual foi calculado de acordo com a equacéo:

% Hemolise = (Abs, / Abscp) x 100
Equacéo 11.
Onde:
Abs,, absorbancia da amostra
Abs, controle positivo, o qual apresentou 100% de hemolise que no estudo correspondeu a

amostra incubada com agua destilada.

Comparagfes estatisticas foram realizadas pela ANOVA, com poés teste
Tukey, com 95% de confianga. Diferencas foram consideradas estatisticamente

significantes com p < 0,05.

3.7. Avaliacdo da citotoxicidade das nanoparticulas de PLA-PEG
contendo POH sobre a linhagem tumoral Hep-2.

Para os ensaios de citotoxicidade foram utilizadas células da linhagem HEp-2
ATCC CCL-23 (contaminante de adenocarcinoma de cérvix), as quais foram
mantidas em garrafas de poliestireno em meio de cultura Dulbecco modificado por
Iscove’s (Sigma-Aldrich®), suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Gibco®),
100 U/mL de penicilina e 10 ug/mL estreptomicina, em estufa de CO, (Quimis®), a

37 °C em atmosfera imida, contendo 5 % de CO..
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Em ambiente estéril (Capela de fluxo laminar vertical - Veco®) e com
materiais estéreis (esterilizados em autoclave vertical AV Plus - Phoenix®), foram
realizados repiques semanais, utilizando tripsina (Gibco®), para manter a viabilidade
celular, de modo que a cada repique uma concentracéo de 2 x 10° células/mL foi
mantida. A viabilidade celular foi analisada pelo método de exclusdo do Azul de
Trypan 0,4% (Sigma-Aldrich®) (HARRISON & RAE, 1997), com contagem em
camara de Newbauer (utilizando o microscopio CX21 - Olympus®), onde a

porcentagem de viabilidade celular foi calculada pela seguinte equacéo:

% Viabilidade = (n° células ndo coradas / n° total de células) x 100
Equacéo 12.

Para o ensaio citotéxico foram semeadas 1 x 10 células/mL, em placas de 96
pocos, e incubadas por 24 h a 37 °C, com 5 % de CO,, para adeséo celular. Apos as
24 h o meio foi removido, sendo adicionado novo meio e as concentracées de POH
para serem incubadas. As concentracdes finais utilizadas de POH livre e de POH
nanoencapsulado foram de 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,62 yg/mL. Foram realizados
0s controles apenas com o meio, controles do solvente (etanol) e controles contendo
nanoparticulas de blendas de PLA-PEG vazias. As células foram incubadas nos
tempos de 24, 48, 72 e 96 h a 37 °C, com 5 % de CO,,

Apos os tempos de incubacéo, o meio foi retirado e em seguida adiconado 50
uL de MTT (Img/mL) (brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazélio -
Sigma-Aldrich®), e deixado em incubacéo por trés 3 h. A técnica empregada do MTT
baseia-se na sua reducdo, sendo que o MTT é um corante amarelo que quando
reduzido por células com integridade mitocondrial (principalmente a atividade das
desidrogenases) se transforma em um composto azul, a formazana. A quantidade
de formazan pode ser determinada espectroscopicamente apés solubilizacdo em
etanol absoluto (DENIZOT & LANG, 1986). Apos as trés horas de incubacédo, o MTT
foi retirado e foi adicionado 50 pl de etanol, para diluicdo dos cristais, sendo ent&o
adicionados 150 pl de uma mistura de PBS pH=7,4 com alcool isopropilico
(Fmaia®), na proporgéo 1:2. A absorbancia proveniente da solugéo resultante de
cada poco da placa foi lida em leitor de placas noscomprimentos de onda de 570 nm
e 630 nm.
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A leitura dos pogos foi realizada em dois comprimentos de onda, para
posterior subtracdo para obtencédo do valor real, pois a formazana possui absorcao
em 570 nm e as células viaveis presentes nos pocos causam uma turvacao
observada em 630 nm. A viabilidade celular foi calculada usando a seguinte
equacao (MENEZES et al., 2007):

Viabilidade (%): (Absa / Abscp) x 100
Equacéo 13.
Onde:
Abs,, absorbancia da amostra
Abs,, absorbéancia do controle

Comparagfes estatisticas foram realizadas pela ANOVA com 95% de
confianca, com péds teste de Tukey. Diferencas foram consideradas estatisticamente

significantes com p < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por CLAE para

determinacdo de POH em nanoparticulas

4.1.1. Condi¢Bes Cromatograficas

Os parametros utilizados para desenvolver e validar o método analitico de
quantificacdo do POH foram baseados na literatura disponivel (GUPTA et al., 2004,
GUPTA et al., 2005; HUA et al., 2008; FARAZUDDIN et al., 2012), porém esses
parametros passaram por sucessivas Vvariagdes, resultando nas condi¢cbes

cromatograficas descritas na tabela 5.

Tabela 5. Condi¢gbes cromatograficas utilizadas na quantificacdo do POH.

Caracteristica Condicdes cromatogréficas
Coluna C18 (125 mm X 4mm), 5 ym
Deteccéo UV (A=210 nm)
Fluxo 1,0 mL/min
Fase movel ACN:agua (80:20, v/v)
Volume de injegéo 100uL
Temperatura da coluna 30°C
Temperatura da amostra 25°C
Tempo de corrida 2,5 minutos
Tempo de retengéo 1,765 minutos

Para definir a constituicdo da fase mével foram realizados testes iniciais em
modo isocratico com ACN e agua (GUPTA et al., 2005; HUA et al., 2008), onde as
proporcdes dos solventes foram variadas, com intuito de encontrar um pico mais
regular e simétrico. Dessa forma, os testes iniciais foram realizados com uma
proporcao de 40:60 (v/v), ACN e agua, respectivamente (GUPTA et al., 2004), sendo
realizados demais testes variando essas proporcbes. Com as variacbes de
proporcdo de ACN e &gua, foi possivel observar que a melhor fase movel para o

POH foi a constituida pela proporcéo de 80:20 (v/v), ACN e agua, respectivamente.
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Inicialmente a deteccéo foi realizada em dois comprimentos de onda, 210 nm
e 220 nm (GUPTA et al., 2004; FARAZUDDIN et al., 2012), porem foi observado que
no comprimento de onda de 210 nm os picos obtidos eram mais simétricos, sendo
entdo optado por este para prosseguir com as posteriores analises.

O fluxo utilizado na metodologia validada foi de 1 mL/min, 0 mesmo utilizado
em um dos trabalhos encontrados na literatura (HUA et al., 2008), porém difere de
outros que sugerem um fluxo de 0,35 mL/min (GUPTA et al., 2004; GUPTA et al.,
2005). O volume de injecao utilizado foi de 100 pL, parametro esse que também foi
diferenciado das outras valida¢fes ja descritas.

Com as modificagbes no método analitico foi possivel obter um tempo de
retencdo do POH de 1,765 min, com tempo total da corrida de 2,5 min, sendo que os
tempos de retengdes encontrados na literatura variam de 7 - 11 min (GUPTA et al.,
2004; HUA et al.,, 2008). As condicbes cromatograficas definidas mostraram-se
satisfatérias, uma vez que foi possivel obter um pico simétrico e fino (Figura 11),

com tempo de retencéo e corrida menores.

Figura 11. Cromatograma de absorbéancia (AU) em funcdo do tempo (minutos) do POH (30
Mg/mL) em ACN:agua (40:60, v/v). Fase movel ACN:agua (80:20, v/v), em 210 nm.
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4.1.2. Validagdo do método cromatografico

41.2.1. Linearidade

52

Para a determinagdo da linearidade foram avaliadas seis concentragdes
padrées de POH em ACN:agua (40:60, v/v): 10, 20, 30, 40, 50 e 60 pug/mL, e por

meio do célculo da equacédo de regresséao linear e o r, pelo método dos minimos

guadrados, a curva analitica obtida foi considerada linear (Figura 12). O r obtido foi

de 0,9997 e a equacéo dada por:
A =7,79.10% [POH] + 1,44. 10°
Onde:

A, area do pico
[POH], concentracao da solugdo de POH em ug/mL

Equacéo 14.

Figura 12. Curva analitica do POH em ACN:agua (40:60, v/v). Fase mével ACN:agua

(80:20, viv) em 210nm (n=3). A = 7,79. 10*. [POH] + 1,44. 10°, r=0,9997.
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O valor de r é aceitavel quando no minimo esse valor seja de 0,99 (ANVISA,
2003). Assim a linearidade da curva garante a qualidade do método para analise do

POH, garantindo uma confian¢ca no uso da equacéo da reta obtida.

4.1.2.2. Precisao

A precisdo é expressa como DPR, sendo uma medida do erro relativo do
meétodo. Dessa forma, para a avaliacdo da precisdo foram preparadas as seguintes
concentracfes: 10, 30 e 60 ug/mL. Para a precisao intra-corridas foram realizadas
andlises em quintuplicata de cada concentracdo no mesmo dia, os resultados estédo

expostos na Tabela 6.

Tabela 6. DPR da analise de precisao intra-corridas das amostras padrao de POH, n=5.

Solucéo Padréao Média + DP DPR
(ng/mL) (ng/mL) (%)

10 10,22 + 0,15 1,50

30 31,35+ 0,99 3,16

60 64,01 + 1,97 3,08

Para a avaliacdo da precisdo inter-corridas foram feitas analises com as
mesmas concentracdes ja citadas, porém em trés dias diferentes, os resultados
estdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7. DPR das andlises de precisao inter-corridas das amostras padrdo de POH, n=5.

Solucéo Padréao Média dos dias Média + DP DPR
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (%)
1 2 3
10 9,43 10,23 9,80 9,82 +0,40 4,06
30 29,90 31,35 30,95 30,73 +0,75 2,44
60 59,30 64,01 60,71 61,34 £ 2,42 3,94

E preconizado que o DPR para precisfes seja inferior & 5% (ANVISA, 2003).

Dessa forma, as analises puderam comprovar que o método analitico para POH é
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preciso, tanto na precisdo intra-corridas como na precisao inter-corridas, pois o

maior DPR obtido, entre todas as analises, foi de 4,06%.

4.1.2.3. Exatidao

Para o teste de exatidao foram utilizadas as mesmas amostras do teste de
precisao, nas concentragdes de 10, 30 e 60 pg/mL. A exatidao foi confirmada pelos
calculos de porcentagem de recuperacao e pelo DPR (ANVISA, 2003).

Os resultados expressos na Tabela 8 demonstram a concordancia entre 0s
valores reais e teoricos, pois todos os resultados da porcentagem de recuperagéo
ficaram proximos dos valores reais, os quais ficaram entre 97% e 103%, e os valores

de DPR mantiveram-se abaixo do limite preconizado de 5%.

Tabela 8. Porcentagem de recuperacdo e DPR das analises da exatiddo para amostras de
POH, n=5.

Solucéo Padréao Recuperacéo DPR
(ng/mL) (%) (%)

10 97,94 3,36

30 103,17 2,26

60 101,18 0,58

4.1.2.4. Especificidade

Alguns componentes da formulagdo, ou de outros testes que necessitem
posterior quantificacdo do POH, podem ser interferentes no momento da leitura, uma
vez que podem aparecer picos indesejaveis no mesmo tempo de retencédo do POH.

Um possivel interferente na quantificacdo indireta do POH a partir do
sobrenadante das nanoparticulas € o PVA 1%. Isso pode acontecer pelo fato que o
PVA 1% permanece no sobrenadante apds a etapa de contrifugacdo na fase de
obtencdo das nanoparticulas. Sendo que outro possivel interferente presente nos
ensaios de liberacdo in vitro é o tampé&o fosfato de sodio 10mM, pH=7,4, pois o
mesmo também permanece no sobrenadante apds a centrifugacao.

Para eliminar qualquer duvida sobre possiveis interferéncias, foi realizado

uma analise da especificidade do meétodo analitico desenvolvido. A analise foi
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conduzida pela comparacdo dos cromatogramas de amostras com 0S
cromatogramas dos possiveis interferentes.

Para analise da possivel interferéncia do PVA foi realizada a leitura por CLAE
de nanoparticulas vazias, diluido da mesma maneira que as amostras, em
ACN:4gua (40:60 v/v), com intuito de visualizar o cromatograma referente ao PVA
1%. Também foi realizado a leitura de um sobrenadante de nanoparticula contendo
POH nas mesmas condi¢cdes pré-estabelecidas.

O cromatograma de uma amostra de nanoparticula vazia apresentou um pico
do PVA 1% em aproximadamente 0,9 min (Figura 13). Na Figura 14 estd o
cromatograma de uma amostra representativa de sobrenadante de uma
nanoparticula contendo POH, onde aparecem dois picos: o primeiro referente ao
PVA 1% (~ 0,9 min), e o segundo referente ao POH (~ 1,7 min).

Figura 13. Cromatograma de absorbancia (AU) do sobrenadante de uma nanoparticula
vazia em ACN:agua (40:60, v/v). Fase moével: ACN:agua (80:20, v/v), 210 nm.
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Figura 14. Cromatograma de absorbancia (AU) do sobrenadante de uma nanoparticula
contendo POH em ACN:agua (40:60, v/v). Fase mével: ACN:agua (80:20, v/v), 210 nm.
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E para analisar se o tampao fosfato de s6dio 10 mM, pH=7,4, poderia interferir
na quantificacdo do POH, também foi realizada a leitura por CLAE, sendo que uma
amostra contendo apenas o PBS foi diluido da mesma maneira que as demais
amostras, em ACN:agua (40:60 v/v), com intuito de visualizar o cromatograma
referente ao PBS de forma isolada. E em seguida foi realizada a leitura de um
sobrenadante de nanoparticula contendo POH em tampéo fosfato de sodio, nas
mesmas condi¢cdes pré-estabelecidas.

O cromatograma da amostra do tampao fosfato de sédio, na auséncia do
POH, apresentou um pico referente ao tampao fosfato de sodio em
aproximadamente 0,9 min (Figura 15). Sendo que quando foi realizada a leitura da
amostra contendo tampédo fosfato de sédio e POH, Figura 16, o cromatograma
apresentou dois picos: o primeiro referente ao tampéao fosfato de sédio (~ 0,9 min), e
0 segundo referente ao POH (~ 1,7 min).
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Figura 15. Cromatograma de absorbancia (AU) de uma amostra de tampao fosfato de sddio
10 mM, pH=7,4, em ACN:agua (40:60, v/v). Fase mével: ACN:agua (80:20, v/v), 210 nm.
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Figura 16. Cromatograma de absorbancia (AU) do sobrenadante contendo POH e tampéo
fosfato de sd6dio 10 mM, pH=7,4, em ACN:agua (40:60, v/v). Fase mével: ACN:agua (80:20,

viv), 210 nm.
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Dessa maneira é possivel afirmar que tanto o PVA 1% presente na
formulacdo, quanto o tampao fosfato de sddio presente no ensaio in vitro, nao
interferiram na leitura, e posterior quantificacdo do POH, sendo possivel concluir que

meétodo analitico desenvolvido é especifico para o POH nas condicdes testadas.

4.1.2.5. Robustez

Para avaliacdo da robustez algumas variacbes foram aplicadas em
determinados parametros, para comprovar que o método € resistente a essas
modificacdes. Foram realizadas andlises das seguintes modificagdes:

¢ Fluxo: de 1 mL/min para 0,9 e 1,05 mL/min;
e Mudanca da fase mével: de 80:20 v/v para 75:25 v/v e
e Temperatura da coluna: de 30°C para 25°C.

O resultado deste ensaio foi expresso por meio da percentagem de
recuperacédo e DPR, e esta detalhado na Tabela 9.

Todos os parametros modificados foram analisados e comprovaram, por meio
da porcentagem de recuperacao e DPR, que pequenas alteragdes néo influenciam a
andlise quantitativa do POH, sendo assim o método analitico desenvolvido para

guantificar o POH pode ser considerado robusto frente as essas alteracdes testadas.

Tabela 9. Porcentagem de recuperacao e DPR das andlises da robustez, n=5.

Recuperacéao (%) £ DPR

Variagoes 10 pg/mL 30 pg/mL 60 pg/mL
Fluxo 0,9 mL/min 99,31 + 3,14 103,55+ 1,26 102,47 £ 0,14
Fluxo 1,05 mL/min 96,72 + 2,97 100,54 £ 1,08 99,45 +0,18
Fase movel (75:25) 98,78 + 3,14 102,22 + 1,09 101,20 + 0,37
Temperatura 25°C 95,77 + 3,11 100,25+ 1,84 97,56 + 0,58

4.1.2.6. Limites de deteccéao (LD) e quantificacao (LD)

Para determinar o LD e o LQ, foram utilizadas as equacdes 3 e 4 (item
3.1.3.6), respectivamente, onde foram utilizados o desvio padrdo médio e a

inclinacdo de coeficiente angular (slope), obtido a partir da regresséao linear de uma
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curva de calibracéo especifica (0,4; 0,6; 0,8; 1 e 2 pg/mL, Figura 17) na regido de
baixas concentra¢des do intervalo previsto (ICH, 2005). Com o valor do r de 0,998, é
possivel afirmar que o método foi linear neste intervalo, e o valor determindado para
LD foi de 7,29 ng/mL e para o LQ foi de 22,1 ng/mL.

Figura 17. Curva analitica para LD e LQ do POH em ACN:agua (40:60, v/v). Fase moével
ACN:agua (80:20, v/v) em 210nm (n=3). r=0,998.
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4.2. Obtencao de nanoparticulas contendo POH

O método de emulsificacdo/evaporacdo do solvente, pelo método de emulsao
simples 6leo em agua (O/A), foi utilizado para obtencdo das nanoparticulas contendo
POH, pois a metodologia em questdo é mais adequada para a incorporacao de
drogas lipofilicas. A metodologia foi realizada de acordo com o descrito no item 3.2.
Nesse método foram utilizados polimeros pré-formados, PLA e PEG 100 kDa, que
sdo mais facilmente controlaveis, de maior rendimento e biodegradaveis (SOUTO et
al., 2012).

O meétodo de emulsificacdo/evaporacdo do solvente demonstrou ser eficaz

para a formulacdo contendo PLA e PEG com incorporagdao do POH, pois a
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porcentagem de encapsulacdo, assim como o tamanho do didmetro médio foram
satisfatorios. As nanoparticulas, quando armazenadas em &gua, apresentaram
aspecto leitoso de cor branca, e quando liofilizadas apresentaram-se como um po6

fino e branco.

4.3. Caracterizacgao fisico-quimica das nanoparticulas

4.3.1. Determinacédo da eficiéncia de encapsulacao

A EE% das nanoparticulas contendo POH foram determinadas pelo método
indireto, conforme foi descrito no item 3.3.1. A formulacdo de PLA-PEG obteve uma
taxa média de EE% de 54,61% + 6,99, sendo analisadas 10 amostras. O resultado
obtido foi semelhante a um estudo em que foram produzidas microparticulas de
PLGA contendo POH, onde a porcentagem da taxa de encapsulacdo obtida foi de
42,4 = 3,5% (FARAZUDDIN et al.,, 2012). Dessa forma a EE% de mais de 50%
obtida na formulacdo das nanoparticulas de PLA-PEG contendo POH foi

considerada satisfatoria.

4.3.2. Determinacdo do diametro médio e indice de polidisperséo

A determinacdo do diametro médio e indice de polidispersédo foi realizado
conforme foi descrito no item 3.3.2. E para realizar a média do diametro médio das
nanoparticulas de PLA-PEG contendo POH foram analisadas 10 amostras. A média
obtida de diametro médio foi de 229 + 27 nm, e o indice de polidispersédo foi de
0,083 = 0,026. De forma geral todos os lotes produzidos apresentaram um perfil
monomodal, com um intervalo de distribuicdo de diametro médio reduzido.

Na Figura 18 esta apresentado o grafico de uma amostra representativa das
nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH, a qual apresentou um
diametro médio de 215,3 nm e um indice de polidispersdo de 0,073. Essa amostra
apresentou um perfil monomodal, onde 100% da distribuicdo dos diametros médios
das nanoparticulas ficaram no intervalo de 206 a 215,3 nm.
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Figura 18. Distribuicdo do tamanho de uma amostra representativa das nanopatrticulas de
blenda de PLA-PEG contendo POH. Diametro médio de 215,3 nm e indice de polidisperséo
de 0,073, perfil monomodal, n=3.
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Em geral espera-se que os diametros médios das nanoparticulas, obtidas por
diferentes metodologias, estejam entre 100 e 300 nm (SCHAFFAZICK et al., 2003).
Sendo esse parametro um dos mais importantes para avaliacdo da qualidade das
nanoparticulas, assim como para monitorar a estabilidade das formulacdes
(MULLER-GOYMANN, 2004). O esperado de formulagGes de nanoparticulas é que
as mesmas apresentem uma distribuicio monomodal e um baixo indice de
polidispersdo (SCHAFFAZICK et al., 2003). Nesse contexto, as nanoparticulas de
POH foram obtidas com sucesso, pois o diametro médio das formulagfes ficou em
aproximadamente 230 nm, com uma distribuicdo monomodal e um baixo indice de
polidispersao.

O diametro médio possui um importante papel na caracteristica e
funcionalidade das nanoparticulas, em especial no caso de nanoparticulas que
carream antitumorais, pois 0S vasos sanguineos que permeiam os tecidos tumorais
apresentam poros de 300 a 700 nm (LEMBO & CAVALLI, 2010). E a presenca do
PEG na formulagéo diminui a interacdo com proteinas sanguineas, o que reduz de

forma drastica a eliminacdo precoce pelo sistema fagocitico mononuclear
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(MOSQUEIRA et al., 2001). Considerando que as atividades biolégicas do POH séo
voltadas para acdes antitumorais, essas caracteristicas nanométricas e da

formulacdo devem favorecer ainda mais a atividade desse composto.

4.3.3. Potencial zeta

O potencial zeta € o potencial de superficie das particulas, o qual é resultante
da interacdo das cargas de moléculas presentes nas formulacbes das
nanoemulsdes. Sendo um parametro de grande importancia, visto que o potencial
zeta pode estar relacionado diretamente com a resposta bioldégica da substancia
associada, além de controlar a estabilidade das nanoparticulas em suspensoes,
predizendo estados de dispersao e agregacao (SCHAFFAZICK et al., 2003; KLANG,
BENITA, 1998; HEURTAULT et al., 2003).

As cargas de potencial zeta podem ser atribuidas aos possiveis compostos
adsorvidos as nanoparticulas, os tensoativos e polimeros utilizados. De uma forma
geral, as particulas podem ser consideradas estaveis quando o valor do potencial
zeta € préximo de 30 mV, em mddulo, pois nessa situacao a repulséo eletrostatica
tende a evitar possiveis agregacdes da fase interna, enquanto que potenciais
proximos a 0 e 5 mV podem produzir o fendémeno de floculagédo com maior facilidade
(NEVES et al., 2013; KLANG, BENITA, 1998).

As andlises do potencial zeta das nanoparticulas de blendas de PLA-PEG
contendo POH foram realizadas conforme descrito no item 3.3.3., e os resultados
obtidos estdo expressos na Tabela 10.

Tabela 10. Potencial zeta das nanoparticulas de blendas de PLA-PEG na auséncia e
presenca de POH, n=3, expressos em média + DP.

Formulagao Potencial zeta (mV)
Nanoparticula vazia -21,33+£0,72
Nanoparticula contendo POH -20,87 +0,21

E possivel verificar que a carga do potencial zeta das nanoparticulas foram
negativas, fato esse que pode ser explicado pela presenca do PLA, o qual apresenta

by

caracteristica de fornecer potencial negativo a interface, devido a presenca de
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grupamentos carboxilicos nas extremidades da cadeia polimérica (ALLEN, 1994;
SCHAFFAZICK et al.,, 2003). O potencial zeta das nanoparticulas vazias nao
apresentaram valores diferentes quando houve a incorporacdo do POH, os valores
foram de - 21,33 e - 20,87 mV, respectivamente.

Apesar das lavagens realizadas para a retirada do tensoativo, no caso o PVA,
das formulagbes, residuos do mesmo podem ser encontrados, 0s quais tornam-se
adsorvidos sobre a superficie das nanoparticulas, ocasionando modificacbes das
propriedades fisico-quimicas (ESSA et al.,, 2010). E essa adesdo do PVA a
superficie pode ocasionar a reducdo da carga negativa das carboxilas do PLA,
sendo que quando ha a remocao do solvente organico é provavel que moléculas do
tensoativo interpenetrem no polimero (SAHOO et al., 2002).

A utilizacdo do PEG é uma das estratégias propostas para modificar a
distribuicdo in vivo das nanoparticulas. Por meio da adsorcdo desse polimero
hidrofilico ocorre a reducdo da hidrofobicidade da superficie das particulas
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Porém ha relatos que o revestimento da superficie das
particulas com o PEG também pode acarretar uma reducédo dos valores do potencial
zeta (STOLNIK et al., 1994; JANSEN et al., 1996). Dessa forma, de acordo com o
exposto, essas sao as possiveis explicacdes pelas quais o potencial zeta obtido para
a formulagdo de PLA-PEG contendo POH ficou um pouco abaixo do valor

considerado o ideal, |[30mV|.

4.3.4. Espectroscopia da regido do infravermelho (V)

A espectroscopia de absor¢édo na regido do IV é uma técnica que permite a
identificacdo de grupos funcionais em uma substancia organica ou mineral,
auxiliando na identificacdo dos mesmos. A técnica é baseada na mensuracdo da
energia absorvida pela vibracdo de cada uma das ligagcbes quimicas presentes na
substancia em questdo (GULLORY, 1999).

Para nanoparticulas a metodologia do IV permite realizar a caracteriza¢do por
meio da identificacdo de interacbes moleculares, pela comparacdo de
deslocamentos, variacdes de intensidade, alargamento ou aparecimento de novas
bandas com um espectro caracteristico da amostra (LOPES & FASCIO, 2004).

Na Figura 19 estdo os graficos referentes analises realizadas das amostras

no espectrofotdmetro na regido do infravermelho.
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Figura 19. Espectros na regido do infravermelho: a) POH, b) Nanoparticula vazia (PLA-
PEG) e ¢) Nanoparticula contendo POH.
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O espectro de absor¢éo na regido do IV do POH (Figura 19a) apresentou
bandas de absorcdo em 3408 cm™, referente a deformacdo axial de
O-H em ligacdes de hidrogénio do grupo alcool, outra banda em 1643 cm™ de
deformacdo axial de ligacdo C=C de alquenos nao-conjugados, e em 1435 cm™
deformacéo axial de ligagdo C=C de ciclo-alquenos.

Na Figura 19b estdo representadas as bandas caracteristicas do polimero
PLA-PEG, pode-se observar em 3449 cm™ a banda referente aos grupos hidroxilas
presentes tanto no PLA quanto no PEG, e em 1768 cm™, referente a ligacdo C=0 de
éster do PLA. E préximo a 1180 cm™, absorcéo caracteristica de grupamentos C-O-
C de éteres do PEG e como todo composto organico que possui cadeia alifatica uma
banda préxima a 2992 cm™ referentes ao grupamento C-H presentes no PLA e no
PEG.

Na andlise do espectro da nanoparticula contendo POH, Figura 19c, observa-
se sobreposicdo das principais bandas do POH com as do polimero PLA-PEG. Em
3430 cm™ a banda é referente a deformacao axial O-H em ligac&do de hidrogénio do
grupamento alcool do POH assim como do polimero, e em 1751 cm™, referente a
ligacdo C=0 de éster do PLA possivelmente sobrepondo a banda em 1643 cm™ de
deformacéo axial de ligagdo C=C de alquenos nao-conjugados do POH.

4.3.5. Difracao de Raios X (DRX)

A conformacdo na qual uma substancia sélida se encontra é um aspecto
importante, a mesma pode se apresentar na forma cristalina e/ou amorfa, e isso
implica nas demais caracteristicas, como por exemplo na solubilidade e velocidade
de dissolugcéo (DHIRENDRA et al., 2009).

As substancias cristalinas sdao moléculas que possuem uma disposi¢cdo de
ordem definida, dependente de energia para desarranjar sua estrutura, sendo que
guanto mais forte forem as forcas de atracdo de uma estrutura cristalina, maior sera
seu ponto de fusdo. Ja os solidos amorfos ndo apresentam essa caracteristica de
organizacao, e também ndo apresentam as mesmas caracteristicas do ponto fuséo,
uma vez que sua organizagao nao necessita da mesma energia que 0s cristais para
desarranjar sua estrutura (VLACK, 1970; BRITTAIN, 1999).

A DRX identifica em materiais solidos as fases cristalinas e amorfas, sendo

que as substéncias cristalinas apresentam picos bem definidos, ja os compostos
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amorfos apresentam-se de forma contraria, sem o0s picos definidos como os
cristalinos (DHIRENDRA et al., 2009; BEYERLEIN et al., 2010).

Os difratogramas obtidos por meio das analises realizadas pela DRx estéao
apresentados na Figura 20, tanto as nanoparticulas de PLA-PEG na presenca

guanto na auséncia do POH.

Figura 20. Difratogramas obtidos por DRX: a) Nanoparticula vazia (PLA-PEG) e b)
Nanoparticula contendo POH.
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De acordo com os difratogramas obtidos das nanoparticulas de blendas de
PLA-PEG, na presenca e auséncia de POH (Figura 20), foi possivel observar,
guanto ao estado de ordenacdo das amostras, se apresentavam forma cristalina ou
amorfa. Ambas as amostras, nanoparticula vazia (auséncia de POH) e a

nanoparticula contendo o POH, apresentaram-se de forma amorfa. Essas
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informagdes demonstram a formag&o de um sistema nanoestruturado do POH e do
polimero, pois o difratograma da nanoparticula apresentou-se de forma amorfa, a
mesma apresentada pelo polimero PLA-PEG.

Obter uma molécula no estado amorfo foi satisfatério, uma vez que suas
moléculas estdo dispostas de forma aleatéria, isso resulta em menor consumo de
energia, apresentando uma dissolu¢cdo mais rapida, diferentemente dos cristais.
Outra vantagem de se obter uma substancia em estado amorfo € o fato que pode
ocorrer o aumento da atividade bioldgica, porém nesse estado podem acontecer
mudancas na estabilidade da substancia (RIEKES et al., 2011).

4.3.6. Anadlise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A DSC é empregada para medir a alteracdo de energia em funcdo da
mudanca de temperatura, sendo possivel realizar analises estruturais, térmico-
comportamentais e varia¢@es fisicas. E aplicada para investigacbes de mudancas
termodinamicas que ocorram durante o aquecimento da substancia (BARKAI et al.,
1990).

Dessa forma a técnica de DSC esta inserida na lista de ensaios realizados
para verificar as caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas, sendo
empregada para auxiliar em analises que demonstrem as possiveis interacées que
possam ocorrer entre os polimeros e a droga nas formulacdes. As observacdes para
tal fim séo realizadas por meio de andlises de deslocamentos, reducao significativa
ou desaparecimento de pico na curva de DSC, quando comparados aos perfis dos
compostos individualmente (FORD & MANN, 2012; CALVO et al., 1996).

De acordo com os termogramas, € possivel visualizar que as curvas de DSC
referente ao polimero PLA-PEG (Figura 2l1a) e a nanoparticula contendo POH
(Figura 21b), apresentaram perfis similares. No termograma da nanoparticula vazia
contendo apenas o polimero, observou-se um pico endotérmico intenso em
362,91°C referente a decomposicdo térmica do mesmo, de forma similar o
termograma da nanoparticula apresentou um pico relativo a decomposic¢do térmica
em 359,11 °C. A auséncia de picos no termograma da nanoparticula diferentes dos
apresentados na nanoparticula vazia, infere que houve interacéo entre o POH e o

polimero de forma que o sistema demonstra-se amorfo. Essas informagdes
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corroboram com o observado no DRX, onde observou-se formagdo de um sistema

nanoestruturado do POH com o polimero.

Figura 21. Termogramas obtidos por DSC: a) Nanoparticula vazia (PLA-PEG) e b)
Nanoparticula contendo POH.
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4.3.7. Microscopia eletrénica de transmisséao (MET)

A MET é muito utilizada para analises morfologicas e de tamanho, sendo essa
uma das técnicas mais adequadas quando o objetivo é obter imagens diretas das
nanoparticulas. Podendo inclusive ser realizada a diferenciacdo entre nanocépsulas
e nanoesferas a partir dessa técnica (BOOTZ et al., 2004).

A analise das nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH foi

realizada por meio da MET e, pela imagem na Figura 22, é possivel observar que as
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nanoparticulas, preparadas pelo método emulsificagdo/evaporacdo do solvente,
apresentaram forma esférica e com relativa homogeneidade de tamanho, indicando
gue o método utilizado para a preparacdo das mesmas foi adequado. Pela MET, as
particulas apresentaram diametros proximos de 100 nm, bastante inferiores ao
didmetro médio medido pelo equipamento de espalhamento dindmico da luz (Light
Scattering), que foi de 229 nm.

Figura 22. Microscopia eletrbnica de transmissdo das nanoparticulas de blendas de PLA-
PEG contendo POH.
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Diferencas de tamanho de particulas entre essas duas técnicas ja foram
observadas em outros estudos. Schaffazick (2006) relata que pelo espalhamento de
luz, o didmetro obtido foi de 306 nm e pela MET foi de 170 nm, enquanto que
Hoffmann et al. (1997) obteve um diametro pelo espalhamento de luz de 243 nm e
por meio da MET 161 nm. As diferencas nos valores podem ser pelo fato que os
principios desses métodos sdo diferentes, onde a microscopia fornece a imagem
das particulas secas, de forma isolada, enquanto que a espectroscopia de
correlacao de fétons considera a camada de hidratacdo que envolve as particulas,
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determinando assim o raio hidrodindmico dessas particulas em suspens&o.
(HOFFMANN et al., 1997; COUVREUR et al., 2002).

4.4. Avaliacdo da estabilidade das nanoparticulas contento POH

As nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH ressuspendidas
em agua, foram submetidas ao ensaio de estabilidade pelo periodo de 3 meses sob
temperatura ambiente, refrigeradas (8°C) e congeladas (-12°C). Ao final dos 3
meses foram avaliadas as caracteristicas macroscopicas e semanalmente avaliados
o didametro médio, indice de polidisperséo, poténcial zeta e o teor de farmaco.

As nanoparticulas mantidas a temperatura ambiente e refrigeradas (8°C)
mantiveram as mesmas caracteristicas que as iniciais: coloracdo branca,
homogeneidade e aspecto leitoso. Porém as nanoparticulas mantidas congeladas (-
12°C) apresentaram separacao de fases, precipitado branco e sobrenadante incolor.

A avaliacdo do diametro médio (Figura 23) demonstrou que em relacdo ao
diametro das nanoparticulas inicial, as amostras armazenadas sob temperatura
ambiente e refrigeradas (8°C) ndo apresentaram diferencas estatisticas
significantes, porém as nanoparticulas armazenadas sob congelamento (-12°C)
apresentaram diferencgas significativas desde a primeira semana de incubagao.

Figura 23. Diametro médio das nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH em
fung&o do tempo, em diferentes temperaturas de armazenamento, n=3.
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Em relacdo ao indice de polidispersao, Figura 24, ocorreu a mesma situacao
que com o didmetro médio, pois apenas as hanoparticulas armazenadas sob
congelamento (-12°C) apresentaram diferencas estatisticas significantes, sendo que
as nanoparticulas nas demais temperaturas nado apresentaram diferencas

estatisticas quando comparadas ao valor inicial.

Figura 24. indice de polidispersdo das nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo
POH em func¢éo do tempo, em diferentes temperaturas de armazenamento, n=3.
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As suspensBes de nanoparticulas possuem uma forte tendéncia de
agregacdo e sedimentacdo em funcdo do tempo, e para evitar/reduzir essa
agregagcdo e sedimentagdo sdo utlizados crioprotetores para armazenar essas
nanoparticulas, 0s quais sdo empregados principalmente quando ocorrera
congelamento das mesmas (SCHAFFAZICK et al., 2003). Dessa forma, pelo fato
das nanoparticulas ndo terem sido armazenadas com criopotetores, é provavel que
essa seja a causa para as diferencas encontradas tanto nas caracteristicas
macroscopicas, uma vez que apenas as nanoparticulas armazenadas sob
congelamento (-12°C) apresentaram-se sedimentadas, quanto nos valores dos
diametros médios e indice de polidispersdo, os quais se apresentaram bem

discrepantes, quando comparados aos valores iniciais.
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O potencial zeta também foi avaliado semanalmente e os resultados estédo
apresentados na Figura 25, sendo possivel observar que em todas as temperaturas
de armazenamento, as nanoparticulas apresentaram variagcdes quando comparado
ao potencial zeta mensurado inicialmente. Quando foi realizada a analise estatistica
as amostras que foram incubadas sob congelamento (-12°C) ndo apresentaram
diferengas estatisticas significantes (p<0,05), assim como as amostras das duas
primeiras semanas de incubacdo das demais temperaturas. Ja a partir da terceira
semana de incubacdo, tanto as amostras sob temperatura ambiente como as
amostras sob refrigerecdo (8°C), apresentaram resultados com diferencas
estatisticas significantes. E possivel observar que o potencial zeta mensurado logo
apos a preparacdo das nanoparticulas foi de - 21,9 mV, sendo que ao final de 3
meses 0s potenciais encontrados foram de - 27,6; - 23 e - 28,2 mV, para o
armazenamento em temperatura ambiente, congelada e refrigerada,

respectivamente.

Figura 25. Potencial zeta das nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH em
funcdo do tempo, em diferentes temperaturas de armazenamento, n=3.
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Essa diferenca encontrada nos valores obtidos de potencial zeta das
nanoparticulas armazenadas sob temperatura ambiente e refrigeradas (8°C) da

inicial, podem ser explicados pela possivel retirada de residuos de PVA ainda
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presentes na superficie das nanoparticulas (oriundos da etapa de obtencdo das
nanoparticulas) (SAHOO et al., 2002; ESSA et al., 2010), pois para a realizacado das
mensuracdes de teor do farmaco, foram realizadas centrifugacbes com posteriores
reposicoes do volume de agua, o que pode ter reduzido a quantidade desses
residuos, modificando o potencial zeta. O fato de apenas as nanoparticulas
armazenadas sob congelamento ndo terem apresentado diferencas estatisticas do
inicial, pode estar relacionado ao fato que as nanoparticulas estavam agregadas,
como foi relatado nos resultados do diametro médio, o que pode ter impedido que
ocorressem retiradas significativas dos residuos de PVA.

O teor de fa&rmaco das nanoparticulas foi mensurado utilizando o método
validado em CLAE, onde foi realizada a leitura do sobrenadante resultante da
ultracentrifugacdo, sendo entdo calculado a porcentagem de POH, em relacdo ao
total encapsulado. Na Figura 26 esta representada a porcentagem do teor de POH
restante nas nanoparticulas. E possivel observar que a maior taxa de teor de POH,
apos 3 meses de incubacdo, foi encontrada nas amostras que foram armazenadas
em temperatura ambiente, com um teor total de POH de 7,9%, e o teor liberado nas
amostras refrigeradas e congeladas foram semelhantes, sendo de 3,6% e 3,5%,
respectivamente.

Figura 26. Teor de farmaco das nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH em
funcdo do tempo, em diferentes temperaturas de armazenamento, n=3.
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Analisar a estabilidade das nanoparticulas é uma etapa fundamental, pois
dessa forma € possivel prever quanto tempo as mesmas podem ser mantidas
armazenadas, assim como quais condicbes sdo as melhores para esse
armazenamento. Com os resultados obtidos do diametro médio e indice de
polidispersdo, o potencial zeta, teor de farmaco liberado e das caracteristicas
macroscopicas das nanoparticulas de PLA-PEG contendo POH, foi possivel
determinar que a melhor temperatura para armazenamento das nanoparticulas em
agua, na auséncia de crioprotetores, foi a refrigerada (8°C), pois essa foi a condi¢ao
que melhor manteve as nanoparticulas estaveis em todos os parametros avaliados,

garantindo estabilidade a formulacéo no periodo de 3 meses em que foi avaliada.

4.5. Determinacéo do perfil de liberacao in vitro

O ensaio para determinacao do perfil de liberacao in vitro do POH contido nas
nanoparticulas de blenda de PLA-PEG foi realizado conforme foi descrito no item
3.5, o qual utilizou como meio receptor de POH o tampé&o PBS 10 mM, pH=7,4 e foi
realizado por meio de ultracentrifugacdo. Sendo que o perfil de liberagcdo foi
determinado pela relacdo do percentual de liberacdo em funcéo do tempo.

E possivel verificar na Figura 27 que em 2 h a porcentagem de liberacdo do
POH foi de 20,5%, sendo que apds essa liberacdo continuou de forma constante e
lenta, e em 168 h apresentou uma taxa de liberacéo de 28,4%. E possivel observar
que inicialmente ocorreu uma liberacdo rapida do POH contido nas nanoparticulas
de blendas de PLA-PEG, sendo que esse fenbmeno & denominado efeito “burst”,
referente ao POH que pode estar adsorvido a parede das nanoparticulas, seguido
de uma liberacdo mais lenta.

O perfil de liberacdo encontrado foi muito semelhante ao relatado no estudo
de Mohammad, o que nas primeiras 12 h ocorreu uma liberacéo de 17% do POH
contido em microparticulas de PLGA, sendo também descrito que ocorreu o efeito
“burst” inicialmente. Ao final do ensaio, em 168 h, a porcentagem liberada de POH
foi de 30%, demonstrando um efeito de liberacdo prolongada e sustentada
(MOHAMMAD et al., 2012).
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Figura 27. Porcentagem de liberacdo cumulada in vitro do POH a partir das nanopatrticulas
de blendas de PLA-PEG em solu¢éo de PBS 10 mM, pH=7,4 & 37 °C.
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E muito importante definir a cinética de liberacdo do farmaco, pois dessa

forma é possivel elucidar mecanismos que possam influenciar nos efeitos biologicos,

relacionados ao comportamento do farmaco quando nanoencapsulado. Porém sabe-

se que a liberacdo de farmacos a partir de formulacdes poliméricas é dependente de

diversos fatores, como por exemplo:

Dessorcao do farmaco da superficie das nanoparticulas;

Difuséo do farmaco a partir da matriz,

Erosdo da matriz polimérica;

Combinacao dos processos de difusdo e erosao (SCHAFFAZICK et al. 2003).
Para definir qual € o modelo matematico mais adequado ao perfil de liberacdo

do POH contido nas nanoparticulasde blendas de PLA-PEG, foi analisado o

coeficiénte de correlagdo - r (quanto mais proximo de 1 mais ideal) e o critério de

selecdo de modelo (CSM), o qual é selecionado de acordo com o maior valor obtido,

pois demonstra melhor adequacdo ao modelo. Os dados obtidos estéao

apresentandos na Tabela 11.
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Tabela 11. Andlise cinética de liberacdo do POH a partir de nanoparticulas de blendas de
PLA-PEG em tampéao PBS (10 mM, pH=7,4).

Modelo r CSM K (h™
Ordem zero 0,7013 -4,1069 0,2424
Primeira ordem 0,7285 -4,0248 0,0031
Segunda ordem  0,9828 2,655 a=3,16 x 10/ B=0,1916
Higuchi 0,7013 -4,1069 0,147

r=coeficiente de correlacdo, CSM = critério de selecdo de modelo, k= constante de
liberacgéo.

O modelo de liberacdo que melhor explica o perfil de liberacdo do POH é o de
segunda ordem, pois 0 mesmo apresentou valores de r e CSM maiores que 0S
demais modelos. O modelo de segunda ordem apresenta duas constantes cinéticas,
sendo que a constante a é relacionada a velocidade de dissolucao da etapa rapida,
e a constante 3 diz respeito a etapa lenta de liberagdo (PEREIRA, et al., 2006).

Para predizer o tipo de mecanismo que ocorre a liberacdo do farmaco, é
utilizado a aplicacdo do modelo de Korsmeyer-Peppas, o qual utiliza faixas de
valores para realizar essa avaliacdo, sendo que n < 0,43 significa que o mecanismo
de difusdo (transporte Fickiniano); n = 0,85 o mecanismo de liberacdo é por meio do
relaxamento das cadeias poliméricas e consequente erosdo do polimero (transporte
ndo-Fickniano) e n entre a faixa de 0,43 e 0,85 é a associacdo entre 0 mecanismo
de difusdo e erosédo (SIEPMANN & PEPPAS, 2001). Por meio dessa avaliacdo é
possivel predizer que o POH ¢é liberado das nanoparticulas de blendas de PLA-PEG

por meio de difuséo, pois 0 n obtido foi igual a 0,0552.

4.6. Avaliacdo da citotoxicidade das nanoparticulas de PLA-PEG

contendo POH sobre hemacias

A avaliacdo da citotoxicidade sobre hemacias foi realizado para verificar se as
nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH apresentariam ou nao efeito
toxico para esse modelo experimental, visto que hemacias humanas constituem um
bom modelo primério para avaliar a permeabilidade e danos causados pela acéo das
substancias em estudo (VAN DE VEN et al., 2012).
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Quando um farmaco possui elevado grau hemolitico, uma das alternativas
para reduzir € utilizar sistemas nanocarreadores, pois dessa maneira é possivel
obter uma liberacdo controlada. Um exemplo € a anfotericina B, extremamente
hemolitico, que quando carreado em nanoparticulas de PLA, o percentual de
hemolise foi reduzido em mais de 80% (HANS & LOWMAN, 2002; CASA, et al.,
2014).

N&o ha relatos na literatura sobre o potencial hemolitico do POH na forma néo
encapsulada, assim foi realizado o ensaio sobre as hemacias com intuito de verificar
se o sistema de nanoparticulas contendo POH poderiam apresentar efeito citotoxico.
Foram realizadas analises estatisticas por meio da ANOVA, com o pés-teste Tukey,
com 95% de confianca, sendo que as analises ndo demonstraram diferencas
estatisticas entre as variaveis, com p < 0,05.

O ensaio foi realizado por 24, 48 e 72 h, sendo que nao houve diferenca dos
resultados entre os tempos de incubacdo. Em 72 h de incubacdo o POH livre na
maior concentragao (80 ug/mL) apresentou um percentual de hemdlise de apenas
5%, sendo que nas concentracfes mais baixas testadas esse percentual foi muito
proximo. O controle realizado com tampédo PBS também apresentou um percentual
proximo a 5%, e as nanoparticulas, tanto as vazias quanto as contendo POH,

apresentaram um percentual semelhante ao controle (Figura 28).

Figura 28. Avaliacdo da citotoxicidade das nanoparticulas de blendas de PLA-PEG, na
presenca e na auséncia de POH, sobre hemécias. POH de 80 ug/mL, incubagéo de 72 h.

100

80 +

D
o
1

% Hemolise
N
o
1

20 4

Controle PBS Etanol NV POH livre  POH nano

Nota: Tampao Fosfato de sodio (PBS), Nanoparticula vazia (NV), Nanoparticula de PLA-
PEG contendo POH (POH Nano).
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O resultado obtido corrobora com o que foi relatado no estudo com as
nanoparticulas de PLGA, no qual também foi verificado um baixo percentual de
hemolise, tanto do POH na forma livre quanto com o POH nanoencapsulado
(FARAZUDDIN et al., 2012). Esperava-se mesmo que as nanoparticulas de blendas
de PLA-PEG néo se apresentassem de forma citotdxica, uma vez que o PLA é muito
utilizado devido as caracteristicas de possuir uma 6tima biocompatibilidade e baixa
toxicidade (ESSA et al., 2010), e o PEG é utilizado de forma ampla principalmente
pela sua propriedade de possuir baixa imunogenicidade e antigenicidade (JUNG et
al., 2009).

4.7. Avaliacdo da citotoxicidade das nanoparticulas de PLA-PEG

contendo POH sobre linhagem tumoral

O ensaio de citotoxicidade foi realizado sobre a linhagem de células HEp-2,
as quais foram submetidas a incubacdo com POH livre ou nanoencapsulado (250;
125; 62,5; 31,25 e 15,62 ug/mL), pelos tempos pré determinados de 24, 48, 72 e 96
h. O ensaio foi realizado em quadruplicata, sendo os resultados expressos em
percentual de viabilidade celular (média + desvio padrao).

Em todos os tempos de incubagéo os controles do solvente (etanol) e as
nanoparticulas vazias ndo apresentaram efeito citotéxico, com um percentual de
viabilidade celular proximo a 100%. Os resultados obtidos, referentes as
nanoparticulas vazias, corroboram com as caracteristicas descritas que sao
desejaveis pelos polimeros, em especial a auséncia de toxicidade, sendo possivel
afirmar que os mesmo nao possuem influéncia nos resultados obtidos, em relacéo a
citotoxicidade frente as células testadas (GARLOTTA, 2001).

Nos primeiros tempos, 24 e 48 h, as nanoparticulas de blendas de PLA-PEG
contendo POH nédo apresentaram atividade citotoxica sobre as células tumorais,
onde a viabilidade celular em todas as concentracfes testadas foram proximas ou
iguais a 100%. Enquanto que, em ambos os tempos, o POH livre apresentou na
maior concentracdo (250 pg/mL) um percentual de viabilidade celular de
aproximadamente 10%, e na menor concentracdo testada (15,62 ug/mL) o valor foi
de aproximadamente 80%.

No tempo de 72 h (Figura 29 a) as nanoparticulas de blendas de PLA-PEG

contendo POH, na concentracdo de 250 yg/mL apresentaram uma taxa de 84% de



79

viabilidade celular, enquanto que o POH livre apresentou 5%. E na concentracao de
125 pg/mL as porcentagens de viabilidade celular foram de 88 e 17%,
respectivamente, para POH nanoencapsulado e POH livre. Nas demais
concentracfes contendo as nanoparticulas as células apresentaram uma viabilidade
proxima a 100%.

No tempo de incubacdo de 96 h (Figura 29 b), € possivel observar que as
células incubadas com as nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH,
apresentaram uma taxa de viabilidade celular menor em relacdo aos demais tempos
de incubacédo, onde na concentracdo de 250 pg/mL a porcentagem de viabilidade
celular foi de aproximadamente de 60%, e o POH livre na mesma concentragéao
apresentou aproximadamente 4% de células viaveis. Na concentracédo de 125 ug/mL
as nanoparticulas contendo POH apresentaram um menor efeito citotoxico, com
72% de células viaveis, e o POH livre nessa mesma concentracdo apresentou 10%
de células viaveis, sendo que nas demais concentracdes testadas os valores das
viabilidades celulares do POH nanoencapsulado foram préximos de 100%.

A andlise estatistica foi realizada para 72 e 96 h pela ANOVA, com o pés-
teste Tukey, com p < 0,05, sendo que ndo houve semelhanca estatistica entre as
mesmas concentracbes de POH encapsulado e ndo encapsulado entre o mesmo

tempo.

Figura 29. Porcentagem de viabilidade celular das concentragcdes de POH encapsulado e
nao encapsulado sobre HEp-2, em a) 72 h e em b) 96 h.
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A Figura 30 corrobora com os dados apresentados na Figura 29 a, onde em
a) é o controle com o meio; b) controle com etanol e em c) nanoparticulas vazias,
sendo possivel observar uma camada confluénte de células. Em d) POH livre, onde
nao ha células viaveis, e em e) POH nanoencapsulado, observa-se a presenca tanto
de células vidveis como de células ndo viaveis, havendo concordancia com o

resultado apresentado de 60% de células viaveis.

Figura 30. Fotos do ensaio com as células HEp-2, incubadas por 96 h. a) Controle com
meio b) Controle de nanoparticulas vazias d) POH livre e€) Nanoparticulas contendo POH.

As nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH apresentaram um
percentual citotéxico menor em relagdo ao POH livre, e esse fato pode ser explicado
embasado nos resultados do ensaio de liberacéo in vitro do POH, o qual demonstrou
gue em 168 h é liberado aproximadamente 30% do POH. Sendo assim essa seria
uma possivel explicacdo para a menor taxa de morte celular encontrada na
incubacdo com as nanoparticulas sobre a linhagem de células tumorais testada.

Quando as caracteristicas ideais das nanoparticulas sdo obtidas é possivel
prever que ocorra uma boa interacdo com as membranas biologicas, auxiliando a
penetracdo pelas barrerias fisiologicas (BRANNON-PEPPAS & BLANCHETTE,
2004). E nos casos dos tumores, as nanoparticulas podem possuir a facilidade de
um direcionamento passivo, pois 0S mesmos apresentam vasos sanguineos de
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forma irregular, com dilatacdes e grandes fenestracdes (SKINNER, et al.1990; IYER
et al., 2006), que acarretam o aumento do tamanho dos poros, que passam de 10-20
nm para 380-780 nm, e devido a esse fato as nanoparticulas sdo absorvidas com
maior seletividade no tumor do que no tecido saudavel (PODDUTURI et al., 2013).

Além que, a modulacdo dos parametros farmacocinéticos, como absorcéo e
distribuicdo das particulas in vivo, varia segundo o tipo de polimero utilizado e a
composicao quimica da superficie. Uma vez que a variacdo desses parametros pode
proporcionar aumento da absorcdo, melhorar o potencial de distribuicdo com
direcionamento para sitios especificos e assim aumentar o tempo de meia-vida da
droga (DESAI et al., 2012). Fato esse que foi comprovado em um estudo in vivo com
a curcumina, que quando carreada em nanoparticulas de PLGA-PEG sua
biodisponibilidade foi aumentada em 55 vezes (KHALIL et al., 2013).

Dessa forma, mesmo com uma menor taxa de citotoxicidade das
nanoparticulas em relagcdo ao POH livre, os resultados obtidos sdo promissores,
uma vez que o desenvolvimento e caracterizacdo das nanoparticulas foram
realizados de forma satisfatéria, onde as nanoparticulas apresentaram as
caracteristicas esperadas. E necessario serem realizados demais estudos com
outras linhagens tumorais, assim como ensaios in vivo, onde sera possivel visualizar
o direcionamento para os tumores, com uma possivel melhora na atividade do POH
e avaliar a biodisponibilidade do POH.

O desenvolvimento do método analitico para identificacdo e quantificacdo do
POH foi realizado de forma eficaz. Os parametros iniciais foram baseados na
literatura (GUPTA et al., 2004; GUPTA et al., 2005; HUA et al., 2008; FARAZUDDIN
et al., 2012), sendo entdo realizadas modificacdes, as quais possibilitaram obter um
método mais rapido e com menores custos, atendendo de maneira satisfatoria todos
0s pontos que sdo determinados, de acordo com orgao regulador (ANVISA, 2003),
para garantir a qualidade do método analitico desenvolvido, validando dessa forma o
método em questao.

Existem muitos estudos sobre o efeito benéfico do POH frente a diversos
tipos de tumores, porém na literatura sdo escassos os relatos sobre o POH
incorporado a nanotecnologia farmacéutica, sendo que apenas uma formulacao foi
encontrada nos bancos de dados disponiveis: o desenvolvimento de microparticulas
de PLGA contendo POH (FARAZUDDIN et al., 2012).
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As nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH foram produzidas
pela técnica de simples emulsificacdo-evaporacdo do solvente, da forma semelhante
de como as microparticulas de PLGA contendo POH foram produzidas. Sendo que
com algumas modificagdes, assim como a utilizacdo de polimeros diferentes, foi
possivel obter um didmetro médio reduzido ao do estudo de comparacao, onde as
microparticulas de PLGA apresentaram 768 nm e as nanoparticulas de PLA-PEG
ficaram em torno de 229 nm.

A média da EE% foi de 54,61%, resultado que se mostrou interessante
quando comparado a formulagdo de PLGA que apresentou 42,6%, pois foi possivel
obter um aumento de mais de 10% da taxa de encapsulagdo, dessa forma
garantindo um melhor rendimento e com reducéo de custos.

Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, foi possivel verificar com o
conjunto de técnicas analisadas, que realmente foi formado um sistema
nanoestruturado, o qual apresentou-se de forma amorfa. Foi possivel visualizar a
homogeinidade da formulacdo, assim como a forma esférica das nanoparticulas.

O potencial zeta é considerado ideal quando encontra-se préximo de |30mV/|,
e para a formulacdo de PLA-PEG o valor obtido foi proximo ao esperado, sendo de -
20,8, resultado esse bem superior ao encontrado nas microparticulas de PLGA, que
foi de — 7,6.

O ensaio de liberacdo do POH das nanoparticulas resultou em dados
semelhantes aos encontrados descritos para as microparticulas de PLGA, sendo
que para as nanoparticulas de PLA-PEG foi possivel obter uma porcentagem de
liberac@o de 28% em 168 h, e as microparticulas de PLGA liberaram 30% em 168 h.

Foi possivel certificar que as nanoparticulas quando armazenadas de modo
refrigerado (8°C), continuam apresentando as caracteristicas iniciais por trés meses,
com teor de liberacao do farmaco muito baixo, inferior a 4%.

E assim como nos ensaios realizados para as microparticulas de PLGA, tanto
o POH nédo encapsulado como as nanoparticulas de PLA-PEG, também nao
apresentaram efeito citotoxico quando foram testadas frente as heméacias.

O ensaio realizado frente as células HEp-2, mostrou que as nanoparticulas
apresentaram uma atividade citotoxica de 40% em 96 h, na concentragdo de 250
pg/mL, enquanto que o POH livre na mesma concentracdo apresentou 96%, sendo
provavel que esse resultado esteja relacionado a liberacdo lenta do POH das

nanoparticulas.
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De uma forma geral, com todos os resultados obtidos, é possivel afirmar que
0 sistema nanoestruturado de blendas de PLA-PEG contendo POH foi obtido de
forma satisfatoria, assim como a metodologia analitica validada também foi
interessante, uma vez que foi possivel reduzir gastos e otimizar o método, o qual foi
aplicado para verificar a EE% das nanopatrticulas.

As nanoparticulas apresentaram condic¢des fisico-quimicas ideais, as quais
puderam comprovar a interacdo entre polimeros e o POH, e também foi possivel
confirmar a forma esférica e homogeinidade da formulacdo, por meio das
microfotografias. Também foi interessante poder confirmar que as nanoparticulas
contendo POH apresentaram estabilidade no periodo de trés meses na condi¢do
refrigerada. Além das nanoparticulas ndo apresentarem toxicidade, quando testadas
frente as células normais, e mantiveram uma atividade moderada frente as células
HEp-2.

Demais estudos s@o necessarios para confirmar a eficacia das nanoparticulas
de blendas de PLA-PEG contendo POH frente a tumores, em especial estudos in
vivo, 0s quais possam realmente comprovar a melhora no tratamento dos tumores,
com reducao da necessidade de varias doses diarias, e com consequénte reducao
dos efeitos colaterais.
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. CONCLUSOES

O desenvolvimento e a validacdo do método analitico por CLAE, com detec¢éo
PDA, foi realizado de forma eficaz, com os parametros de especificidade,
sensibilidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez dentro das normas
regentes, permitindo a quantificacdo do POH das nanoparticulas de PLA-PEG
contendo POH;

As nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH foram produzidas
com sucesso por meio do método de simples emulsificacdo-evaporacdo do
solvente;

A taxa de encapsulacdo de POH nas nanoparticulas foi satisfatorio, uma vez que
foram superiores a 50%;

A caracterizacdo fisico-quimica demonstrou que as nanoparticulas produzidas
apresentaram um diametro médio reduzido, com baixo indice de polidisperséao.
Apresentaram também potencial zeta negativo e caracteristica amorfa;

Com o estudo de estabilidade no periodo de 3 meses, foi possivel determinar
gue a melhor temperatura de armazenamento das nanoparticulas de blendas de
PLA-PEG contendo POH é a refrigerada (8°C), nas condicdes testadas;

O ensaio de liberacdo das nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo
POH resultou em uma porcentagem de aproximadamente 30% no periodo de
168 h. E o perfil de liberacé@o cinética do POH foi determinado como sendo de
segunda ordem, onde o mesmo apresenta uma liberacdo rapida, seguida de
uma liberacéo lenta e constante, sendo possivel predizer que a libera¢do ocorre
por meio de difuséo;

As nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH nao apresentaram
efeito citotoxico frente a hemacias;

As nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH apresentaram
atividade citotéxica frente as células HEp-2 de 40%, em 96 h.

Com os resultados obtidos até o momento, pode-se concluir que o sistema
formado com as nanoparticulas de blendas de PLA-PEG contendo POH
apresentam caracteristicas fisico-quimicas adequadas, e sem citotoxicidade
sobre o0 modelo experimental testado, com moderada atividade citotoxica frente

a linhagem tumoral.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagio da citotoxicidade de nancparticulas de alcocl perilico, tamoxifeno e de

CUrcumina.
Pesquisador: Lorangela Marceli Dalpossao
Area Tematica:
Versio: 2

CAAE: 363907 14.0.0000.0108
Instituigio Proponente: Universidade Estadual do Centro Oeste - UNICENTRO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mumerc do Parecer: 840,189
Data da Relatoria: 2001072014

Apresentagio do Projeto:

Trata-se da apreciago do projeto de pesquisa infitulade AvaliagSo da citotoxicidade de nanoparticulas de
alcool perilico, tamoxifeno e de curcumina., de interesse e responsabilidade dofa) proponente Loriangela
Marceli Dalposso.

Entre o5 compostos amplamente estudados para o tratamento do cancer, podemos citar o tamoxifeno e a
curcumina. Porém essas substincias possuem limitagies como efeitos colaterais e baixa
biodisponibilidade, respectivamente. Pedroso et al., (2013}, demonstraram uma diminuigio da toxicidade
sobre células normais e uma potencializagio do efeito do tamoxifeno sobre células tumorais quando
associado com a curcumina.

Assim a associagio desses composios sefia uma estratégia promissora para o tratamento do cancer. O
alcool perilico um constituinte do dleo essencial do d-limoneno, também esta sendo estudado sobre
linhagens tumorais, apresentando bons resultados. A manotecnologia pode ser utilizada para melhorar as
caracteristicas desses compostos tendo um grande potencial para diminuir a toxicidade do tamoxifeno e
melhorar a biodisponibilidade da curcumina, além de proporcionar uma liberagdo controlada em um menor
nimero de doses.

O sangue total sera coletado, de trés individuos voluntarios sadios recrutados no laboratario de
Manotecnologia Farmacéutica, em tubo com 10 ml de heparina, o qual sera centrifugado a 4°C,
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(1200g por 5 min}, retirando-se o plasma. Em seguida serdo realizadas as analises de atividade citofdxica.

Objetivo da Pesquisa:

Associar a curcumina e o CTAM em nanoparticulas com finalidade de reduzir a toxicidade sobre hemacias e
leucdcitos polimorfonucleares (LPMMN). Avaliar a toxicidade de nanoparticulas contendo POH sobre
hemacias.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos: |Milizando de maneira correta as técnicas de biosseguranga, as chances de contaminagdo s3o
minimas. & voluntario sentira apenas um pequeno desconforto pela introdugSo da agulha. Mo caso da
formagio de hematoma ou abscesso cutdneo, o pesquisador tomara todas as providéncias para minimizar
o5 efeitos da picada. N3o envolve riscos para a sadde fisica ou psicologica. Sera coletado aproximadamente
5 mL de sangue de cada participante.

Beneficios: O desenvolvimento de nanoparticulas de CTAM e curcumina & benéfico, pois pode ser capaz de
reduzir os efeitos toxicos do CTAM sobre células normais e ampliar a atividade antitumoral da curcumina e
do CTAM em celulas tumorais. As nanoparticulas podem também aumentar os efeitos beneficos do

POH,sem efeitos prejudiciais as células normais.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

A pesquisa apresenta tema relevante, os objetives sdo bem definidos e condizentes ao titulo & a
metodologia estd bem descrita. Participardo da coleta de sangue 2 individuos saudaveis. A pesquisa
apresenta orgamento de R$73,00 que sera financiado pela propria pesquisadora. A coleta de dados esta
prevista para 211172014 a 2211/2014.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

(1) Folha de rosto: Apresenta assinatura da pesquisadora responsavel, e do vicechefe do depariamento de
farmacia da UNICENTRO.

(2) Carta de anuéncia: Apresenta autorizagio para utilizagdo do laboratdrio de nanotecnologia farmacéutica
da UNICENTRO, com assinatura do coordenador.

(3) TCLE: Se apresenta em forma de convite.

(4) Cronograma: Adequadao.

(5) Orgamento: Completo e com financiamento proprio.

(8) Projeto completo: Adequado.
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(7) Instrumento para coleta dos dados: Nao se aplica.

Recomendagies:

M3o se aplica.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

PARECER AFROVAD{: a presente pesquisa esta em conformidade com a Resolugdo 486/2012.

A vigéncia da pesquisa & de: 2171172014 3 121272014,

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciag3o da CONEP:

M3o

Consideragdes Finais a critéric do CEP:

PROJETO APROVADO

Em atendimento & Resolugio CHSMS- 466/2012, devera ser encaminhado ao CEF o relatorio parcial assim
que tenha transcomido um ano da pesquisa e relatorio final em até trinta dias apds o término da pesquisa.
CQualquer alteragdo no projeto devera ser encaminhada para analise deste comité.

GUARAPUAVA, 21 de Outubro de 2014

Assinado por:
Tatiane Baratieri
[Coordenador)
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