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RESUMO

5-Fluorouracil (5-FU) € um dos farmacos mais uteis no tratamento de
tumores solidos em adultos, especificamente carcinomas do trato gastrointestinal
(estbmago, colon e reto) e da mama. Em resumo, seu maior efeito bioquimico é a
inibicdo da sintese do DNA, pois a concentragcdo que inibe sua sintese pode ainda
permitir a sintese do RNA. Causa severos efeitos adversos como mielo supresséo,
mucosite, dermatite, diarréia e toxicidade cardiaca. Em razdo disto, tém sido
realizadas varias tentativas para encapsular 5-FU a fim de reduzir os efeitos
adversos que ele provoca. O objetivo deste projeto foi encapsular este anti-
neoplasico utilizando nano-esferas de acido poli(latico-co-glicdlico), PLGA, como
sistema carreador, acoplando a sua superficie quitosana e folato de quitosana
para melhor enderecamento aos locais de acdo, bioadesividade e menor
toxicidade. A encapsulacdo de 5-FU em nano-esferas de PLGA foi aperfeicoada
através de planejamento experimental e por analise quimiométrica. Muitos fatores
foram estudados: métodos de preparagao, temperatura, quantidade inicial de 5-FU
e pH. Na caracterizacdo destes sistemas foram utilizadas diversas técnicas:
espalhamento dinamico de luz, determinagcdo do potencial Zeta, calorimetria
diferencial de varredura, analise termogravimétrica, difratometria de raios-X e
microscopia eletrbnica de varredura. Além disso, foram realizados ensaios de
perfil de liberagdo, de estabilidade coloidal e estudo do comportamento desses
sistemas em relagdo as células in vitro. O planejamento experimental permitiu
obter nanoparticulas com capacidade de carregamento em torno de 11% e
eficiéncia de encapsulacédo de 32%. O acoplamento de quitosana e folato de
quitosana permitiu retardar a liberagdo do farmaco em solugdo. Para
armazenagem destas particulas, observou-se que elas foram menos degradadas
quando estao liofilizadas e mantidas a 4 °C. A melhor concentracdo de sacarose
para liofiliza-las, sem que ocorra aumento de tamanho e polidispersao, foi 250

mmol/L. Os testes in vitro comprovaram a eficacia destas formulagoes.

Palavras Chave: 5-fluorouracil, PLGA, nanoparticulas, quitosana, acido folico
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ABSTRACT

5-fluorouracil (5-fluoro-1H-pyrimidine-2,4-dione) is one of the most used
drug to treat solid tumors in adults, specifically gastrointestinal (stomach and
colorectal) and breast carcinomas. In summary, the major biochemical effect of 5-
FU is inhibition of DNA synthesis, since concentrations which inhibit this synthesis
may still permit RNA synthesis. It causes severe adverse effects as
myelosuppression, mucositis, dermatitis, diarrhea and cardiac toxicity. Its
encapsulation in nanoparticles can reduce these adverse effects, prolong its
release and the drug can be placed directly on its site of action. The goal of this
work was to encapsulate this anti-neoplasic drug using poly (lactic-co-glycolic acid)
PLGA nanospheres as carrier system, attaching on their surface chitosan and
folate-chitosan to attain an enhanced targeting, bioadesivity and less toxicity. The
encapsulation of 5-FU in PLGA nanospheres was improved through an
experimental design and chemometry. Many factors were studied: methods of
preparation, temperature, initial amount of 5-FU and pH. In the characterization,
many techniques were employed: dynamic light scattering, determination of Zeta
potential, differential scanning calorimetry, thermo gravimetric analysis, X-ray
difractometry and scanning electron microscopy. Besides, we also analyzed the
release profile, colloidal stability and the behavior of these systems in relation to in
vitro cancer cells. The experimental design allowed obtaining nanoparticles with
drug loading around 11% and encapsulation efficiency of 32%. The attachment of
chitosan and folate-chitosan also allowed prolonging the drug release in solution.
To store these formulations, we observed that lyophilized particles kept at 4°C
were less degraded. The best sucrose concentration to freeze-drying these
particles with no size and polidispersity change was 250 mmol/L. The in vitro tests

proved the efficacy of these formulations.

Keywords: 5-fluorouracil, PLGA, nanoparticles, chitosan, folic acid
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. INTRODUCAO

Muitas das propriedades farmacolégicas de farmacos convencionais podem
ser melhoradas através do uso de sistemas carreadores, como particulas lipidicas
ou poliméricas, ciclodextrinas, micro/nano-emulsdes, hidrogéis, dendrimeros, etc.
Estes s&o projetados para alterar a farmacocinética e a biodistribuicdo do ativo
associado e/ou funcionar como reservatério, isto €, sistema para liberagao
sustentada e continua (Allen & Cullis, 2004). Sistemas carreadores coloidais como
solugdes micelares, vesiculas, dispersdbes de cristais liquidos e
micro/nanoparticulas sdo uma grande promessa para entrega de farmacos. O
objetivo dessas formulagbes € obter sistemas com caracteristicas otimizadas,
como as propriedades de liberagdo, longo tempo de vida na prateleira, baixa
toxicidade e imunogenicidade (Mohanraj & Chen, 2006).

A caracterizacao de carreadores é de fundamental importancia para o sucesso
de seu funcionamento. Em cada um desses sistemas as interagdes interparticulas
e com as moléculas do farmaco sao especificas e dependem da superficie e da
natureza quimica dos constituintes. As interagbes mais comuns s&o constituidas
por forcas de van der Waals e interagdes eletrostaticas, além daquelas associadas
ao estado do solido, devido a presenga de regides amorfas, impurezas e
polaridades de sitios especificos. O estado fisico de qualquer formulagao esta
relacionado a estabilidade quimica e fisica e ao desempenho terapéutico do ativo
(Hickey et al., 2007).

No caso de formulagdes sélidas, os métodos classicos para caracterizagdo sao
difratometria de raios-X e analises térmicas. A primeira fornece o grau de
organizagdo a longa distédncia, a extensdo e natureza da cristalinidade,
microestrutura e nanocristalinidade. As analises térmicas indicam polimorfismo,
hidratos, tipo de interagbes e transigbes de fase. A morfologia pode ser
caracterizada por microscopia de for¢ca atdbmica (MFA), microscopia eletrénica de
varredura (MEV), microscopia eletrbnica de transmissdo (MET), entre outras.
(Hickey et al., 2007).



A caracterizacdo de suspensdes envolve a avaliagdo morfoldgica, distribuigcao
do tamanho das particulas, determinacdo do potencial zeta ({) e do pH,
determinagcdo da quantidade de farmaco associado as estruturas, cinética de
liberacdo do farmaco e estabilidade em funcdo do tempo de armazenamento
(Schaffazik et al., 2003).

1. Nanotecnologia e Sistemas Coloidais

O termo “nanotecnologia” deriva da palavra grega nano e possui o
significado de anédo, sendo aplicada nas areas de engenharia, eletrbnica, fisica,
ciéncia de materiais e na manufatura em niveis moleculares e submicrémetro
(Wilkinson, 2003).

Em fins do século XIX, Paul Erlich propd6s um modelo para transporte de
farmacos em que estes deveriam ser idealmente colocados em um veiculo que
seria seletivo e especificamente dirigido ao local a ser tratado. Deste modo, os
efeitos colaterais e adversos seriam minimizados ou evitados ocorrendo, ao
mesmo tempo, aumento da eficacia terapéutica do farmaco. As primeiras
tentativas para obtencdo de um vetor eficaz para entrega seletiva de farmacos
foram feitas com a encapsulagdo de biomoléculas em vesiculas de Nylon e de
outros polimeros sintéticos. Entretanto, este sistema de transporte se mostrou
inadequado pelo fato destes polimeros ndo serem biodegradaveis.

A situacdo comegou a mudar no inicio da década de 1960 quando
Bangham et al. (1965), investigando a difusdo de ions através de membranas
lipidicas artificiais, verificaram que fosfolipidios quando colocados em solucéo
aquosa formavam vesiculas esféricas, mais tarde denominadas lipossomas.
Apenas apos 10 anos, Gregoriadis (1973) propés que estas vesiculas poderiam
ser empregadas como sistemas carreadores de farmacos hidrofilicos em seu
cerne aquoso, hidrofobicos e anfifiicos em suas bicamadas. Tais veiculos
poderiam atuar como sistemas para liberacdo sustentada e continua dos farmacos
neles encapsulados e poderiam, assim, apresentar algumas vantagens em relagao

as administragdes convencionais.



Para ilustrar, a Figura 1 mostra, de forma genérica, a janela terapéutica de
um farmaco e perfil temporal de sua concentracdo, no plasma, quando

administrado via oral e através de um vetor que prové liberagcao sustentada.

B Efeitos
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f— el ey s s S—— — — Concentragéo
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Namero de Doses

Figura 1. Variagdo temporal da concentragéo do farmaco administrado via rota

tradicional (B) e via carreador (A).

Geralmente os sistemas mais apropriados a satisfazer as idéias de Erlich
sdo os coloidais. Tais sistemas devem ser quimica e fisicamente estaveis quando
estocados, mas uma vez administrados devem sofrer transformacdes de modo a
promover liberacado sustentada e continua dos farmacos neles contidos.

As principais vantagens de utilizar sistemas coloidais sdo aumento da
biodisponibilidade oral; diminuicdo da variabilidade e da interferéncia da
alimentacdo; desenvolvimento de formulacido para administracdo endovenosa;
direcionamento do farmaco em local especifico e, portanto, reducédo da toxicidade;
aumento do tempo de vida, etc. (Mader & Mehnert, 2005).

A teoria DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) é usada para avaliar
a estabilidade de suspensdes hidrofébicas. Essa teoria define um sistema coloidal
como estavel se 0 minimo primario (agregagao irreversivel) é separado por uma
barreira de potencial suficientemente alta, da ordem de 10kT. Como as forgas de

Van der Waals sdo sempre de atragdo entre as particulas de mesma espécie, a
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multiplicidade de interagbes entre pares de atomos ou moléculas em particulas
adjacentes sao levadas em consideragdo para o calculo das forgcas de atragao.
Assim, as primeiras equagdes foram desenvolvidas por Hamaker com base na
aditividade das energias de Van der Waals entre as moléculas (Florence &
Atwood, 2003).

Nanoparticulas coloidais tendem a precipitar ou flocular, pois ha forgas
atrativas e repulsivas de longo alcance que agem entre elas. Para evitar esse
fendmeno, pode-se estabiliza-las por meio de estabilizacdo estérica ou
eletrostatica. No caso de estabilizagdo estérica, o uso de macromoléculas nao-
ibnicas como estabilizantes de superficie surgiu desde o aparecimento da teoria
DLVO. As forgas estabilizadoras provém da repulsdo das camadas de interacao
do polimero com a aproximacao de particulas com as macromoléculas hidratadas
levando a uma variagao entalpica positiva, ou seja, levando a interagdo estérica
das cadeias (Florence & Atwood, 2003).

As forgas e o tipo da interagdo do polimero com a superficie podem fazer
grande diferenga. A camada polimérica ligada a uma particula deve repelir a
camada ligada a outra particula, gerando um estresse entre as cadeias. Um modo
de aliviar este estresse é através da desorcao da superficie dessa particula.
Portanto, moléculas ligadas fortemente sdo mais eficientes para estabilizagao.
Além disso, a superficie deve estar completamente coberta com o polimero para
impedir que o estresse seja aliviado por movimentos laterais de suas cadeias na
superficie da particula, o que pode resultar num afinamento da cobertura através
de colisdes pelo movimento browniano (Florence & Atwood, 2003).

Quanto a estabilizagao eletrostatica, a carga das particulas provém da
ionizagao dos grupos na superficie ou da adsorgéo de ions que fornecem as suas
cargas superficiais. Uma superficie com carga positiva atrai uma camada de ions
negativos na superficie na camada de Stern e a dupla camada difusa ou elétrica
que se acumula, contendo ions positivos e negativos (Figura 2). As “forgas
eletrostaticas” provem da interacdo das duplas camadas elétricas que envolvem

as particulas em suspensao (Florence & Atwood, 2003).
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Figura 2. Representacdo esquematica das condigbes em uma superficie com

carga positiva e uma camada de ions negativos (Florence & Atwood, 2003).

A medida mais préoxima do potencial de superficie destas particulas € o
potencial da camada de Stern (yy), dificil de obter experimentalmente. Sua medida
experimental aproximada é o potencial zeta ({), localizado na superficie de
cisalhamento, um pouco mais distante da camada de Stern e dependente da
rugosidade da superficie, das macromoléculas adsorvidas, etc.

Quando uma camada de macromoléculas € adsorvida na superficie da
particula, ela move o plano de cisalhamento para longe da superficie e altera o
potencial zeta. Dessa forma, o potencial zeta é fungdo da carga superficial da
particula, de qualquer camada adsorvida na interface com o meio e da natureza e
composigao do meio que a circunda.

Este potencial é um indicador util dessa carga e pode ser usado para prever
e controlar a estabilidade de suspensdes ou emulsdes coloidais. O aumento da
concentracdo de eletrélitos em uma suspensado diminui a espessura da dupla
camada e reduz os efeitos de repuls&o e de resisténcia a deformagdo da nuvem
idbnica levando a coagulagao das particulas (Florence & Atwood, 2003).

Resumindo, a estabilidade quimica dos coldides é determinada por sua

composicao, devendo ser empregadas, por exemplo, substancias que nao se



oxidam, nao sofrem hidrélise facilmente e que sejam estaveis durante a
administragdo. Quanto a estabilidade fisica, esta depende de (Florence & Atwood,
2003):
o Efeitos de solvatacdo devidos as interacbes das moléculas do soluto e do
solvente;
e Interagcbes estéricas relacionadas ao tamanho, geometria e conformagao
das moléculas adsorvidas nas superficies das particulas;
e |Interagcbes atrativas oriundas de forcas de dispersdo que estdo
relacionadas a polarizabilidade molecular;
e Interagcbes eletrostaticas provenientes de grupos funcionais carregados

existentes na superficie das particulas coloidais.
2. Carreadores
Varios sistemas de liberacao de farmacos sao encontrados na literatura e

alguns farmacos encapsulados ja estdo comercialmente disponiveis. Alguns

destes sistemas sao ilustrados na Figura 3 e estdo descritos a seguir.

Ciclodextrinas Lipossomas Nanoparticulas
Lipidicas Solidas
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Figura 3. Representacdo esquematica de alguns sistemas para entrega de

farmacos.



a) Ciclodextrinas

Séo oligossacarideos ciclicos que apresentam grande potencial como
hospedeiros. As mais utilizadas contém 6 (a, ciclohexa-amilose), 7 (B, ciclohepta-
amilose) e 8 (y, cicloocta-amilose) unidades glicopiranosideas conectadas via
ligagbes glicosidicas a-1,4. Apresentam uma cavidade central hidrofobica, com
superficie hidrofilica, em forma de cone oco, truncado. A preparacdo de
complexos de inclusao é bastante simples. O procedimento mais comum é agitar
ou misturar a ciclodextrina numa solugédo aquosa (fria ou quente, neutra, alcalina

ou acida) contendo moléculas do héspede (Szejtli, 1988).

b) Nanosuspensoées e nanocristais

Nanosuspensdes consistem de farmacos pouco soluveis em agua,
dispersos em um meio liquido. A producdo de nanocristais e nanosuspensdes é
chamada “nanonisagéo”. O farmaco em p6é é homogeneizado por alta presséo,
moagem umida em moinhos especiais ou técnicas como nanocristalizagdo de

suspensao supersaturada ou spray-drying (Kayser et al., 2005).

¢) Nanoparticulas lipidicas sélidas

Consistem de uma matriz (na qual o farmaco é incorporado) lipidica, sélida,
cujas particulas tém didmetro médio menor que 1 ym. Em sua preparagado podem
ser empregados homogeneizagcido a alta pressao e dispersor de alta velocidade.
Geralmente é usada grande quantidade de surfatantes para evitar agregacéo e

estabilizar a disperséo (Kayser et al., 2005).

d) Micro/nanoparticulas poliméricas

Inclui nanocapsulas, micro e nano-esferas. Sdo formadas por polimeros
biodegradaveis consistindo de poliésteres sintéticos ou polimeros naturais
(Schaffazik, 2003; Kayser et al., 2005). Essas particulas serdo mais bem

detalhadas na segao 5.



e) Hidrogéis

Sao redes poliméricas, hidrofdbicas, tri-dimensionais, capazes de
intumescer em agua ou em fluidos biologicos, retendo grande quantidade de
fluidos. A habilidade de absorver agua é devido a presenca de grupos hidrofilicos,
e a possibilidade de moléculas difundirem e serem liberadas permite seu uso
como carreadores. As técnicas de sintese envolvem copolimerizagao/reticulagéao
de co-mondmeros utilizando agente de reticulagéo. A polimerizagéo é feita por um
iniciador quimico e pode ocorrer em solugdo ou em suspensdo. Outro método
envolve a reticulagdo de polimeros lineares por radiacdo ou por compostos
quimicos (Satish et al, 2006). A quantidade de agua presente nos HG pode ser
determinada empregando sondas moleculares, DSC ou RMN, sendo feitos
experimentos de permeacdo, porosidade e caracterizagdo reologica (Hoffman,
2002).

g) Lipossomas

Sao estruturas vesiculares consistindo de bicamadas lipidicas hidratadas
que se formam espontaneamente quando fosfolipidios sdo dispersos em agua
(Sharma et al, 2009). Podem ser classificados de acordo com o numero de
lamelas (vesiculas uni, oligo e multilamerares), pelo tamanho e pelo método de
preparacdo. Vesiculas unilamelares contem uma bicamada lipidica e apresentam
didmetro de 50-250 nm, possuem um grande nucleo aquoso e sao utilizados para
encapsular farmacos hidrofilicos. Vesiculas multiliamelares apresentam multiplas
bicamadas lipidicas onde é possivel encapsular farmacos lipofilicos (Immordino et
al., 2006).

h) Micelas poliméricas

Sao estruturas macromoleculares, formadas por copolimeros em bloco ou
copolimeros enxertados em solugao aquosa. As forgcas de coesdo do nucleo,
como forgas eletrostaticas, interagbes n-n e pontes de hidrogénio, sdo a forga

motriz para formacdo das micelas. As moléculas do ativo sdo quimica ou



fisicamente retidas no nucleo das micelas, podendo conseguir uma concentragao

local maior que aquela ditada por sua solubilidade intrinseca (Yokoyama, 2005).

i) Cristais liquidos

Combinam as propriedades do estado liquido e do solido. Podem ter
diferentes geometrias, com camadas polares e nao-polares alternadas (fase
lamelar) onde solug¢des aquosas do farmaco podem ser incluidas (Kaparissides et
al.,2006).

j) Dendrimeros

Apresentam tamanho nanométrico, altamente ramificado, com
macromoléculas monodispersas e com arquitetura simétrica. Consistem de um
nucleo central, com ramificagbes e grupos funcionais terminais. O nucleo e as
unidades internas determinam o meio das nano-cavidades e as propriedades de
solubilizagdo, enquanto os grupos externos determinam a solubilidade e o

comportamento quimico destes polimeros (Kaparissides et al.,2006).

3. Caracterizacgoes fisico-quimicas

a) Avaliagao morfolégica

As técnicas de MEV e MET tém sido bastante empregadas na obtengéo de
informacdes relativas a forma e tamanho das particulas. MET permite diferenciar
nano-esferas e nanocapsulas e, ainda, possibilita determinar a espessura da
parede. MFA fornece informagdes, com alta resolugao tridimensional, em escala
nanomeétrica, sendo capaz de resolver detalhes, em escala atbmica, de superficies
(Schaffazik et al., 2003).

Uma das principais caracteristicas do MEV é que qualquer radiagao
proveniente da amostra ou qualquer mudangca da medida na amostra pode ser
usada para fornecer o contraste da imagem. Cada sinal é resultado de alguma
interacdo particular entre elétrons incidentes e a amostra, podendo fornecer

diferentes informagdes sobre a amostra (Goodhew & Humphreys, 1988).



b) Distribuicdo de tamanho e polidispersao

Os métodos mais comuns para determinar a distribuicdo de tamanho sao:
espalhamento dinamico de luz, espectroscopia de correlagdo de fotons,
espectroscopia fotoacustica, MEV ou MET. Dependendo da formulacdo e do
método, podem-se observar diferengas de tamanho de particulas, uma vez que as
técnicas de microscopia fornecem imagens de cada particula individual. A
espectroscopia de correlacdo de fétons possibilita determinar o raio hidrodinamico
das particulas em suspensdo, enquanto que o espalhamento dindmico de luz
possibilita determinar o diametro médio e a polidispersidade das particulas em

suspensao (Schaffazik et al., 2003).

c) Potencial zeta ()

Este parametro é determinado através de técnicas de eletroforese ou
utilizando espalhamento dindmico de luz. Ele reflete o potencial de superficie das
particulas, que é influenciado por mudancgas na interface com o meio dispersante,
como dissociagado de grupos funcionais na superficie da particula ou adsorg¢ao de
espéecies ibnicas presentes no meio aquoso de dispersdo. Um valor, em mddulo,
relativamente alto (maior que 20 mV) é indicativo de boa estabilidade fisico-

quimica da suspensao coloidal (Schaffazik et al., 2003).

e) pH das suspensodes

Medidas de pH em funcdo do tempo fornecem informagdes sobre a
estabilidade das suspensdes, pois a mudanga de pH pode indicar degradagao do
carreador, ionizagdo ou dissociagdo de grupos presentes em sua superficie
(Schaffazik et al., 2003).

f) Difratometria de raios-X (DRX)

Esta técnica consiste na incidéncia da radiacdo em uma amostra e na
deteccdo dos fotons difratados. Em um material cristalino, no qual os atomos
guardam distribuicdo espacial periddica, a difragdo de raios-X ocorre nas diregdes

de espalhamento que satisfazem a lei de Bragg (Skoog et al., 2002). Esta técnica
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também possibilita observar a dispersdo do farmaco na matriz de NP (Schaffazik
et al., 2003).

g) Espectroscopia de absorg¢ao no infravermelho (IV)

Os espectros de moléculas, na regiao do IV, tém origem na absorgao de
energia que causa transi¢cdes entre estados roto-vibracionais de um mesmo
estado eletronico (Skoog et al., 2002). Esta técnica permite confirmar a auséncia
de ligagdes quimicas entre as moléculas hospedes e hospedeiras e as interagdes
e dispersao do farmaco na matriz de NP (Schaffazik et al., 2003).

h) Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Alteragdes estruturais de materiais sdo acompanhadas por trocas de calor,
como absorgao de calor durante fusdo ou liberagdo durante cristalizacdo. DSC é
uma técnica apropriada para medir trocas de calor quando a amostra € submetida
a um processo controlado de aquecimento, permitindo obter informag¢des sobre
propriedades estruturais da amostra. Entretanto, ndo fornece diretamente a causa
do evento térmico. A natureza destas transicbes deve ser determinada por
métodos complementares como TGA, DRX e técnicas espectroscopicas (Griffin &
Laye, 1982). DSC tem sido utilizada para investigar interacdes entre polimeros e
farmacos, em diversas formulagdes de micro-esferas e nanoparticulas, para
investigar reagdes quimicas (polimerizagao, despolimerizagdo e degradacgéo), para
caracterizar o estado fisico dos sistemas e para obter informagdes sobre a
organizagao de outros componentes destas formulagdes (Schaffazik et al., 2003).
E também bastante utilizada para detectar se o carreador aumenta a estabilidade

do farmaco (Jorgensen et al., 2006).

i) Analise termogravimétrica (TGA)

Nesta andlise, a massa de uma amostra, sob atmosfera de gas inerte ou
oxidante, € monitorada continuamente em fungao de uma variacao de temperatura
ou do tempo a medida que a temperatura da amostra aumenta quando a amostra

€ submetida a um processo controlado de aquecimento. Sdo obtidas duas curvas
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(chamadas curvas de TGA) em fungao da temperatura: uma delas relacionada ao
percentual da massa e outra a derivada, em relacdo a temperatura, desse
percentual. Esta ultima permite a determinacdo precisa da temperatura em que
ocorre perda de massa da amostra. A informacao obtida através da TGA é mais
limitada que a obtida por DSC, porque na TGA a variagao de temperatura deve ser
suficientemente elevada para provocar alteragcdo na massa da amostra analisada
(Skoog et al., 2002).

4. Vias de administracao de carreadores

Esses sistemas podem ser administrados por diversas vias ao organismo.
O transporte através das membranas bioldgicas deve-se a fatores como: ligagdo a
proteinas, baixa solubilidade, liga¢cdes a outros sitios e ionizagdo dos ativos,etc.
Em relagéo a ionizagc&do, uma hipotese sugere que a permeabilidade de ativos seja
maior quando este nao esta ionizado devido a natureza lipofilica da membrana. A
ionizacao ira depender do pH do local de absorcédo. Além disso, dependendo do
valor de pH, ha também diferengcas no pH da superficie da membrana devido a
concentragdo hidrogebnica ser mais elevada do que a global, como no caso de
células tumorais. Algumas vias de administracdo sao descritas a seguir (Florence
& Atwood, 2003):

Na administragdo via oral, a maioria dos farmacos é absorvida no intestino
por difusdo passiva através das membranas lipidicas que separam o conteudo do
intestino do resto do organismo. A absorgao de particulas coloidais também pode
ser feita no intestino através de células especializadas do tecido linféide associado
ao intestino. Quanto a absorgéo bucal e sublingual, ndo é conhecida a extenséo
de absorgcdo dos farmacos e, provavelmente, a maioria deles é absorvida por
simples difusdo. No entanto, esse meio evita a exposicdo ao sistema
gastrointestinal (SGI), a qual também ¢é evitada pelas vias intravenosa,
intramuscular, subcuténea e transdérmica.

Quanto a liberagao transdérmica, o ativo deve penetrar o estrato corneo,

que se comporta como uma barreira a difusdo passiva. A penetragdo também
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pode ser via foliculos pilosos ou dutos sudoriparos, em menor proporgdo. O
caminho de transporte de moléculas hidrofilicas é trans-celular e envolve a
passagem através de células e paredes celulares. Quanto a moléculas lipofilicas,
o caminho do ativo é do lipideo enddgeno dentro do estrato corneo. O veiculo
apresenta papel importante na terapia topica, porque permanece no local aplicado,
podendo diminuir a concentracdo de componentes volateis e aumentar a de
componentes nao-volateis da formulagdo. Essa via € uma alternativa a via oral,
pois, além de evitar alteracbes no meio SGI, o ativo pode ser introduzido na
circulagéo sistémica sem passar pelo figado (isto é, ndo ha o chamado efeito da
primeira passagem).

Na absorcdo retal, em supositorios, as substancias entram em contato
intimo com a mucosa retal onde o pH esta entre 7,2 e 7,4. A principal veia do reto
€ a retal superior (hemorroidal). Veias da parte inferior do plexo submucoso
transformam-se nas veias retais que drenam para as veias pudendas internas. A
via venosa especifica do ativo depende da extensdo de migragdo do supositorio
em sua forma original ou derretida ao longo do trato gastrointestinal. Assim, a via
retal pode ou nao evitar a passagem pelo figado. A etapa limitante na absorg¢ao do
ativo neste caso, com supositorios de base gordurosa, € a particdo deste ativo
dissolvido e ndo sua velocidade de dissolugao nos fluidos corpéreos (Florence &
Atwood, 2003).

5. Micro/nanoparticulas poliméricas

Microparticulas (particulas com didmetro de 1 um a 1000 um) e
nanoparticulas (particulas com diametro de 1 nm a 1000 nm) podem ser
classificadas como esferas, no caso de serem sélidas, ou capsulas, se forem
ocas. Sao carreadores heterogéneos, formados por polimeros naturais
(polissacarideos como a quitosana, dextranas, alginatos, etc.) ou sintéticos (acido
poli latico, co-polimero entre &acido poli-latico e glicdlico, (PLGA); poli-g-

caprolactona (PCL); poli-hidroxibutirato (PHB), poli-alquilcianoacrilatos, entre

13



outros. Constituem um dos sistemas importantes para encapsulacao e liberagao
sustentada de farmacos in vivo.

Nas micro/nano-esferas o farmaco se encontra homogeneamente disperso
no interior da matriz polimérica ao contrario do que ocorre com micro/nano-
capsulas que atuam mais como reservatorios contendo o farmaco em seu interior.
Micro/nano-esferas e micro/nano--capsulas desejaveis para encapsulagido de
farmacos devem ser biocompativeis, biodegradaveis, nao toxicas, nao
imunogénicas e passarem despercebidas ao patrulhamento exercido pelas células
do sistema do reticulo endotelial (RES). Devem ser também capazes de
encapsular farmacos hidrofilicos, hidrofébicos e anfifilicos e promover a liberagao
sustentada, continua e, se possivel, controlada do farmaco encapsulado,
colocando-o especifica e seletivamente apenas no local em que ele € necessario
(Moghimi et al., 2006; Schaffazick et al., 2003), durante o tempo necessario ao
tratamento.

Esses veiculos podem ser administrados em forma fluidizada com um
liquido carreador, permitindo seu uso em preparacdes para infusdo intravascular,
emulsdes injetaveis para administragdo parenteral e entérica, supositorios e para

dose de vacinas com injegao subcutanea ou intramuscular (Song et al., 1997).

Nanocapsulas Nanoesferas
. .-: e = . = .. .'-ﬂ"-\. 2 AT I: "
Farede ._..;;',_I {_}- . Y -Cf Q l:} g‘-l-‘_____ Mafriz
polimérica = 1 A S palimérica
(co,) ¥ | SR R
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Figura 4. Representagcédo esquematica de nano-capsulas (a e b) e nano-esferas
poliméricas (c e d): a) farmaco dissolvido no nucleo oleoso; b) farmaco adsorvido a
parede polimérica; c) farmaco retido na matriz polimérica; d) farmaco adsorvido ou

disperso molecularmente na matriz polimérica (Schaffazick et al., 2003).
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Estes sistemas também devem apresentar: estabilidade fisica, quimica e
biolégica, durante e apds a encapsulagéo; maior eficiéncia de encapsulagao;
tamanho compativel com a via de administracdo; facilidade de preparagao para
administragao; e serem esterilizaveis.

Sao pouco toéxicos, relativamente pouco imunogénicos, biodegradaveis e
capazes de proteger os compostos terapéuticos encapsulados da diluicdo e
degradacao no sangue, de forma que quando alcangam os locais que necessitam
de tratamento podem liberar gradativamente doses concentradas de farmaco
aumentando sua eficacia. Essas particulas assim agem porque modificam as
propriedades farmacocinéticas, o tempo de transito na circulagdo sanguinea e o
metabolismo da substancia encapsulada.

Micro/nano esferas podem ser estudadas em relacdo a fatores como
estabilidade térmica, pH, forca ibnica, tipo de solvente, tempo de incubacéo, razdo
entre as concentracbes do farmaco e das micro-esferas, eficiéncia do
encapsulagédo, tamanho, etc. Na caracterizacdo destes sistemas podem ser
utilizadas as técnicas analiticas ja mencionadas. Além disso, € necessario avaliar
o comportamento desses sistemas em relacao as células in vitro e in vivo.

Nanoparticulas poliméricas sado mais estaveis no SGI que outros
carreadores, como lipossomas, e podem proteger os ativos encapsulados nesse
meio. Através do uso de diversos materiais poliméricos pode ser feita modelagem
de suas caracteristicas fisico-quimicas, do perfil de liberacdo e de seu
comportamento bioldgico. A superficie destas particulas pode ser modificada por
adsorcao ou ligagdo quimica de, por exemplo, polietileno glicol, poloxameros e
moléculas bio-ativas, como lecitinas e quitosana. Além do mais, o pequeno
tamanho destas particulas e sua grande area superficial favorecem sua absorgéo,
quando comparado a carreadores maiores (Rieux et al., 2006).

Polimeros sintéticos de interesse nessa area podem ser divididos em dois
grupos: os poliésteres, como a poli-g-caprolactona (PCL), e varios outros do acido
poli-latico (PLA) sozinho ou co-polimerizado com acido glicdlico (PLGA), os poli-
alquilcianoacrilatos (PACA), cujos mondmeros sao téxicos, e o0s poli-

hidroxialcanoatos, como o poli-hidroxibutirato (PHB) que sdo produzidos a partir
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do acucar de cana por fermentacdo e tem custo competitivo com os polimeros
sintéticos importados (Reis et al, 2006).

Atualmente, os polimeros sintéticos biodegradaveis mais utilizados e que a
aplicagéao clinica ja foi aprovada pelo FDA s&o os derivados do acido poli-latico e
seus co-polimeros com acido glicélico (PLGA, acido poli(latico-co-glicdlico)). Sao
carreadores empregados para reduzir toxicidades clinicas sistémicas de farmacos
e para aumentar sua eficacia terapéutica (Greim et al., 1993).

O polimero do acido latico é disponivel na forma oticamente ativa (L-PLA) e
na forma racémica (oticamente inativa (DL-PLA)) enquanto o acido glicélico nao
forma esta mistura. A organizacdo estrutural da cadeia de PLA determina seu
estado fisico. O isbmero D-PLA é cristalino, com estrutura altamente regular
enquanto DL-PLA é amorfo. O PLGA também é cristalino e sua cristalinidade
depende das proporcdes relativas de ambos os mondmeros. Quimicamente sao
possiveis polimeros PLGA com diferentes propor¢coes entre o acido latico e
glicdlico e com diferentes massas molares. Estes trés fatores (massa molar,
proporgdes entre os mondmeros e natureza do grupo terminal) estdo diretamente
relacionados a velocidade de degradagdo do polimero, a qual pode variar de
alguns meses até anos (Greim et al., 1993). As estruturas de alguns poliésteres

sao mostradas na Figura 5.
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Figura 5. Férmulas estruturais de alguns poliésteres biodegradaveis.

16



De modo geral, as particulas formadas por polimeros com grupos terminais
acidos sofrem degradagdo mais rapida (e, portanto, liberam mais rapidamente
maior quantidade de farmaco encapsulado) que os com grupos ésteres. Os
produtos de degradacgao (acido latico e glicélico) sdo eliminados pelo organismo
na forma de CO, e agua. Caso o polimero seja mais rico em unidades glicélicas
(acima de 70%) sao mais amorfos e degradam mais rapidamente. Por outro lado,
com a reducédo da massa molar a degradacédo € mais rapida devido ao aumento
dos grupos terminais -COOH acelerando a catalise acida (Gopferich, 1996).
Portanto, a taxa de degradagao depende dos fatores:

e Massa molar e propor¢ao entre os co-polimeros;

e Proporcdo de dominios amorfos e cristalinos (os amorfos degradam mais
rapidamente);

e Porosidade (numero e tamanho dos poros);

e Terminagao da cadeia polimérica.

Como mencionado, muitos fatores influenciam as caracteristicas da
micro/nano-esferas. Varios autores estudaram a preparacado destes sistemas
através de planejamento fatorial. Entre eles, podem ser citados Bozkir & Saka
(2005), que investigaram fatores que influenciam a formulagcado de nano-esferas de
PLGA com 5-FU, e Parikh et al. (2003) que otimizaram os parametros de
encapsulagao através de um planejamento fatorial 3%

Zambaux et al. (1998) também estudaram a influéncia de parametros
experimentais na preparagao de nanoparticulas de PLA preparadas pelo método
de dupla emulsao, como o tipo de surfatante (alcool polivinilico ou albumina), a
temperatura de transicdo, o método de evaporagao de solvente, o volume da fase
aquosa, a concentracao do surfatante e a massa molar polimérica.

Diversos surfatantes sao utilizados na preparacdo de micro/nanoparticulas.
Um dos mais utilizados € o PVA (alcool polivinilico), porém ele é téxico e nao
biodegradavel, acumulando no organismo. Assim, particulas produzidas com PVA
devem ser lavadas muitas vezes para reduzir o residuo de PVA contido na

superficie das nanoparticulas o que diminui o rendimento do processo (Silva,
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2006). Em vista destes fatos, nesta Tese foi utilizado D-a-tocoferil polietileno glicol
1000 succinato (TPGS, Figura 6) como surfatante. TPGS é um derivado, soluvel
em meio aquoso, da vitamina E natural, o qual tem estrutura anfifilica, consistindo
de uma cauda alquil lipofilica e uma cabecga polar hidrofilica (tocoferol succinato).
E uma forma segura e efetiva de usar essa vitamina para reverter ou prevenir sua
deficiéncia e ainda pode também aumentar a sua biodisponibilidade oral (Mu &
Feng, 2002).

mwﬂ

Figura 6. Estrutura molecular do TPGS.

Devido a sua grande estrutura e area superficial, TPGS ¢é excelente
emulsificante, solubilizador e aumenta a biodisponibilidade de farmacos
hidrofébicos. O balango hidrofilico-lipofilico (HLB) de TPGS é 13, ele funde a 37-
41 °C e é estavel em temperatura menor que 200 °C. Sua massa molar média é
1513 g/mol. Diversas referéncias utilizam TPGS como surfatante, obtendo étimos
resultados, como a diminuigdo do tamanho das particulas, menor polidispersidade
e maior eficiéncia de encapsulacdo em relagao a outros surfatantes, como o alcool
polivinilico. Além dessa propriedade, TPGS é utilizado para acoplar PEG a
superficie de nanoparticulas para aumentar o tempo de residéncias destas (Mu &
Feng, 2002; Zhang e Feng, 2006; Mu et al., 2004). Zhang e Feng (2006)
demonstraram que a concentragao de 0,03% de TPGS é excelente para preparar
nanoparticulas de PLGA e PLA-TPGS.

TPGS é preparado pela esterificacdo do polietileno glicol 1000 ao grupo

succinato do d-a-tocoferol; € estavel em condigdes normais, mas reage em
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solugdes alcalinas. Sua absorgado é feita sem necessidade da presenca de sais
biliares, pois tem habilidade de transferir vitamina E as células intestinais sem
assisténcia alguma, enquanto que vitamina E requer uso de sais biliares para a

absorcao no lumen intestinal através das células intestinais (Mu & Feng, 2002).

6. Preparagao de nanoparticulas poliméricas

6.1. Métodos de preparagcao (Mohanraj & Chen, 2006; Murakami et al, 1999)

6.1.1. Dispersao de polimeros pré-formados: utilizada para preparar

nanoparticulas de polimeros biodegradaveis e pode ser classificada em:

a) Método de evaporacao do solvente: o polimero é dissolvido num solvente
organico, que € o mesmo utilizado para dissolver os farmacos hidrofébicos. A
mistura é, entdo, emulsionada numa solugédo aquosa contendo surfatante para
formar uma emulsado 6leo/agua. Apds a formacéao da emulséo estavel, o solvente
organico é evaporado ou por pressao reduzida ou por agitacdo continua. A
evaporagao do solvente organico faz que as nanoparticulas se solidifiquem,
formando as nanoparticulas poliméricas. Nesse processo, as particulas tendem a
agregar devido a alta quantidade de solvente residual durante o processo de
evaporagao do solvente. Birnbaum et al. (2000), num estudo sobre otimizagao de
técnicas de preparacao de NP de PLGA, mostrou que todas as formulagdes em

gue se usou diclorometano com diferentes surfatantes, houve agregacao.

b) Emulsificagdao espontanea ou método de difusdo do solvente: um
solvente miscivel com agua (geralmente acetona) € utilizado para preparar as
nanoparticulas. Nesse processo, a solugcdo polimérica é gotejada na solugao de
tensoativo, sob agitagcéo, e as NP s&o produzidas do seguinte modo: quando a
solugéo polimérica é adicionada, gotas da emulsao sdo formadas na fase aquosa

e o solvente se difunde rapidamente para fora da gota reduzindo o tamanho das
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nanoparticulas. Como as nanoparticulas se formam instantaneamente, este
meétodo pode ser altamente benéfico em termos de encapsulagao de farmacos.

Misturas binarias de solvente miscivel e outro imiscivel ou de dois solventes
misciveis também podem ser aplicadas (método de emulsificagao espontanea e
difusdo do solvente) (Murakami et al, 1999). O aumento do rendimento utilizando
dois solventes misciveis esta relacionado com o comportamento de separagao de
fase. Num sistema utilizando metanol/acetona ou etanol/acetona — alcool é o
solvente pobre para PLGA e acetona é o solvente bom para o polimero. O ponto
de névoa (cloud point) € obtido com a titulagado do alcool na solugdo de PLGA em
acetona e o valor dessa composigao fornece o maior rendimento.

A quantidade de um solvente com maior miscibilidade com agua facilita a
inducdo da deposicao e formacgao das particulas. Quando a solucdo de PLGA é
dispersa na solugcdo de surfatante, a perturbacdo do sistema produz
instantaneamente grande area interfacial, que leva a formagao de goticulas de
tamanho nanométrico da solugdo de PLGA. Esta turbuléncia interfacial é

governada pelo efeito de Gibbs-Marangoni.

6.1.2. Método de polimerizagdao: Neste caso, monOmeros sao utilizados para
formar as particulas numa solugdo aquosa. O farmaco € incorporado pela sua
dissolucado no meio de polimerizacdo ou pela absor¢cao nas particulas apds a
polimerizacao estar completa. Depois de formadas, estas devem ser purificadas

para remover os estabilizadores e surfatantes empregados.

6.1.3. Coacervacao ou gelagdo I6énica: envolve a mistura de duas fases
aquosas, na qual uma delas esta o polimero catiénico ou anidnico (por exemplo,
quitosana), e a outra um polianion (por exemplo, trifosfato de sédio). Assim, os
compostos interagem eletronicamente formando coacervados com tamanho na
ordem nanométrica. A gelagao idnica envolve transicdo do material de liquido para

gel devido a interagao idnica, em temperatura ambiente.
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6.2. Purificagcao

A purificagdo das NP pode ser feita por métodos, como filtragcdo e
ultracentrifugacao. A primeira técnica é realizada para remover grandes agregados
e as técnicas de ultracentrifugagdo sdo geralmente empregadas para remogéao de
solvente organico, ativo e surfatante livre, e eletrdlitos. Este € o método mais
comum para remog¢ao de grandes quantidades de impurezas do processo.
Entretanto, a forca da centrifugacdo pode causar caking, dificuldade de
redispersar as NP e perda de NP no sobrenadante resultando em baixo
rendimento do processo. Além destas técnicas, ha purificagao por dialise, filtragao
em gel, ultrafiltracdo, diafiltragdo e filtragao por fluxo tangencial (Dalwadi et al.,
2005).

6.3. Liofilizacao

A liofilizagdo é geralmente feita utilizando crioprotetor, geralmente um
agucar, como manitol, sacarose e trealose. Crioprotetores funcionam abaixando a
temperatura de transicdo vitrea de uma amostra, impedindo seu congelamento e
mantendo alguma flexibilidade da mesma, na fase vitrea. Alguns crioprotetores
exercem seu efeito via formagdo de ligacbes de hidrogénio com as moléculas
biolégicas quando as moléculas de agua sdo deslocadas pelo vacuo do
equipamento. Portanto, como o crioprotetor substitui as moléculas de agua, o
material retém sua estrutura, embora ndo esteja mais imerso em meio aquoso
(Reis et al, 2006).

7. Modificagcao das propriedades de superficie

Apesar dos nanocarreadores terem adquirido importancia como sistemas
de entrega de farmacos, alguns estudos mostraram que NP apresentam a
tendéncia de acumular no figado e bago. Isto indica que um grande desafio para o

emprego destas particulas € evitar o Sistema de Fagocitose Mononulear (MPS)/
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Sistema do Reticulo Endotelial (RES). Células do RES sao constituidas
principalmente pelas células de Kupfer do figado e macréfagos do bago e da
medula 6ssea. O mecanismo de filtragdo do baco tem papel importante na
depuracdo de particulas coloidais e sua influéncia aumenta com aumento do
tamanho das particulas (Mohanraj & Chen, 2006).

Assim, os principais fatores que influenciam sua distribuicdo e destino séo,
além do tamanho da particula, suas caracteristicas relativas a carga e
hidrofobicidade. Particulas menores que 200 nm nao sio facilmente reconhecidas
pelo RES, enquanto particulas maiores podem ser filiradas e removidas pelo
corpo (Nahar et al., 2006).

Porém, a tendéncia das NP serem captadas e sofrerem
endocitose/fagocitose pelo MPS oferece oportunidade para entrega dos ativos a
essas células e a esses orgaos. Assim, o tratamento de tumores localizados
nestes 6rgaos, como hepatocarcinoma, metastase hepatica originada do trato
digestivo ou cancer ginecoldgico, tumor bronco pulmonar, tumores primitivos e
metastases, pequenas células tumorais, mieloma e leucemia, leva vantagem em
relacdo ao de outros locais (Mohanraj & Chen, 2006).

Para superar a limitagao de rapida depuragao e tratar outros tumores que
nao estdo inclusos nos 6rgao ricos em células de MPS, NP furtivas foram
desenvolvidas para serem invisiveis aos macréfagos e fagocitos e, assim,
conseguir atingir o local de agdo (Mohanraj & Chen, 2006). Essas NP foram
desenvolvidas através da modificagdo ou funcionalizacdo de sua superficie pela
cobertura ou conjugagdo com polimeros hidrofilicos e polissacarideos, por
peguilacdo e por ancoramento de ligantes e anticorpos. O conceito de
nanoparticulas funcionalizadas com ligantes e de longo tempo de circulagdo é uma
realizacdo do conceito da magic bullet de Paul Erlich (Nahar et al., 2006;
Lemarchand et al., 2004).

A funcionalizacdo da superficie aumenta a eficiéncia das NP devido a
melhora de suas propriedades fisico-quimicas, como o aumento da solubilidade,
prevencdo da agregacdo, aumento da estabilidade em meios biolégicos e

aumento do carregamento. Essas NP, chamadas de "furtivas", apresentam maior
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tempo de residéncia porque impedem a opsonisagdo ou a interagcdo com
macrofagos devido ao impedimento estérico criado na superficie das NP pelas
cadeias dos polimeros. Além disso, a superficie também pode ser funcionalizada
com certas moléculas para que ocorra entrega ativa dos farmacos no local de
acao devido a um reconhecimento celular sitio-ligante (Nahar et al., 2006).

A opsonizagdo é um processo pela qual um organismo estranho ou
particulas sdo cobertas com opsoninas (imunoglobulinas, lamininas, fibronectinas,
colageno tipo I, etc.) na circulagdo sanguinea, as quais tornam esse material mais
visivel para as células fagociticas. Esses dois processos formam o principal
mecanismo de depuragdo do organismo. Para nanoparticulas poliméricas,
geralmente ocorre retirada da circulagdo sanguinea pelo MPS. Se nao forem
biodegradaveis, a acumulagédo nestes orgaos, principalmente figado e bago, pode
levar a toxicidade e a outros efeitos negativos.

Apds opsonizagao, ocorre ligacdo do fagécito a NP através da ligagao das
opsoninas em sua superficie. O ultimo passo € a ingestdo do material pelos
fagécitos que envolvem a endocitose da particula, seguida da secrecdo de
enzimas e outros fatores quimicos Oxido-reativos que fragmentam o material
fagocitado. Para particulas nao-biodegradaveis e moléculas de degradacao de alta
massa molar, os produtos de degradagao serdao removidos pelo sistema renal ou
pelos érgéos do MPS (Owens Ill e Peppas, 2006).

Para evitar esse processo, sao utilizados polimeros hidrofilicos, adsorvidos
ou ligados covalentemente, como: copolimeros em bloco de oxido de etileno e
oxido de propileno (polaxamer e polaxamina), homopolimeros de polietileno glicol,
polisorbatos, hidroxipropilcelulose, lauril éter de polioxietileno, nonil fendlicos
etoxilado e glicerdis etoxilados (Storm et al., 1995). O impedimento da ligagéo das
opsoninas a superficie das NP é realizado pelo impedimento estérico, o que
aumenta sua estabilidade no meio biolégico. As forgas envolvidas nessas
interagdes sdo as de van der Waals, eletrostaticas, ibnicas e hidrofdbicas.

Além disso, a superficie e o potencial da particula podem ser modulados
dependendo do objetivo desejado. Por exemplo, nanoparticulas muco-adesivas

podem ser obtidas adsorvendo a sua superficie polimeros catiénicas, como a
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quitosana que aderem as membranas bioldégicas, as quais apresentam carga

negativa.

7.1. Acido félico

A entrega de farmacos no tratamento de neoplasias malignas apresenta
geralmente duas limitagcbes: a pequena seletividade dos agentes quimioterapicos
para células cancerigenas, resultando em toxidade inaceitavel para tecidos
normais e a necessidade de alta solubilidade do agente quimioterapico para
acessar a superficie das células do tumor pelo sistema circulatério. Entretanto, a
solubilidade lipidica também deve ser alta para que suas moléculas consigam
penetrar nas membranas celulares. Essas duas propriedades sao dificeis de
serem obtidas na mesma molécula. Porém, a conjugagdo da molécula de um dado
farmaco com acido félico resolve ambas as limitagdes (Wang & Low, 1998; Zhang
et al., 2007). Acido fdlico, ou &cido pteroil-L-glutdmico, é uma das vitaminas
soluveis do complexo B, possui formula molecular C4gH9gN7Og € massa molar
441,4 g/mol. Apresenta coloragdo amarelo-alaranjada, sob forma de pé cristalino

inodoro. Sua estrutura molecular esta ilustrada na Figura 7.
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Figura 7. Estrutura molecular do acido fdlico.
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O direcionamento de farmacos via folato foi descoberto apés o grupo de
Bart Kamen (University of Texas Southwestern Medical Center — 1986) ter
publicado a descoberta do processo de absorgao celular do folato por um receptor
que media o processo endocitécito. Acido félico é requerido por células
eucaridticas para reagbes de transferéncia de carbono usado na biossintese de
bases de nucleotideos (purinas e pirimidinas). Portanto, a habilidade de atrair
folato € importante para sobrevivéncia e proliferagdo de células (Hilgenbrink &
Low, 2005).

O transporte celular do folato € mediado pelo carreador de folato reduzido
(RFC - Reduced Folate Carrier), que apresenta baixa afinidade (K, ~ 1 uM) e esta
presente em praticamente todas as células do organismo, e/ou pela proteina
ligante do folato (FBP — Folate Binding Protein, 38 kDa), conhecida como receptor
de folato ou glicosil-fosfatidilinositol (GPI) - ancorada a membrana glicoproteica,
que apresenta alta afinidade pelo acido félico (Kp ~100 pM) e esta distribuida em
apenas alguns locais. RFC é seletivo em facilitar o transporte de apenas formas
reduzidas do AF, enquanto FBP transporta também diferentes moléculas ligadas
ao folato. Uma vez que os conjugados do folato sdo ligados a um receptor FBP na
superficie da célula, eles sao transportados na célula através de um processo
denominado de endocitose mediada por receptor. Através desta interagdo, o
complexo folato-FBP é tomado pelas células e se move através de varias
organelas envolvidas no trafego endocitético, como ilustrado na Figura 8
(Hilgenbrink & Low, 2005; Caliceti et al., 2003).

Duas proteinas isoformes de membranas associadas foram identificadas —
tipo a e tipo B — que exibem diferente especificidade para folato e analogos do
folato. Ambas as formas tem alta afinidade com acido folico (Kd = 100 e 170 pM,
respectivamente). A concentragcado de receptores € altamente elevada em tecidos
malignos, como cancer no ovario, endometrial, colo retal, mama, pulmao, renal,
metastases do cérebro e carcinomas neuroendocrinos. Assim, o acoplamento de
folato a sistemas de entrega de farmacos pode ser empregado no estudo sobre

tratamento de diversos carcinomas (Caliceti et al., 2003; Zhang et al., 2007b).
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Figura 8. Representacdo esquematica do mecanismo de endocitose mediada por
receptor (Wang & Low, 1998).

Tal estratégia apresenta vantagens importantes quando comparada ao
acoplamento de anticorpos (“tumor-specific moclonal antibodies”): baixa
imunogeneicidade; rapido extravasamento, permeacdo do tumor e depuragdo
sistémica; resisténcia a desnaturacdo devido a reagdes e condicbes de
estocagem; conjugacado quimica simples e definida, que leva a baixo custo de
produgao e controle mais facil da qualidade e alta especificidade a tumores (Lee &
Low, 2000).

Essa mesma estratégia de terapia é aplicada em estudos de acoplamento
de acido hialurénico (HA) a superficie de nanoparticulas devido a alta quantidade

de receptores de HA (CD44) expressos em células tumorais (Hyung et al., 2008).
7.2. Quitosana

Quitosana (QTS) é obtida da desacetilagdo da quitina (QTA), o segundo
biopolimero mais abundante, encontrada em conchas e crustaceos. E composta
de copolimeros de glucosamina e N-acetilglucosamina (Figura 9), apresentando

em sua estrutura um grupo amino primario e duas hidroxilas livres para cada
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unidade Cg. Devido a facil acessibilidade do grupo amino, apresenta carga positiva
podendo interagir eletrostaticamente com superficies de polimeros negativamente

carregados, como o PLGA, por exemplo.
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Figura 9. Estrutura molecular da (a) quitina e (b) quitosana (Abreu & Campana-
Filho, 2005).

QTS é geralmente purificada na forma neutra obtida apds dissolugéo do
polimero em solucdo aquosa diluida de acido acético, filtragao e adicao de alcali
aquoso até provocar sua precipitacdo. Também se pode obter sais purificados de
quitosana, como cloridrato, resultando num material hidrossoluvel. A quantidade
de grupos N-acetil depende das condicbes de desacetilagdo e da origem da
quitina. Geralmente, amostras com grau de N-acetilagdo abaixo de 0,3 séo
denominadas QTS, pois s&o soluveis em acido acético diluido. A porcentagem de
acetilacdo é um dos fatores mais importantes que influenciam as propriedades da
QTA e da QTS. Inumeros métodos sao utilizados para a sua avaliagao: titulagao,
espectroscopia de absorcdo no infravermelho, espectroscopia de RMN de H ou
de *C em sdlidos (Signini & Campana Filho, 2001).

Tan et al. (1998) compararam diversas técnicas para medir o grau de
desacetilagdo (GD) da QTS como UV-Vis, RMN, titulagao, teste de Ninidrina, entre

outros. Técnicas como IV e NIR sdo inadequadas para analise devido a presenca
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de impurezas associadas as cadeias de QTS. Nesse trabalho, foi concluido que as
medidas mais proximas do grau de desacetilagdo foram obtidas por UV-Vis e por
RMN, devido a menor interferéncia de contaminantes. Zhang et al. (2005)
estudaram também a determinagdo do GD por difratometria de Raios-X e
compararam com outros meétodos, obtendo boa correlagédo entre os resultados.

QTS é uma base fraca, insoluvel em agua e em solventes organicos e
soluvel em solugdes acidas com pH < 6,5, onde as unidades glucosaminas sao
convertidas em ions aménio R-NHs". Em solugdes alcalinas ou com polianions,
QTS precipita, formando gel. Suas principais propriedades sao:
biodegradabilidade, baixa toxicidade, adsor¢ao de ions metalicos, coagulagao de
suspensdes ou solutos, boa biocompatibilidade, capacidade de formar filmes e
muco-adesividade devido a interagdo eletrostatica entre a QTS carregada
positivamente e a superficie da mucosa carregada negativamente. Essas
propriedades podem ser atribuidas a: forte ligacao por hidrogénio de seus grupos;
flexibilidade da cadeia e propriedades de energia superficial que favorecem seu
espalhamento na mucosa.

Existem muitos artigos na literatura baseados na adsorcédo de QTS em
superficies de micro e nanoparticulas. As principais motivagdes sao a
possibilidade de obter NP biomiméticas que escapem do RES levando a maior
tempo de circulagdo; facil adesdo a superficie das NP e bioadesividade,
aumentando o transporte através da mucosa intestinal pelas interacoes
especificas entre nanocarreadores e o epitélio intestinal pelo aumento do
transporte paracelular (Rieux et al., 2006). Essas particulas sdo empregadas para
diagnéstico, sistemas oftdlmicos e intranasais, em quimioterapia, e como
carreadores de genes e oligonucleotideos.

Outra vantagem na utilizagdo de QTS é que, além ser biocompativel e
biodegradavel, os grupos aminas pode ser ligado a outras moléculas, como acido
félico, que levam o ativo diretamente ao local de agcédo (Nahar et al., 2006; Sinha et
al.; 2004). Assim, neste trabalho foi sintetizado folato de quitosana (FOL-QTS)
para acoplar folato a superficie das nanoparticulas de PLGA e conferir as

formulagdes as propriedades tanto da quitosana quanto do acido félico.
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Lemarchand et al. (2004) descreveram metodologias para modificar
superficies de nanoparticulas com quitosana: adsor¢cao simples; incorporagao da
cadeia do polissacarideo no momento da preparacdo das nanoparticulas;
copolimerizagdo das nanoparticulas com a cadeia do polissacarideo por
polimerizagdo em emulsado ou radicalar e a partir de co-polimeros pré-formados.
Kumar et al. (2004) prepararam NS catiénicas de PLGA, utilizando blendas de
PVA-QTS pela técnica de emulsao-difusao-evaporacdo, como carreadores de
DNA a partir de interagéo eletrostatica.

Devido as suas caracteristicas estruturais e fisioldgicas, o acoplamento de
QTS ou QTS modificada as NP foi considerado para este projeto. A incorporagao
de QTS nas NP foi estudada por adsorg¢ao simples e pela incorporagao da cadeia
do polissacarideo no momento da preparagao das NPs. A conjugacgao eletrostatica

de QTS-FOL foi feita somente por adsor¢ao simples.

8. Sistema de entrega de farmacos para quimioterapia

Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em
comum o crescimento desordenado de células que invadem tecidos e 6rgaos, que
podem se espalhar (metastases) e se dividir rapidamente, como ilustrado na
Figura 10. Importante causa de doenga e morte no Brasil, desde 2003, neoplasias
malignas constituem-se a segunda causa de morte na populagéo, representando
quase 17% dos obitos de causa conhecida notificados em 2007 no Sistema de
Informagdes sobre Mortalidade. Os canceres de pulméo, prostata e estdbmago
foram as principais causas de morte por cancer em homens; mama, pulméo e
intestino, as principais causas da mortalidade feminina. Segundo recente relatorio
da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC)/OMS (World Cancer
Report 2008), o impacto global do cancer mais que dobrou em 30 anos

(http://www.inca.gov.br — acesso Mar¢o2010).
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Figura 10. Representacédo esquematica da divisdo das células em tecidos e

formacgéo do cancer (retirado de http://www.inca.gov.br — acesso Mar¢o2010).

A quimioterapia de céancer é procedimento delicado nos quais inumeros
fatores sdo envolvidos, incluindo o farmaco utilizado, a condicdo do paciente, a
farmacocinética, a dosagem e o periodo de aplicagao (Feng & Chien, 2003).

Quanto a dosagem, um dos grandes problemas € a necessidade do uso de
adjuvantes para administragdo clinica causando efeitos colaterais sérios e a
disponibilidade destes antineoplasicos. Cremofor EL (6leo de mamona
polioxietilado) e alcool desidratado sdo os dois adjuvantes mais utilizados. O
primeiro causa hipersensibilidade, nefro, neuro e cardiotoxicidade, entre outros
efeitos colaterais. A solugado injetavel de 5-fluorouracil (Adrucil®) contém este
adjuvante em sua formulagao.

Para tratamento do tumor, é necessario expor suas células a concentragao
de farmaco suficientemente alta por longo periodo. O recesso é necessario para
que o paciente se recupere. Além disso, acredita-se que o tratamento seja mais
efetivo se a concentragdo do farmaco permanecer por periodo de tempo maior
numa concentragdo menor do que uma alta dosagem em apenas uma

administragao.
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Quanto a toxicidade, antineoplasicos também podem afetar células sadias,
e essa é uma das principais motivagdes para desenvolver sistemas de entrega
seletiva destes ativos. Outro problema, relacionado a quimioterapia, é o
desenvolvimento da resisténcia das células neoplasicas ao farmaco, devido a alta
dosagem administrada no paciente, diminuindo a concentragdo do ativo no local
de agdo. A probabilidade do aparecimento dessa resisténcia aumenta com
aumento da massa tumoral (Feng & Chien, 2003).

Para contornar este problema, geralmente € utilizada uma combinagdo de
antineoplasicos. Porém, além dos efeitos sinérgicos ou antagdnicos, também pode
se desenvolver resisténcia a estes multiplos farmacos. Outro problema esta
relacionado a barreira micro-circulatéria a qual os agentes devem cruzar para
alcancgar as células do tumor. Moléculas de ativos devem alcangar os vasos
sanguineos do tumor, atravessar a parede dos vasos e migrar para alcancar as
células malignas (Feng & Chien, 2003).

A resisténcia ao farmaco pode ser dividida em trés categorias, de acordo
com seu mecanismo: resisténcia farmacocinética devido a baixa concentracédo do
farmaco no tumor, resisténcia cinética devido a presenca de pequena quantidade
de células suscetiveis e a resisténcia genética devido a resisténcia bioquimica das
células do tumor ao farmaco. A combinacao de diferentes antineoplasicos € uma
estratégia para diminuir esta resisténcia (Huber et al., 2010).

Esse fendbmeno pode estar relacionado a uma série de fatores como:
transporte do farmaco através da membrana plasmatica (relacionado com as
bombas de efluxo), alteragdo da enzima-alvo, alteracdo no metabolismo do
farmaco, aumento na reparacdo do DNA e incapacidade de sofrer apoptose.
Varias proteinas estado relacionadas a este fenbmeno e as mais importantes séo a
MRP, localizada predominantemente na membrana plasmatica, e a glicoproteina-
P, que utiliza a energia proveniente da hidrélise do ATP, promovendo efluxo do
quimioterapico (Huber et al., 2010).

“Multi Drug Resistance” (MDR) € desenvolvido contra farmacos com alguns
tipos de estruturas moleculares e esta relacionado a diminuicdo do acumulo do

farmaco nas células e alta concentracao de glicoproteina-P (P-gp), glicoproteina
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presente na membrana celular (Feng & Chien, 2003), que transporta farmacos e
funciona como bomba de efluxo por um mecanismo que requer ATP, reduzindo a
concentracgéao intracelular do ativo e a atividade de antineoplasicos.

TPGS é eficiente em reduzir a influéncia de P-gp em diversos farmacos
antineoplasicos transportados por essa proteina, como doxorrubicina e paclitaxel.
5-FU nao é transportado por P-gp e, portanto, sua citotoxidade nao é afetada pelo
uso de TPGS. Dintaman & Silverman (1999) sugerem, também, que ele possa
aumentar a biodisponibilidade oral de farmacos via inibigdo da P-gp e via
diminui¢ao do transporte ao lumen intestinal.

Sistemas nanoparticulados sado veiculos promissores na detecgédo e no
tratamento do cancer devido a sua seletividade, entrega sustentada por longo
periodo numa maior concentragcdo que o farmaco livre e, portanto, maior poténcia
no tratamento de tumores (Pathak & Katyiar, 2007).

Nanoparticulas podem chegar ao local de acao de forma passiva ou ativa. A
entrega passiva de nanoparticulas explora as caracteristicas de crescimento do
tumor. A difusdo no tumor se torna limitada num volume maior que 2 mm?®. Esta
limitagdo impacta na nutrigdo, excregao e entrega de oxigénio, resultando em
aumento da vascularizacdo (angiogénese) para ultrapassar esta limitacdo. A
vascularizagdo incompleta resulta em vasos que permitem extravasamento de
particulas com didametro de 100 nm a 2 um. Além disso, como a pressao
intersticial € mais alta no centro da massa tumoral que em sua periferia, ha fluxo
de fluido intersticial para fora do tumor, reduzindo a difusdo do farmaco para o
centro do tumor. Entretanto, as particulas e moléculas que atingem o intersticio
tém maior tempo de retencdo que nos tecidos normais. A combinacdo deste
estravasamento e a pouca drenagem linfatica resulta no Efeito de Aumento de
Retencdo e Permeacado (EPR, Enhanced Permeation and Retention Effect, Figura
11). A entrega ativa tem a vantagem de aumentar o tempo de circulagao,
afinidade, extravasamento e absorcdo celular das nanoparticulas através do

acoplamento de determinadas moléculas a sua superficie (Byrne et al., 2008).
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Figura 11. llustracao do efeito do aumento de retencao e permeacao (EPR):
carreadores (1) penetram através da vasculatura do tumor (2), no intersticio (3), e
se degradam no local liberando o farmaco (4), levando a um aumento da sua

concentracéo (Torchilin, 2007).

Ha um grande numero de carreadores sendo usados em quimioterapia, os
quais sao desenvolvidos principalmente para aumentar a entrega do farmaco ao
tumor através de superficies hidrofilicas, como particulas furtivas e superficies
positivamente carregadas, podendo aumentar a endocitose devido a ligacao
eletrostatica com as cabecgas polares dos fosfolipidios negativamente carregados.
Atualmente, os sistemas que estdo comercialmente disponiveis sio MyocetT'VI
(doxorrubicina lipossomada n&o peguilada), Doxil® e Caelix® (doxorrubicina
lipossomada peguilada), DaunoXome® (daunorrubicina lipossomada peguilada) e

Abraxane® (paclitaxel ligado a nanoparticulas de albumina).

9. 5-Fluorouracil (5-FU)

Cancer € uma doenga com metabolismo celular e mitose anormal. Anti-
metabaotitos (AM) e agentes que interagem/interferem com DNA constituem, de
longe, os maiores numeros de compostos ja aprovados pelo FDA para tratamento

de neoplasias (Montgomery & Ananthan, 1995).

33



A maioria dos AM (como 5-fluorouracil, metotrexato, etc.) tem estruturas
analogas aos componentes do DNA e atuam inibindo a enzima envolvida na
sintese do DNA ou sao incorporados ao DNA ou ambos, agindo em fase
especifica do ciclo celular. A interferéncia especifica somente com o denovo ciclo
das células cancerigenas ndo é possivel, pois 0 mesmo caminho biosintético é
usado tanto para essas células neoplasicas como para as células dos tecidos
normais. O mesmo ¢é valido para a interferéncia na fungdo do DNA. Portanto,
tendem a ser mais uteis primariamente no tratamento de linfomas e leucemias,
patologias em que o a proliferagao celular € mais intensa que tumores sélidos que
crescem mais lentamente (Montgomery & Ananthan, 1995).

Essencialmente, todos os AM conhecidos foram investigados para atividade
antineoplasica, porém esta atividade estava acompanhada por alta toxicidade. O
maior sucesso no desenvolvimento de AM ocorreu com analogos de metabdlitos
envolvidos na biossintese dos acidos nucléicos e co-fatores contendo purinas e
pirimidinas (Montgomery & Ananthan, 1995).

Outra classe de antineoplasicos (como as antraciclinas) é constituida por
farmacos que ndo atuam especificamente no ciclo celular e agem também sobre
células sadias, que nao estao proliferando, embora estas sejam menos sensiveis
a eles. Como resultado, estes agentes sao uteis no tratamento de neoplasias que
crescem rapida e/ou lentamente (Montgomery & Ananthan, 1995).

A maioria das combinacdes de farmacos contém membros de ambas as
classes. Tal combinacao é feita tanto pela diferenca dos mecanismos de acéo,
como pela toxicidade, entre as duas classes, embora ambas interfiram na sintese
ou funcdo do DNA. Outro fator é devido ao desenvolvimento de resisténcia ao
farmaco (Montgomery & Ananthan, 1995).

AM inibem enzimas ou s&o ativados por elas e a populacdo de células
resistentes surge do crescimento rapido de células mutantes com mudangas na
suas capacidades enzimaticas, pelo aumento da quantidade de enzima ou pela
exclusdo da atividade enzimatica que ativa o farmaco (Montgomery & Ananthan,
1995).
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O farmaco 5-Fluorouracil (2,4-dioxo-5-fluoropirimidina, 5-FU) é uma
substancia solida, micronizada, estavel a temperatura ambiente, branca, cristalina,
soluvel em agua (12,2 mg/mL). Sua férmula molecular € C4H3FN2O, e sua
estrutura molecular esta representada na Figura 12. Seu espectro de UV-Vis
apresenta uma banda caracteristica de uma transi¢do n-n, com absorcdo em 266
nm e fluorescéncia em 391 nm quando excitada em 315 nm (Bayomi & Al-Badr,
1989).

Uracl| 5-Fluorouracil

Figura 12. Estrutura molecular da base uracil e do farmaco 5-fluorouracil.

O desenvolvimento de 5-FU foi um importante evento na histéria da
quimioterapia contra o cancer, pois representou um dos primeiros exemplos em
que o projeto e a sintese de um farmaco antineoplasico foram baseados em uma
estratégia bioquimica. 5-FU tem sido usado ha mais de 40 anos no tratamento de
algumas neoplasias. E um antimetabdlito, derivado fluorado da base Uracil, que
reduz o crescimento tumoral incorporando-se ao RNA, inibindo a formagao de
timidina e a enzima timidalase sintase (TS) e, portanto, inibindo a sintese de
proteinas (Montgomery & Ananthan, 1995).

Este farmaco € um dos mais uteis no tratamento de tumores sdlidos em
adultos, especificamente carcinomas do trato gastrointestinal (estémago, colon e
reto) e da mama, e também apresenta atividade contra carcinomas da cérvix,

ovario, bexiga, préstata, pancreas e figado e no tratamento tépico de lesbes pré-
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malignas de ceratose actinica e carcinomas superficiais de células basais
(carcinoma basocelular). Atualmente, este farmaco € comercializado com nomes
Efudex®, Carac®, Fluoroplex® (administracdo topica para cancer de pele) e
Adrucil® (solugao injetavel).

Entretanto, a remissao completa usando apenas este farmaco nao é usual
e, por isso, ele € empregado em combinagdo com outros agentes terapéuticos
como metrotrexato, hidroxiuréia, leucovorin, doxorubicina e ciclofosfamida (no
tratamento de cancer avangado de mama). 5-FU n&o inibe sozinho o crescimento
celular, mas €& metabolicamente convertido em outras substancias ativas das quais
trés sao as maiores responsaveis pelo efeito terapéutico: FAUMP (5-fluoro-2’-
deoxiuridina monofosfato); FAUTP (5-fluoro-2’-deoxiuridina trifosfato) e FUTP (5-
fluoridina trifosfato) (Bayomi & Al-Badr, 1989; Rudy & Senkowski, 1973).

ApoOs sua descoberta, 5-FU ainda permanece como um dos principais
agentes quimioterapicos para o tratamento de cancer de célon. A estratégia mais
usada na administracdo de 5-FU é seu uso com Leucovorin, que também é um
inibidor da enzima TS e aumenta a eficacia do 5-FU.

Inicialmente, 5-FU era administrado via oral. A administracdo por essa via
foi estudada por diversos autores no tratamento de diversos carcinomas, dentre
eles adenocarcinoma recorrente e de metastase. Douglass Jr. & Mittelman (1974)
estudaram dois pacientes com metastase de carcinoma de codlon via
administragao oral, intravenosa e intra-hepatica de 5-FU radioativo e observaram
que apdés duas h de uma administragcdo i.v. praticamente nao havia 5-FU
detectavel no plasma periférico e portal e na secrecao biliar; quanto a via intra-
hepatica, 5-FU néo foi detectado, indicando que o figado degrada rapidamente o
farmaco; ja pela via oral, houve aumento de concentragao inicial apos ingestao
com uma infusdo continua de até 3 h apods a ingestao.

Porém essa via nao foi mais utilizada apdés a publicacdo de Hahn et al.
(1975) mostrando que a intravenosa era mais efetiva devido a absorgdo do
farmaco no intestino ser variavel quando administrado oralmente. Em outro estudo
realizado por Thomas (1978), a administracdo de 5-FU em cachorros da raga

beagle demonstrou que a absor¢cao de 5-FU no lumen estomacal € baixa, o que
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torna improvavel a eficiéncia de administragcao desse farmaco pela via oral. Além
disso, a mucosa gastrointestinal contém dihidropirimidina desidrogenase (DPD),
uma das enzimas que catabolizam 5-FU e dependendo do individuo, a
concentracdo dessa enzima € elevada, reduzindo os niveis deste farmaco no
plasma.

Algumas estratégias tém sido desenvolvidas para diminuir esse problema,
como a co-administracdo de farmacos que inibem a acdo de DPD, como uracil e
eniluracil, e a administracdo oral de proé-farmacos do 5-FU que sao absorvidos
intactos e sdo metabolicamente ativados apds absor¢édo intestinal, como a

capecitabina mostrada na Figura 13 (Mayer, 2001).
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Figura 13. Estruturas moleculares do eniluracil e capecitabina.

Eniluracil inibe completamente DPD aumentando a biodisponibilidade oral
do farmaco e diminuindo a variabilidade de seu comportamento farmacocinético.
Diversos estudos mostraram que a modulagem farmacocinética destes dois
compostos pode ser boa alternativa no tratamento de cancer de cdlon e
gastrointestinal. Outro estudo mostra a eficiéncia da dosagem oral de 5-FU apods a
remogao cirurgica de tumores gastricos (Sun et al., 2009).

Paek et al (2006) estudaram a administracdo do farmaco para o tratamento
de céancer retal em camundongos pelas vias oral e retal. 5-FU administrado via

supositério composto de polaxdmer 188 e propilenoglicol teve menor toxicidade
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sistémica, pois permitiu o contato topico direto com a neoplasia retal e maior
concentracao nos tecidos do intestino, que a administrac&o intravenosa.

Atualmente, 5-FU é administrado via intravenosa como um bdlus ou como
uma infusdo continua. Em pacientes com metastases no figado é usada infuséo
intra-hepatica continua como alternativa a intravenosa, embora 50% do ativo
sejam eliminados via primeira passagem pelo figado. Como a meia vida deste
farmaco no plasma € pequena (10-20 min), o protocolo envolve a administragao
endovenosa de doses elevadas (400-600 mg/m?), semanalmente, para que sejam
alcangados niveis terapéuticos (Peters et al., 1993; Holland et al. 1997), fato que
exacerba os efeitos adversos.

5-FU atua contra células que se dividem rapidamente afetando a medula
O0ssea e as mucosas gastrointestinal e oral. Os efeitos adversos mais frequentes
incluem inicialmente anorexia e nauseas seguidas de estomatite e diarréia.
Entretanto, os efeitos adversos mais sérios decorrem da mielo supressao a qual
se manifesta clinicamente como leucopenia (reducdo da quantidade de glébulos
brancos), trombocitopenia e anemia. Ocorre, também, perda de cabelo, alteragbes
nas unhas e dermatite. Entre as manifestagbes neurologicas, destaca-se a
sindrome cerebelar aguda. Na administragcdo intra-hepatica podem advir
complicagbes devidas ao atrito do catéter com a artéria gastroduodenal,
resultando necrose, hemorragia e até perfuragado do epitélio intestinal; causando,
ainda, efeitos neurolégicos, necrose do miocardio, isquemia e reagdes
inflamatdrias como conjuntivite aguda e crénica. Além disso, as células tumorais
podem criar resisténcia contra este farmaco dificultando seu acesso ao tumor,
afetando a distribuicio e aumentando a eliminagdo. Essa resisténcia esta
relacionada com o aumento dos niveis de enzima TS apds certo periodo da
administragdo (Peters et al., 2002).

Em razao disto, tém sido feitas varias tentativas para encapsular 5-FU a fim
de reduzir os efeitos adversos que ele provoca. Em particular, isto foi feito
anteriormente com lipossomas (Elorza et al.,, 1993; Fresta et al., 1993;
Mazumbere, 1981; Ozer, 1992), onde foi observado que o 5-FU tem pouca

interacdo com bicamadas lipidicas, em razdo da eficiéncia de encapsulagao ser
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muito pequena, variando entre 2 e 6% dependendo da composi¢cdo usada na
preparacado das vesiculas. Outro problema encontrado diz respeito ao vazamento
do 5-FU encapsulado quando é feita a separagcao do material ndo encapsulado
(Elorza et al., 1993; Fresta et al., 1993; Ozer, 1992), o que limita o tempo de
armazenamento de preparagdes lipossomais convencionais.

Mais recentemente, foram encontrados na literatura diversos sistemas
relativos ao farmaco utilizado neste projeto, com objetivo de diminuir seus efeitos
adversos e prolongar sua liberagdo. A incorporagdo de farmaco hidrofilico em
sistemas carreadores sofre da rapida migracao do farmaco e, portanto, perda do
farmaco para fase aquosa (Govender et al., 1999). Assim, geralmente, particulas
contendo 5-FU apresentam baixa eficiéncia de encapsulacéo e perfil de liberacao
mais rapido que farmacos hidrofébicos. Alguns destes sistemas sdo descritos a

seqguir:

a) Hidrogel

Micro-esferas de hidrogel de quitosana e pluronic F-127 foram preparadas
pelo método de reticulagdo em emulsdo. Foram determinadas a eficiéncia de
encapsulagao (cujos valores variaram de 46 a 87%) e o tamanho médio das
particulas em volume (136 a 382 pm3). Foram obtidas imagens por microscopia
eletrébnica de varredura; espectros de absor¢gdao no infravermelho com
transformada de Fourier para confirmar a estabilidade quimica do 5-FU nas micro-
esferas de hidrogel; curvas de DSC, que indicaram a dispersédo do ativo na matriz
do hidrogel, através do desaparecimento do pico de fusdo do farmaco
encapsulado; difratogramas de raios-X, sendo observado o desaparecimento de
picos de 5-FU quando na matriz; a quantidade de agua absorvida nos hidrogéis e
experimentos de liberacdo in vitro, relacionando a liberagdo do farmaco com

coeficientes de difusao (Rokhade et al., 2007).

b) Niossomas
Muzzalupo et al. (2007) estudaram a encapsulagéo de 5-FU em coroas de

éteres, 0os quais pertencem a classe de macrociclos e possuem habilidade de
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complexar ions e pequenas moléculas organicas. Também se comportam como
ionoforos capazes de transportar ions através de barreiras lipofilicas. Nesse artigo,
uma longa cadeia lipofilica de grupos alquila é adicionada a coroa, formando um
surfatante, conhecido como “bolaforma”, o qual se organiza em vesiculas
(monocamada de membranas lipidicas) em solucédo. 5-FU é encapsulado neste
sistema com objetivo de aperfeicoar a absorgéo oral e seu tempo de meia-vida. A
eficiéncia de encapsulacao variou entre 4 e 66 % e dependeu da quantidade de

colesterol utilizada e do tipo de surfatante.

c) Lipossomas

Glavas-Dodov et al. (2005) prepararam lipossomas multi-lamelares (pelo
método de hidratagao do filme lipidico seco) contendo 5-FU. O efeito da liofilizagao
foi estudado comparando os tamanhos das vesiculas, a eficiéncia de
encapsulacao e a liberagcdo do ativo antes e depois da liofilizagao/rehidratacao,
medindo parametros antes e apos liofilizagdo, com e sem sacarose (utilizada
como crioprotetor). Apenas a liofilizagdo sem crioprotetor aumentou os tamanhos
das particulas e diminuiu a eficiéncia de encapsulacdo. Os lipossomas foram
caracterizados por: calculo da EE (5-30 %); didametro médio das particulas (3 a 8
pum) e perfil de liberagdo do farmaco, seguindo o modelo de Higuchi e cinética de
ordem zero.

Um estudo sobre encapsulagéo de lipossomas como sistema para entrega
de 5-FU via nasal no tratamento de cancer pulmonar foi feito por Hitzman et al.
(2006) com objetivo de diminuir os efeitos colaterais do farmaco maximizando a
sua concentragdo no pulmao e diminuindo em outras partes do organismo. As
caracteristicas dos lipossomas foram didametro entre 0,4 e 2,6 ym; conteudo do
farmaco 1,3 a 6,4 % e taxas de liberacao de 0,44 a 2,32 % de 5-FU/h, obtidas via
microdialise.

O desenvolvimento de lipossomas catibnicos para tratamento de cancer
pancreatico foi feito por Kalra & Campbell (2006). Estes lipossomas geralmente se

acumulam nos locais do tumor e no figado (sitio favoravel para desenvolvimento
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de metastases). Nesse trabalho foi possivel obter percentual de encapsulacéo

maior que 80 % e tamanho de particula de 200 a 300 nm.

d) Microparticulas

Blanco et al. (2005) encapsularam 5-FU em microparticulas de PLGA e PLA
utilizando o método de spray-drying, obtendo particulas com diametro meédio entre
1,1 e 1,7 ym, com superficie lisa e levemente porosa. Pelo mesmo método, foram
preparadas micro-esferas de poli(e-caprolactona) com diametro por volta de 3um,
eficiéncia de encapsulagcao de 49%. PLGA foi utilizado para encapsular 5-FU pelo
método de evaporagao do solvente, por Cifti et al. (1996). As Micro-particulas
apresentaram geometria esférica, com didametro entre 2 e 5 ym e EE maior 70 %.
Foram feitos também estudos in vivo e in vitro, para determinar a eficiéncia

terapéutica deste sistema.

e) Nanoparticulas

Estdo presentes na literatura inumeros artigos sobre nanoparticulas como
sistema para encapsulagao de 5-FU, com objetivos similares. A caracterizagéo é
similar as de outros sistemas: morfologia, carregamento e eficiéncia de
encapsulagcado, tamanho das particulas, potencial zeta, perfil de liberacdo e
farmacocinética. Foi observado que nanoparticulas geralmente apresentam
carregamento menor e liberagdo mais rapida que microparticulas, devido a seu
menor tamanho e maior area superficial. Como exemplo, pode-se citar o trabalho
de Hitzman et al. (2006) que prepararam nanoparticulas lipidicas com diferentes
composi¢oes, diametro entre 0,4 e 1,0 um, com carregamento entre 4,7 e 18,4%.
Li et al. (2008) estudaram a encapsulacdo de 5-FU em nanoparticulas de
copolimeros em bloco, sendo o bloco hidrofébico constituido por poli(y-benzil-L-
glutamato) e o bloco hidrofilico por poli(etilenoglicol), para o tratamento de cancer
de cdlon, com carregamento de 27,1%. As nanoparticulas foram preparadas por
diafiltragdo e apresentaram melhores caracteristicas farmacocinéticas que o ativo

isolado.
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Il. OBJETIVOS

1. Geral

Preparar e caracterizar nano-esferas de PLGA contendo 5-FU como
sistemas carreadores para tratamento de cancer, adsorvendo a sua superficie
quitosana e folato de quitosana para que ocorra entrega mais seletiva, com maior
direcionamento as células alvo e com menor toxicidade que a formulacio

convencional.

2. Especificos

o Determinar a influéncia da massa de 5-FU, pH das solugdes, temperatura e
volume da solugao de surfatante nas propriedades das nanoparticulas de PLGA;

o Determinar a concentracédo das solugdes de quitosana e folato de quitosana
apropriada e o seu pH para adsorcao a superficie das NP;

o Caracterizar as particulas quanto a morfologia, distribuicdo de tamanho das

nanoparticulas, potencial Zeta, carregamento, rendimento, perfil de liberacéo e

estabilidade;
° Determinar as melhores condi¢gbes para a armazenagem das formulagdes;
o Comparar a eficiéncia entre 5-FU encapsulado em nanoparticulas de PLGA,

com quitosana e folato de quitosana na sua superficie, em diferentes linhagens de

células de cancer.
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lll. PARTE EXPERIMENTAL

1. Reagentes e equipamentos

1.1. Reagentes e materiais

5-Fluoruracil micronizado (Suan Farma S.A.); PLGA R502, R502H, R503, R503H
(Boehringer Ingelheim Pharma KG); acetona, acido acético glacial e sacarose
(todos da Synth®); PLGA (50:50, viscosidade inerente 0,15-0,25), trealose,
hidrocloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-3,5-difeniltetrazélio (MTT) e dodecilsulfato de sddio (SDS) e
borohidreto de sdédio (NaBH,), todos da Sigma; dihidrogenofosfato de potassio,
sulfato de sddio, hidroxido de sodio (Vetec®); acido cloridrico fumegante 38%
(Merck); cloreto de potassio (KCIl, Casa da Quimica Ltda.); dimetilsulféxido
(DMSO, Nuclear); cloreto de soédio (CHEMCO); acido fdélico (ChangZhou);
membrana SpectraPor MWCO 1000; quitosana em p6 (Polymar); succinato de D-
a-tocoferol polietileno glicol 1000 (TPGS, Eastman); alcool polivinilico (PVA,
Aldrich), massa molar 13000-23000 Da;

1.2. Equipamentos

Banho de ultrassom Ultrasonic Cleaner USC 1400A com aquecimento — Unique
Ind. Com. Prod. Eletron. Ltda., frequéncia 40 kHz, consumo 150 VA; microbalanca
analitica Mettler Toledo AB204S; dispersor IKA T25 com elemento dispersor S25 e
dispersor IKA T18 com elemento dispersor S18; ultracentrifuga HIMAC CP80WX,
Hitachi; microscoépio eletrénico de varredura JEOL mod. JSM-T300 e JEOL
5800LV; equipamento ZetaSizer 3000HS Malvern Instruments; liofilizador FTS
Systems; centrifuga Fanem 20611 modelo 206 BL, espectrometros de RMN Bruker
Avance |l 300 MHz e Varian 500 MHz; estufa de secagem Binder FED240 com
controle digital de temperatura; espectrofotdmetro HP8453; espectrofotémetro de
Infravermelho Bomem-Hartmann modelo MB 102; difratdbmetro de Raios-X
Shimadzu-XDR — modelo 6000.
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2. Procedimentos

2.1. Técnicas de caracterizagao dos ensaios

2.1.1. Espalhamento dindmico de luz (EDL)

a) Obtencao do diametro médio (¢, nm, Z average) e do indice de
polidispersao (IPD)
O preparo das amostras foi feito diluindo 50 uL da suspensao de NP em 1

mL de agua desionizada.

b) Obtencao do potencial zeta ({, mV)

Medidas de potencial ¢ foram feitas determinando a mobilidade
eletroforética das NP a 25 °C através da Lei de Henry, com uma cela contendo um
par de eletrodos. O preparo das amostras foi feito diluindo 50 uL da suspensao de

NP em 1 mL de solugao filtrada (membrana 0,22 um) de KCI 1 mmol/L ou em agua

desionizada.

2.1.2. Determinagao do percentual de carregamento (C), eficiéncia de
encapsulagao (EE) e rendimento (R)

Os caélculos foram realizados utilizando a definicao de Govender et al.
(1999):

massa de 5—FU final «100% EQUAQAO 1

Carregamento (C ) =
& ( ) massa de NP recuperadas

massa de 5—FU final «100% EQUACAO 2

Eficiéncia de Encapsulacdo (EE) = —on do 5 FU inicial

Rendimento (R) — massa de NP recuperadas «100% EQUACAO 3

massa de PLGA+massa de 5—FU inicial

O conteudo de 5-FU foi obtido de dois modos:
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a) Analise elementar por CHN
Calculou-se a quantidade de 5-FU através da porcentagem de nitrogénio na
amostra de NP. Como nao ha nitrogénio na estrutura quimica do PLGA e do

surfatante, a % N é proporcional a % 5-FU presente nas NP.

b) Espectroscopia de absorg¢ao no UV-Vis

Uma determinada massa de NP foi dissolvida em cloroférmio. Como 5-FU
nao se dissolve em cloroférmio, adicionou-se agua destilada para extrai-lo (Cifti et
al.,1996; Bozkir & Saka, 2005), mantendo os tubos sob agitagéo por 24 h. A fase
aquosa foi coletada e a quantidade de 5-FU foi determinada a 266 nm (Blanco et
al., 2005). Com as particulas contendo QTS, apods extragado da fase aquosa, foi
necessario centrifuga-las a 1890 xg por 15 min para retirar a QTS presente no

meio, considerando que n&o ha interagcdes entre o farmaco e o polissacarideo.

2.1.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Uma gota da suspenséo coloidal obtida foi aplicada no porta-amostra. Apos
secagem, o porta-amostra foi revestido com ouro, usando metalizador MED 20
Coating System (Bal-Tec) operado nas condi¢gdes 20 mA de corrente e 50 mTorr
de pressao por 160 min. A amostra liofilizada foi pulverizada sobre uma fita de

carbono e metalizada como descrito.

2.2. Métodos de preparagao de nanoparticulas

2.2.1. Método de evaporagao do solvente e dupla emulsdo agua-6leo-agua
(A/O/A)

Consiste em adicionar a solugdo de 100 mg de PLGA em 10 mL de
solvente imiscivel com agua (10 mg/mL) uma aliquota de solugdo aquosa de 5-FU.
Essa emulsdo é colocada no ultrassom por 10 min e adicionada lentamente a
solugdo de surfatante (PVA 1% ou TPGS 0,03% m/v) sob alta velocidade no
dispersor. Apds evaporagdo do solvente orgéanico, as particulas sdo lavadas e

centrifugadas para eliminar excesso de surfatante e 5-FU nao-encapsulado (Reis
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et al., 2006). Quando foi utilizado PVA, as particulas foram lavadas seis vezes e
quando foi utilizado TPGS foram feitas apenas duas lavagens. A descrigao
detalhada da quantidade de 5-FU e de volume de surfatante sera detalhada em

cada item a seguir.

2.2.2. Emulsificacao espontanea ou método de difusao do solvente

Um solvente miscivel com agua é utilizado para preparar as NP e consiste
em adicionar uma aliquota de solugdo aquosa de 5-FU a uma solugéo de 100 mg
de PLGA em 10 mL de acetona. Essa solugao final é colocada sob ultrassom
(poténcia 240W, frequéncia ) por 10 minutos. Apds esta etapa, a solugao é
adicionada lentamente a determinado volume de solugdo de TPGS 0,03% (m/v)
sob agitacédo (6000-14000 rpm). Apds evaporar o solvente organico, as particulas
sdo lavadas e centrifugadas duas vezes para eliminar excesso de TPGS e 5-FU
nao-encapsulado (Reis et al., 2006). NP sem 5-FU foram preparadas sem
adicionar solugdo aquosa de 5-FU. Um terceiro método de preparagao foi
estudado onde o farmaco foi dissolvido diretamente na solucdo de PLGA. A
descricao da quantidade de 5-FU e de volume de surfatante sera mais bem

detalhada em cada item a seguir. A Figura 14 ilustra este método de preparacgao.

Evaporagio do
Solucdode PLGA * sovente por Lavagem das
ayitagho Pariculs por
Solugdo de 51 dacetga
g ® L sam
i 2
w i
.' . | |
Solugdo de TRGS
0,03% (mim)

Figura 14. Representacédo esquematica da preparagédo de nanoparticulas.
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2.3. Formulagoes Iniciais (Ultraturrax® T18 - dispersor S$18)
O equipamento de homogeneizagdo e o elemento dispersor utilizados na

parte inicial do projeto estdo esquematizados na Figura 15:

Figura 15. Ultraturrax® T18 com elemento dispersor S18.

2.3.1. Preparacgao de NP utilizando PVA como surfatante

NP foram preparadas utilizando a técnica de evaporagao do solvente A/O/A
como descrito anteriormente. Foi feita a adicdo da primeira emulsado contendo 1,5
mL de solugdo aquosa de 5-FU 12,2 mg/mL e 10 mg/mL de PLGA em
diclorometano a 60 mL de solugcao de PVA 1% lentamente sob agitacdo a 14000
rom por 15 minutos. Em seguida, esta solugédo final foi mantida sob agitagéao
magnética durante 24 horas para evaporar o solvente organico. Por ultimo, as
particulas foram lavadas com agua destilada e centrifugadas a 18100 xg por 30
minutos a 4 °C. O procedimento foi repetido 6 vezes para eliminar o PVA. Essa
amostra foi liofilizada para quantificagao (Parikh et al. 2003; Silva, 2006).
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2.3.2 Preparacgao de NP utilizando TPGS como surfatante

2.3.2.1. Influéncia do solvente

NP foram preparadas utilizando a técnica descrita na segdo 2.2.2.
Lentamente, foi adicionada a primeira emulsdo contendo 1,5 mL de solugdo
aquosa de 5-FU 12,2 mg/mL e 10 mg/mL de PLGA (100mg) em acetona,
diclorometano e acetato de etila a 60 mL de solugdo de TPGS 0,03% sob agitagcao
a 14000 rpm por 15 minutos. Esta suspensao foi mantida sob agitagdo magnética
durante 24 h para evaporar o solvente. Em seguida, as particulas foram lavadas
com agua destilada e centrifugadas a 18100 xg por 30 minutos a 4 °C, 2 vezes,
para eliminar o farmaco nao-encapsulado e o excesso de TPGS. A amostra foi
liofilizada para quantificagcado (Zhang et al., 2007). Os resultados foram analisados
quanto ao rendimento, carregamento, ¢, IPD e {. A morfologia das NP foi

observada em imagens obtidas por MEV.

2.3.2.2. Influéncia do tempo e da velocidade de centrifugagao

NP foram preparadas utilizando a técnica descrita na secédo 2.2.1.
Lentamente, a primeira solugao contendo 1,5 mL de solugdo aquosa de 5-FU 12,2
mg/mL e 10 mg/mL de PLGA (100mg) em acetona foi adicionada a 60 mL de
solugdo de TPGS 0,03% sob agitacdo a 14000 rpm por 15 minutos. Esta
suspensao foi mantida sob agitagdo magnética durante 24 h para evaporar o
solvente. Ap6s preparar as NP, foram feitas duas lavagens utilizando 20800,
83000 e 186800 xg por 30 minutos ou 1 hora. Os resultados foram analisados

quanto ao R, C, ¢, IPD e {. A morfologia das NP foi observada por MEV.

2.3.2.3. Liofilizagao

Apos determinar o tipo de solvente, a velocidade e o tempo de
centrifugacéo, foi adicionada 10, 25 e 50% em massa de trealose ou sacarose
referente a massa inicial do polimero. As amostras entdo foram congeladas com
N, e liofiizadas. As amostras foram ressuspensas em agua desionizada e a

morfologia das NP foi observada por MEV.
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2.4. Otimizagcao da formulagao de NP contendo 5-FU (Ultraturrax® T25 -
dispersor S25N-25F)

Com as condi¢cbes determinadas no experimento anterior € usando um
novo dispersor, aplicou-se um planejamento experimental para aperfeicoar os
parametros usados na preparacao das NP. O elemento dispersor e o equipamento

estao ilustrados na Figura 16:

&

Figura 16. Ultraturrax® T25 com elemento dispersor S25N-25F.

2.41. Influéncia do tempo de agitacdao, da velocidade de rotaciao do
dispersor e do volume de TPGS.

NP foram preparadas utilizando a técnica de difusdo do solvente. A solugéo
de PLGA 10 mg/mL em acetona (10mL) foi adicionada lentamente durante 7
minutos a solucdo de TPGS sob agitacdo 6000, 10000 e 14000 rpm. Apds 10
minutos de agitagao, foi retirada a primeira aliquota da suspensao. Outras cinco
aliquotas foram retiradas apos 11, 12, 13, 14 e 15 minutos. O ¢ e IPD foram
obtidos para cada amostra em duplicata, apds evaporacdo do solvente. As

variaveis e os niveis do planejamento experimental estdo detalhados na Tabela 1:
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Tabela 1. Niveis relacionados ao volume de TPGS e velocidade do dispersor para

cada ensaio do planejamento experimental 2% com ponto central.

Niveis

Ensaio Velocidade Volume de Velocidade Volume de
(rpm) TPGS (mL) (rpm) TPGS (mL)

1 +1 +1 14000 50

2 +1 -1 14000 30

3 -1 -1 6000 30

4 -1 +1 6000 50

5-7 0 0 10000 40

2.4.2. Planejamento experimental

NP foram preparadas como descrito anteriormente, com velocidade de
agitacdo de 10000 rpm durante 10-12 minutos. As amostras foram feitas em
duplicata, aleatoriamente, e depois caracterizadas. A analise estatistica foi feita
através do software Statistica 6.0 (Statsoft) (Barros Neto et al., 2007; Bozkir &
Saka, 2005). As variaveis e os niveis do planejamento experimental estao

detalhados na Tabela 2.

Tabela 2. Niveis relacionados ao volume de TPGS e massa de 5-FU para cada

ensaio do planejamento experimental 2% com ponto central.

Niveis

Ensaios 5-FU Volume de 5-FU Volume de
(mg) TPGS (mL) (mg) TPGS (mL)

1 +1 +1 15 40

2 +1 -1 15 30

3 -1 -1 10 30

4 -1 +1 10 40

5-7 0 0 12,5 35
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2.4.3. Otimizacao das NP através dos resultados do planejamento

experimental

a) Influéncia da concentragao da solucgao de 5-FU
Foram preparadas NP adicionando 1,5 mL ou 1,75 mL de solug&o 5-FU 12
mg/mL. Outras duas amostras foram feitas adicionando 1,25 mL e 1,5 mL de uma

solugao supersaturada de 5-FU 21,5 mg/mL obtida a 40 °C.

b) Influéncia do pH e da temperatura

Foram feitos ensaios onde a temperatura de preparacao das NP foi
0, 10, 25, 40 e 50 °C. Também foram feitos ensaios onde a solug¢ao de 5-FU 21,5
mg/mL foi preparada em solu¢cdo de NaOH pH 9 e em solugdo de HCI pH 2. Todas
as solugdes foram aquecidas a 40 °C para completa dissolugdo do farmaco.
Solugdes de TPGS feitas em solugédo de NaOH pH 9 e em solugao de HCI pH 2

foram utilizadas para preparar as particulas.

2.5. Quitosana e acido félico

2.5.1. Métodos de purificagao
A purificacédo da QTS foi feita baseada no artigo de Signini & Campana
Filho (2001), com algumas modificagbes. QTS purificada foi caracterizada por

varias técnicas e obtido seu grau de desacetilacdo (Heux et al., 2000).

a) Forma neutra

Primeiramente, foram preparadas as solugées: NaOH 1 mol/L; NaOH 40%
m/v; acido acético 2% v/v. 10 g de QTS foram dissolvidos na solugéo de acido
acético 2%. Adicionou-se a solugdo de NaOH (40% m/v) a QTS, e, entao,
adicionou-se NaBH; (0,1264g), sob agitagdo e refluxo a 95 °C por 4 h. A
suspensao foi resfriada e o residuo retido por filtragdo lavado com agua destilada
até que o filtrado atingisse pH 7. O procedimento foi repetido mais uma vez. Apos
nova filtragéo, o residuo foi dissolvido em 500 mL de solugao de acido acético 2%.

A solugdo de quitosana foi centrifugada a 1890 xg por 15 minutos e o
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sobrenadante retirado. QTS foi precipitada do sobrenadante mediante aumento do
pH até 8-9, adicionando NaOH 1 mol/L. A suspensao de QTS foi filtrada e lavada
abundantemente com agua destilada até que o sobrenadante atingisse pH 7.
Finalmente, a quitosana foi lavada com etanol 95% e liofilizada. A massa obtida foi
6,7 g e o rendimento 66,3%.

b) Forma cloridrato

1,02g de QTS foram dispersos em 150 mL de acido acético 1% e a
suspensao mantida sob agitagdo constante durante 24 h. A solugao resultante foi
filtrada a vacuo em funil de Bichner e, em seguida, a suspenséao foi centrifugada
por 15 minutos (1890 xg e 25 °C). Em seguida, foi dialisada empregando
membrana SpectraPor MWCO 1000 por 3 dias contra solugdo aquosa de NaCl 0,2
mol/L e 2 dias contra agua desionizada. Por fim, a amostra de cloridrato de
quitosana (QTS-HCI) foi liofilizada e pesada, sendo obtidos 0,65 g, com

rendimento de 64%.

2.5.2. Sintese de folato de quitosana (QTSFOL)

Foi preparada uma solugao com 682 mg de EDC (3,60 mmol), 717 mg de
acido félico (1,55 mmol) em 20 mL de DMSO anidro, em baldao ambar de fundo
redondo de 500 mL, seco sob atmosfera de N,. A solugdo foi mantida sob agitagcéo
durante 1 hora a 25 °C. 580 mg de QTS (2,12 mmol de grupos amina da QTS,
considerando grau de desacetilagdo de 60%) foi dissolvida em 300 mL de tampéao
acetato pH 4,7.

Apods toda QTS se dissolver a solugao foi adicionada a de acido félico. A
mistura ficou sob agitagdo, protegida da luz e sob atmosfera de N, por 16 h a 25
°C. O pH da solucéo resultante foi elevado a 9 com solucao diluida de NaOH. Por
ultimo, a solucdo foi dialisada contra tampao fosfato salino pH 7,4 por 3 dias e
contra agua destilada por mais 3 dias, utilizando membrana de dialise SpectraPor
6 MWCO 1000. O produto foi liofilizado, com rendimento calculado de 66,6%
(Dubé et al.,, 2002; Mansouri et al., 2006). O produto foi caracterizado por
espectroscopia de absor¢géo no UV-Vis, IV e RMN (Wan et al., 2008).
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2.5.3. Preparagoes de NP cationicas de PLGA

2.5.3.1. Entrelagamento de cadeias

Apos gotejamento da solucdo de PLGA/5-FU na solugdo de surfatante e
QTS-HCI, essa suspensao é mantida sob agitacao a 2000 rpm por trés h para que
houvesse o entrelacamento das cadeias da QTS e de PLGA. Resumidamente, a
primeira solugao foi feita como no método da sec¢ado 2.2.1: a solugéo de PLGA e 5-
FU foram adicionadas a uma solugao aquosa de TPGSe e QTS-HCI; a suspenséao
foi mantida sob agitacédo a 25 °C por 3 h antes de ser homogeneizada a 10000
rpm por 12 minutos. Apds remocao do solvente, as NP foram ultracentrifugadas a
20800 xg por 30 minutos e lavadas duas vezes. A preparagao das amostras de
NPQTS por este método foi otimizada através de planejamento experimental 22
com ponto central. Cada amostra foi preparada em duplicata, aleatoriamente, e

caracterizada (Kumar et al., 2004). A Figura 17 ilustra este método.

Solugdo de PLGA +
Solucio de 5.FU
Ty Smuv;io de

TPGS 0,03%
+ QTS

L] &
un:;#n%", e
G am
M N g HH, s

ULk "Hdﬂﬁo";' =

MM, 2 WM, e

20800 xg, 30 Evaporacio do
minutos solvente por agitagio

Figura 17. Conjugacéo eletrostatica de QTS e QTSFOL a superficie das NP pelo
meétodo de entrelagamento de cadeias.
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2.5.3.2. Adsorgao simples

NP de PLGA contendo 5-FU foram preparadas, lavadas e ressuspensas em
agua. Solugdes de QTS e QTSFOL 1% em acido acético 1% foram adicionadas as
suspensdao de NP de modo a obter a concentragdo final de solugdo de
polissacarideo 0,5; 0,67 e 0,75% para QTS e 0,67; 0,75; 0,88% para QTSFOL e,
entdo, colocadas sob agitagao (Figura 18). O ¢ das particulas foi medido logo no
inicio da adigao e apés 5; 10; 15; 20; 30; 40; 60; 90 minutos por 1; 7; 30 dias
(Yang et al, 2009).

PLGAsm acetona+
Solucho Evaporagho do
' um | solvente por agitacio
s Solugiio de | .
: 0.03% |
Adsorgao de
QTS ou QTSFOL
o, i : 20800 xg,
he, & b, - :-’ - 3 minutos
:&;’r—“ :

Figura 18. Conjugacao eletrostatica de QTS e QTSFOL a superficie das NP por

adsorcao simples.

2.6. Ensaios de estabilidade coloidal

Uma solugédo de Na,SO4 1,0 mol/L foi diluida e adicionada a determinado
volume da suspensao de NP de modo que a concentragdo final do sal fosse 0 a
0,8 mol/L. Apés 1 hora, o ¢ e o IPD foram obtidos. O ponto de floculagéo critica
(CFP) foi observado quando a concentragao de eletrdlito fez que o tamanho das
NP aumentasse excessivamente (Riley et al., 1999). A solugdo de tampéo fosfato

salina com a mesma forga ibnica do sangue foi preparada com 100 mL de tampao
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PBS dissolvendo 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g Na;HPO, e 0,24 g KH,PO4 em agua
destilada e ajustando o pH com solugao estoque de NaOH.

Quanto ao estudo da variagcdo do pH, as solugdes com pH 1 a 6 foram
preparadas diluindo uma solucdo de HCI 0,1 mol/L, e solugdes com pH 7 a 14
foram preparadas com solugédo de NaOH 0,1mol/L. As solugdes com pH 1 a 14

foram adicionadas as NP, obtendo-se ¢ e { de cada suspenséo.

2.7. Perfil de Liberacao

Uma aliquota de 5,0 mL de suspensao de NP foi transferida para um tubo
selado com membrana de didlise. Esse tubo foi colocado num frasco fechado
contendo 40 mL de tampé&o fosfato pH 7,4. Esse sistema foi mantido sob agitagcéo
magnética a 37 °C e aliquotas de 1,0 mL foram retiradas periodicamente para
analise. O volume de amostra retirada foi imediatamente reposto com o meio de
liberacdo, mantendo as condi¢gdes "sink". As amostras foram analisadas por
espectroscopia de absor¢géo no UV-Vis a 266 nm (Govender et al., 1999).

As analises foram realizadas em duplicata e a concentracdo de 5-FU foi
determinada através de curva de calibragdo previamente obtida nas mesmas
condicbes experimentais. Os resultados experimentais obtidos foram ajustados
segundo cinco modelos matematicos: modelo de ordem zero, modelo de primeira
ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Baker-Lonsdale. O esquema utilizado para

realizar o experimento esta ilustrado na Figura 19.

/\

¢ Suspensao de
Nanoparticulas
Tampdo Fosfato
pH7.4 j c : Membrana de

Dislise (1kDa)

Agitador magnético

Figura 19. Esquema utilizado para o experimento de perfil de liberagao.
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2.8. Liofilizagao das formulagoes finais

A liofilizagdo das formulagdes de NP, NPQTS e NPQTSFOL foram feitas
adicionando trés crioprotetores (trealose, sacarose e manitol) com proporgdes de
50 a 200% em massa referente a massa inicial total, seguido por congelamento
sob N3 liquido e secagem por liofilizagao durante 48 h. Também foram realizados
outros experimentos com concentragbes de trealose e sacarose previamente
utilizada para a liofilizagdo de lipossomas: 250 mmol/L para sacarose e 400

mmol/L para trealose (Quintilio et al., 2000; Esteves et al.,2000).

2.9. Degradacao térmica

As formulagdes em suspensao e liofilizadas foram mantidas a 4, 25 e 37 °C.
O pH destas amostras foi medido periodicamente. Neste experimento, a variacao
do pH é um indicativo da degradagao do PLGA, pois libera monémeros de acido

latico e glicdlico, que reduzem o pH da solugao (Park, 1995).

2.10. Preparacgao das misturas fisicas (MF)

As misturas fisicas foram preparadas pela mistura dos constituintes de cada
formulagdo. Cada constituinte foi pesado de acordo com o rendimento, o
carregamento e com as quantidades de sacarose, QTS e QTSFOL utilizadas nas

formulagdes de NP respectivas.

2.11. Analises instrumentais
Amostras de NP liofilizadas contendo apenas PLGA/5-FU ou também
QTS/QTSFOL, com e sem sacarose, e suas respectivas misturas fisicas foram

preparadas e caracterizadas por diversas técnicas:
a) Espectroscopia de absorcdao no infravermelho: Os espectros foram

registrados no espectrometro FTIR Bomem MB Series, modelo MB102

utilizando pastilhas de KBr como suporte, prensadas a 5 toneladas.
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b) Analise termogravimétrica: As andlises foram realizadas nos aparelhos TA
Instruments, modelo TA 5000 Hi Res TGA 2950 e TA Instruments, modelo TA
2050, nas condigdes experimentais: (a) fluxo de argbnio; (b) rampa de
aquecimento 10 °C/minutos; (c) faixa de aquecimento 30-700 °C; e (d) massa

de amostra ~ 5 mg.

c) Calorimetria diferencial de varredura: As curvas calorimétricas foram
registradas no aparelho DSC 910 DuPont Instruments, usando as condigdes:
(a) fluxo de argbnio; (b) rampa de aquecimento 10 °C/minutos; (c) faixa de

aquecimento 30-300 °C; e (d) massa de amostra ~ 5 mg.

d) Difratometria de raios-X: Os difratogramas foram obtidos no difratbmetro de
raios-X Shimadzu-XDR — modelo 6000 (fonte de radiagdo CuKa, variando 20
de 5 a 50°, A=1,5406 A operada a 40 kV e 30 mA, utilizando método do pd).

2.12. Ensaios in vitro

O efeito das NP sobre a viabilidade celular foi investigado pelo ensaio de
MTT (Mosmann, 1983) com auxilio de Gilberto Carlos Franchi
Jr./CIPOI/UNICAMP. Este ensaio depende da capacidade de células
metabolizarem o sal amarelo de tetrazolio (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-
difeniltetrazélio (MTT)) formando um produto altamente colorido. Resumidamente,
as células foram preparadas seguindo o protocolo e incubadas por 48 h. A seguir,
foram centrifugadas, o meio de cultura RPMI-1640 foi retirado e as células foram
ressuspensas em 100 UL de PBS. Entdo, 10 uL de solugdo de MTT 5 mg/mL em
PBS foram adicionados e as células incubadas por 4 h. Em seguida, 100 yL de
solugdo de SDS 10% em HCI 0,01 mol/L foram adicionados, medindo a
absorbancia num leitor de ELISA com filtro em 570-630 nm. A quantidade de 5-FU
em cada amostra (2-3 mg) foi determinada por espectroscopia de absorgdo UV-
Vis.
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3. Tratamento quimiométrico dos dados obtidos a partir do planejamento
experimental

O planejamento experimental envolve a determinacdo do modelo a ser
aplicado, dos fatores envolvidos, dos niveis e das respostas obtidas. Apds obter
as respostas, é feita anadlise quimiométrica para ajustar o modelo aos dados
experimentais e a analise da variancia (ANOVA).

A partir do modelo e dos resultados fornecidos pela ANOVA, é feita analise
dos fatores que s&o significativos e a qualidade do ajuste aplicando o teste t de
Student e o teste F. O teste t é utilizado para planejamentos com numero de graus
de liberdade menor que 30 e a partir dele que se obtém os intervalos de confianca
dos parametros. O teste F é aplicado para avaliar o ajuste do modelo em relagéo
aos dados obtidos. Os intervalos de confianga sao obtidos com p < 0,05; isto €,
com um nivel de confianga maior que 95%.

A analise dos parametros envolve a obtengcdo da soma quadratica total
(SQ7), que engloba a soma quadratica da regressdo (SQr) e soma quadratica
residual (SQy).

SQr = SQ, + SQg EQUACAO 4

SQR representa o desvio da previsdo do modelo em relagdo a média global
e é utilizado para determinar o coeficiente de determinagdo do modelo (R?), ou

seja, a porcentagem dos dados explicados por ele.

RZ — SQr EQUAGAO 5
SQr
O erro padrao do modelo é obtido a partir dos valores de soma quadratica
dos residuos (SQy), isto €, da soma quadratica da diferenga entre os valores
obtidos e os valores previstos, e representa a parte da variagcdo das respostas em
torno da média que o modelo ndo consegue reproduzir. A média quadratica dos

residuos (MQ,) é obtida dividindo SQ; pelo numero de graus de liberdade dos
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residuos e &€ uma estimativa da varidncia do modelo. Do mesmo modo, é

determinada a média quadratica da regressao (MQg). A significancia estatistica da

regressao é feita aplicando o teste F, onde MQR/MQ deve ser maior que F nos
T

graus de liberdade respectivos para a equagéao ser significativa.

Através do ANOVA obtemos os dados de falta de ajuste e de erro puro. A
falta de ajuste depende do modelo e sera maior quanto maior for o desvio das
estimativas da resposta para um dado nivel em relagdo a meédia correspondente, e
pode ser aperfeicoado. O erro puro esta relacionado com os erros aleatérios e nao

€ possivel aperfeicoa-lo. Assim:
$Q, = Ser + SQfaj EQUAGAO 6

As médias quadraticas também sao calculadas dividindo SQ pelos

correspondentes numeros de graus de liberdade. A significancia estatistica da

M .
modelo também é feita aplicando o teste F, onde Qf‘”/MQ deve e ser menor
ep

que F nos graus de liberdade respectivos para que a falta de ajuste seja
significativa. Se F for menor que esse valor, indicara que o modelo apresenta falta
de ajuste. Se n&o houver falta de ajuste, SQ, estara relacionado a variancia e sua
raiz quadrada fornecera o erro padrao (s).

Foi empregado o planejamento experimental 2% com ponto central. Esse
planejamento permite estudar trés niveis realizando apenas 8 experimentos, onde
0 numero de graus de liberdade e os erros sdo obtidos pela triplicata no ponto

central.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Caracterizagao dos reagentes

1.1.  5-Fluorouracil
1.1.1. Analise elementar

As porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio obtidas do 5-FU
foram: C(%) = 36,72 £ 0,31; H(%) = 2,12 £ 0,02; e N(%) = 21,13 £ 0,11, estando
de acordo com sua estrutura quimica, onde a porcentagem tedrica € de 36,93%
para C, 2,32% para H e 21,5% para N.

1.1.2. Espectroscopia de absorgao no UV-Vis
A curva de calibracao feita a partir de diluicdes de uma solugcdo aquosa de
5-FU 10 mol/L a 266 nm, esta mostrada na Figura 20. O coeficiente de extingdo

molar para essa solucéo foi de 7,9.107 L/(cm mol).

0,35

0,301 e

0,257
Absorbancia M

0,201 7

0,151 -
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5 10 15 20 25 30 35
Concentragdo de 5-FU ( umol/L)

Figura 20. Curva de calibragédo de solugéo aquosa de 5-FU a 266 nm (R =
0,99597, curvatura = 0,0079 e intercepto = 0,0467).
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1.1.3. Espectroscopia de absorg¢ao no infravermelho

O espectro de absorg¢ao no infravermelho do 5-FU esta na Figura 21.
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Figura 21. Espectro de absor¢ao no infravermelho do 5-FU.

A atribuicdo das bandas esta na Tabela 3 (Singh et al., 2009).

Tabela 3. Atribuicdes das principais bandas do espectro de absorgcédo no

infravermelho do 5-FU.

NUmero de onda (cm™) Atribuicdes
3100-3000 vC-H
2938-2831 v —CH;
1750 vCO
1600-1650 vCN e vCC do anel pirimidinico
1200 e 1250 vC-0 e vC—N, respectivamente
820-550 d8C-H

d do plano das bandas do anel no halogénio
420-375
em compostos aromaticos fluorados
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1.1.4. Difratometria de raios-X
O padrao de diferagao de raios-X do 5-FU obtido é mostrado na Figura 22.

Um pico intenso caracteristico € observado em 26 a 29", indicando natureza

cristalina.

8000

6000

4000 +

Intensidade

2000

NI
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Figura 22. Difratograma de raios-X de 5-FU.

1.1.5. Andlises térmicas
Singh et al. (2009) em trabalho realizado sobre a estabilidade térmica do 5-

FU mostrou que este farmaco seria estavel até 275 °C, sofrendo decomposigéo
em 285 °C. Quanto a analise calorimétrica via DSC e TGA, observa-se que ocorre
fusdo seguida por decomposigéo que se inicia em 250 °C e seu maximo ocorre em
287 °C, corroborando os resultados obtidos no trabalho supracitado. As curvas

calorimétricas de DSC e de TGA do 5-FU estdo mostradas nas Figuras 23 e 24,

respectivamente.
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Figura 23. Curva de DSC do 5-FU.
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Figura 24. Curva de TGA do 5-FU (a) % massa vs. temperatura (°C) e (b) §

(mg/°C) vs. temperatura (°C).
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1.2.  Acido poli(latico-co-glicélico) (PLGA)

1.2.1. Espectroscopia de absorgao no infravermelho
O espectro de infravermelho do PLGA esta na Figura 25. A atribuicao das

principais bandas esta na Tabela 4.
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Figura 25. Espectro de absorgéo no infravermelho do PLGA.

Tabela 4. Atribuicdes das principais bandas do espectro no infravermelho do

PLGA.
Numero de onda (cm™) Atribuicoes
3003-2952 vCH dos grupos CHz’ CH3
1762 vC=0
13801474 v—CH 3
754 vC-H
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1.2.2. Difratometria de raios-X
O padrao de raios-X do PLGA obtido € mostrado na Figura 26, onde se

observa que sua estrutura € predominantemente amorfa.
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Figura 26. Difratograma de raios-X do PLGA.

1.2.3. Analises térmicas
Na curva de DSC (Figura 27), observa-se que o PLGA apresenta Tg em 49

‘C, devido a sua estrutura predominantemente amorfa (Motta & Duek, 2006). Nas
curvas de TGA (Figura 28), observa-se que a perda de massa se inicia a 250 °C, o

que esta de acordo com os dados na literatura (Rezende & Duek, 2003).
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Figura 28. Curva de TGA do PLGA (a) % massa vs. temperatura (°C) e (b) o
(mg/°C) vs. temperatura (°C).
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2. Formulagoes iniciais

2.1. Formulagoes preparadas com o dispersor Ultraturrax® T18-S18

2.1.1. Preparacao de NP utilizando PVA como surfatante

A primeira formulagao foi preparada através do método A/O/A usando PVA
como estabilizante (Tabela 5). A micrografia das particulas (Figura 29) mostra que
elas tém formato esférico e que houve agregagao das particulas apds liofilizagao.
Além disso, observou-se que houve grande perda de material durante a

centrifugacéo, resultando numa recuperacéo de apenas 20%.

Figura 29. Micrografia eletrénica de varredura das NP de PLGA
carregadas com 5-FU (x5000).

Tabela 5. Parametros das NP para a primeira formulagao.

o (nm) IPD £ (mV) C (%) R (%)
302,5 0,190  -30,9% 13,7 0,7+ 0,1 20
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2.1.2. Preparacgao de NP utilizando TPGS como surfatante

2.1.2.1 Influéncia do solvente

Este experimento foi realizado para estudar a possibilidade de substituicao

de um solvente clorado na preparagdo das particulas para diminuir a sua

toxicidade. Neste experimento, as particulas foram caracterizadas e os resultados

obtidos estdo sumarizados na Tabela 6.

Pode-se concluir que o pior solvente dentre os analisados para preparar NP
de PLGA foi acetato de etila, pois este solvente apresenta menor volatilidade, o
que leva a difusdo mais lenta para fora das NP resultando em particulas maiores e
mais agregadas. Além disso, observou-se que é possivel usar acetona na
preparagdao das NP, pois nao interfere no carregamento do farmaco, o qual foi

praticamente o mesmo nos trés ensaios. A Figura 30 mostra a imagem destas

particulas.

Tabela 6. Parametros das NP para cada ensaio para o estudo da influéncia do

solvente.

Solvente ¢ (nm) IPD ¢(mV) C (%) R (%)
Acetona 1449+ 3,6 0,09 +0,01 271+7,3 2,2+0,1 21+ 2
Acetato de

2576179 041+£0,03 -29,9+8,6 2,6+0,3 18 + 1
etila
Dicloro-

1916+25 0,12+0,06 -36,5+6,3 26104 20 + 1
metano
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Figura 30. Micrografia das NP obtidas nos experimentos para estudo sobre o

solvente mais adequado (a) acetona (x1000); (b) diclorometano (x30000); (c)
acetato de etila (x3000).
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2.1.2.2. Influéncia do volume de TPGS, do tempo e da velocidade de centrifugagao

nas lavagens das NP

Os resultados obtidos do rendimento (R), carregamento do farmaco (C) nas

NP, didametro (D), polidisperséo (PDI) e potencial Zeta ({) estdo na Tabela 7.

Tabela 7. Parametros obtidos no estudo de velocidade (V) e tempo de

centrifugacao.

V(xg) Tempo(min) ¢(nm) IPD C (%) R (%) & (mV)

30 187,5 0,17 2,110, 176  -40,6 £12,8
20800

60 190,6 0,20 0,74+0,05 20,9 -424+7,74
83000 30 2401 0,30 1,62+0,08 26,5 -44,1+7,87

60 2475 0,23 1,3+0,1 43,6 -47,5+8,36

30 329,5 0,23 0,72+0,07 38,2 -43,8%577
186800

60 398,7 0,37 0,33+0,05 46,8 -36,5%6,05

Embora seja obtido maior rendimento com aumento da velocidade e do
tempo utilizado em cada lavagem, observou-se diminuigdo do carregamento e
aumento da IPD devido ao possivel rompimento das NP, o que pode ser
observado nas micrografias obtidas (anexo A.1). A 20800 xg/30 minutos observa-
se que as particulas estdo menos aglomeradas, menos agregadas e mais
dispersas. Portanto, as lavagens das NP serdo feitas a 20800 xg/30 minutos a 4
°C. A micrografia da formulagéo lavada nessas condigbes esta mostrada na Figura
31.
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Figura 31. Micrografias das NP de PLGA (x60000; x30000) com centrifugacao
a 20800 xg por 30 minutos.

2.2. Formulagdes preparadas com o dispersor Ultraturrax® T25-S25N-25F

2.2.1. Estudo da influéncia do tempo, da velocidade de agitagao no dispersor
e do volume da solugao com TPGS

Foi obtido o didmetro e a polidispersidade das nanoparticulas de PLGA de
cada aliquota retirada de cada formulagdo. Os resultados estdo na Figura 32. A
analise foi feita através de um planejamento com dois fatores (velocidade e
volume da solugéo de TPGS), dois niveis (6000 e 14000 rpm para velocidade; 30
e 50 mL para volume) e um ponto central (10000 rpm e 40 mL), cujo ensaio foi
realizado em triplicata. Porém, como todas as medidas estavam muito proximas
nao houve influéncia significativa dos parametros nos resultados obtidos.

Assim, foi feita uma analise dos resultados, levando em consideragao que
maior a velocidade e maior tempo levam a aquecimento da solugdo, o que poderia
prejudicar a formacao das NP. Observa-se em relagcdo ao didmetro, que a
diminuicdo do volume do surfatante reduz o didmetro das NP, como pode ser
observado comparando os resultados dos ensaios 1 com 2 e o ensaio 3 com 4.
Porém, néo foi possivel o uso de um volume menor que 30 mL, pois poderia

causar danos ao dispersor.
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Quanto a velocidade, observou-se que o aumento de 6000 rpm para 14000
rom leva também a menores particulas, porém 10000 rpm fornece particulas
maiores que com 6000 rpm e maiores que quando empregada 10000 rpm. Quanto
ao tempo de agitacao, observa-se que até 12 minutos os resultados se estabilizam
ou até ficam melhores que 15 minutos. Além disso, 14000 rpm e maior tempo
aumenta a temperatura na emulsdo durante a preparagao. Assim, 10-12 minutos,

10000 rpm e 30 mL de surfatante foram empregados nas préximas formulagdes.

125 0,275
120 - —#— Ensaio 1 —@— Ensaio 2
—A— Ensaio 3—v— Ensaio 4 0,250
115 —4— Ensaio 5—— Ensaio 6
—4— Ensaio 7 0,225

—#— Ensaio 1 —@— Ensaio 2
—A— Ensaio 3 —¥— Ensaio 4
—<4— Ensaio 5 —p— Ensaio 6
—4@—Ensaio 7

|

1104
105+
100 4
95 4
90
85+
80+
754
704
65
60

0,200

0,175

¢ (nm)

0,150 4
0,125 4

0,100 4

Indice de Polidispersidade

0,075 4

0,050

0'025 T T T T T T T

Tempo (min) ( Tempo (min) (b

Figura 32. (a) ¢ (hm) das NP de PLGA obtido em cada ensaio pelo tempo; (b) IPD

das NP obtido em cada ensaio pelo tempo.

2.2.2. Liofilizagao

O objetivo foi analisar a influéncia do tipo e da quantidade de crioprotetor
utilizado para liofilizar as NP, observando sua morfologia através de MEV (Anexo
item A.2). Neste experimento inicial, as particulas agregaram apés liofilizagao

indicando que a quantidade de crioprotetor utilizada ndo estava adequada.
3. Otimizagao do método de preparagao de NP contendo 5-FU

3.1. Analise quimiométrica do planejamento experimental
Foi empregado o planejamento 2% com ponto central, que permite estudar

trés niveis realizando apenas 8 experimentos, onde o numero de graus de
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liberdade e os erros sao obtidos pela triplicata no ponto central. Porém, neste
caso, foi necessario realizar maior numero de experimentos para aumentar o
namero de graus de liberdade e melhorar o ajuste do modelo. Os fatores
estudados foram: quantidade de 5-FU adicionada a solucédo de PLGA, e o volume
da solugdo de TPGS onde a solugdo de PLGA e 5-FU foi adicionada. Os

resultados estdo sumarizados na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados do planejamento experimental de carregamento(C),

rendimento(R), didmetro (¢), polidisperséo (IPD) e potencial zeta ({) para cada

nivel.
5-FU TPGS CC (%) R (%) ¢ (nm) IPD € (mV)
1 1 1,35 33 105,0 0,091 -25,4
1 1 1,79 30,4 103,8 0,143 -28,9
1 -1 5,87 36,7 89,5 0,092 -43,2
1 -1 4,09 32,8 91,3 0,111 -40,6
-1 1 0,46 35 115,4 0,083 -28,8
-1 1 0,32 35,3 115,9 0,112 -30,1
-1 -1 3,35 31,5 94,4 0,103 -22,9
-1 -1 3,85 38,9 100,2 0,121 -24.6
0 0 1,54 35,7 123,8 0,118 -38,8
0 0 1,79 34,2 125,8 0,134 -40,7
0 0 1,45 33,6 108,5 0,103 -37,4
0 0 1,3 34,9 106,3 0,144 -35,8
0 0 2,69 31,8 107,2 0,100 -29,6
0 0 2,32 30,9 106,8 0,123 -37,4

A analise estatistica foi feita aplicando o modelo linear e quadratico para
todos os parametros obtidos aplicando os testes de significancia t e F e feita
analise ANOVA; porém, somente a analise das respostas que puderam ser
ajustadas adequadamente esta descrita a seguir. Esta analise foi feita utilizando o

software Statistica 6.0 (Statsoft, Inc.).
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Como ilustracao dos resultados obtidos para cada ensaio, as Figuras 33, 34
e 35 mostram os resultados obtidos com a técnica de EDL e a micrografia das

particulas no nivel (+1;-1), respectivamente.

Results
Size (dn.. % Intensity  Width {dun..
Z-Average (d.nm}): £0.39 Peak 1: 08,13 100.0 3244
Pdl: 0,101 Peak 2.  0.000 0.0 0.000
Intercept: 0,807 Peak 3: 0.000 00 0.000
Result quality Good
Stze Disiribution by Intenstty
207
157+
z :
10
£ :
5t
o :
o1 1 10 1000 10000
— Fecond 46: E20 |

Figura 33. Distribuigcdo de tamanho obtida via espalhamento dindmico de luz para

0 ensaio no nivel (+1;-1).

Results
Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -40.2 Peak 1: -40.2 100,0 487
Zeta Deviation (mV): 4,87 Peak 2: 0,00 0.0 0.00
Conductivity (mSicm): 0,147 Peak 3: 0,00 0.0 0.00
Result quality
2 i ;
5 3000001 -
8 ;
2 zoo0m0f--
1000001 -
200 100 2m

Figura 34. Distribuicdo de potencial Zeta obtido via espalhamento dindmico de luz

para o ensaio no nivel (+1;-1).
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Figura 35. Micrografia das NP obtidas por MEV do ensaio do nivel (+1;-1 -
x15000).
3.1.1. Carregamento (%)

a) Modelo linear
A Tabela 9 mostra os dados da regressao e do intervalo de confianga dos
coeficientes do modelo, onde se pode observar que os coeficientes sdo

estatisticamente validos, pois o intervalo de confianga ndo compreende zero.

Tabela 9. Célculo dos coeficientes de regressao (CR), erro padréo (s), valor de t

de Student e parametro p para o intervalo de confianga em 95%.

CR s t(9) P -95% +95%
Intersecgao 2,30 0,16 14,19 0,00 1,93 2,66
5-FU 1,28 0,43 2,99 0,015 0,31 2,25
TPGS -3,31 0,43 -7,73 0,000029 -4,28 -2,34

Com estes dados € possivel ajustar uma equagao para esse modelo:

2,30 +1,28*5FU  -3,31*TPGS
(+0,16) (+0,43) (+0,43)

C (%) = EQUAGAO 7
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Quanto a estimativa dos efeitos, observa-se na Tabela 10 que os dois
fatores influenciam esta resposta (o intervalo de confianga n&o pode ser nulo). A

porcentagem da variagao explicada é alta (82,2%).

Tabela 10. Estimativa dos efeitos e intervalo de confianga de C para ajuste do

modelo linear, erro padrao (s), valor de t de Student e parametro p.

Efeito s t(9) p -95%  +95%
Médial/lnterseccao 2,30 0,16 14,19 0,000 1,93 2,66
5-FU 0,64 0,21 2,99 0,015 0,16 1,12
TPGS -1,65 0,21 -7,73 0,000029 -2,14  -1,17

A Tabela 11 e Figura 36 mostram os resultados da analise ANOVA. A
tabela do teste F (Barros Neto et al., 2007) fornece F, g 4,26. Aplicando este teste
para verificar a qualidade do ajuste chega-se a 2,92; menor que o valor de F,

indicando que o modelo linear se ajusta aos dados experimentais.

MQroj _1,07 _, o, EQUACAO 8
MQ.,, 037 ” ¢

Tabela 11. ANOVA para a variavel C para ajuste do modelo linear. Valores de

soma quadratica (SQ), graus de liberdade (GL) e média quadratica (MQ).

SQ GL MQ
5-FU 3,28 1 3,28
TPGS 21,91 1 21,91
Falta de ajuste 2,14 2 1,07
Erro Puro 3,30 9 0,37
SQr 30,64 13

79



/
o

77777777

7
L

(((((((((

((((((((

- P33 Lot

* (b)

(c)

Figura 36. Variavel: Carregamento (C). (a) quadro de Pareto dos efeitos

padronizados; (b) superficie ajustada (2 fatores, 1 bloco, 14 ensaios; MQ Erro

Puro = 0,37); (c) quadro da distribuicdo dos residuos vs. respostas previstas.
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A analise estatistica mostra que ambos os fatores influenciam a resposta;
porém o volume de TPGS apresenta maior peso e é inversamente proporcional ao
C. Assim, quanto menor o volume, maior C. Em relagdo ao 5-FU, a influéncia foi
quanto maior a quantidade de 5-FU maior C, pois quanto maior o volume maior a
difusdo do farmaco para a fase aquosa e quanto maior a quantidade de 5-FU,
mais farmaco fica disponivel para encapsulagao e maior a viscosidade da solugao.
Além disso, particulas pequenas apresentam maior area superficial, o que
acarreta maior retencdo do surfatante e possivelmente, diminua a difusdo do

farmaco.

b) Modelo quadratico

A analise estatistica da influéncia dos fatores pelo modelo quadratico
aumenta em um termo quadratico da equagao, o qual é relacionado a 5-FU. Nao
foi possivel obter o termo quadratico em relacéo ao volume de TPGS e o termo de
interacao entre estes dois parametros, pois foram estudados apenas trés niveis de
cada fator no planejamento experimental. Portanto, ndo houve numero suficiente
de graus de liberdade. Nao foram feitos outros experimentos em outros niveis,
pois 0 experimento apresentou algumas restricbes, como o volume minimo de
solugdo de TPGS utilizado para preparar as NP (30 mL) e o volume maximo de
solugéo de 5-FU (1,5 mL) que poderia ser utilizado sem precipitar PLGA.

As mesmas conclusdes obtidas com o modelo linear também foram obtidas
com o modelo quadratico. Porém, nesse modelo a porcentagem da variacao
explicada é mais alta que a obtida com o modelo linear (89,15%). Com os dados

contidos na Tabela 12, podemos ajustar a equagao 9.

C(%) = 1,85 +0,64*5-FU +0,79 *5-FU* -1,66*TPGS .
EQUACAO 9
(* 0,25) (¥0,21) (#0,33) (¥0,21)
A Figura 37 mostra o quadro de Pareto dos efeitos padronizados, a
superficie ajustada e o quadro da distribuicdo dos residuos vs. respostas previstas

para o modelo quadratico da resposta carregamento das NP.
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Figura 37. Variavel: Carregamento (C). (a) quadro de Pareto dos efeitos

padronizados; (b) superficie ajustada (2 fatores, 1 bloco, 14 ensaios; MQ Erro

puro 0,37); (c) quadro da distribuicdo dos residuos vs. respostas previstas.

82



Tabela 12. Calculo dos coeficientes de regressao (CR), erro padrao (s) e valor de t

de Student e parametro p para o intervalo de confianga a 95% para o ajuste do

modelo quadratico — variavel C.

CR s t(9) o] 95% +95%
Média/lntersecgao 1,85 0,25 7,47 0,000038 1,29 2,41
5-FU (Linear) 0,64 0,21 2,99 0,015 0,16 1,12
5-FU(Quadratico) 0,79 0,33 2,40 0,040 0,046 1,53
TPGS (Linear) -1,66 0,21 -7,73 0,000029 -2,14 -1,17

A Tabela 13 mostra a estimativa dos efeitos e intervalo de confianga de C

para ajuste do modelo quadratico, erro padrdo (s), valor de t de Student e

parametro p e a Tabela 14 mostra os resultados da analise ANOVA. Aplicando o

teste F para verificar a falta de ajuste chega-se ao valor 0,054; menor que o valor

de F e menor que o valor obtido pelo modelo linear, indicando mais uma vez que o

modelo quadratico se ajusta melhor aos dados experimentais.

Tabela 13. Estimativa dos efeitos e intervalo de confianga de C para ajuste do

modelo quadratico, erro padrao (s), valor de t de Student e parametro p.

Efeito S t(9) P -95% +95%
Médial/lnterseccao 1,85 0,25 7,48 0,000038 1,29 2,41
5-FU (Linear) 1,28 0,43 2,99 0,015 0,31 2,25
5-FU (Quadratico) 1,57 0,65 2,40 0,040 0,093 3,05
TPGS (Linear) -3,31 0,43 -7,73  0,000029  -4,28 -2,34




Tabela 14. ANOVA para a variavel C para o ajuste do modelo quadratico. Valores

de soma quadratica (SQ), graus de liberdade (GL) e média quadratica (MQ).

Fonte de variagao SQ GL MQ
5-FU (Linear) 3,28 1 3,28
5-FU (Quadratico) 2,12 1 2,13
TPGS (Linear) 21,91 1 21,91
Falta de ajuste 0,02 1 0,02
Erro Puro 3,30 9 0,37
SQr 30,64 13

3.1.2. Potencial zeta ({)

Para essa resposta, tanto o modelo linear quanto o quadratico
apresentaram falta de ajuste. Porém, com o modelo linear, a porcentagem maxima
de variagao explicavel foi 28,4%, enquanto que com o modelo quadratico essa
porcentagem foi 49,9%. Assim, foi analisado apenas o modelo quadratico, o qual
mostrou que ¢ somente é influenciado pelo fator 5-FU. Quanto maior a quantidade
de 5-FU utilizada na preparagao das NP, menor ¢, devido ao abaixamento do pH
da solugdo causada pelo farmaco. A equacéo 10 é ajustada aos dados da Tabela
15.

¢ (mV) = -36,6 -4,0 * 5-FU -6,1 * 5-FU? ~
EQUAGCAO 10
(¥1,2) (¥1,1) (#1,7)
Tabela 15. Calculo dos coeficientes de regressao (CR), erro padrao (s) e valor de t
de Student e parametro p para o intervalo de confianga a 95% para o ajuste do

modelo quadratico — variavel .

CR s t(9) p -95% 95%
Médial/lntersecgcao -36,6 1,2 -29,3 0 -394 -33,8
5-FU (Linear) -4,0 1,1 -3,7 0,005 -6,4 -1,5
5-FU (Quadratico) 6,1 1,7 3,7 0,005 2,3 9,8
TPGS (Linear) 2,3 1,1 2,1 0,07 -0,2 4,7
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A Tabela 16 mostra a estimativa dos efeitos e intervalo de confianga de ( para

ajuste do modelo quadratico, erro padrao (s), valor de t de Student e parametro p

Tabela 16. Estimativa dos efeitos e intervalo de confianga de { para ajuste do

modelo quadratico, erro padrao (s), valor de t de Student e parametro p.

Efeito S t(9) o] -95% +95%
Médial/lntersecgao -36,6 1,2 -29,3 0 -39,4 -33,9
5-FU (Linear) -7,9 2,2 -3,7 0,006 -12,8 -3,0
5-FU (Quadratico) 121 3,3 3,7 0,005 4,6 19,6
TPGS (Linear) 4,5 2,2 2,1 0,07 -0,4 9,4

A Tabela 17 mostra os resultados da analise ANOVA. Aplicando o teste F e
utilizando o mesmo valor F,9 4,26 , chega-se ao valor 22,31; maior que o valor de

F, indicando que o modelo nao € ajustado adequadamente.

Tabela 17. ANOVA para a variavel { para o ajuste do modelo quadratico. Valores

de soma quadratica (SQ), graus de liberdade (GL) e média quadratica (MQ).

Fonte de variagao SQ GL MQ

5-FU (Linear) 125,6 1 125,6
5-FU (Quadratico) 125,7 1 125,7
TPGS (Linear) 41,0 1 41,0
Falta de ajuste 209,1 1 209,1
Erro puro 84,4 9 9,4

SQr 585,7 13

A Figura 38 mostra o quadro de Pareto dos efeitos padronizados, a

superficie ajustada e o quadro da distribuicdo dos residuos vs. respostas previstas

para C:
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Figura 38. Variavel: { (mV) (a) Quadro de Pareto dos efeitos padronizados;
(b) Superficie ajustada (2 fatores, 1 bloco, 14 ensaios; MQ Erro puro 9,4); (c)

Quadro da distribui¢do dos residuos vs. respostas previstas.
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3.1.3. Tamanho (¢, Z average)

Para ¢, nao foi possivel ajustar o modelo linear aos dados experimentais, no
qual R? obtido foi 44,1%. Usando o modelo quadratico, o volume de TPGS e o
termo quadratico referente ao 5-FU influenciaram a resposta pois, quanto maior o
volume, maior ¢. Dois fatos podem estar ocorrendo: quanto menor o volume,
melhor a homogeneizagcédo, a dispersdo das goticulas e o cisalhamento das
particulas e, portanto, menor ¢ e quanto menor o volume de TPGS, maior a
viscosidade da solugdo e, portanto, menor a coalescéncia das goticulas. A

equacao 11 é ajustada para esse modelo.

6 = 1131 -45*(5-FU) -11,1*(5-FU)®> +81*TPGS EQUAGAO
(nm)  (£2,8) (£2,5) (£3,8) (£2,5) 11

A Tabela 18 mostra os coeficientes de regressédo (CR), erro padrao (s) e
valor de t de Student e parametro p para o intervalo de confianga a 95% para o
ajuste do modelo quadratico — variavel ¢. A Tabela 19 mostra a estimativa dos
efeitos e intervalo de confianga de ¢ para ajuste do modelo quadratico, erro padrao
(s), valor de t de Student e parametro p e a Tabela 20 mostra os resultados da
analise ANOVA. A porcentagem da variagédo explicada neste caso foi 71,2%.
Aplicando o teste F para verificar a falta de ajuste chega-se ao valor 0,73, menor
que o valor de F tabelado, indicando que o modelo quadratico se ajusta aos

resultados experimentais.

87



Tabela 18. Calculo dos coeficientes de regressao (CR), erro padrao (s) e valor de t

de Student e parametro p para o intervalo de confianga a 95% para o ajuste do

modelo quadratico — variavel ¢.

CR s t9 p -95% +95%
Média/intersecgdo 113,1 2,8 39,7 0,0 1066 119,5
5-FU (Linear) 4.5 25 -1,8 01 -10,1 1,0
5-FU (Quadratico) -11,1 38 -30 001 -196 -2,6
TPGS (Linear) 8,1 25 33 0009 25 137

Tabela 19. Estimativa dos efeitos e intervalo de confianga de ¢ para ajuste do

modelo quadratico, erro padrao (s), valor de t de Student e parametro p.

Efeito S t(9) P -95% +95%
Média/lntersec¢cao 113,1 2,8 39,7 0 106,6 119,5
5-FU (Linear) -9,1 4,9 -1,8 0,1 -20,2 21
5-FU (Quadratico) -22,3 7,5 -3,0 0,02 -39,3 -5.2
TPGS (Linear) 16,2 49 3,3 0,009 5,0 27,3

Tabela 20. ANOVA para a variavel ¢ para ajuste do modelo quadratico. Valores de

soma quadratica (SQ), graus de liberdade (GL) e média quadratica (MQ).

Fonte de variagao SQ GL MQ
5-FU (Linear) 164,7 1 164,7
5-FU (Quadratico) 4247 1 4247
TPGS (Linear) 523,3 1 523,3
Falta de ajuste 9,5 1 9,5
Erro Puro 437 9 48,6
Total 1559 13

A Figura 39 mostra o quadro de Pareto dos efeitos padronizados, a

superficie ajustada e o quadro da distribuicdo dos residuos vs. respostas previstas

para o modelo referente ao ¢.
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Figura 39. Variavel Tamanho (¢). (a) Quadro de Pareto dos efeitos
padronizados; (b) Superficie ajustada (2 fatores, 1 bloco, 14 ensaios; MQ Erro

puro 48,6); (c) Quadro da distribuicdo dos residuos vs. respostas previstas.
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3.1.4. Rendimento
Nenhum fator influenciou o rendimento do método, no intervalo de volume e

de quantidade de 5-FU utilizado.

3.1.5. indice de polidispersao
Ambos os fatores nao influenciaram o indice de polidispersao das

nanoparticulas, no intervalo de volume e na quantidade de 5-FU utilizados.

3.2. Operagoes evolucionarias

A partir dos resultados obtidos no planejamento experimental realizado, isto
€, quanto maior a quantidade de 5-FU e quanto menor o volume de TPGS, maior o
carregamento, outros ensaios foram realizados nos quais foi adicionada maior
quantidade de 5-FU.

Inicialmente, o primeiro experimento foi feito adicionando 1,75 mL da
solugdo de 5-FU 12 mg/mL; porém, observou-se que ha precipitacdo do PLGA
devido ao aumento da quantidade de agua na solugdo de PLGA. Assim,
aumentou-se a massa de 5-FU usando solugdo supersaturada de 5-FU a 40 'C.

Os resultados estiao sumarizados na Tabela 21.

Tabela 21. Percentual de carregamento (C), rendimento (R), didmetro (¢), indice

de polidisperséo (IPD) e potencial zeta ({) para cada ensaio a 25 °C.

Volume Concentragao

5FU(mL)  (mg/mL) C(%) R(%) ¢(m) IPD ¢ (mV)

1,5 19 31+ 432+ 987+ 0,112+ -338+%
0,1 1,3 17,1 0,023 7,9
72+ 288+ 1288 0,137 -36,7 +
1,5 21,5
0,3 1,1 + 6,1 10,022 7,5
70+ 41,7+ 1123 0,199+ -37,2%
1,25 21,5

0,3 1,5 + 8,7 0,020 8,5
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Como a solubilidade do farmaco € maior em pH 9, também foram feitos
experimentos em solucido basica com esse pH. A preparagao de NP em solugao
de TPGS e de 5-FU, pH 2, também foi testada, com intuito de observar qual a
influéncia da acidez nas NP. Os resultados estdo sumarizados na Tabela 22.

Nessa tabela observa-se que a diminuigdo do pH tanto da solugédo interna
quanto da externa faz que os parametros piorem devido a contragado do polimero e
ao desfavorecimento de sua dissolugédo, fazendo que ele fique praticamente
aderido a parede do recipiente e na haste do agitador. Foi impossivel quantificar o
5-FU nesses ensaios, mas foi observado que R diminuiu e ¢ e IPD aumentaram.
Os resultados com aumento do pH foram semelhantes aos obtidos com solugao
aquosa. Observa-se também influéncia do pH no potencial Zeta: em solucdes
acidas ocorre neutralizacdo dos grupos carboxilatos diminuindo { e em meio

basico ha aumento de { por causa da desprotonagdo dos grupos carboxila do
PLGA.

Pelos resultados da Tabela 22, pode-se concluir que o pH das solucdes
interna e externa e a temperatura influenciam a quantidade de 5-FU encapsulado
e a formacgéao das particulas. Em meio acido ha contragao da cadeia polimérica de
PLGA, precipitagéao do polimero, diminuindo o rendimento. Em meio basico, além
de o TPGS reagir em solugdes alcalinas, os resultados foram muito semelhantes
aqueles em agua, provavelmente devido a solubilidade do 5-FU ser pouco maior
em solugao com pH 9 (os valores de pKa do 5-FU sao 8 e 13).

Nessa tabela, observa-se que aumentando a concentragcdo da solugao num
mesmo volume da solugéo interna de 5-FU o carregamento aumenta, mas o
rendimento cai pela metade, possivelmente porque a menor quantidade de
solvente para solubilizar o PLGA na fase orgénica favorece melhor interagéao
intercadeias que sua separagao na acetona, formando aglomerados. Quando a
quantidade de agua na solugdo de PLGA €& menor, ndo ha diminuigcdo da
quantidade disponivel de polimero para formar nanoparticulas e, portanto, o
rendimento aumenta. Assim, como previsto anteriormente pelo planejamento

experimental, quanto maior a quantidade de 5-FU, maior o carregamento, mas
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houve um limite para esse aumento, pois os ensaios com 1,5 mL e com 1,25 mL

forneceram praticamente a mesma quantidade de 5-FU encapsulada.

Tabela 22. Percentual de carregamento (C) e rendimento (R), didmetro (¢), indice
de polidisperséo (IPD) e potencial zeta (C) para cada ensaio a 25 °C. Cada ensaio

foi feito com solugéo supersaturada de 5-FU (21,5 mg/mL).

volume H  C®% R(%) ¢(m)  IPD (mV)
nm m
5-FU (mL) P ° ° :
72+ 288+ 1288+ 0,137 36,7 +
1,5 45-5
0,3 1,1 6,1 +0,022 7.5
- , 20,6 + 97,5 0465+ -236+
’ 3,1 +15,1 0,212 5,7
. o 71+ 495+ 5534 0183+ -370+
’ 0,1 2.8 23,7 0,021 8,5
70+ 417+ 1123+ 0,199+ 372+
1,25 45-5
0,3 1,5 8,7 0,020 8,5
75+ 463+ 56,0+ 0,165+ -39,8+
1,25 9
0,1 1.1 31,9 0,010 9.2
68+ 9314+ 0,649 13,6 +
TPGS 2
1,7 14,5 +0,315 3,2
61+ 395+ 811+ 0,166+ -489+
TPGS
0,1 1,2 32.1 0,120 4,9

Quanto a influéncia exercida pela temperatura (Tabela 23), sua diminuicao
aumenta o carregamento do 5-FU devido a menor difusdo para a solugdo aquosa.
Porém, IPD aumenta o que poderia ser causado pela formagdo mais rapida das
particulas, reduzindo a possibilidade de cisalhamento, ou a diminuicdo da
temperatura acarrete diminuigdo da velocidade de difusao do solvente, levando a
um maior tempo para que as particulas se coalescerem e aumentando a
distribuicdo do tamanho das particulas. Contrariamente, quando se eleva a

temperatura, o farmaco tende a difundir para a solugdo externa. Todos os

92



parametros pioram a 50 °C, pois ocorre alteracdo da conformacdo das cadeias
poliméricas na solucao devido a proximidade com a temperatura de transicao

vitrea.

Tabela 23. Percentual de Carregamento (C), percentual de rendimento (R),
didametro (¢), indice de polidispersao (IPD) e potencial Zeta () para cada ensaio a

25 °C. Cada ensaio foi feito com solugao supersaturada de 5-FU (21,5 mg/mL).

Ensaio C (%) R (%) ¢ (nm) IPD ¢ (mV)

0°C 10,0 £ 0,6 46,5+1,5 704+94 0,186 +0,032 -38,5+4,8
10°C 11,5+0,5 41,1+1,8 91,3+10,2 0,129+0,025 -329+74
20°C 7,2%+0,3 394 +21 120,1+5,7 0,167 +0,031 -37,0%+8,5
25°C 7,0+£0,3 41,7+1,5 112,3+8,7 0,199+0,020 -37,2%+8,5
40°C 5,8 +£0,05 40,3+1,2 51,6 +14,8 0,156+0,044 -41,8+84
50°C --- 3,1+1,2 402,6 55,1 0,428 +0,017 -27,6+10,2

Para comparagao, preparou-se NP dissolvendo a mesma quantidade de 5-
FU (26,8 mg) diretamente na acetona a 10 °C, sendo obtidos C (5,3 £0,2) %, R (43
+2,3) %, ¢ (128,8 £ 5,8) nm, IPD (0,209 + 0,012) e £ (-26,1 £ 9,5) mV. Nestas NP,
C diminuiu pela metade, revelando a importancia da difusdo na preparagao das
NP: a quantidade de agua utilizada facilita a deposigcao e formagao das particulas
devido a difusdo preferencial da agua para fora das goticulas, causada por sua
baixa afinidade pelo PLGA. Em seguida a concentragdo de PLGA dentro da
goticula aumenta induzindo formagcdo das NP e aumentando o percentual de

carregamento.

4. Quitosana e acido folico

Primeiramente, foram feitas a purificagdo e caracterizacdo da quitosana e a
caracterizagdo do acido fdélico. Em seguida, foi feita reacdo da QTS com &cido
félico visando acoplar folato a superficie das nanoparticulas de PLGA para

aumentar a seletividade destas particulas na entrega de 5-FU utilizando quitosana
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como ponte para esta interacdo. Varios trabalhos utilizam estratégia semelhante
para aumentar o direcionamento de NP contendo agentes quimioterapicos. Outros
métodos também s&o utilizados para este acoplamento, como ligagdo covalente
do acido fdlico a superficie das NP via conjugagdo por EDC-NHS (Narayanan et
al.,, 2010), acoplamento de acido félico a TPGS (Zhang et al.,, 2007b) e
recobrimento de NP de PLGA com um conjugado de acido fdlico, polietilenoglicol e
poli(L-lisina) (Kim et al., 2005).

4.1. Quitosana
Para caracterizar a quitosana purificada, foram obtidos espectros de
absorcdo no infravermelho e de RMN de ®C e 'H, sendo calculado o grau de

desacetilacao.

4.1.1. Ressonancia magnética nuclear

A espectroscopia de RMN foi utilizada para caracterizar a QTS apéds a
purificacdo e calcular o grau de desacetilagdo (GD, Heux et al., 2000). O espectro
de RMN-"°C foi obtido por CPMAS da QTS neutra. Nesta técnica, GD é calculado
a partir da integral do pico do carbono do grupo metila dividido pela soma das
integrais dos picos dos atomos de carbono do anel D-glucopiranosil (atomos C1-

C6), conforme equagéao 12.

100 x Iy _
CD = N—CHj

1 EQUACAO 12
[g X (Ugy+ Igp+ Iez + Iea + Ics + g

A Figura 40 mostra o espectro de RMN-"3C da QTS neutra, purificada, cujo
GD calculado foi 95,7%.
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Figura 40. Espectro de RMN-"3C obtido por CPMAS para a QTS neutra purificada
(sonda 2R - 8 kHz).

Como a QTS neutra nao dissolve em D,0, o espectro de RMN-"H foi obtido
para QTS-HCI. Pela técnica de RMN-"H, o GD também ¢é calculado a partir da
integral do carbono do grupo metila divido pela soma das integrais dos atomos de
carbono do anel D-glucopiranosil (atomos C1-C6). O espectro de RMN-"H da QTS
D,0/H3;CCOOH em esta na Figura 41. O calculo do GD por este método nao pode

ser calculado, pois pico do solvente esta sobreposto ao pico do grupo metila.

C1, C1',DOH ‘ o
n
‘ -C-CH:
C3, C4, ‘
| C5,C6 |
. }
|‘ ] ‘
-‘ [
| M c2 |
|
[ ]
(1 ) lif
[ 1) [
/o 11;\
/ \ ;' & ﬂ'\ ;"
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Figura 41. Espectro de RMN-'Hda QTS em D,O/H3CCOOH (500 MHz; 24,6 °C;
nt=32, Ib=1,0 Hz; sonda bbsw).
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4.1.2. Espectroscopia de absorg¢ao no infravermelho
O espectro de absorgéo no infravermelho da QTS purificada neutra esta na
Figura 42. A atribuicdo das bandas esta na Tabela 24 (Wan et al., 2008).
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Figura 42. Espectro de absorgcéo no infravermelho da QTS.

Tabela 24. Atribuigcdes das bandas do espectro de absor¢cédo no infravermelho da

quitosana.
Numero de onda (cm™) Atribuicao
3438 v(OH) e v(NH)
2926, 2876 v(CH)
1655 v(C=0) grupos amida | e acetil
1375, 1325, 1261 v(CN) e 8(CN) grupo amida Il
1098 v(C-0)

4.2. Acido félico

Para caracterizar o acido félico e comprovar sua pureza foram feitas
analises térmicas e espectroscopicas, cujos resultados estdo sumarizados a

sequir:
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4.2.1. Espectroscopia de absorgao no UV-Vis

A curva de calibracao feita a partir de diluigdes em solugao de acido acético

1% esta mostrada na Figura 43. O coeficiente de extingdo molar, em 282 nm,

calculado para essa solugao foi 2,6.10° L/(cm.mol).

Absorbancia

0,525

0500;
0A75;
OASO;
0A25;
OAOO;
0375;
0350;
0325;
0300;

0,275 o

0,250

SQR
R2

Absorbancia

8,45792

0,99997

Intercepto
Curvatura

Valor
-0,03298
0,02597

Erro Padrao
0,00113
6,95221E-5

11

14

15

— T T
16 17 18

[AF]/ (umol.L™

19 20

—
21 22

Figura 43. Curva de calibragédo da solugéo de acido félico em solugao acido acético a

4.2.2. Ressonancia Magnética Nuclear - 'H

1% com absorbancia obtida em 282 nm.

As atribuicbes do espectro de RMN-'H foram feitas seguindo a

denominagao dada por Bonechi et al. (2006), cuja estrutura e a numeragao dos

protons estdo na Figura 44.
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Figura 44. Estrutura molecular do acido félico com as atribuicdes de cada préton

O espectro de RMN-"H do acido félico obtido em DMSO-d; esta ilustrado na

Figura 45.

Figura 45. Espectro de RMN-'H do &cido folico em DMSO-de. (500 MHz;

As atribuigdes dos protons caracteristicos do acido félico estdo na Tabela

25.

(Bonechi et al., 2006).

i ¢
-
|
1L :
b
§ : i
‘ 1 1 f
3 H
| 1] 1 |1
| |
1 11 11 | TR | e
_ﬂ_______,\_‘_a\-.—a—/\‘ —r VI
12 1n 10 ’ ] 1 [ 1 ] 4 3 2 1 PR

24,6 °C; nt=32, Ib=1,0 Hz; sonda bbsw).
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Tabela 25. Atribuicdo do 6 (ppm) dos prétons de acido folico em DMSO-de.

Proton o (ppm)
H7 8,64
H18 8,10

H13/15 7,64
H10 6,93

H12/16 6,63
H9 4,48
H19 4,32
H22 2,31
H21 2,03

4.2.3. Espectroscopia de absorcao no infravermelho

O espectro de absorgao, no infravermelho, do acido félico estd na Figura
46. A atribuicdo das bandas esta na Tabela 26 (Wan et al, 2008; Zhang et al.,
2008).
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Figura 46. Espectro de absorgao no infravermelho do acido fdlico.
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Tabela 26. Atribuicbes das bandas do espectro de absorgao no infravermelho do

acido félico.
Numero de onda (cm™) Atribuicao
v(OH) do acido glutamico e v(NH) do grupo NH
3100-3600 (OF) J (NH) do grup
do anel pteridina
2980-2900 Vsimétrico (CH) e Vassimétrico(CH)
1696 v(C=0) do grupo COOH
1638 v(C=0) do grupo CONH,
1604 S3(NH)
Bandas vibracionais caracteristicas do grupo
1517-1484
fenil e da pteridina
1415 d(OH) do esqueleto fenil

4.2.4. Difratometria de raios-X
O padrao de difratometria de raios-X do AF obtido é mostrado na Figura 47,
onde podemos observar um grande numero de picos finos, caracterizando um

composto cristalino.
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Figura 47. Difratograma de raios-X do acido félico.

100



4.2.5. Andlises térmicas
Quanto a analise calorimétrica por DSC, observa-se que a fusao do acido

folico ocorre em ~ 197 °C (Figura 48).

exotérmico ]
]
10

endotérmico 12—

T T T T T T T
50 100 150 200 250
Temperatura (°C)

Figura 48. Curva de DSC do &cido fdlico.

Na analise da curva de TGA do acido fdlico (Figura 49), observou-se que a
decomposicao se inicia a 200 °C e segue uma gradual perda de massa até 700
°C. Essa primeira etapa de decomposicdo que ocorre em ~100 °C €& devido,

principalmente, a perda da agua adsorvida (Vora et al., 2004).
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Figura 49. Curva de TGA do AF (a) % massa vs. temperatura (°C) e (b) § (mg/°C)

vs. temperatura (°C).

4.3. Sintese de folato de quitosana (QTSFOL)

A reacao entre acido félico e a quitosana é feita através da conjugacéao de
EDC. Esse reagente € um agente de acoplamento, similar ao DCC, porém é
soluvel em agua e reage com os grupos carboxila do acido félico em meio acido,
formando um intermediario derivado da uréia. A reacado esta representada na

Figura 50.
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Figura 50. Representacdo esquematica da reagao entre acido folico e quitosana.

O calculo da quantidade de folato acoplada a QTS foi feito por
espectroscopia de absor¢cdo no UV-Vis. Primeiramente, obteve-se a curva de
calibragdo do acido fdlico em solugdo de acido acético 1%. Determinada
quantidade de QTSFOL foi dissolvida na mesma solugéo. Usando o coeficiente de
extingdo molar (¢) é calculada a quantidade de folato acoplado a QTS, cuja
porcentagem em massa foi 12,2%. Wan et al. (2008) obtiveram grau de
substituicdo de 12,5%.

Os espectros de absorcdao no infravermelho (Figura 51) confirmam a
conjugacao entre QTS e AF. Ha trés bandas caracteristicas da QTS: v(OH)em
3420 cm™, 1094 cm™ de 5(C-O-C) e 1653 cm™" de v(NH2). Comparado com QTS,
QTSFOL mostra desaparecimento da banda em 1653 cm™, da deformagao
angular de N-H na amina primaria e aparecimento da banda em 1565 cm’”
associada a deformagdo N-H na amina secundaria. Outra banda surge em 1208

cm™, atribuida ao v(C-N) desta amina (Wan et al., 2008).
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Figura 51. Espectros de absorg¢ao no infravermelho do acido folico (AF), quitosana
(QTS) e folato de quitosana (QTSFOL).

Nos espectros obtidos por RMN (Figura 52), observou-se que a conjugagao
quimica do AF a QTS resulta no aparecimento de picos a 7,2 ppm (H13/15, AF);
6,65 ppm (H12/16, AF) e em =~ 2 ppm (H21, AF). Outros picos do folato entre 2,5 e
4 ppm estdo mascarados pelos picos referentes aos protons da quitosana e do

solvente.
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Figura 52. Espectro de RMN-'H de QTSFOL em DMSO-dg/CH3COOH. (500 MHz;
24,6 °C; nt=32, Ib=1,0 Hz; sonda bbsw).
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4.4. Acoplamento de quitosana e folato de quitosana

4.4.1. Entrelagamento de cadeias

O ensaio inicial para acoplar QTS e QTSFOL a superficie das NP foi feito
através do método de entrelagcamento de cadeias. Somente a quitosana (em forma
de cloridrato) foi utilizada para teste devido a facilidade de sua purificagéo.
Inicialmente, QTS-HCI foi dissolvida na solugédo de TPGS 0,03%; em seguida, a
solugédo de PLGA/5-FU foi gotejada a esta solugdo, sob agitacédo a 2000 rpm por 3
h e, entdo, sob alta velocidade por 10 minutos. Para analisar a influéncia do
farmaco e da velocidade de agitacdo do Ultraturrax®, foi aplicado planejamento
experimental 2% com ponto central, cujos resultados estdo sumarizados na Tabela
27.

Tabela 27. Niveis das variaveis 5-FU, velocidade do dispersor (VA) e parametros
obtidos das NP (¢, ¢, IPD, C e R).

5FU VA 5FU VA  ¢(mm) IPD ¢(mV) C(%) R (%)

(mg) (rpm)
+1 +1 15 14000 2557 0,32 269 0,12 792%
+1 -1 15 10000 1910 025 285 0,23 80,4%
-1 +1 10 14000 169,2 020 29,0 090 755%
-1 -1 10 10000 1983 0,18 255 007 77.4%
0 0 12,5 12000 1844 0,33 266 0,16  76,5%

12,5 12000 189,4 0,33 24,2 0,12  80,9%
12,6 12000 200,8 0,34 26,1 0,14  79,8%

Analisando estes dados, pode-se observar que o carregamento das NPQTS
neste experimento foi muito inferior aos da NP, provavelmente devido a difusdo do
5-FU para a solugdo externa durante as 3 horas de agitacdo anterior a
homogeneizagdo com alta velocidade, o que também pode ter causado destruicao
das particulas ja formadas. Este método seria, portanto, mais adequado para

encapsular farmacos hidrofébicos.
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Como descrito anteriormente, a analise dos resultados por ANOVA (Tabela
28) considera como significativos parametros com valores de p < 0,05. O erro
padrao do método foi obtido pelas replicatas no ponto central.

Nesta tabela, conclui-se que a quantidade de 5-FU influenciou os resultados
de ¢, IPD e C, enquanto a variagao da velocidade de agitagcdo do Ultraturrax® foi
significativa apenas para IPD. Os resultados experimentais de IPD e C néo
puderam ser ajustados e, em vista disso, n&o foram feitas mais replicatas no ponto
central, o que aumentaria os graus de liberdade do planejamento e provavelmente

ajustaria o modelo mais apropriadamente (Barros Neto et al., 2007).

Tabela 28. Coeficiente de regressao (CR) e erro padréo (s) obtidos mediante

analise ANOVA para o ensaio experimental do método de entrelagamento de

cadeias.

Parametros R ° 9% +95%

5-FU VA 5-FU VA 5-FU VA 5-FU VA
¢ (nm) 19,8 89 42 42 1,7 -9,2 3,9 26,9
IPD 0,048 0,023 0,003 0,003 0,04 0,01 0,06 0,03
¢ (mV) 0,23 048 06 0,6 25 22 2,9 3,2
C (%) 0,045 -0,02 0,1 0,1 0,002 -0,06 0,09 0,02
R (%) 1,68 -0,78 11 1,1 -3,3 57 6,6 4,2

4.4.2. Adsorgao simples de quitosana e folato de quitosana

O método de entrelagcamento de cadeias nao foi eficiente em encapsular 5-
FU em NP recobertas com QTS. Assim, o método de simples adsorcao foi
empregado, onde foi estudada a adsorgao de QTS e QTSFOL, em trés diferentes
concentragdes, com o tempo e monitoramento de ¢, IPD e C.

Os valores iniciais de ¢, IPD foram 71,8 nm e 0,193, respectivamente. A
variagao temporal do ¢ e IPD das nanoparticulas recobertas com QTS e QTSFOL

estao ilustradas nas Figuras 53 e 54.
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Figura 53. Variagao temporal do (a) ¢ (nm); (b) IPD de NP recobertas com
QTS.
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Figura 54. Variagao temporal de (a) ¢ (nm); (b) IPD de NP recobertas com

QTSFOL.

Quanto a variagdo do { das NP recobertas com QTS e QTSFOL, os

graficos estao ilustrados nas Figuras 55 e 56:
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Analisando estas figuras, observa-se que apds a adicdo das solucdes de
QTS e QTSFOL a variagao temporal de ¢ e de IPD n&o foi linear nos primeiros
minutos. O ¢ das NPs aumentou com o aumento da concentragdo de QTS devido
a maior quantidade de QTS adsorvida na superficie das NP. Para as amostras
com menores concentracbes de QTS e QTSFOL, tanto ¢ quanto IPD se
mantiveram constantes apds 45 minutos. Para as suspensdes de NP com maiores
concentragbes de QTS e QTSFOL, as particulas aumentaram e ficaram mais
polidispersas apos 30 dias. Quanto maior o numero de cadeias de QTS presentes
no meio, maior a adsor¢do e mais desordenada, aumentando estes parametros.
Com maior numero de camadas, as cadeias de QTS tendem a se repelir devido a
mesma carga, mas também s&o atraidas umas pelas outras e interagem através
de interacdes hidrofdbicas, forcas de van der Waals e ligacao de hidrogénio (Guo
& Gemeinhart, 2008).

A alteragdo mais significativa ocorreu para ¢, cujo sinal foi invertido em
todas as preparagdes. O ¢ inicial das NP de PLGA foi (-29,3 £ 4,0) mV, devido aos
grupos carboxila terminais do PLGA. Com adicdo das solugdes de QTS e
QTSFOL, o potencial se inverteu e seu valor aumentou com o tempo em todas as
concentragdes, porém permaneceu na mesma faixa para todas as suspensdes. O
aumento temporal de { indicou o0 aumento da adsorgado de cadeias de QTS na
superficie das NP, como observado nas Figuras 55 e 56. Quanto ao valor de (
permanecer na mesma faixa nas trés concentracdées, podemos concluir que houve
saturagao da absorgao ja na primeira concentragéo estudada.

Guo & Gemeinhart (2009) estudaram a adsorcéo de QTS na superficie de
NP de PLGA e analisaram que a adsorgao de multiplas camadas de QTS permite
que apenas uma pequena quantidade de QTS influencie ¢, pois a carga superficial
por unidade de area, devido aos grupos amina, é constante. Aléem disso,
observaram que a atracao eletrostatica entre a carga positiva da QTS e a
superficie negativa das NP de PLGA ¢é a forga motriz na formagao da primeira
camada de QTS adsorvida, ligacdo de hidrogénio (N-H) ou forcas de van der
Waals sdo responsaveis pela adsor¢do de mais cadeias de QTS mesmo apos a

carga positiva ter sido alcangada.
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A inversao do sinal do { das NP é indicativa de forte interagdo entre a
superficie das NP e QTS/QTSFOL. Portanto, este método foi eficiente em acoplar

quitosana e acido folico a superficie das nanoparticulas de PLGA.

5. Estabilidade coloidal

A estabilidade coloidal de qualquer formulagdo € importante ser
verificada frente a forga ibnica e a variacdo de pH no local de administracdo. Para
formulagdes que serdo administradas via aplicacdo parenteral, € importante
verificar a estabilidade da emulsdao a ser injetada no fluido sanguineo que
apresenta ions e sais, dai a necessidade de estudar a estabilidade da emulsdo em
solugdes com diferentes concentragdes de sal e em solugédo salina de tampao
fosfato (forga idbnica 154 mmol/L).

Além desse fator, dependendo do local de administragdo destas
particulas e seu caminho até chegar ao local de agao, as particulas podem ser
desestabilizadas com a variagdo de pH do meio. Para formulagbes topicas, um
requisito importante é controlar o pH do sistema em que estas particulas seréo
veiculadas para evitar alergias e irritagdes ao paciente e ndo causar nenhuma
mudancga na caracteristica destas particulas.

Ja é conhecido o efeito da adicdo de sal na estabilidade de emulsoes,
isto é, o aumento da concentragdo de eletrélitos em uma suspensdo diminui a
espessura da dupla camada e reduz os efeitos de repulsdo e de resisténcia a
deformacado da nuvem ibnica levando a coagulacdo das particulas (Florence &
Atwood, 2003). Portanto, diferentes concentragdes de Na,SO4 foram adicionadas
as suspensdes de NP, NPQTS e NPQTSFOL, e a distribuicdo de tamanhos foi
obtida por espalhamento dinamico de luz. O grafico de ¢ (Z average) das

suspensodes vs. concentracdo de Na,SO4 esta ilustrado na Figura 57.
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Figura 57. Estudo da estabilidade coloidal das particulas com adigdo de

solugéo de Na,SO4 em diferentes concentragdes.

Nessa figura observa-se que o acoplamento de QTS e QTSFOL diminui
drasticamente a estabilidade destas particulas frente a forga ibnica, pois ¢
aumenta bruscamente na concentracio inicial de 0,1 mol/L de Na,SO4. Para a
formulacdo NP, o aumento de ¢ somente se inicia quando a concentracdo de
Na,SO4 é acima de 0,5 mol/L. Além do efeito da adigao de sal na desestabilizagao
da emulsdo, pode ocorrer reticulagdo das cadeias da QTS e QTSFOL ligadas a
superficie das NP pelo anion SO, seguido da precipitagdo das particulas. A
adicdo de anions multivalentes € um dos meétodos de reticulagdo ibnica para
formagao e precipitagdo de micro-esferas de QTS (Yurdasiper & Sevgi, 2010).

Em solucdo salina de tampao fosfato, foi também observada a
precipitacdo das formulagdes de NPQTS e NPQTSFOL. Yang et al. (2009)
relataram aumento significativo do didmetro de nanoparticulas de PLGA e
Paclitaxel modificadas com QTS quando colocadas em plasma. Em outro trabalho,
Nafee et al. (2009) estudaram a estabilidade coloidal de nanoparticulas de
PLGA/QTS em diferentes meios de cultura em pH 4,7 e pH 7,4 e diferentes

células, mostrando que a aglomeragdo destas NP diminui a citotoxidade destas
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particulas devido a menor disponibilidade destas particulas no meio,
proporcionalmente relacionada com a quantidade de QTS presente nas mesmas.

Quanto a estabilidade destas particulas frente a variacao de pH do meio,
o estudo foi realizado através da medida de ¢ e de { com variagdo do pH da
solugdo. Os resultados estdo na Figura 58.

A Figura 58 mostra o efeito do pH no didmetro e na carga superficial das
NP, NPQTS e NPQTSFOL. Observa-se que a partir do pH 10, comega a ocorrer
variacdo de ¢ das nanoparticulas em todas as formulagdes, sendo que para as
particulas recobertas com QTS e QTSFOL o aumento do didmetro é muito maior.
A variacdo destes parametros para as NP ndo recobertas € menor, sendo que
ocorre somente ligeiro aumento do tamanho das particulas a partir de pH 11.

Quanto ao efeito da variagdo de pH na carga superficial da NP recobertas e

nao recobertas, observa-se na Figura 59 que { permanece praticamente constante
entre pH 4 e 11. Ha ligeiro aumento na carga das NP em pH menores e leve
reducdo em pH maiores. Com as particulas recobertas, observa-se variagdo mais
brusca de ¢, principalmente em pH maior, ocorrendo redugao da carga superficial.
O ponto isoelétrico para NP é entre pH 2 e 3 e da NPQTS e NPQTSFOL ¢ entre
11e12.
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Figura 58. Variacao do (a) tamanho e (b) potencial Zeta das nanoparticulas,

com variacao de pH.

As variacbes de ¢ e { podem ser explicadas pela capacidade tamponante

destas nanoparticulas (Figura 59).
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Figura 59. Capacidade tamponante das formulagdes NP, NPQTS e
NPQTSFOL.

Observa-se que as formulagdes conseguem manter o pH das solugdes
principalmente entre 4 e 9, podendo este comportamento ser relacionado a ¢ e
alteragdo nos grupos carregados na superficie das particulas.

Por fim, pode-se concluir que a formulacdo contendo NP nao apresenta
restricdo quanto a administracdo por diferentes rotas. No entanto, as
nanoparticulas recobertas com QTS e QTSFOL sao provavelmente impréprias
para administracdo intravenosa, mas podem ser administradas em diferentes

formas farmacéuticas com forga idnica controlada.
6. Estudo do perfil de liberagao

6.1. Perfil de liberagdo em carreadores

Quando o farmaco esta encapsulado sua liberacdo deve ocorrer por
periodo prolongado de tempo; assim, essas formulagdes requerem estudos sobre
perfil temporal de liberacdo e devem ser realizados in vivo ou in vitro usando

tampéo fisiolégico a 37 °C, em plasma e em solugcdes com diferentes forcas
ibnicas (D’Souza & Delucca, 2006).
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Os métodos mais utilizados dividem-se em trés categorias: amostragem e
meétodos de separacgao, fluxo continuo e dialise, onde a liberagcdo é determinada
através do tempo. O meio de selecédo € baseado na solubilidade e na estabilidade
temporal do farmaco.

No primeiro método, as particulas sdo introduzidas num recipiente contendo
o meio de liberagcdo. O método de fluxo continuo consiste num meio circulado por
uma coluna contendo as particulas. Diversas configuragdes como tipo de bomba e
fluxo sao reportadas na literatura. Na dialise, a suspensdo de NP é fisicamente
separada do meio por uma membrana de didlise e a liberagao é feita na solugao
externa pelo tempo. Nos trés métodos, a selecdo do meio é baseada na
solubilidade do farmaco e em sua estabilidade ao longo do tempo.

Geralmente, a liberacdo de farmacos colocados em NP ocorre em duas
etapas: a inicial rapida (efeito burst) e depois a mais lenta (sustentada). Na
primeira etapa, ocorre rapida liberacdo do farmaco da superficie das NP ou a
difusdo através da matriz polimérica, permitindo que o farmaco atinja rapidamente
uma concentragao efetiva do farmaco na circulagdo. A segunda etapa € uma mais
lenta e devido ao farmaco que esta dentro das NP, ocorrendo durante sua
erosao/biodegradacao, possibilitando que sua concentracdo permanega na
circulagao por um longo tempo. (Li et al., 2008; Mc Carron et al., 2000).

A liberagao depende de fatores como solubilidade do ativo, dessorcdo da
superficie, difusdo através da matriz da NP, degradagcdo e erosdo da NP e da
combinagdo dos processos de erosdao e difusdo. Além disso, a liberagao ira
depender de como o farmaco foi incorporado e se a particula esta recoberta por
algum polimero, pois esta camada atuard como uma barreira a liberagéo e difusdo
do farmaco (Mohanraj & Chien, 2006).

A liberacdo do farmaco também pode ser afetada pelo tamanho da
particula: particulas menores tém maior area superficial e, portanto, a maior parte
do farmaco associado estara mais proxima ou na superficie, levando a rapida
liberacdo. Outros fatores que podem influenciar sao: porosidade dos carreadores,

o tipo da ligagao polimérica e a velocidade de sua hidrolise, o efeito no pH na
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cinética de degradacao e o tipo de erosdo que ocorre na matriz ou na superficie
do carreador (Siepmann & Gopferich, 2001).

Em carreadores de PLGA, primeiramente ocorre entrada de agua na matriz
polimérica, seguida pela dissolugdo do farmaco e quebra das ligagcdes éster.
Simultaneamente, o farmaco difunde devido aos gradientes de concentragao ou
através da matriz polimérica e/ou pelos poros preenchidos com agua (Faisant et
al., 2002).

Quanto a hidrofilicidade do farmaco, podemos citar como exemplo trabalhos
publicados: Ahlin et al. (2002) estudaram o perfil de liberagcdo de enalaprilat
encapsulado em PLGA o qual mostrou que 60-70% do farmaco foi liberado apos 1
minutos em diferentes meios receptores (agua, fluido gastrico pH 1,2 e fluido
intestinal pH 7,5). Govender et al. (1999) incorporaram cloridrato de procaina,
outro farmaco hidrofilico, em PLGA, utilizando o mesmo método deste projeto e
estudaram sua liberacao in vitro. O perfil foi muito similar ao obtido para 5-FU
encapsulado, isto é, liberacdo mais rapida na primeira hora.

McCarron et al. (2000) estudaram o perfil de liberagdo de 4 tipos de NP
poliméricas contendo 5-FU utilizando célula de Franz e solugdo receptora salina
de tampao fosfato. Neste trabalho, observou-se que uma caracteristica
predominante foi o efeito burst inicial devido ao farmaco fracamente aderido a
superficie das NP e que o percentual de carregamento nao interfere no perfil de
liberagao. Li et al. (2008) estudaram o perfil de liberagcdo em NP de poli(y-benzil-L-
glutamato) e poli(etileno glicol), no qual o efeito burst liberando ~30% do farmaco

encapsulado ocorreu entre O e 2 h.

6.2. Difusao

Difusdo € um processo onde a diferenca de concentragdo entre dois
compartimentos é reduzida por um fluxo espontadneo da amostra. A forgca motriz
para que a difusdo acontegca € o gradiente de potencial quimico, o qual também

pode ser descrito pelo gradiente de concentragéo dc/dx.
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A equacao para este caso € a primeira lei de Fick.

1=—Dg§ EQUAGAO 12

onde J é o fluxo da matéria; D, o coeficiente de difusdo e dc/dx o gradiente de
concentracdo através da membrana. Se a membrana tiver espessura [ e Ac
representar a diferenca de concentragao da solugdo do farmaco entre as duas

faces da membrana.

DK Ac
J=

: EQUACAO 13

onde K é o coeficiente de distribuicdo do permeante em dire¢gao ao polimero. As
equacdes 12 e 13 sao aplicadas quando a matriz contendo o farmaco for
homogénea e ocorrer difus&do através dela.

O coeficiente de difusdo é dado pela equacgao de Stokes-Einstein.

,_ _RT
"~ 6znaNa

EQUACAO 14

onde n € a viscosidade do meio, o € o0 raio da molécula e Na € o numero de
Avogrado. Na equagao 14, observa-se que o coeficiente de difusdo é inverso ao
de viscosidade. Assim, a difusdo em um polimero sélido ndo poroso é mais dificil e
mais lenta que num fluido, pois ha necessidade das cadeias do polimero
permitirem a passagem das moléculas do farmaco (Florence & Atwood, 2003).

O fenbmeno da difusdo em matriz foi descrito por diferentes modelos
matematicos e diversas equacgdes foram obtidas. A seguir sera dada uma breve
descrigdo de alguns destes modelos (Costa & Lobo, 2001; Costa, 2002; Siepmann
& Siepmann, 2008).
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a) Cinética de ordem zero
Esta cinética € utilizada considerando particulas que ndo desagregam e

liberam o ativo lentamente, podendo ser expressa pela equagao 15.

Q:= Qo+ Kot EQUAGCAO 15

sendo Q; a quantidade de farmaco liberada no tempo t, Qg a quantidade inicial de
farmaco na solugédo (geralmente igual a 0) e ko 0 coeficiente de velocidade de
liberacdo. As formas farmacéuticas que seguem este perfil liberam a mesma
quantidade de farmaco por unidade de tempo, constituindo-se como uma das

melhores formas de veicular farmaco para a liberagao prolongada.

b) Cinética de primeira ordem
Este modelo foi proposto para descrever a absor¢cao ou a eliminagao de
alguns farmacos, embora seja dificil conceituar este mecanismo em bases

tedricas. Este modelo pode ser expresso pela equagao 16.

InQ,=InQy+ x; t EQUACAO 16

onde Q; é a quantidade de farmaco liberada no tempo t, Qo a quantidade inicial de
farmaco na solucdo e k1 o coeficiente de velocidade de liberagcdo de ordem 1.
Assim, um grafico de In Q; vs. t sera linear.

Carreadores que seguem esse modelo sao usados para encapsular
farmacos hidrofilicos em matrizes porosas, que liberam o farmaco em quantidade
proporcional a quantidade restante no seu interior, por unidade de tempo (Mulye &
Turco, 1995).

c) Modelo de Higuchi

Higuchi (Higuchi, 1961; Higuchi, 1963) desenvolveu expressdes

matematicas relativas a liberagado de farmacos hidrossoluveis e pouco soluveis em
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agua, dispersos numa matriz uniforme semi-soélida e/ou solida que constitui o meio

de difusdo. A equacao 17 € mais importante neste modelo.
Q. = wy t'/? EQUAGAO 17

sendo xy a constante de liberacdo e Q; a quantidade de farmaco no tempo t.
Higuchi descreve a liberagdo do farmaco como difusdo baseada na lei de Fick vs.
"2 e pode ser utilizada em sistemas para liberagdo transdérmica e matrizes

complexas contendo farmacos hidrofilicos.

d) Modelo de Peppas-Korsmeyer ou Lei da Poténcia
Este modelo foi desenvolvido por Korsmeyer e Peppas (Korsmeyer &

Peppas, 1981; Korsmeyer et al., 1983) e pode ser representado pela equagéao 18.

M, .

e}

S

onde kpk representa uma constante cinética que incorpora as caracteristicas
estruturais e geométricas da matriz de liberagdo, n € o expoente de liberagado e
M/M.. € a fracdo de farmaco liberada no tempo t.

Peppas (1985) usou o valor de n para caracterizar diferentes mecanismos
de liberacéo, verificando que n = 0, 5 para a difusdo que segue o modelo de Fick e
entre 0,5 e 1,0 para a transferéncia de massa segundo um modelo nao-Fickiano.
O ajuste neste modelo deve ser feito com apenas 60% da curva. Este modelo é
geralmente usado para analisar a liberagcdo de formas farmacéuticas poliméricas,
gquando o mecanismo de liberagdo ndo € bem conhecido ou quando possa estar
envolvido mais de um tipo de liberagdo. Para particulas esféricas, foi mostrado

que n assume o valor 0,43 (Siepmann & Siepmann, 2008).
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A Tabela 29 resume o que foi mencionado nesta secgao:

Tabela 29. Tipos de liberacao por difusdo considerando n para esfera.

Tipo de transporte do
N Taxa
farmaco

Concentragéo inicial do farmaco
0,43 Difus&o Fickiana abaixo do limite de solubilidade,

sendo ausente efeito de borda

Difusdo do farmaco e intumescimento
0,43<n<0,85 Transporte anémalo .
da matriz

0,85 Liberagao ordem zero Intumescimento da matriz

e) Modelo de Baker-Lonsdale
Foi desenvolvido por Baker e Lonsdale (1974) a partir do modelo de Higuchi
e descreve a liberacado do farmaco a partir da matriz esférica, sendo representado

pela equagao 19.
2/3
; [1 - (1- &) M: o ot EQUAGAO 19

onde My M,, é a quantidade de farmaco liberado no tempo t e kg € a constante de
difusdo. Portanto, um grafico relacionando a parte esquerda da equagao com t

sera linear e a constante de liberagao correspondera a inclinagao da reta.

6.3. Estudo do perfil de liberagao do farmaco 5-FU

Os perfis de liberacdo do farmaco nas formulagdes NP, NPQTS e
NPQTSFOL foram obtidos através do ensaio de liberagao utilizando membrana de
didlise em solugdo tampao fosfato pH 7,4 a 37 °C. Os resultados estdo

apresentados na Figura 60.
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Figura 60. Perfil de Liberacado de 5-FU a 37 °C.

Observa-se que liberagao de 5-FU ocorre mais rapidamente na formulacao
que contém apenas NP, havendo um burst nos primeiros 50 minutos e uma
liberacdo sustentada até 2 h. Nas formulagdes com NPQTS e NPQTSFOL,
observa-se que até 105 minutos a liberagdo tem o mesmo perfil e depois é mais
prolongada para NPQTSFOL. O burst foi maior durante a primeira hora devido a
difusdo do 5-FU préximo ou na superficie das NP. Este fenbmeno ocorre devido a
hidrofilicidade do farmaco e, possivelmente, ao carater anfifilico de TPGS, o que
causa rapida absor¢cao de moléculas de agua na matriz polimérica, levando a
rapida difusdo do farmaco através dessa matriz (Esmaeili et al., 2007). O
acoplamento de QTS e QTSFOL dificulta esse fenbmeno, levando a liberagao
mais lenta na etapa inicial, indicativo da forte interagcao entre QTS e QTSFOL e a
superficie destas NP.

O perfil de liberacao do 5-FU nas formulagdes foi modelado para cinéticas
de ordem zero, primeira ordem, modelo de Higuchi, Peppas—Korsmeyer e Baker-
Lonsdale. Os testes estatisticos aplicados para comparacéo das formulagdes e da
modelagem foram feitos analisando y® (soma quadratica dos erros) e R
(coeficiente de correlagdo). Observa-se que os menores valores de y? e os

maiores valores de R foram obtidos para o modelo de Peppas—Korsmeyer
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destacados na Tabela 30. A liberagao do 5-FU foi bem ajustada pelo modelo de

ordem zero, indicando que a difusdo & o principal mecanismo de transporte desse
farmaco. Para as formulagcées de NP, NPQTS, NPQTSFOL, tanto o modelo de

ordem zero como o modelo de Higuchi foram bem ajustados aos dados

experimentais, com R proximo de 1, mostrando que a difusdo também é

provavelmente o principal mecanismo de transferéncia de massa. Ja para o

modelo de primeira ordem, observa-se que os valores de Xz obtidos foram

préximos de zero, porém o coeficiente de correlagcao foi pequeno.

Tabela 30. Ajuste dos modelos matematicos para liberagao in vitro das
formulagdes de NP, NPQTS e NPQTSFOL e para uma solugao de 5-FU.

Modelo 5-FU NP NPQTS NPQTSFOL
v? 0,013 84,2 2,7 41,7
Ordem zero R 0,986 0,825 0,968 0,986
(3,4+0,4)* > 3 (9,2
Ko 5 (3,1£0,8)*10° (5,9+0,3)*10 3
10 0,3)*10
Primeira x2 0,3 1,1 5,4
ordem R n/a 0,763 0,779 0,638
K1 0,11+£0,03 0,016+0,003 0,025+0,006
1 60,4 0,9 61,2
Higuchi
R n/a 0,874 0,988 0,978
KH 0,24+0,05 0,071+£0,002  0,101+0,004
7 0,02 0,006 0,1
Peppas-
R 0,929 0,994 0,988
Korsmeyer n/a
KPK 0,201+ 0,003 0,148%0,004 0,17%0,01
n** 1,1%0,2 0,90%0,02 0,87%0,03
y? 165,8 0,033 0,039
Baker-
R n/a 0,905 0,317 0,290
Lonsdale 4 4
KBL 44+0,8 (11£4)*10° (7£3)*10°

*n/a = ndo aplicavel.
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Ajustando os dados experimentais com o modelo de Peppas-Korsmeyer
observamos que os valores de n sao maiores que 0,43, indicando que além da
difusdo, outros fenbmenos de transporte estdo envolvidos na liberacdo do
farmaco. Porém, os valores de n para NPQTS e NPQTSFOL foram menores que
para a formulagédo NP, o que pode indicar um mecanismo de liberagao diferente
da formulagdo NP, devido a camada de QTS ou QTSFOL presente na superficie
destas particulas. Os dados ajustados para o0 modelo de Peppas-Korsmeyer estao

ilustrados na Figura 61.

[VAV]V]

0,151
0,30
0,451
0,601

-0,75

In M/M,

-0,90

-1,05 = NP

= NPQTS
®  NPQTSFOL

-1,20 4

-1,35 -

I 0,|60 I 0,|75 I 0,:30 I 1,2)5 I 1,|20 I 1,|35 I 1,|50 I 1,|65 I 1,|80 I 1,:35 I 2,|10 I
Int
Figura 61. Ajuste dos dados experimentais ao modelo de Peppas-Korsmeyer para

NP, NPQTS e NPQTSFOL.

O modelo de Baker-Lonsdale foi mais bem ajustado somente para a
formulagcdo NP. Como esse modelo descreve a liberacdo do farmaco a partir de
matriz esférica, possivelmente os dados experimentais das formulagcées NPQTS e
NPQTSFOL nao foram bem ajustados devido a superficie ser modificada levando
a outros mecanismos de liberacao.

Cada modelo fornece uma interpretacdo adicional dos resultados obtidos,
porém em todos podemos ver que a constante de liberacdo € aproximadamente
uma ordem de grandeza maior para a formulacdo NP que para NPQTS e
NPQTSFOL, indicando que a adsor¢cdo de QTS e QTSFOL é eficiente em reduzir
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a liberacdo do 5-FU das particulas. Além disso, a ligacdo de acido folico a
quitosana propicia maior liberagdo e mais prolongada que aquela com apenas
QTS.

7. Liofilizagao

Liofilizagdo é um processo de multiplos estagios que envolvem a
preparagdo do material: congelamento (onde ocorre a solidificagdo da amostra);
sublimagdo (primeira secagem, no qual o material € colocado sob vacuo e a
pressdo é abaixada progressivamente para o gelo sublimar); e dessorgéo
(secagem secundaria), que se inicia apds o gelo ser sublimado e alto vacuo que
permite remover moléculas de agua ligadas e que ocorre a temperaturas acima da
temperatura de congelamento (Rey, 2010).

Essas etapas causam grande estresse nas particulas e resultam num
aumento significativo de seu tamanho devido a aglomeracao. Para evita-la, sao
usados crioprotetores e, quanto maior a concentragdo destes, maior o efeito
protetor que exercem (Date et al., 2010). No congelamento de uma amostra, ha
separagdo de fases em gelo e solugdo crioconcentrada. Em suspensédo de
nanoparticulas, a fase crioconcentrada é composta de NP e os outros
componentes da formulagcao (surfatante, tampéo, ativos ndo encapsulados). Esta
maior concentragdo pode induzir agregagao e fuséo irreversivel das NP. Além
disso, a cristalizagdo do gelo pode exercer estresse mecéanico causando
desestabilizagdo das NP. Por estas razdes, excipientes, como agucares, que
protegem o produto do estresse do congelamento (crioprotetores) ou da secagem
(lioprotetores) sao adicionados as suspensdes. Estes acgucares vitrificam numa
temperatura especifica (temperatura de transigdo vitrea, T4) e imobilizam as NP na
matriz vitrea, protegendo-as contra o estresse mecanico dos cristais de gelo
(Abdelwahed, 2006).

As estruturas de alguns agucares mais comumente utilizados e as
respectivas T4 estdo sumarizadas na Tabela 31 (Simperler et al., 2006; Yu et al.
1998).
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Tabela 31. Massa molar, estruturas, férmulas moleculares e T4 de alguns

acgucares.

Acucar

Estrutura Molecular

Tg

Glicose

CeH1206
Massa Molar 180,2 g/mol

Manitol
CeH1406

Massa Molar 182,2 g/mol

Sacarose

C12H22014
Massa Molar 342,3 g/mol

Trealose

C12H22011
Massa Molar 342,3 g/mol

(a)

HoOH

HL0H

OH

23°C

12,6°C

60°C

107°C
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7.1. Liofilizagao das formulacoes

Para encontrar o melhor modo das formulacdes preparadas NP, NPQTS e
NPQTSFOL sofrerem o menor estresse possivel durante a liofilizagao, foram feitos
diversos experimentos onde foi variada a quantidade e o tipo de acgucar
crioprotetor. A liofilizagdo das suspensoes foi feita adicionando, separadamente,
trés tipos de crioprotetores (trealose, sacarose e manitol), congelamento sob N
liquido, tempo de secagem por 48 h e posterior agitagdo até ressuspensao das
particulas. Os primeiros resultados dos testes com adicdo de 10, 25 e 50% da
massa de cada acgucar em relagdo a massa inicial do material foram
insatisfatérios, pois ndo foi possivel ressuspender as nanoparticulas, mesmo sob
agitacao em ultrassom e sob agitagdo magnética por 24 h.

Aumentando a massa dos crioprotetores em 100, 150 e 200% em relacéo a
massa inicial total foram obtidos resultados melhores. No entanto, para que as
particulas fossem ressuspensas, foi necessario deixa-las agitando por longo

periodo (24 h). Os resultados estdo nas Tabelas 32 e 33.

Tabela 32. ¢ (nm), IPD e £ (mV) das NP antes da liofilizago.

Amostra ¢ (nm) IPD ¢ (mV)
NP 107,0+£ 0,5 0,150 £ 0,029 -30,3+7,0
NPQTS 136,4 + 4,1 0,218 +0,017 22,0+ 8,0

NPQTSFOL 136,6 + 5,7 0,210+0,023 223+74
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Tabela 33. ¢ (hm) e IPD das NP apds liofilizagdo e ressuspensao sob agitagao por

24 horas.

Amostra Crioprotetor % em massa ¢ (nm) IPD
NP-T100 100 648,3+9,5 0,573 + 0,001
NP-T150 Trealose 150 536,6 + 6,8 0,558 + 0,057
NP-T200 200 375,5 + 16,3 0,504 + 0,025
NP-S100 100 208,0+1,3 0,223 + 0,007
NP-S150 Sacarose 150 203,3+6,3 0,334 + 0,011
NP-S200 200 184,5+ 1,3 0,226 + 0,004
NP-M100 100 235,71 0,4 0,271 £ 0,016
NP-M150 Manitol 150 174,5 £ 2,1 0,178 £ 0,004
NP-M200 200 169,6 + 2,8 0,217 £ 0,019
NPQTS-T100 100 311,9+ 10,1 0,282 + 0,041
NPQTS-T150 Trealose 150 307,6 £ 3,3 0,384 + 0,034
NPQTS-T200 200 2904,7 £ 4.1 0,328 + 0,008
NPQTS-S100 100 470,11 0,4 0,447 £ 0,027
NPQTS-S150 Sacarose 150 257,8+1,4 0,192 + 0,013
NPQTS-S200 200 246,4 £ 2,8 0,194 £ 0,013
NPQTS-M100 100 470,6 £ 0,4 0,447 £ 0,003
NPQTS-M150 Manitol 150 276,91 3,2 0,238 £ 0,024
NPQTS-M200 200 269,1+23 0,233 £ 0,018
NPQTSFOL-T100 100 2296 + 295 1,000 + 0,001
NPQTSFOL-T150 Trealose 150 2877 + 809 1,000 + 0,001
NPQTSFOL-T200 200 1343 + 378 0,934 + 0,093
NPQTSFOL-S100 100 1356 + 47 0,845 £ 0,021
NPQTSFOL-S150 Sacarose 150 1062 + 164 0,818 £ 0,015
NPQTSFOL-S200 200 3299+ 1,7 0,350 + 0,009
NPQTSFOL-M100 Manitol 100 2182+ 3 1,000 + 0,001
NPQTSFOL-M150 150 1074 + 47,4 0,904 £ 0,057
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Melhores resultados foram obtidos quando a concentragcao de crioprotetor
foi variada. A ressuspensdo das particulas foi feita com agua desionizada e
agitacao por 5 minutos. Os resultados estdo nas Tabelas 34 e 35.

Os valores de ¢ e IPD apds ressuspensao das NP quando aumentou a
concentracdo do crioprotetor na suspensado antes da liofilizagdo mostram que
houve menor agregagdao das particulas. Os melhores resultados foram
conseguidos com sacarose a 250 mmol/L, pois foram mantidas as dimensdes das
NP apos liofilizagao.

Tabela 34. ¢ (nm), IPD e £ (mV) das NP antes da liofilizago.

Amostra ¢ (nm) PDI ¢ (mV)
NP 130,6 £ 0,6 0,158 + 0,009 -25,5+4,8
NPQTS 153,9+0,4 0,302 + 0,054 23,8+6,8
NPQTSFOL 163,2+ 3,6 0,341 £ 0,011 28,9+ 3,7

Tabela 35. ¢ (nm) e IPD das NP apds liofilizagao e ressuspensao sob agitagao por

5 minutos.

Amostra Crioprotetor Concentragdo ¢ (nm) PDI

NP-T200 437,5+ 40,2 0,734 0,043
NPQTS-T200 200 mmol/L 551,2+97,9 0,861 +0,010
NPQTSFOL-T200 645,8 £ 20,7 0,927 + 0,074
NP-T400 Trealose 204,7+2,2 0,285 0,004
NPQTS-T400 400 mmol/L 466,8 £+ 19,3 0,433 + 0,071
NPQTSFOL-T400 518,7+4,8 0,497 + 0,015
NP-T700 700 mmol/L 253,6 + 14,5 0,463 £ 0,019
NP-S125 519,2+1,2 0,782+ 0,157
NPQTS-S125 125 mmol/L 816,9+ 10,4 0,983 + 0,201
NPQTSFOL-S125 849,9+89,7 0,927 + 0,074
NP-S250 Sacarose 231,7+ 16,1 0,278 + 0,025
NPQTS-S250 250 mmol/L 387,9*12,5 0,302+ 0,054
NPQTSFOL-S250 349,9+13,9 0,327 £ 0,074
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8. Estabilidade térmica

A estabilidade quimica das suspensbes podem ser avaliadas pelo
monitoramento do pH pois seu abaixamento pode indicar degradagao do polimero
ou de outro ingrediente (Guterres et al, 2002). Em relagcdo ao PLGA, sua
degradacdo produz acidos latico e glicdlico, que reduzem o pH, indicando
alteracao na estabilidade das NP.

A reducdo do pH é importante desvantagem no uso do PLGA, pois o
aumento da acidez pode levar a reagdes inflamatérias em areas com baixa
velocidade de transporte de fluidos. Para o caso de implantes, por exemplo, a
liberacdo constante de produtos de degradacao € necessaria para que o corpo
tenha tempo suficiente para limpar o material implantado (Thomas & Burg, 2004).

A degradagdo do PLGA ocorre por hidrélise acida e € uma reagéo
autocatalisada, isto €, quanto mais monémeros sao liberados, maior sera a taxa
de degradacao (Figura 62). Além disso, depende de fatores como o numero de
cadeias glicoliticas, pois quanto maior este numero, maior o aumento de ligagdes
reativas com a agua e a terminagdo da cadeia. Por exemplo, PLGA com
terminacao acida é degradado mais rapidamente que com outro com terminagao
éster (Gopferich, 1996). Em NP, a taxa de degradacido polimérica aumenta

significantemente com aumento do tamanho da particula (Klose et al., 2008).

o O
O H Sl /\Kr O
HO 1;‘T|/\Ot + H. O —l— HO s /]k/DH
o OH HO
PLGA Acido Litico Acido glicélico

Figura 62. Reagéo de hidrdlise acida do PLGA.

Para analisar a estabilidade térmica das NP em suspensdao e em po
(liofilizadas), foi feita degradagdo destas mantendo-as a 4, 25 e 37 °C e obtendo,
periodicamente, o pH de cada formulagdo. Os resultados dos experimentos estédo

sumarizados nas Figuras 63, 64 e 65.
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Figura 63. Variagdo temporal do pH das amostras de NP de PLGA (LIO —

amostras liofilizadas; SAC — amostras em solugdo com sacarose).
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Figura 64. Variagdo temporal do pH das amostras de NPQTSFOL (LIO —

amostras liofilizadas; SAC — amostras em solugdo com sacarose).
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Figura 65. Variagédo temporal do pH das amostras de NPQTS (LIO — amostras

liofilizadas; SAC — amostras em solugado com sacarose).

Analisando as Figuras 63, 64 e 65, observa-se que as medidas do pH das
suspensao indicam que o aumento da temperatura leva a degradagao mais rapida
que a 4 °C e que as formulagbes em suspenséo na qual foi adicionada sacarose
degrada mais rapidamente que aquelas sem sacarose.

Uma explicagédo possivel para esse fato € que o aumento da temperatura
aumenta a velocidade de hidrdlise acida da cadeia de PLGA e que a sacarose
sofra desidratagdo, sob aquecimento em meio acido, formando 5 hidroximetil-2-
furaldeido. Este produto se decompde, formando acido levulinico, acido formico,
diacetil, acido latico e/ou acido acético reduzindo ainda mais o pH (Solomons &
Fryhle, 2008). As formulag¢des liofilizadas mantiveram pH constante quando
mantidas a 4°C, ou variaram pouco quando mantidas a 25 ou 37 °C. Portanto, a
melhor maneira de armazenar as formulagdes € liofilizando-as e mantendo-as a
4°C.
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Esses resultados estdo condizentes com alguns trabalhos encontrados na
literatura. Por exemplo, num estudo realizado por De & Robinson (2004), foi
observado que NP mantidas a 4 'C conservam sua estrutura apés 6 dias,
enquanto que com o aumento da temperatura a 25 'C e a 37 'C, o nimero de
agregados também aumenta, formando estruturas em forma de agulha. No artigo
de Zweers et al. (2004), foi determinado o tempo e como NP constituidas de PLA,
PLGA e PEO-PLGA (6xido de polietileno-PLGA) sofrem degradagao. NP de PLGA
e PLA mantém seu tamanho até serem totalmente degradadas; porém, enquanto
que NP de PLA se degradaram gradualmente por até dois anos, NP de PLGA
degradaram totalmente em 10 semanas e NP de PEO-PLGA degradaram ainda

mais rapidamente.

9. Andlise das formulagoes liofilizadas

Para caracterizar e observar a morfologia das NPs foram preparadas novas
formulagdes e as suas respectivas misturas fisicas. As amostras foram preparadas
pelo método de evaporagdao do solvente, lavadas e a liofilizacdo de cada
formulagcdo foi novamente repetida utilizando 250 mmol/L de sacarose, sendo
obtidos ¢, £ e IPD antes e ap0s liofilizagdo. Os resultados estdo nas Tabelas 36 e
37, onde se observa pequeno aumento do didmetro, do indice de polidispersao e
diminuicdo (em mddulo) de { causada, provavelmente, pela adsor¢gdo de sacarose

a superficie das NP, blindando a carga superficial.
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Tabela 36. ¢(nm) e IPD das amostras antes (¢o, IPDo) e apos liofilizagao (¢, IPDs).

Amostra ¢o (nm) IPD, ¢ (Nnm) IPD¢
NPbranco 1 1 1 ,810,1 O, 1 07i0,001 i ===
NPpbranco-SAC 136,4+0,9 0,136+0,016 243,6+3,1 0,332+0,071
NPbranco QTS-

135,7+3,9 0,208+0,016 306,1£ 5,3 0,418+0,043
SAC
NPbrancoQTsFoL'

129,511 0,205+0,017 347,6£21,9 0,502+0,084
SAC
NP 101,6x1,0 0,118+0,028 - -
NP-SAC 140,8%0,1 0,121+0,011 237,6%4,7 0,302%+0,036
NPQTS-SAC 174,2%6,2 0,278%0,047 265,912,9 0,313%0,078

NPQTSFOL-SAC  135,3%0,4 0,233%0,004 285,3%0,5 0,326%0,004

Tabela 37. {(mV) das amostras antes ({o) e ap0s liofilizagao ().

Amostra Zo (mV) Gt (mV)
NPboranco -33,1+6,0 -
NPbranco-SAC -10,05,4 -8,9+5,3
NPpranco QTS-SAC 32,3+5,52 25,9+6,5
NPprancoQTSFOL-SAC 31,3+7,41 29,5+3,9
NP -32,246,11
NP-SAC -20,5+4,82 -10,346, 1
NPQTS-SAC 32,8+4,46 24,7+4,3
NPQTSFOL-SAC 33,3%4,95 27,4%4,5

9.1. Microscopia eletrénica de varredura

Nao foi possivel obter imagens das NP liofilizadas devido a grande
quantidade de sacarose presente. Mesmo redissolvendo cada amostra a imagem
obtida nao ficou nitida. Como ilustragdo, uma imagem de MEV obtida da amostra
NPQTS-SAC esta na Figura 66.
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Figura 66. Micrografias da amostra liofilizada NPQTS-SAC.

9.2. Analises instrumentais

O objetivo destas analises foi verificar a possivel ocorréncia de interagdes
do farmaco com o carreador, comparando os espectros com relacdo a
degradacdo, cristalinidade, localizacdo, surgimento e desaparecimento e
alteragdes nas intensidades das bandas espectrais, pois a interacdo do farmaco
com o carreador acarreta mudangas em sua farmacocinética, em seu perfil de

liberagéo e em sua eficacia.

9.2.1. Espectroscopia de absor¢ao no infravermelho

Nas amostras contendo sacarose, tanto MF como NP, devido a grande
quantidade de sacarose necessaria para liofilizar estas amostras sem rompé-las, o
espectro da sacarose sobrepbe aos de outros compostos, dificultando a
observacéo de qualquer mudanga. Quanto a MF e NP de PLGA e 5-FU, observa-
se que algumas regides no espectro (2900-3100 cm™, referentes & v(C-H) e v(O-
H) e 1600-1750 cm™ associadas & v(C=0), §(C-N)) contém bandas referentes a
soma dos espectros dos compostos isolados, apesar de também diferirem nas
intensidades (Figuras 67, 68 e 69).
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Figura 67. Espectros de absorg¢ao no infravermelho de 5-FU, PLGA, sacarose: (a)
MF-SAC; (b) MF; (c) NP-SAC; (d) NP.

Quando QTS e QTSFOL estao adsorvidas na superficie das NP, a mesma

caracteristica dos espectros foi observada, ou seja, bandas referentes a soma dos

espectros dos dois compostos isolados, apesar da diferenga nas intensidades.
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Figura 68. Espectros de absorg¢ao no infravermelho do 5-FU, PLGA, QTS,
sacarose para comparagao com: (a) MFQTS-SAC; (b) MFQTS; (c) NPQTS-SAC;
(d) NPQTS.
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Figura 69. Espectros de absorc¢ao no infravermelho do 5-FU, PLGA, QTSFOL,
sacarose para comparagao com: (a) MFQTSFOL-SAC; (b) MFQTSFOL; (c)
NPQTSFOL-SAC; (d) NPQTSFOL.

9.2.2. Difratometria de raios-X
Nos difratogramas de raios-X, observa-se que as amostras de PLGA, MF e
NP sao praticamente amorfas (Figuras 70, 71 e 72). 5-FU apresenta somente um

pico em 28° que nio aparece nos difratogramas das NP, indicando que esta
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distribuido na matriz polimérica amorfa. Sacarose apresenta picos em 8, 17 e 25°,
também observado nos difratogramas das NP e MF que contém este crioprotetor,

corroborando os resultados espectrais obtidos no IV.

. - e A
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——NP
—— MFSAC
< \ —— MF
o ——SAC
Py ‘ —— PLGA
i) ‘ ——5FU
o [
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Figura 70. Difratogramas de raios-X de 5-FU, PLGA e SAC para comparagao
com MF; MFSAC; NP; NP-SAC.
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Figura 71. Difratogramas de raios-X de 5-FU, PLGA, SAC e QTS para
comparacao com MFQTS; MFQTS-SAC; NPQTS; NPQTS-SAC.
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Figura 72. Difratogramas de raios-X de 5-FU; PLGA; SAC; acido félico; QTS;
QTSFOL para comparagao com MFQTSFOL; MFQTSFOL-SAC; NPQTSFOL,;
NPQTSFOL-SAC.

9.2.3. Calorimetria diferencial de varredura

A técnica de DSC fornece informacgdes sobre o estado fisico do 5-FU nas
formulacdes de NP e nas MFs (Figuras 73, 74 e 75).

5-FU possui um pico endotérmico em 281 °C, a sacarose possui dois picos
(em 194 e 228 °C) e PLGA um pico referente a Tq em ~49 °C. Todas as amostras
contendo sacarose apresentaram curvas com perfis similares ao do agucar, isto €,
dois picos endotérmicos em =190 e 220 °C devido a grande quantidade de
sacarose necessaria para liofilizar as amostras. Na mistura fisica, foram
observados os picos de PLGA e de 5-FU. Ja a amostra de NP ¢é praticamente
amorfa, sem presenca de cristais de 5-FU, o que poderia também ter ocorrido

devido a baixa razdo de massa de 5-FU na amostra.
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Figura 73. Curvas de DSC de 5-FU; PLGA; SAC; e das formulagcbes de NP de
contendo 5-FU.
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Com relagéo a presenca de QTS nas nanoparticulas, observa-se que QTS
apresenta duas transicbes endotérmicos, um menos intenso em 106°C e outro
mais intenso em 145°C. Quanto a MF-QTS, observou-se somente os picos de

PLGA e da QTS.
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[ exotérmico NPQTS )

MFQTS-SAC
~

MFQTS x\ fJ Mt/ﬂ ]

R
-
QTS

s T~

PLGA

5FU

Fluxo de Temperatura (u.a.)

v

[endotérmico e
Temperatura (°C)

Figura 74. Curvas de DSC de 5-FU; PLGA; SAC; QTS e formulagdes de NP
recobertas QTS.
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O acido folico apresenta um pico endotérmico em 194 °C. Tanto a curva de
DSC da MFQTSFOL-SAC quanto a de NPQTSFOL-SAC tiveram o mesmo perfil
da curva da sacarose. MFQTSFOL apresentou um pico do PLGA e uma transi¢ao
larga de 150 °C a 200 °C.

NPQTSFOL-SAC

exotérmico NPQTSFOL
MFQTSFOL-SAC
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QTSFOL
I —

QTS
&
AFOL T~

SAC

PLGA W

5FU

Fluxo de Aquecimento (u.a.)

1

endotérmico '

T T T T
50 100 150 200 250
Temperatura (°C)

Figura 75. Curvas de DSC de 5-FU; PLGA; SAC; QTSFOL e formulagdes de
NP recobertas QTSFOL.

9.2.4. Analise termogravimétrica

Nas amostras (NP e MFs) contendo crioprotetor, as curvas TGA tiveram o
perfil da curva da sacarose, fato ja observado com outras técnicas, mas as
amostras NP apresentaram o mesmo perfil de perda de massa que o PLGA. Nas
curvas TGA das formulagdes contendo QTS e QTSFOL, as amostras MFQTS,
NPQTS, MFQTSFOL e NPQTSFOL tiveram degradacdo térmica similares as de
QTS e QTSFOL respectivamente; porém, a perda da massa foi menor na parte
inicial da curva (entre 25 °C e 300 °C). Em relagdo ao PLGA e 5-FU, a perda da
massa também foi menor que do 5-FU isolado, indicando maior prote¢édo na NP
(Figuras 76, 77, 78).
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Figura 76. Curvas de TGA das NP de PLGA e 5-FU (a) % massa vs. temperatura

(°C) e (b) & (mg/°C) vs. temperatura (°C).
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Figura 77. Curvas de TGA das amostras contendo QTS (a) % massa vs.

temperatura (°C) e (b) 8(mg/°C) vs. temperatura (°C).
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Figura 78. Curvas de TGA das amostras contendo QTSFOL (a) % massa vs.

temperatura (°C) e (b) 8(mg/°C) vs. temperatura (°C).

10. Ensaios In Vitro

Primeiramente, foram realizados testes de citotoxidade do 5-FU e das
NP:5-FU em 12 diferentes linhagens de células de cancer. Os valores de ICsy para
os primeiros testes in vitro estdo sumarizados na Tabela 38. Para as linhagens
OVACAR, U138MG, U87, NCI, T84 e Neuroblastoma as NP/5-FU foram mais

eficientes ou apresentaram a mesma citotoxicidade que o farmaco sozinho.
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Tabela 38. IC5¢ para NP/5-FU e 5-FU em linhagem de células neoplasicas.

Linhagem NP/5-FU
Tumor 5FU (png/mL)
celular (ng/mL)
OVACAR* Ovario 0,5+0,1 ---
PC3** Prostata 61 25+3
T84 Célon 1,1+ 0,1 1,2+0,3
B16F10** Melanoma de 0,8+0.1 3,6 0,7
camundongo
HOS** Osteosarcoma 0,8+0,4 274
MCF7** Mama 0,2+0,1 5,6 +0,1
U138MG** Glioma 4,4+0,3 0,08 * 0,04
u20S Osteosarcoma 0,7+0,1 0,9+0,2
us7** Glioma 8+2 0,13 £ 0,08
NCI** Pulméo 1,310,2 1,1+0,2
NCI-H1299 Pulmao 0,8+0,2 0,9+0,2
Neuroblastoma Cérebro 5,2+0,2 3,6 0,7

* |C50 nZo Tor calculado para a amostra de NP, pois a menor diluicao da amostra tem efeito maior que 50%.
** As curvas de Concentragédo de 5-FU vs. Porcentagem de Inibigdo ndo apresentaram comportamento sigmoidal.

*** Desvio padrao calculado com trés replicatas.

O segundo teste foi feito para linhagens de células de cancer de ovario,
mama, pulmao e cérebro para NPgranco € NP, NPQTS e NPQTSFOL com 5-FU. Os
teste para as linhagens das células T84 e B16F10 que deveriam ser feitos para
avaliar a eficiéncia das formulagées com QTS e QTSFOL ainda serao realizados.

Os resultados do segundo teste estdo sumarizados na Tabela 39.
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Tabela 39. ICs5p para 5-FU, NPgranco € NP, NPQTS e NPQTSFOL com 5-FU em

linhagens de células neoplasicas (numero de replicatas = 3).

Linhagem Tumor 5FU NP NPQTSFOL NPQTS NPgranco
celular (vg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
OVACAR  Ovario  1,03:0,03 1,02£0,28 1,02+0,40 0,92+0,26 17,55+3,64
ve7 Glioma  7,78+1,24 4,35+0,58 4,33+0,62 4,89+1,18 19,25+2,02
MCF7 Mama g 89+0,88 8,24+1,49 9,47+0,75 9,12+1,54 34,6+1,8

NCI-H1299  Pulmé@o 1234041 0,97+0,20 1,28+0,08 0,94+0,06 5,88+2,66

Observa-se que a formulagdo NPgranco apresentou menor citotoxicidade
que as formulagdes contendo 5-FU, indicando que essa formulagdo nao é toxica
para as ceélulas. Exceto para a linhagem de célula U87, as formulagdes
apresentaram o mesmo ICsy que o farmaco livro. Os resultados para a linhagem
da células U87 mostram que para as formulagdes de NP, ICso quase caiu pela
metade, indicando que estas formulagdes foram mais eficientes.

Diversos trabalhos utilizam acoplamento de QTS a NP de PLGA para
direcionar moléculas ao tecido cerebral. Wang et al. (2010) observaram que NP
recobertas com QTS apresentaram maior acumulo em cérebros de camundongos
quando injetadas via caudal que NP sem QTS. Chandy et al. (2000) encapsularam
5-FU em NP de PLA/QTS com a mesma finalidade. Quanto aos testes de
citotoxidade, Hu et al. (2005) também demostraram maior eficiéncia destas NP em
células de glioma.

Quando ao direcionamento em tumores de pulmé&o, ovario e mama a
estratégia de recobrir NP com QTS também é largamente empregada. Yang et al.
(2009) concluiram que a formagdo de micro-agregados de nanoparticulas de
PLGA/QTS contendo Paclitaxel aumenta seu direcionamento para o pulmao.
Chakaravarthi & Robinson (2011) observaram que NP de PLGA/QTS aumentam

os efeitos de Paclitaxel em células de cancer de mama.
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V. CONCLUSOES

O planejamento experimental possibilitou obter as condigdes mais apropriadas
para aumentar o carregamento do farmaco 5-FU nas nano-esferas de PLGA
realizando um menor numero de experimentos possivel, onde foi observado que a
quantidade inicial do farmaco, o volume de surfatante utilizado, a temperatura, o
pH, o tempo e a velocidade de centrifugacdo sao fatores que influenciam na
preparacao das particulas e, portanto, nas suas caracteristicas.

A formulagcao final de nano-esferas de PLGA contendo 5-FU foi obtida nas
seguintes condi¢gdes: 30 mL de solugdo aquosa de TPGS 0,03%; 1,25 mL de
solugdo aquosa supersaturada de 5-FU 21,5 mg/mL entre 0 - 10°C, com lavagem
realizada a 20800 xg por 30 minutos a 4 °C. Dessa forma, foi obtido um
carregamento em torno de 11% e eficiéncia de encapsulacédo de 32%, com
rendimento de 41%. O didmetro médio das particulas obtidas foi de 91 nm, com
polidispersao de apenas 0,129 e potencial { de -32,9mV.

Apés a purificagdo da quitosana (forma neutra de cloridrato) e a sua
caracterizagao, foi possivel estudar dois métodos de preparacao de NP catidnicas
e sintetizar folato de quitosana, com a finalidade de acopla-lo a superficie das
particulas para aumentar o direcionamento destas quando administradas.

No estudo de preparacdo de NP catibnicas, observou-se que pelo método de
entrelacamento de cadeias, o farmaco difunde para a solugdo, diminuindo
drasticamente a encapsulagdo do farmaco. Com segundo método, por adsorgao
simples, possibilitou acoplar tanto QTS quanto QTSFOL a superficie das NP e
obter a concentragao mais adequada para obter particulas estaveis com o tempo.

A estabilidade coloidal das trés formulag¢des foi estudada com relacao ao pH e
a forca i6nica do meio. As trés formulagdes apresentam boa resisténcia quanto a
variacao de pH do meio, importante para a diferenga de pH no local de agao. No
entanto, o acoplamento de QTS e QTSFOL a superficie das NP levou a menor
estabilidade coloidal de NPQTS e NPQTSFOL em relacdo a forca ibnica e,

portanto, estas duas formulacbes sédo provavelmente impréprias para aplicacido

149



endovenosa. Contudo, devido ao potencial superficial positivo e as propriedades
da quitosana, essas formulacdes podem ser excelentes para aplicacao topica,
como para tratamento de cancer de pele e de célon, via administragcao retal.

Nas caracterizacbes, obtivemos que os perfis de liberagcdo destas formulagdes
sdo tipicos de farmaco hidrofilico, apresentam um burst inicial e a liberagao rapida.
Assim, como ha necessidade de liofilizar estas formulagdes devido a rapida
liberacdo do farmaco, este estudo foi realizado com o emprego de diferentes
crioprotetores em diversas concentragdes, onde a concentracdo de sacarose 250
mmol/L possibilitou manter as caracteristicas iniciais das particulas.

Para armazenar essas particulas de maneira apropriada, foi feita a medida da
degradacao tanto da suspensdo das NP e quanto das formulagbes em pé
mantendo-as a 4, 25 e 37 °C, tendo como resposta o pH das suspensodes, onde se
observou que as formulagdes liofilizadas sdao mais estaveis que as particulas em
suspensao. Por fim, os ensaios in vitro forneceram um indicio da eficacia destas
nanoparticulas, com o ICsy similar ou menor ao do farmaco livre.

As figuras 79, 80 e 81 mostram um resumo das etapas e dos resultados

obtidos neste trabalho:
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Preparagao de Nanoparticulas de
PLGA/5-FU

Estudo do Surfatante: PVA ou TPGS

Influéncia do Solvente

Condicdes: Uso de
acetona, agitagdo a
10000 rpm por 10-12
minutos , com 30 mL

de TPGS

Volume de TPGS
Velocidade e tempo de
Agitacdo,

Velocidade e tempo de
centrifugacao

Planejamento
Experimental

Operacoes
Evolucionarias

Formulagdo NP: 1,25mL
de solugdo aquosa de 5-
FU 21,5g/L, 0-10°C, 30
mL de TPGS, 10000
rom, 10 minutos,
acetona.

Figura 79. Fluxograma | — Etapas da preparagao da formulagdo NP.
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Quitosana: Purificacdo e
Caracterizacdo

Reagdo de acoplamento da quitosana
com acido félico
Método de
entrelagamento de Formulagiio NPQTS e
Adsorcdo de cadeias NPQTSFOL: adsorcéo
quitosana e acido simplesa0,5% e
folico a superficie 0,67%,
das NPs Método de adsorgao respectivamente
simples em trés diferentes

porcentagens

Figura 80. Fluxograma |l — Etapas da preparagao das formulagées NPQTS e
NPQTSFOL.

Formulagcdes NP, NPQTS e NPQTSFOL

Liofilizagdo

Perfil de Liberagdo

TGA, DSC, DRX, FT-IR,

Condicdes: Liofilizagao
com 250mmol/L de

CaracterizagOes estabilidade térmica, sacarose, temperatura
degradacdo de armazenagem a 4 °C
Testes In Vitro
Figura 81. Fluxograma lll — Etapas de caracterizagéo das formulagdes NP,

NPQTS e NPQTSFOL.
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VI. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para prosseguir com esta linha de pesquisa, s&o propostos os seguintes

trabalhos:

AN N NN

<

Acompanhar a degradacdo das formulacbes através da medida de
concentracéao dos monémeros de acido latico e acido glicolico;

Testes “in vivo” com camundongos;

Testes da toxicidade das formulagcdes em células sadias;

Estabilidade das formulagcbes em plasma sanguineo;

Interagdes das formulagdes com albumina de soro humano (HSA);

Estudar outros modos de reduzir o tempo de liberacdo de 5-FU das
nanoparticulas;

Desenvolvimento de formulagdo comercial para possivel uso em humanos.
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VIIl. ANEXOS

A. Formulagodes iniciais

A.1. Estudo de lavagem das nanoparticulas
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Figura A2. Micrografias das NP - 2

-~

xg por 60 min.
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Figura AS5. Micrografias das NP - 186800 xg por 30 min.
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Figura A6. Micrografias das NP — 186800 xg por 60 min.
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A.2. Liofilizagao

o a N, )

Figura A7. a) 0% crioprotetor; b) 10%
sacarose; ¢) 25% sacarose; d) 50%
sacarose; €) 10% trealose; f) 25%

trealose; g) 50% trealose.

(9)

170



B. Curvas de porcentagem de inibicdo vs. concentragdo de 5-FU (ug/mL)
obtidas para cada linhagem de célula no primeiro teste realizado com 5-FU e

NP.
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Figura A8. Curvas de porcentagem de inibicdo vs. concentragao de 5-FU
(ng/mL) obtidas para cada linhagem de células no primeiro teste realizado com
5-FU e NP.
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C. Curvas obtidas para cada linhagem de células no segundo teste

realizado com 5-FU e as formulagoes de NP, NPQTSFOL, NPQTS e NPgranco-
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Figura A9. Grafico de ICso para as diferentes linhagens de células obtidas no
segundo teste realizado com 5-FU e as formulagées de NP, NPQTSFOL,
NPQTS e NPBRANCO-
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