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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO BIOLOGICA IN VITRO DE
NANOPARTICULAS POLIMERICAS pH-SENSIVEIS CONTENDO METOTREXATO

AUTORA: Leticia Bueno Macedo
ORIENTADORA: Prof2 Dr2 Clarice Madalena Bueno Rolim
COORIENTADORA: Dr2 Daniele Rubert Nogueira Librelotto

As terapias tradicionais de tratamento do cancer atuam de maneira inespecifica,
resultando em efeitos adversos caracterizados pela perda da funcdo das células
normais. Portanto, o desenvolvimento de novos tratamentos que apresentem maior
seletividade para o tecido neoplasico € muito importante para o progresso da terapia do
cancer. Nos ultimos anos, varios estudos mostraram que uma abordagem eficaz para
aperfeigoar a agao farmacoldgica dos farmacos é associar a molécula ativa com um
sistema de liberagdo nanoestruturado. Esses novos sistemas de liberagdo tém o
potencial de melhorar o indice terapéutico de diversos farmacos ja disponiveis,
aumentando a sua eficacia, diminuindo a sua toxicidade e atingindo niveis terapéuticos
estacionarios por um periodo prolongado. Nesse contexto, o principal objetivo deste
trabalho foi desenvolver nanoparticulas (NPs) poliméricas baseadas no polimero poli(e-
caprolactona) e modificadas com um tensoativo pH-dependente (77 KL), para
encapsular o farmaco antitumoral metotrexato (MTX). ApO6s a realizacdo de um
exaustivo estudo de formulacdo, as NPs foram otimizadas utilizando o tensoativo
poloxamero 407, que possui capacidade de melhorar a eficiéncia de encapsulacao (EE)
de sistemas nanoparticulados, bem como de diminuir a resisténcia de células tumorais.
As NPs apresentaram tamanho médio de particula, indice de polidispersao, e potencial
zeta de 178,5 nm, 0,135, -1,98 mV, respectivamente. Um método analitico por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia foi desenvolvido e validado para a
guantificacdo do MTX nas NPs. Os estudos de estabilidade e fotoestabilidade, a EE e 0
perfil de liberacdo in vitro do MTX encapsulado foram avaliados utilizando o método
analitico validado. As NPs foram liofilizadas com 10% (p/v) de trealose, a fim de
melhorar a estabilidade das NPs, e apresentaram EE de 20,52%. O perfil de liberagéo in
vitro das NPs foi avaliado nos pH 7,4 e 5,4, apresentando liberagdo ligeiramente
superior no pH 5,4. O potencial das NPs em romper as membranas celulares de modo
pH-dependente foi estudado utilizando o eritrocito como modelo de membrana
endossomal, sendo que os resultados obtidos evidenciaram que as NPs com 77 KL
apresentaram atividade hemolitica superior nos pHs &cidos caracteristicos dos
compartimentos intracelulares. Além disso, determinou-se a atividade antitumoral in vitro
das NPs, tanto em pH fisiolégico como no pH caracteristico do tecido tumoral (pHe ~
6,6), utilizando linhagens celulares tumorais (MCF-7 e HepG2) e diferentes ensaios de
viabilidade celular (MTT e NRU). O MTX nanoencapsulado foi mais citotoxico que o
MTX livre em ambas linhagens celulares e ensaios de viabilidade. Portanto, os
resultados obtidos demonstraram que as NPs possuem propriedades pH-dependentes e
uma atividade antitumoral in vitro superior ao farmaco livre, sugerindo sua potencial
utilizacdo na terapia antineoplasica.

Palavras chaves: Metotrexato. Nanoparticulas pH-dependentes. Atividade bioldgica in
vitro. Cultivo celular.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND IN VITRO BIOLOGICAL EVALUATION OF pH-
RESPONSIVE METHOTREXATE-LOADED POLYMERIC NANOPARTICLES

AUTHOR: Leticia Bueno Macedo
ADVISOR: Prof2 Dr2 Clarice Madalena Bueno Rolim
CO-ADVISOR: Dr2 Daniele Rubert Nogueira Librelotto

The traditional cancer treatments act in a non-specific way, and cause side effects
through loss of normal cell functions. Therefore, the development of new treatments with
greater selectivity for the tumoral tissue is very important for the improvement of the
anticancer therapy. In the last years, many studies have shown that an effective
approach to enhancing the pharmacological action of drugs is conjugating the active
molecule with a nanostructured delivery system. These news drug delivery systems have
the capacity to improve the therapeutic index of several drugs, increasing the efficiency,
decreasing the toxicity and achieving therapeutic indexes for an extended period.
Therefore, the main objective of this research was to develop polymeric nanoparticles
(NPs) with the polymer poli(e-caprolactone) and incorporating the surfactant 77 KL as a
pH-responsive adjuvant , in order to entrap the antitumor drug methotrexate (MTX). After
an exhaustive formulation study, the NPs was optimized with the surfactant poloxamer
407 as a stabilizer, which has the capacity to improve the entrapment efficiency (EE) of
nanoparticulate systems, as well as to decrease the resistance of tumor cells. The NPs
showed mean hydrodynamic diameter, polydispersity index and zeta potential of 178.5
nm, 0.135, -1.98 mV, respectively. A high-performance liquid chromatography method
was developed and validated to measure the MTX in the NPs. The stability and
photostability assessments, the EE and the in vitro release studies of MTX were
determined using the validated analytical method. The NPs were freeze-dried with
trehalose at 10% (w/v) as a cryoprotectant to improve the NPs stability, showing EE of
20.52%. In vitro release studies were performed in media with pH 7.4 and 5.4, exhibiting
slightly accelerated release patterns under acidic conditions. The pH-dependent
membrane-lytic activity of NPs was assessed using the hemolysis assay, with the
erythrocytes as a model of the endosomal membrane. The inclusion of 77KL on the
formulation gives it a pH-sensitive membrane-lytic behavior in the acidic environment
found in the intracellular compartments. Moreover, the in vitro antitumor activity of the
NPs was evaluated in physiological pH and in the pH characteristic of the tumor tissue
(pHe ~ 6.6), using tumor cell lines (MCF-7 and HepG2) and different cell viability assays
(MTT and NRU). Our results proved that the nanoencapsulated MTX was more active
against the tumor cell lines than the free drug, as determined by both viability assays.
Therefore, the overall results indicated that the NPs have pH-sensitive properties and a
greater in vitro antitumor activity than the free drug, suggesting that these nanodevices
could be potentially useful as a carrier system in cancer therapy.

Keywords: Methotrexate. pH-sensitive nanoparticles. In vitro biological activity. Cell
culture.
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma enfermidade altamente complexa, causada por um grupo de
distarbios heterogéneos, com propriedades bioldgicas diferentes, que se caracteriza
pelo crescimento rapido de células anormais (FEINBERG; OHLSSON; HENIKOFF,
2006; WHO, 2014).

O metotrexato (MTX) vem sendo utilizado desde 1940 no tratamento de
tumores solidos e leucemias e, mais recentemente, como um agente
imunossupressor em transplantes de o6rgdos e no tratamento de doencas
autoimunes, tais como reumatismo e psoriase. O MTX caracteriza-se por ser um
farmaco antineoplasico, analogo ao acido félico, que exerce acado farmacoldgica
através da inibicdo competitiva da diidrofolato redutase (DHFR) (RUBINO, 2001).

Os tratamentos mais comuns para 0 cancer estdo limitados a quimioterapia,
radioterapia e cirurgia. Entretanto, a eficacia clinica destes tratamentos segue sendo
um desafio importante para o século XXI, devido a resisténcia do tumor aos
farmacos utilizados e ainda pela ocorréncia de inUmeros efeitos colaterais (JABIR et
al., 2012; MISRA; ACHARYA; SAHOO, 2010). Neste contexto, ha uma grande
necessidade de desenvolvimento de tecnologias inovadoras que possam ajudar na
obtenc&o de um tratamento mais eficiente contra as células cancerigenas.

A nanotecnologia tem sido utilizada com éxito em diferentes areas
especialmente, no desenvolvimento de carreadores para a administracdo de
farmacos; demonstrando-se uma ferramenta Gtil para solucionar uma série de
desafios que, no caso da tecnologia farmacéutica e da admistracdo de farmacos,
estdo associados a baixa biodisponibilidade, estabilidade e solubilidade, efeitos
adversos, entrega inespecifica, baixa eficacia terapéutica, niveis sanguineos
inconstantes e doses frequentes (ROCO, 2003). As nanoparticulas poliméricas
preparadas com polimeros sintéticos ou naturais sao interessantes devido a sua
estabilidade e facilidade de modificacdo de superficie. Portanto, é possivel controlar
a liberacdo do farmaco através da mudanca das caracteristicas do polimero e da
superficie quimica do nanomaterial (SINGH; LILLARD, 2009). Além disso, o pH
levemente acido do tecido tumoral quando comparado ao tecido normal pode ser
utilizado para desenvolver sistemas nanoestruturados pH-dependentes com maior
potencial para liberar o farmaco no tecido tumoral, melhorando a especificidade da

terapia anticancerigena (GANTA et al., 2008).
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Desta maneira, o presente trabalho foi motivado pela necessidade de uma
terapia antitumoral que atue de modo mais especifico na célula cancerigena, sem
prejudicar as ceélulas normais que circundam a regido comprometida e que nao
promova o desenvolvimento de resisténcia pelo tecido tumoral. Nesse sentido, foram
desenvolvidas nanoparticulas de poli(e-caprolactona) e poloxamero 407 contendo
metotrexato, sendo que essa associacdo para o desenvolvimento de nanoesferas é
inédita na literatura. Além disso, foi adicionado as NPs o 77KL, um adjuvante com
propriedades pH-dependentes, ja que este pode promover uma maior eficiéncia para
a liberacdo do farmaco a nivel intracelular (pH ~ 6,6 e 5,4) (AKAGI; KIM; AKASHI,
2010; NOGUEIRA et al., 2011a, 2014b) e/ou a nivel do espaco extracelular do tecido
tumoral (pHe ~ 6,6) (LEE et al.,, 2007; NOGUEIRA et al.,, 2013). O sistema
desenvolvido foi testado quanto a sua atividade sobre diferentes células tumorais
utilizando modelos in vitro, a fim de obter resultados expressivos que possam
contribuir diretamente para o desenvolvimento de vetores mais especificos, com
menor incidéncia de efeitos adversos e menor desenvolvimento de resisténcia pelas

células tumorais.
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2 OBJETIVO

O presente trabalho teve como principal objetivo preparar e caracterizar
nanoparticulas (NPs) de poli-e-caprolactona (PCL) contendo metotrexato (MTX),
como potencias vetores para a terapia antitumoral. Além disso, objetivou-se
desenvolver e validar um método analitico para quantificacdo do MTX nas NPs e,
por fim, determinar sua atividade biolégica utilizando métodos in vitro baseados em

modelos celulares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Otimizar as NPs através de um estudo de formulacao;

b. Preparar NPs contendo MTX a partir do polimero PCL;

c. Modificar a estrutura das NPs com um agente anfifilico biocompativel com
propriedades pH-dependentes;

d. Caracterizar as NPs quanto ao seu pH, didametro médio de particula, indice
de polidisperséo e potencial zeta;

e. Desenvolver e validar método analitico por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (CLAE) para quantificacdo do MTX nas NPs;

f. Avaliar a estabilidade, a eficiéncia de encapsulacao e o perfil de liberacdo in
vitro do farmaco a partir das NPs em diferentes valores de pH, utilizando o método
analitico validado;

g. Determinar a fotoestabilidade do farmaco nanoencapsulado, através da
exposicao das NPs as radiacbes UVA e UVC,;

h. Avaliar a atividade pH-dependente das NPs contendo o agente anfifilico,
utilizando o eritrocito como modelo de membrana endossomal;

i. Avaliar a hemocompatibilidade das NPs empregando o ensaio de hemdlise;

J. Estudar a atividade antitumoral das NPs de forma comparativa com o
farmaco nao encapsulado, utilizando modelos in vitro baseados em linhagens
celulares tumorais e ndo-tumorais (controle negativo da atividade antitumoral) e
diferentes ensaios de viabilidade celular;

k. Liofilizar as NPs, a fim de melhorar sua estabilidade.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CANCER

Céancer é o termo genérico utilizado para um grande grupo de doengas que
podem afetar qualquer parte do corpo. Esse se caracteriza pela multiplicacdo rapida
de células anormais que se estendem além de seus limites habituais, podendo
invadir tecidos adjacentes e se disseminar para outros 6rgdos (metastases). O
crescimento tumoral é acompanhado pelo recrutamento e ativacdo cada vez maior
de células anteriormente quiescentes, resultando na progressdo da doenca (WHO,
2014).

Acredita-se que em 2025 o numero de novos casos de cancer ultrapasse 0s
20 milhdes. O aumento no numero de casos (14 milhdes em 2012) pode ser
atribuido as mudancas demogréficas e no estilo de vida, como habitos alimentares
pouco saudaveis, tabagismo e sedentarismo. Deste modo, o cancer vem se
tornando a maior causa de morte prematura (de 30 a 69 anos) entre doencas nao
transmissiveis e, em paises com alto indice de desenvolvimento humano, ja é a
principal causa. No Brasil, é a segunda principal causa, sendo que estima-se para
2016/2017 a ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de cancer (INCA, 2015;
WHO, 2014).

O tecido tumoral possui composicdo celular e bioquimica diferente do tecido
normal. Seu crescimento € estimulado pela producdo de citocinas e fatores de
crescimento, que também promovem a formacdo de novas redes vasculares.
Diferentemente dos vasos sanguineos normais, os vasos do tecido tumoral s&o
dilatados, tortuosos e estdo distribuidos heterogeneamente. Sendo assim,
frequentemente ocorrem oscilacdes do fluxo sanguineo associadas a periodos de
hipoxia (WHO, 2014). Como resultado, ocorre um aumento da atividade glicolitica e,
consequentemente, um aumento da producao de lactato, resultando em um espaco
extracelular levemente &cido (GATENBY; GILLIES, 2008).

Os tratamentos mais comuns do cancer envolvem a combinacao de diferentes
terapias como cirurgia, radioterapia e quimioterapia (RAMAKRISHNAN;
GABRILOVICH, 2013; SINGHAL; NIE; WANG, 2010).

A quimioterapia tem sido um dos pilares da terapia antineoplasica (CONKLIN,

2000). Sua eficacia é limitada pela toxicidade dos farmacos antitumorais em tecidos



22

normais e devido a baixa seletividade pelo tecido tumoral (JAIN; JAIN, 2008). Além
da acdo inespecifica dos antitumorais, baixas concentra¢des de farmaco no local do
tumor e desenvolvimento de resisténcia aos farmacos sdo alguns dos desafios
encontrados pela terapia quimioterapica (MISRA; ACHARYA; SAHOO, 2010).

3.2 METOTREXATO

Os antimetabdlitos sdo uma das classes mais antigas de farmacos
anticancerigenos cujo mecanismo de acdo se baseia na interagdo com vias de
biossintese essenciais (NUSSBAUMER et al., 2011). Dentre eles, o metotrexato
(MTX), um anéalogo do &cido folico, tem como principal acédo farmacoldgica a inibicdo
competitiva da dihidrofolato-redutase (DHFR), uma enzima intracelular que reduz o
acido fdlico a tetrahidrofolatos, que sado intermediarios em varias vias metabdlicas
importantes como a biossintese de purinas e de timina. Nas células em proliferacéo,
como nas células tumorais, a falta de purinas e de timina leva a um bloqueio da
sintese de DNA e RNA, podendo causar morte celular (ESPINOSA-MANSILLA et al.,
2002; GRIM; CHLADEK; MARTINKOVA, 2003; RUBINO, 2001).

O MTX ¢é utilizado no tratamento de leucemia linfoblastica aguda,
coriocarcinoma, linfoma ndo Hodgkin e em diversos tumores soélidos. Além disso,
também ¢é utilizado no tratamento de doencas autoimunes como psoriase, artrite
reumatoide e lupus (NUSSBAUMER et al., 2011). Uma vez que inibe uma funcéo
celular fundamental, o MTX é um composto muito citotoxico, afetando principalmente
células de rapida multiplicacdo. Sua atividade citotoxica, portanto, ndo afeta apenas
as células neoplasicas, mas também tem como alvo outros tecidos, podendo causar
mielossupressdo, inflamacdo do trato gastrointestinal superior (mucosite) e
ulceracdo gastrointestinal com potencial dano aos rins e ao figado, exigindo assim,
monitoramento cuidadoso, especialmente em pacientes tratados com as doses mais
elevadas empregadas a fim de melhorar a eficacia do tratamento (NUSSBAUMER et
al., 2011; RUBINO, 2001).

O MTX pode ser administrado tanto por via oral quanto parenteral. Enquanto
doses baixas de MTX (< 25 mg/m? de superficie corporal) séo facilmente absorvidas
pelo trato gastrointestinal, doses elevadas (até 3 g/m?) ndo sdo completamente
absorvidas por esta via e sdao administradas por infusdo intravenosa. Devido a sua

alta polaridade, o MTX esta presente principalmente em sua forma aniénica no pH
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neutro dos fluidos bioldgicos. Deste modo, atravessa a membrana celular com
dificuldade e, portanto, é transportado para dentro das células através de dois
diferentes mecanismos. O primeiro envolve um transportador de folato reduzido
(RFC), que é capaz de transportar os analogos de éacido folico, como o MTX. O
segundo é uma proteina ligante de folato (FBP) que possui afinidade tanto para
folatos reduzidos quanto para &cido folico (GENESTIER et al.,, 2000; GRIM;
CHLADEK; MARTINKOVA, 2003; RUBINO, 2001).

O MTX é um po cristalino amarelo, seu log P (octanol/agua) € -1,8. Quanto a
solubilidade, é praticamente insollivel em &gua, etanol, cloroférmio e éter, e muito
soluvel em solucdes diluidas de hidroxidos e carbonatos (CLARKE’S, 2011).
Quimicamente, o MTX (Figura 1) é constituido por uma porcdo heterociclica (anel
pterinico 2,4- diamino-substituido) ligada a uma porgao p-aminobenzoil que, por sua
vez, estd ligada a uma unidade de acido glutdmico. A molécula € um polieletrélito
com dois grupos carboxilicos cujas constantes de dissociagdo (pKa) séo de 3,36 (a-
carboxil) e 4,70 (y-carboxil), além de uma variedade de func¢des nitrogenadas, onde
a mais basica é provavelmente o grupamento N-1 guanidico do anel pterina (pKa
5,71). A principal diferenca estrutural do MTX em relagdo ao seu analogo &cido folico
é a substituicdo de uma hidroxila por uma amina no C? e uma metilacdo no N*
(RUBINO, 2001).

Figura 1 - Estrutura quimica do farmaco antitumoral metotrexato.
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3.2.1 Metodologias analiticas para quantificacdo de MTX

Diversas metodologias analiticas foram desenvolvidas e validadas para
quantificacdo de MTX e seus metabdlitos em urina, plasma, soro e solugcdo aquosa.
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) com detector de massas, UV e
fluorescéncia; eletroforese capilar com detector UV e espectrofotometria UV-Vis sao
alguns dos métodos utilizados para separacdo e quantificacdo do MTX (BOUQUIE
et al., 2014; DE ABREU et al., 2015; NAGULU et al., 2010; RODRIGUEZ FLORES et
al., 2005; SANTOS et al., 2013; UCHIYAMA et al., 2012). Além disso, metodologias
analiticas para quantificacdo de MTX em comprimidos, solucéo injetavel e matéria
prima estdo disponiveis nas Farmacopeias Americana e Europeia, enquanto que a
Farmacopeia Britanica apresenta metodologia apenas para quantificacdo de MTX
em comprimidos e solucdo injetavel. O método proposto pela farmacopeia para
quantificacdo da matéria prima de MTX é a CLAE, utilizando uma coluna C18, e
detector UV no comprimento de onda de 302 nm. A fase movel é constituida por
uma solucéo tampao pH 6,0 e acetonitrila (90:10) com um fluxo de 1,2 mL/min (USP,
2009). O método descrito pela farmacopeia europeia utiliza como fase estacionaria
coluna C18, e a fase movel é constituida por duas solu¢cdes denominadas A e B
eluidas em gradiente no fluxo de 1,5 ml/min. A solu¢cdo A é composta por ACN e
tampéao fosfato de sodio pH 6,0 (5:95) e a solucdo B também por ACN e tampéo
fosfato de sédio pH 6,0, porém na proporcédo (50:50) (FARMACOPEIA EUROPEIA,
2014).

Para quantificacdo de MTX em nanocépsulas de PLA, Sartori e colaboradores
(2008) desenvolveram e validaram um método por CLAE. Utilizaram uma coluna
C18 Shimadzu Shim-pack CLC-ODS (150 mm x 4.6 mm, 5 um) e detector UV no
comprimento de onda de 313 nm. A fase mével foi constituida por agua ajustada a
pH 3,0 com acido perclérico, acetonitrila e tetrahidrofurano (65:35:5 v/v/v), eluida em
fluxo isocratico de 0,8mL/min. O método provou ser linear, especifico, exato e
preciso de acordo com os padrdes do ICH.

Musmade e colaboradores (2014) desenvolveram um método analitico para
quantificacdo de MTX em NPs de PLGA. Empregaram CLAE por fase reversa
(coluna Grace Vydac C18), sendo a fase movel constituida por solugdo tampéo pH

6,0 e acetonitrila (90:10), eluida em um fluxo de 1 mL/min. A quantificacdo foi
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realizada utilizando um detector UV no comprimento de onda de 307 nm. O método
foi validado conforme os parametros do ICH.

3.3 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

As nanoparticulas (NPs) poliméricas sé@o estruturas sélidas, com propriedades
coloidais, e com tamanho de 10 a 1000 nm (SINGH; LILLARD, 2009). As NPs
podem ser nanoesferas ou nanocapsulas. As nanocapsulas sdo sistemas
vesiculares, constituidas por um invélucro polimérico disposto ao redor de um nucleo
liquido, que pode ser aquoso ou oleoso, desta forma o farmaco pode estar dissolvido
neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as nanoesferas,
sdo estruturas solidas, geralmente esféricas, formadas por uma matriz polimérica,
podendo o farmaco estar retido ou adsorvido na matriz (RAO; GECKELER, 2011;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

As NPs sdo empregadas na agricultura, fisica, ciéncia forense, robotica e
ainda sdo amplamente estudadas com foco na terapia medicamentosa, para 0
desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e especificos, que proporcionem
uma liberac@o de farmacos sustentada durante periodos maiores, de dias, semanas
ou meses (FARAJI; WIPF, 2009; KUMARI; YADAV; YADAV, 2010; SINGH,;
LILLARD, 2009). Portanto, a utilizacdo de NPs na terapia medicamentosa é
considerada uma das aplicacbes que obteve maior sucesso (WILCZEWSKA et al.,
2012).

Além disso, as nanoestruturas possuem caracteristicas fisico-quimicas e
propriedades biologicas Unicas devido ao seu tamanho reduzido, o que faz com que
sejam capazes de ultrapassar barreiras celulares e teciduais (WILCZEWSKA et al.,
2012).

3.3.1 Polimeros

Para o desenvolvimento de NPs poliméricas geralmente sdo usados
polimeros organicos devido a sua elevada biocompatibilidade celular e
biodegradabilidade. Estes polimeros podem ser naturais; naturais modificados, aos
quais se inserem grupamentos polares a fim de diminuir o tempo de degradacao; e
os sintéticos (JAIN, 2000).
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Alguns polimeros como poli(acido glicélico) (PGA), poli(acido lactico) (PLA) e
poli(e-caprolactona) (PCL) foram considerados seguros para utilizagdo em humanos
segundo o FDA (XIAO et al., 2014). Dentre eles, a PCL caracteriza-se por ser um
poliéster alifatico sintético, altamente hidrofébico, biodegradavel e biocompativel. De
maneira geral, € formada pela polimerizagdo de mondmeros de e-caprolactona, ou
seja, é sintetizada mediante polimerizacdo, através da abertura do anel de seu
mondmero (CHAWLA; AMIJI, 2002; DASH; KONKIMALLA, 2012; SAEZ-
FERNANDEZ; RUIZ; ARIAS, 20009).

Em temperatura ambiente, a PCL € soluvel em cloroférmio, diclorometano,
benzeno, tolueno, ciclohexano e 2-nitropropano. Por outro lado, é pouco solavel em
acetona, 2-butanona, acetato de etila e insolivel em agua, alcool, petrdleo e éter
(SAEZ-FERNANDEZ; RUIZ; ARIAS, 2009). Sendo assim, quando a PCL é utilizada
para formulacdo de nanoparticulas, geralmente utiliza-se aquecimento para melhorar
sua solubilidade em acetona (ALMEIDA et al., 2010; CATTANI et al., 2010;
FIGUEIRO et al., 2015).

Além disso, a PCL se torna uma opc¢ao interessante por apresentar
degradacdo mais lenta que outros polimeros biodegradaveis disponiveis como
poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) e PLA. Este fato pode ser atribuido a uma
possivel resisténcia a hidrélise quimica devido a sua alta hidrofobicidade e
cristalinidade (CHAWLA; AMIJI, 2002; SAEZ-FERNANDEZ; RUIZ; ARIAS, 2009;
XIAO et al., 2014).

3.3.2 Tensoativos

Os tensoativos sdo utilizados para estabilizar a suspensdo de NPs durante
sua preparacdo. Desta forma, na fase externa (aquosa) sdo adicionados tensoativos
do tipo O/A (como PVA e poloxamero) (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012).
Além disso, os tensoativos podem ser utilizados a fim de reduzir as interacdes
imunoldgicas e também intermoleculares entre os grupos quimicos da superficie das
NPs, neste caso utilizam-se tensoativos n&o ionicos no revestimento de NPs
poliméricas (WILCZEWSKA et al., 2012).

O copolimero em bloco Pluronic (também conhecido como poloxamero) é
constituido por uma molécula central de polioxipropileno com cadeias hidréfilas de
polioxietileno em ambos os lados (BATRAKOVA; KABANOV, 2008; MOGHIMI,
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HUNTER, 2000). Esse carater anfifilico confere ao poloxdmero propriedades de um
tensoativo. Possuindo capacidade de interagir com superficies hidrofébicas e
membranas biologicas (BATRAKOVA; KABANOV, 2008). Portanto, a incorporacao
de poloxamero em preparacdes farmacéuticas ou em combinacdo com veiculos
particulados de liberacdo de farmacos pode levar ao aumento da biodisponibilidade
do farmaco, bem como a acumulacao de farmaco em seu sitio de acdo (MOGHIMI,
HUNTER, 2000).

Ekambaram e colaboradores (2011) desenvolveram NPs de ramipril, um
farmaco utilizado no tratamento da hipertensdo, a fim de diminuir seus efeitos
colaterais e aumentar sua biodisponibilidade. Para preparagcdo das NPs foram
testados os tensoativos tween 80, poloxamero 188 e span 20 em diferentes
concentragbes. Observou-se que 0 aumento da concentracdo de tensoativos causou
aumento da eficiéncia de encapsulacdo (EE). Além disso, as NPs com poloxamero
apresentaram maior EE, enquanto que as com span foram as com menor EE.

Além disso, os efeitos do poloxamero em tumores com resisténcia a multiplos
farmacos consistem em um complexo mecanismo que foi cuidadosamente
elucidado, dentre eles destacam-se a inibicdo do efluxo de farmacos, a fluidificacéo
da membrana celular e diminuicdo nos niveis de ATP, fundamental em vérios
mecanismos de resisténcia. A capacidade em inibir mdltiplos mecanismos de
resisténcia torna o poloxamero um agente promissor para utilizacdo no tratamento
de tumores com resisténcia a multiplos farmacos (BATRAKOVA; KABANOV, 2008;
KABANOV; BATRAKOVA; ALAKHOV, 2002).

O tensoativo N% N*- dioctanoil lisina com contra-ion litio (77KL) (figura 2) é um
tensoativo aniénico sintetizado a partir da lisina segundo o procedimento descrito por
Vives e cobaboradores (1999). Possui grande importancia por suas propriedades de
biocompatibilidade e biodegradacdo (MORAN et al., 2010). Estudos prévios
demonstraram que o 77KL apresenta baixa citotoxicidade (NOGUEIRA et al.,
2011b). Além disso, esse composto demonstrou uma atividade litica de membrana
dependente do pH do meio (NOGUEIRA et al., 2011a), o que sugere sua possivel
aplicagcdo como adjuvante em formulagbes destinadas a liberacdo intracelular de
farmacos. Dessa maneira, tanto o 77KL quanto o 77KS, que é um tensoativo
semelhante, porém com contra-ion sodio, ja foram adicionados a NPs e

apresentaram resultados promissores quanto sua atividade pH-dependente
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(NOGUEIRA-LIBRELOTTO et al., 2016; NOGUEIRA et al., 2013, 2016; SCHEEREN
et al., 2016).

Figura 2 - Estrutura quimica do tensoativo anioénico 77 KL.
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3.3.3 Métodos de preparacdo de nanoparticulas

Existem diversos métodos descritos na literatura que podem ser utilizados
para preparacdo de NPs, esses podem ser classificados em métodos baseados na
polimerizacao in situ de mondémeros e ou precipitacdo de polimeros pré-formados
(RAO; GECKELER, 2011).

Dentre eles, a nanoprecipitacdo consiste basicamente na dissolucdo do
polimero e do farmaco em um solvente organico miscivel em agua, geralmente
acetona (fase orgéanica). Essa é vertida, sob agitacdo, a fase aquosa contendo um
tensoativo e, imediatamente, o solvente organico difunde-se na agua, dando origem
a uma suspensao coloidal, sendo que a obtencdo das NPs é evidenciada pela
formacdo de uma dispersao leitosa. Por fim, as suspensdes sdo submetidas a
evaporacao a fim de remover o solvente organico (FESSI et al., 1988). Portanto, a
nanoprecipitacdo € considerada um meétodo simples, rapido e reprodutivel,
amplamente utilizado tanto para preparagdo de nanoesferas quanto de
nanocapsulas (PINTO REIS et al., 2006; RAO; GECKELER, 2011).



29

3.3.4 Nanoparticulas na terapia anticancerigena

Acredita-se que a maioria das NPs seja capaz de se acumular no tecido
tumoral, devido a alta permeabilidade dos vasos sanguineos, resultado da
angiogénese rapida e defeituosa destas células. Além disso, o tumor se caracteriza
por possuir drenagem linfatica disfuncional, o que pode ajudar na retencédo das NPs
no tumor durante tempo suficiente para permitir a liberacdo do farmaco para as
células tumorais (FANG; NAKAMURA; MAEDA, 2011; MISRA; ACHARYA; SAHOO,
2010).

Diversos sistemas nanoestruturados vém sendo desenvolvidos a fim de
melhorar a terapia antitumoral, utilizando MTX e também outros farmacos
antitumorais como tamoxifeno, doxorrubicina, paclitaxel e 5-fluorouracil; com
diferentes polimeros (CHAWLA; AMIJI, 2002; CUI et al., 2013; HASHAD et al.,
2016; KARIMI et al., 2017; OCAL et al., 2014).

Trapani e colaboradores (2011) desenvolveram nanoparticulas de quitosana e
glicoquitosana contendo MTX com o objetivo de determinar se a presenca de Tween
80 na formulacao interfere na liberacdo do farmaco para as células. As NPs foram
preparadas segundo o método de gelificacdo ibnica. O tamanho de particula, indice
de polidisperséo, potencial zeta e EE obtidos estiveram entre 125-263 nm, 0,11-
0,54, 16-30 mV e 19-48%, respectivamente. Estudos de viabilidade celular
demonstraram atividade citotdxica, sendo que as NPs de glicoquitosana com MTX
foram mais citotdxicas em relagdo as NPs de quitosana com MTX. Além disso, ndo
foram evidenciadas diferencas na liberacdo do MTX para as células, entre as
formulac6es com e sem Tween 80.

Nanocapsulas com nucleo lipidico contendo MTX foram desenvolvidas por
Figueiro e colaboradores (2015). As NPs foram obtidas através do método de
nanoprecipitagéo utilizando PCL como polimero, os tensoativos Tween 80 e Span 60
e triglicerideos de &cido céprico/caprilico para formacdo do ndcleo lipidico. As NPs
apresentaram EE de 47%. Seus potenciais efeitos antitumorais foram avaliados
através de dois diferentes modelos de glioblastoma. Primeiramente, in vitro foi
utiizado MTT para avaliar a viabilidade celular de células de glioma de rato, foi
demonstrado que as nanocapsulas de MTX apresentaram maior citotoxicidade
comparadas ao MTX livre. Além disso, o MTX livre ndo causou apoptose celular,

diferente do farmaco encapsulado que gerou aumento da apoptose. Esse resultado
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foi confirmado através da quantificacdo da caspase-3, em que obteve-se aumento
dos niveis desta proteina na presenca da nanoestrutura. In vivo foram implantadas
células de glioma em ratos e observou-se uma diminuicdo no tamanho do tumor e
aumento da apoptose ao administrar a formulacdo, porém também foi observada
diminui¢cdo do numero de leucaocitos.

Gorjikhah e colaboradoes (2016) desenvolveram nanoparticulas de PLGA e 3
ciclodextrina contento MTX a fim de aumentar a solubilidade e estabilidade do MTX.
As NPs foram obtidas através do método de dupla emulsédo utilizando o tensoativo
poli &lcool vinilico (PVA). Para confirmar a estabilidade do MTX nas NPs foi utilizada
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, indicando que o
polimero foi sintetizado corretamente e que o MTX foi encapsulado (EE de 80%). Os
efeitos antiproliferativos do MTX foram avaliados para o MTX livre e para as NPs
contendo MTX na linhagem celular T47D, de cancer de mama. O ensaio de MTT
demonstrou que as NPs contento MTX sdo mais citotoxicas em comparac¢ao ao MTX
livre, nas mesmas condicoes.

Nanoparticulas de PLGA com metotrexato foram desenvolvidas por Musmade
e colaboradores (2014). Para o desenvolvimento da nanoformulacdo foram testados
os tensoativos PVA, Pluronic F 68 e Pluronic F 127. As NPs foram preparadas pelo
método de emulsificacdo-evaporacdo do solvente utilizando o tensoativo PVA na
concentracdo de 0,5% e apresentaram tamanho de particula, potencial zeta e
eficiéncia de encapsulacdo de 199,7 nm, -22,2 mV e 15,45%, respectivamente. A
presenca de MTX na formulacao foi evidenciada pela analise por DSC, através da
comparacdo da formulacdo com o farmaco livre. Os resultados do estudo de
liberacdo in vitro mostraram uma rapida liberacao inicial de MTX, seguida por uma
liberacdo prolongada, indicando que as NPs de PLGA foram capazes de controlar a
liberac@o prolongada do MTX. Também foram realizados estudos de citotoxicidade
em células de cancer cerebral humano, que indicaram que as NPs poliméricas
liberaram o MTX mais lentamente e ficaram mais retidas nas células tumorais
guando comparadas ao farmaco livre, resultando, portanto, em uma citotoxicidade
superior a do MTX livre.

Nanocépsulas de PCL com MTX foram desenvolvidas por Boechat e
colaboradores (2015) utilizando os tensoativos Span 60 e Tween 80 e como nucleo
oleoso triglicerideos de cadeia média (TCM). Macroscopicamente as NPs sem MTX

apresentaram aparéncia branca leitosa, e as NPs com MTX amarela opaca, ambas
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homogéneas. O tamanho, PDI, PZ e EE obtidos para as NPs com MTX foram de
215 nm, 0,11, - 8 mV e 20%, respectivamente.

Seo e colaboradores (2009) prepararam nanoparticulas poliméricas de MTX
utilizando poli(etilenoglicol) e quitosana, com 0 objetivo de obter um sistema de
liberacdo de MTX para ser utilizado por via intravenosa que proporcionasse menos
efeitos colaterais e maior especificidade para as células tumorais. Foram obtidas
NPs com tamanho de particula entre 50-300 nm e com formato esférico quando
analisadas em microscopio eletrbnico de transmissdo. As NPs apresentaram
eficiéncia de encapsulagao entre 65,2 e 94%. O RMN de hidrogénio indicou que o
MTX se complexou com a quitosana. No entanto, o estudo de citotoxicidade
demonstrou que as NPs formadas foram menos citotoxicas que o farmaco livre.
Visando aumentar a especificidade dos vetores nanoestruturados, compostos com
propriedades pH-dependente s&o fonte de constante estudo no campo do
desenvolvimento de nanoestruturas. Sabe-se que o pH dos tecidos tumorais e
saudaveis é diferente (~pHe 6,6 € 5,4) e, portanto, cada vez mais vem sendo
estudada a preparacdo de formulacbes sensiveis ao pH, buscando assim uma
liberacdo controlada do farmaco e uma menor incidéncia de efeitos adversos
(BAZBAN-SHOTORBANI et al.,, 2017; WILCZEWSKA et al., 2012). Devido a sua
capacidade de mudar de conformacédo e bioatividade a pH acido, compostos pH-
sensiveis podem constituir-se adjuvantes tecnolégicos capazes de melhorar a
eficiéncia de liberacdo de farmacos a partir das NPs tanto a nivel intracelular (pH ~
6,6 e 5,4) (AKAGI; KIM; AKASHI, 2010; NOGUEIRA et al., 2011a, 2014b) como a
nivel do espaco extracelular do tecido tumoral (pHe ~ 6,6) (LEE et al., 2007;
NOGUEIRA et al., 2014b).

Nesse sentido, o 77 KL foi utilizado como adjuvante em NPs de quitosana
com MTX por Nogueira e colaboradores (2013). As NPs foram obtidas pelo método
de gelificacdo ibnica e apresentaram comportamento pH-dependente, apresentando
liberacdo acelerada e atividade litica da membrana maior nos pHs acidos (6,5 e 5,4).
A citotoxicidade das NPs também foi avaliada em duas linhagens celulares tumorais
(HeLa, céancer cervical epitelial e MCF-7, cancer de mama) e demonstraram maior
citotoxicidade em ambas linhagens celulares quando comparadas ao MTX livre. A
citotoxicidade também foi avaliada em pH &cido (6,6) e a citotoxicidade causada

pelas NPs foi superior a encontrada no pH fisiologico (NOGUEIRA et al., 2013).
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Nogueira e colaboradores (2016) desenvolveram NPs pH-dependentes de
quitosana com o tensoativo anionico sintetizado a partir da lisina (77KS) contendo
MTX. As NPs foram obtidas pelo método de gelificacdo i6nica. A presenca do 77KS
conferiu a formulagcdo um comportamento pH-sensivel apresentando uma liberacao
mais rapida nos pHs A&cidos e atividade litca da membrana de modo pH-
dependente. Além disso, a citotoxidade das NPs em linhagem celular MCF-7 e HelLa
foi maior do que a do MTX livre.

NPs de quitosana modificadas com polietilenoglicol (PEG) e poloxamero 188
utilizando o 77KS como adjuvante também foram desenvolvidas por Scheeren e
colaboradores (2016) para a encapsulacao de doxorrubicina. As NPs apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas adequadas e observou-se maior fotoestabilidade para
formulacéo liofilizada. Todas as formulacfes tiveram um liberacdo dependente do
pH, com liberacdo mais lenta no pH fisiolégico (pH 7,4) e acelerada no pH do sitio de
acdo (pH 6,6 e 5,4). Além disso, o ensaio de citotoxicidade demonstrou diminui¢cao

da viabilidade de células HeLa na presenca das NPs.

3.4 LIOFILIZACAO

A liofilizacdo consiste na remoc¢édo da agua de um produto sélido através da
sublimacdo a vacuo (FRANKS, 1998). E considerada uma técnica eficiente para
aumentar a estabilidade das NPs, sendo a baixa estabilidade desses sistemas em
meio aquoso um dos grandes problemas que impedem seu uso clinico
(ABDELWAHED et al., 2006).

Antes de serem liofilizadas, as NPs sdo submetidas ao congelamento,
processo esse que pode causar estresse mecanico e consequentemente
desestabilizar as formula¢des. Por isso, antes de seu congelamento, devem ser
adicionados a suspensdo de nanoparticulas excipientes especiais (crioprotetores)
(ABDELWAHED et al., 2006; ABDELWAHED; DEGOBERT,; FESSI, 2006). Os
crioprotetores mais comumente utilizados para a liofilizacdo de NPs sao os
acucares, dentre eles, trealose, sacarose, lactose, glicose e manitol. Sendo assim,
apos a liofilizacdo, as NPs devem preservar suas caracteristicas fisicas (tamanho e
eficiéncia de encapsulagéo) e ter um tempo de reconstituicdo curto (ABDELWAHED

et al., 2006). A reconstituicdo completa das NPs pode ser realizada imediatamente
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através da adicdo de agua, ou pode ser associada a agitacdo magnética, vortex ou
mesmo ultrassom (FONTE; REIS; SARMENTO, 2016).

Hirsjarvi e colaboradores (2009) liofilizaram nanoesferas de PLA obtidas pelo
método de nanoprecipitacdo, utilizando como crioprotetores trealose, sacarose,
lactose e glicose em diferentes concentragfes. Trealose e sacarose, 5 e 2% (p/v),
respectivamente, apresentaram melhor protecdo (com pequena variagcdo no
tamanho e baixo PDI).

Nanoesferas de PCL e PLGA com ciclosporina foram liofilizadas com
diferentes crioprotetores (glicose, sacrose, trealose, lactose, manitol, dextran,
gelatina e sorbitol), a fim de determinar qual deles proporcionaria melhor protecéo
para as NPs. Glicose e sacarose a 20% foram os melhores crioprotetores para as
NPs de PCL e PLGA, respectivamente, porém, em ambos 0s casos, ocorreu um leve

aumento no tamanho de particula das NPs (SAEZ et al., 2000).

3.5 AVALIACAO BIOLOGICA IN VITRO DE NPs

O eritrocito como modelo de membrana endossomal, associado a utilizacdo
do ensaio de hemdlise, € amplamente utilizado para o estudo de interacdo de
tensoativos com as membranas celulares e como esta varia em fungédo do pH do
meio (CHEN et al., 2009; WANG; XU; LU, 2009). Sendo assim, o ensaio de hemdlise
€ bastante utilizado a fim de verificar se diferentes nanocarreadores possuem uma
atividade litica pH-dependente.

A utilizacdo de modelos in vitro, baseados em cultivos celulares, vém
ganhando destaque no estudo da atividade e do perfil toxicolégico de novas
nanotecnologias (MINAEI et al., 2016; SOHAEBUDDIN et al., 2010; TAVANO et al.,
2013). O emprego desse tipo de metodologia justifica-se, especialmente, nas fases
iniciais de desenvolvimento de uma nova formulacao, pelo fato de que os testes de
toxicidade em animais sao extremamente caros e devem ser reduzidos por razdes
éticas inegaveis (HARTUNG, 2010). Além disso, os métodos in vitro também
apresentam vantagens como a possibilidade de demonstragcéo dos efeitos primarios
em células alvo, assim como identificacdo dos mecanismos envolvidos na atividade
toxica e/ou terapéutica na auséncia de fatores fisiolégicos e compensatérios que
confundem a interpretacdo dos estudos utilizando modelos animais (HUANG; WU,
ARONSTAM, 2010).
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RESUMO

A utilizacdo de sistemas nanoestruturados com atividade pH-dependente é uma
alternativa promissora para tornar a terapia antitumoral mais especifica. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi associar o adjuvante derivado da lisina, N? N®-
dioctanoil lisina com contra-ion litio (77 KL), que possui propriedades pH-
dependentes, a nanoparticulas (NPs) de poli(e-caprolactona) (PCL) contento o
farmaco antitumoral metotrexato (MTX). Além disso, as NPs foram desenvolvidas
utilizando o tensoativo poloxamero 407, devido a sua capacidade de inibir
mecanismos de resisténcia em tumores com resisténcia a multiplos farmacos. As
NPs foram obtidas pelo método de nanoprecipitacdo e apresentaram tamanho médio
de particula, indice de polidisperséo, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacao de
178,5 nm, 0,135, -1,98 mV, 20,52%, respectivamente.A atividade pH-dependente
das NPs foi demonstrada através da atividade litica de membrana, que foi superior
em pH levemente acidificado, caracteristico dos endossomas. A atividade
antiproliferativa in vitro das NPs contendo MTX foi superior a obtida pelo farmaco
livre nas linhagens celulares tumorais MCF-7 e, em menor grau, nas HepG2. O MTX
nanoencapsulado também apresentou atividade antiproliferativa superior ao MTX
livre em meio levemente acidificado, caracteristico do espaco extracelular do tecido
tumoral. Portanto, os resultados obtidos evidenciaram que as NPs apresentam
atividade pH-dependente, bem como maior acdo antitumoral in vitro em comparacao
ao farmaco livre, sugerindo sua potencial utilizacdo como carreadores de MTX para
o tratamento do céancer.

Palavras chave: Nanoparticulas pH-dependentes. Poli(e-caprolactona). Poloxamero
407. Metotrexato. Tensoativo derivado da lisina. Atividade antitumoral in vitro.
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1 INTRODUCAO

O metotrexato (MTX) € um farmaco utilizado no tratamento de leucemia
linfoblastica aguda, carcinoma, linfoma ndo Hodgkin e diversos tumores solidos
(NUSSBAUMER et al.,, 2011). Por ser um analogo do &cido fdlico, exerce seu
mecanismo de acdo através da inibicdo competitiva da dihidrofolato-redutase
(DHFR), impedindo a biossintese de purinas e timinas e, consequentemente a
sintese de DNA e RNA, causando morte celular. Porém, o MTX ndo tem acao
especifica para o tecido tumoral e pode causar uma série de efeitos colaterais,
principalmente em pacientes tratados com altas doses de MTX (RUBINO, 2001).
Nesse sentido, os sistemas nanoestruturados podem ser utilizados como alternativa
para melhorar a especificidade dos farmacos antitumorais e diminuir seus efeitos
colaterais.

A poli (e-caprolactona) (PCL) € um dos polimeros que podem ser utilizados
para o desenvolvimento de nanoparticulas (NPs) poliméricas, sendo que sua
utilizacdo em humanos foi considerada segura pelo FDA (XIAO et al., 2014). Ainda,
o tensoativo poloxamero vem sendo bastante utilizado no desenvolvimento de NPs,
pois € um agente promissor no tratamento de tumores resistentes a mudltiplos
farmacos, sendo capaz de inibir diversos mecanismos de resisténcia (BATRAKOVA;
KABANQV, 2008).

Como o pH do tecido normal (pH 7,4) e do tecido tumoral (~pHe 6,6 € 5,4) sdo
diferentes, o desenvolvimento de sistemas micro ou nanoestruturados com acgao
pH-dependente pode ser utilizado como uma estratégia a fim de tornar a terapia
anticancerigena mais especifica (BAZBAN-SHOTORBANI et al., 2017). Nesse
contexto, o tensoativo aniénico derivado da lisina, N N*- dioctanoil lisina com contra-
ion litio (77KL), que possui atividade pH-dependente, pode ser um adjuvante
promissor. Estudos prévios demonstraram que o 77KL apresenta baixa
citotoxicidade (NOGUEIRA et al., 2011b) e atividade litica de membrana dependente
do pH do meio (NOGUEIRA et al., 2011a). Além disso, o 77KL apresentou
resultados promissores quando adicionado a NPs de quitosana contendo MTX, as
quais demonstraram atividade pH-dependente, apresentando liberacdo acelerada e
atividade litica da membrana maior nos pHs &cidos (6,5 e 5,4), bem como
citotoxicidade em pH é&acido (6,6) superior a encontrada em pH fisiolégico
(NOGUEIRA et al., 2013).
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Frente ao exposto, neste estudo objetivou-se desenvolver NPs contendo MTX
a partir do polimero PCL, empregando como tensoativos o poloxamero e o 77KL. As
NPs foram caracterizadas quanto ao tamanho, indice de polidispersdo, potencial
zeta, pH e eficiéncia de encapsulacdo. Além disso, o processo de liofilizacdo foi
empregado a fim de melhorar sua estabilidade. O perfil de liberagcdo das NPs e a
atividade litica de membrana foram avaliados em diferentes valores de pH. A
fotoestabilidade do MTX livre e nanoencapsulado foi avaliada frente as radiacdes
UVA e UVC. Ainda, desenvolveu-se um método analitico por cromatografia a liquido
de alta eficiéncia para quantificacdo do MTX. Por fim, a atividade antiproliferativa do

MTX livre e nanoencapsulado foi avaliada utilizando modelos celulares in vitro.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS

A matéria-prima do metotrexato (pureza de 100,1%; lote, 1504478) foi
comprada da SM Empreendimentos Farmacéuticos Ltda. (S&o Paulo, SP, Brasil). O
polimero poli(e-caprolactona) (massa molecular 70.000-90.000), Pluronic F — 127
(poloxamero 407), brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazdlio
(MTT), corante vermelho neutro (NRU), tampéao fosfato salino (PBS) e solucéo de
tripsina-EDTA (0,5 g tripsina porcina e 0,2 g EDTA sédico por litro de solucdo salina
balanceada de Hanks) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
Acetonitrila grau HPLC foi obtida da Tedia (Fairfield, USA) e o fosfato de potassio da
Merck (Darmstadt, Germany). Soro fetal bovino (FBS) e Meio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM), suplementado com [-glutamina (584 mg/L) e
antibiético/antimicético (50 mg/mL sulfato de gentamicina e 2 mg/L anfotericina B),
foram obtidos da Vitrocell (Campinas, SP, Brasil). A trealose foi obtida da Tovani

Bezaquem (Consolagao, SP, Brasil).

2.2 TENSOATIVO COM PROPRIEDADES PH-DEPENDENTES ADICIONADO AS
NPs

O tensoativo anidnico N N*- dioctanoil lisina com contra-ion litio (77KL) foi

adicionado a formulagéo. O 77KL foi sintetizado a partir da lisina como descrito
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anteriormente (VIVES et al.,, 1999). Possui peso molecular de 405,6 g/mol e
concentracdo micelar critica de 2,9 ug/mL (NOGUEIRA et al., 2011a; SANCHEZ et
al., 2007).

2.3 PREPARACAO DAS NPS

As nanoparticulas poliméricas de poli-e-caprolactona contendo metotrexato
foram preparadas pelo método de nanoprecipitacdo descrito por Fessi e
colaboradores (1988), e modificadas com um tensoativo biocompativel e pH-sensivel
derivado de lisina (77KL) (NOGUEIRA et al., 2011a).

Para a elaboracdo da nanoformulacdo com MTX (NP MTX), primeiramente,
foi preparada fase organica contendo 40 mg de PCL, 2,5 mg de MTX (previamente
solubilizado em 100 pL de DMSO) e 12 mL de acetona, a qual permaneceu sob
aquecimento (40°C) e agitacdo magnética durante 1 hora. Do mesmo modo, a fase
aguosa que teve seu pH ajustado em 3,0, contendo 24 mL de uma solucdo de
poloxamero 407 (1%), e 3 mg de 77KL, previamente solubilizado em 300 pL de
agua, foi aquecida a 40°C sob agitacdo magnética durante 30 minutos. A fase
organica foi entdo vertida sob a fase aquosa e mantida sob agitacdo magnética por
10 min. Por fim, levou-se a suspenséo de NPs ao rotaevaporador a fim de eliminar o
solvente organico e concentrar a formulagdo em um volume final de 10mL. Da
mesma forma, foram preparadas as formulacdes brancas (NP Br), porém sem

adicionar o farmaco.

2.4 CARACTERIZACAO DAS NPS

As NPs foram caracterizadas quanto ao valor de pH, utilizando potenciometro
previamente calibrado. O tamanho médio de particula e o indice de polidispersao
(PDI) foram determinados através de espalhamento da luz dinAmico (Zetasizer®
Nano-ZS ZEN3600, Malvern), e o potencial zeta (PZ), através de medi¢bes da
mobilidade eletroforética (Zetasizer® Nano-ZS ZEN3600, Malvern). Para as
determinacdes descritas anteriormente, as NPs foram diluidas na proporcao 1:500
(v/v) em agua ultrapurificada (tamanho e PDI) ou NaCl 10mM (PZ2).

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi realizada utilizando dispositivo de

ultracentrifugacdo Amicon® Ultra-0,5 MWCO 10.000 Da (Millipore), sendo que o
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percentual de farmaco encapsulado foi determinado através do método analitico
previamente validado, conforme descrito na secédo 2.5. A purificacdo das NPs foi
realizada a fim de eliminar o farmaco nédo encapsulado utilizando o procedimento de
didlise (membrana com MWCO de 10.000 Da). Para purificar 2 mL de NPs, a dialise

foi realizada por 4,5 h utilizando 150 mL de agua destilada.

2.5 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO

Para o desenvolvimento do método analitico por Cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (CLAE), utilizou-se sistema Shimadzu (Shimadzu, Kyoto, Japéao)
equipado com bomba, injetor automéatico, e detector UV. Inicialmente, foram
estabelecidas as condi¢cdes analiticas, como coluna, fase mével, fluxo, volume de
injecdo, comprimento de onda e concentracdo das solugbes do farmaco. Como
indicadores de adequabilidade do sistema, foram usados parametros analiticos
como pratos tedricos, assimetria do pico e resolugdo. O método foi entdo otimizado
com fase movel (FM) constituida por tampao fostato de potassio 15 mM pH 3,0 e
acetonitrila (85:15, v/v), eluida em fluxo isocratico de 0,6 mL/min. Além disso,
empregou-se uma coluna de fase reversa, Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5um) da
Phenomenex e o comprimento de onda utilizado para realizacao das leituras foi de
303 nm.

Para quantificacdo do MTX na formulacéo, foi otimizada uma extracdo das
NPs em metanol na propor¢ao 1:3 (v/v), seguido por 10 min de agitacdo a 1300 rpm
no vortex e centrifugagdo por 5 min a 10000 rpm. Posteriormente, o sobrenadante foi
diluido em FM.

O método desenvolvido foi validado de acordo com o0s parametros de
especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez, segundo o ICH Q2 R1
(2005). A linearidade foi avaliada através do valor do coeficiente de correlagéo, de
trés curvas analiticas nas concentragfes de 1, 5, 10, 15, 20 e 30 pg/ml. Além disso,
os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente através de analise de
variancia (ANOVA). A precisao foi avaliada realizando medi¢gbes de solugdes
amostras (na concentracdo de 15 pg/ml) em um mesmo dia e por um mesmo
analista (repetibilidade), e a precisdo intermediaria foi avaliada em dois dias
diferentes e com dois analistas. Realizou-se o0 teste de recuperacdo para a

determinacdo da exatiddo do método. Prepararam-se trés solu¢cdes nas seguintes
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concentracdes: 80, 100 e 120% todas com 10 pg/mL de amostra e 2, 5 e 8 pg/mL de
padrao, respectivamente. Os resultados obtidos foram comparados com uma
solucédo padrdo e com uma amostra nao fortificada, a fim de avaliar a recuperacéo
obtida. Na avaliacdo da especificidade, o cromatograma da nanoparticula branca foi
comparado ao cromatograma da nanoparticula contendo MTX e ao cromatograma
do MTX livre, a fim de verificar se algum dos componentes da formulagao interfere
na deteccdo do farmaco. A robustez foi determinada utilizando um modelo fatorial,
através do Software Minitab 17, avaliando-se trés fatores em dois niveis (2°), sendo
eles, percentual de solvente organico (£ 1%), pH (£ 0,2) e volume de inje¢cédo (+ 10
pL).

2.6 LIBERACAO IN VITRO DO FARMACO NANOENCAPSULADO

Os estudos de liberacdo in vitro foram realizados utilizando a técnica de
didlise (NOGUEIRA et al., 2013) em membranas com MWCO de 10.000 Da. O meio
utilizado para execucdo destes estudos foi o tampao fosfato salino (PBS) nos pHs
54 e 7,4. O perfil de liberacdo foi analisado durante 24 horas com agitacéao
magnética a 150 rpm e o meio foi mantido a 37 °C. Para cada meio, foram
construidas trés curvas analiticas nas concentracdes de 0,2; 1; 2; 3; 4 e 5 ug/mL, e a
linearidade foi analisada pelo coeficiente de correlacdo das curvas analiticas e
também através da ANOVA.

O estudo foi realizado para o MTX livre e para as NPs MTX com 77KL. As
NPs foram purificadas (concentracdo de 50 pg/mL) e a solucdo de MTX livre foi
preparada na mesma concentracado e diluida em PBS. Foram adicionados 4 mL de
formulacdo no saco de dialise, e utilizados 50 mL de meio. Foram coletados 2 mL do
meio em intervalos de tempo pré-determinados, seguido por filtracdo em membrana
de 0,45 pm, para entdo proceder com a quantificacdo dos percentuais de MTX
liberado através do método analitico previamente validado, utilizando as curvas
analiticas preparadas para cada um dos meios. Volumes equivalentes de meio

foram repostos apoés as coletas, para manter a condigédo sink.
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2.6.1 Modelagem matematica

As equacdes monoexponencial (C = Coe™), biexponencial (C = ae ™' + be™,!
e Korsmeyer—Peppas (ft = at") foram utilizadas para avaliar o perfil de liberacédo do
MTX através do software MicroMath® Scientist (versdo 2.01, USA). Nestas
equacdes considera-se que k é a constante de velocidade de liberacdo do modelo
monoexponencial e k; e k» do biexponencial, Co a concentracdo inicial do
monoexponencial, e a e b do biexponencial. Na equacédo de Korsmeyer—Peppas, n
corresponde ao expoente que caracteriza o mecanismo de liberagcdo e a é uma
constante que relaciona as caracteristicas estruturais e geométricas do
transportador (PEPPAS; SAHLIN, 1989; RITGER; PEPPAS, 1987a; SCHEEREN et
al., 2016).

2.7 LIOFILIZACAO

Com o objetivo de melhorar a estabilidade das NPs, optou-se por recorrer ao
método de liofilizagcdo que € muito eficaz e comunmente utilizado para melhorar a
estabilidade de formulacdes de base nanotecnolégica (CHUNG; LEE; LEE, 2012).
Para evitar a agregacdo das particulas, testaram-se como crioprotetores a lactose e
a trealose nas concentracdes de 2, 5, 10 e 15% (p/v). Os crioprotetores foram
dissolvidos nas NPs sob agitacdo magnética por 20 min, seguido por congelamento
das formulacdes a -20°C durante 48 horas. As NPs congeladas foram levadas ao
liofilizador (Liotop L101, Liobras, Sdo Carlos, Brasil) para remocdo da agua através
da sublimacé&o sob vacuo durante 48 horas. As NPs liofilizadas foram resuspendidas
com agua ultrapura e submetidas a agitacdo magnética durante 20 min e ultrassom
por 10 min. O rendimento foi determinado através do peso tedrico que deveria ser
recuperado em cada condi¢do, correspondente a massa das NPs e a quantidade
adicionada de crioprotetor. Além disso, foram avaliadas as caracteristicas fisico-

quimicas das formulac¢des obtidas.
2.8 ENSAIO DE HEMOCOMPATIBILIDADE

Quando um nanomaterial é destinado a administracdo sistémica, é de

extrema importancia a avaliacdo de sua biocompatibilidade com o sangue
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(NOGUEIRA et al., 2014). Para isso, foi avaliada a atividade hemolitica das NPs com
e sem MTX na presenca de 77KL em pH fisiolégico. A suspenséo de eritrécitos foi
preparada em tampao PBS a partir de sangue proveniente de amostras de descarte
do Hospital Universitario de Santa Maria. O porcentual de hemolise foi determinado
através da leitura da absorbancia da hemoglobina em 540 nm utilizando um
espectrofotometro Shimadzu UV-1800 (Shimadzu, Kyoto, Japan).

2.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE PH-DEPENDENTE DAS NPS

O potencial das NPs em romper as membranas celulares de modo pH-
dependente foi determinado através o ensaio de hemdlise. As NPs com o farmaco
ou o MTX livre foram incubados com 25 pL da suspensdo de eritrocitos, nas
concentracdes de 1, 5, 10 e 15 pg/mL de MTX, diluidas em PBS pH 7,4, 6,6 € 5,4
(para volume final de 1 mL), durante 60 minutos. As NPs brancas foram submetidas
ao mesmo procedimento e diluidas na mesma propor¢cdo das NPs com MTX. O
controle negativo foi realizado utilizando 25 pL da suspensao de eritrocitos em 975
uL PBS (pH 7,4, 6,6 e 5,4), enquanto que para o controle positivo foi utilizado 975 pL
de &gua. ApoOs o tempo de incubacdo, o percentual de hemolise foi determinado
através da leitura da absorbancia da hemoglobina em 540 nm utilizando um

espectrofotdometro Shimadzu UV-1800 (Shimadzu, Kyoto, Japan).

2.10 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Os ensaios in vitro para avaliagdo da atividade antitumoral foram realizados
utilizando linhagens de células tumorais de origem humana (HepG2, cancer hepatico
e MCF-7, cancer de mama). Além disso, foram utilizadas células n&o-tumorais
(HaCaT, queratinécitos) a fim de avaliar a atividade inespecifica das NPs. A
atividade antitumoral das NPs foi avaliada em comparacdo ao farmaco néo
encapsulado, a fim de determinar se a veiculacdo do farmaco é capaz de
potencializar sua atividade. As linhagens celulares foram cultivadas em meio DMEM
(4,5 g/L glicose) com 10% (v/v) de FBS, a 37°C e com 5% de CO..

Foram semeados 100 uL das linhagens celulares (concentracdo 1x10°
células/mL para HepG2 e MCF-7, e 7,5x10" células/mL para HaCaT) nos 60 pocos
centrais de uma placa de cultivo celular de 96 pocos. As placas foram incubadas por
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24 horas a 37°C em 5% de CO; e, posteriormente, o meio foi substituido por 100 pL
dos tratamentos (MTX livre, NP MTX ou NP branca) nas concentragdes de 0,5, 1,
2,5 e 5 pg/mL, diluidos em meio DMEM contendo 5% (v/v) de FBS. Nas células do
controle foram adicionados 100 puL do meio contendo 5% (v/v) de FBS. ApoGs 48
horas de incubacéo, determinou-se a atividade citotoxica e antiproliferativa utilizando
0s ensaios de viabilidade celular MTT e NRU. Para o MTT, o meio foi removido e
substituido por 100 yL de MTT diluido em meio DMEM sem FBS na concentracao de
0,5 mg/mL, preparado a partir de uma solucdo de MTT 5 mg/mL em PBS. Do mesmo
modo, para o ensaio de NRU, foi adicionado 100 puL de NRU diluido com meio sem
FBS (50 mg/mL). As placas foram incubadas por 3 horas a 37°C em 5% de CO..
Para o MTT, o meio foi removido e substituido por 100 pL de DMSO para dissolver
os cristais de formazan. Ja no ensaio de NRU, o meio foi removido e a placa foi
lavada uma vez com 100 puL de PBS seguido pela adicao de 100 pL de uma solucao
contendo etanol, agua e acido acético (50:49:1, v/v/v). Ap6s 10 min de agitacdo a
400 rpm, a absorbancia em 550 nm foi determinada usando leitor de microplacas
Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, Shangai, China).(NOGUEIRA et al., 2013,
2014)

Além disso, tendo em vista as propriedades pH-dependente do tensoativo
77KL, a atividade antitumoral das NPs foi avaliada em meio levemente &acido (pHe ~
6,6), caracteristico do microambiente do espaco extracelular do tecido tumoral. Para
isso, 0 meio de cultivo celular foi acidificado com tampdo HEPES 1 M pH 6,2
(NOGUEIRA et al., 2013).

2.11 FOTOESTABILIDADE

A fotoestabilidade das NPs purificadas foi estudada através de sua exposi¢ao
a radiacdo UVA (365 nm) e UVC (254 nm), comparando o MTX livre com as NPs
contendo MTX encapsulado, a fim de verificar se a encapsulagdo é capaz de
proteger o farmaco da degradacao fotolitica. As formulagdes foram quantificadas nos
tempos O, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 horas através do método por CLAE previamente
validado.

A ordem de reacédo foi determinada pelo método grafico. Foram plotados trés
gréficos, sendo o primeiro relacionando teor e tempo (ordem zero), o segundo In do

teor e tempo (primeira ordem) e o ultimo 1/teor e tempo (segunda ordem). A ordem
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de reacdo é determinada de acordo com o grafico que apresentar melhor coeficiente
de correlagao.

2.12 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas através da analise de variancia
(ANOVA), seguida por teste post-hoc de Tukey, ou pelo teste t de Student, utilizando
0 programa estatistico SPSS® (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A robustez do método
foi verificada utilizando o Minitab 17 (MINITAB® Statistical Software, Release 17,
Minitab Inc. State College, PA, USA). Todos os experimentos foram realizados pelo

menos trés vezes. Quando p < 0,05, considerou-se diferenca significativa.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PREPARACAO DAS NPs

As NPs foram apropriadamente preparadas através do método de
nanoprecipitacdo (FESSI et al., 1988). Como o MTX ndo é soluvel em acetona,
optou-se por solubilizar o MTX em DMSO e ap6s adiciona-lo a acetona (CHEN et al.,
2012a, 2012b). A fim de diminuir a difusdo do MTX para fase externa, o pH da fase
aguosa foi ajustado para 3,0 (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012), pois nesse pH
0 MTX esta na sua forma néo ionizada (pKa 3,36; 4,70 e 5,71) que apresenta menor
afinidade pela fase aquosa (RUBINO, 2001). Utilizando essa estratégia, a eficiéncia
de encapsulacdo de NPs de PLGA contendo cloridrato de procaina foi aumentada
de 11 para 58% (GOVENDER et al., 1999).

3.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS NPS

As NPs apresentaram tamanho adequado entre 170,6 e 178,5 nm, e PDI
abaixo de 0,135, indicando que possuem uma distribuicdo de tamanho uniforme
(tabela 1). O PZ negativo pode ser atribuido a carga da PCL, e o baixo valor em
modulo ao poloxamero, que € um tensoativo ndo ibnico, que se deposita na
superficie das NPs e protege parcialmente a carga das NPs, reduzindo assim o PZ

(YAN et al., 2010). Alem disso, o PZ representa a carga da particula em relacdo ao
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meio, portanto, ndo € a medida real da carga de superficie individual, mas sim a
medida da dupla carga elétrica produzida pelos ions presentes em solugédo que pode
ser alterada por varios fatores como, pH, forca idnica e concentracdo (BERG et al.,
2009; BHATTACHARJEE, 2016). Sendo assim, o baixo valor de PZ também pode
ser atribuido ao pH &cido do meio (fase aquosa das NPs foi ajustada para pH 3,0),
que possui maior concentracdo de H*, que neutralizam a carga negativa do
polimero. Além disso, a EE das NPs determinada através do dispositivo de
ultracentrifugacdo Amicon foi de 20,52% * 0,72, semelhante as obtidas em outros
estudos para NPs de PCL contendo MTX (BOECHAT et al., 2015; OLIVEIRA et al.,
2013).

As NPs demonstraram caracteristicas adequadas durante os 21 dias de
analises, porém, as NPs que continham o tensoativo 77KL, apresentaram um
precipitado em 72 horas que nao foi observado nas NPs sem o tensoativo. Portanto,
o precipitado foi atribuido ao 77KL que possui pK, de 6,2 e, portanto em pH acido
(fase aquosa), estd menos ionizado fazendo com que sua solubilidade em agua
diminua (NOGUEIRA et al., 2013). Apo6s os 21 dias, as NPs que continham MTX
comecaram a apresentar formacao de um precipitado amarelo. A fim de melhorar a

estabilidade das NPs optou-se por liofilizar a formulacéo.

Tabela 1 - Caracterizacéao fisico-quimica das NPs.

1;3:22)0 Formulacao Tamanho (nm) PDI PZ (mV) pH
NP Br 1706 £+1,25 0,064 +0,02 -2,34+0,08 2,94

0 NP Br 77KL 174,1 £ 2,30 0,070 £0,06 -2,10+0,13 3,07
NP MTX 1741+0,35 0,101 +0,04 -2,15+0,08 3,25

NP MTX 77KL 1785+ 2,12 0,135+0,01 -1,98+0,17 3,37

NP Br 182,7+2,12 0,141+0,01 -2,25+0,13 2,68

7 NP Br 77KL 174,0+1,32 0,082+0,02 -1,95+0,10 2,77
NP MTX 206,6 £+2,47 0,208 +0,03 -2,09+0,16 2,71

NP MTX 77KL 195,6 £ 0,28 0,167 £0,01 -2,08 £ 0,05 2,88

NP Br 186,9+256 0,185+0,01 -1,75+0,10 2,72

14 NP Br 77KL 190,1+2,66 0,199+0,02 -1,94+0,11 2,81
NP MTX 206,9+3,72 0,229+0,01 -1,93+0,28 2,88

NP MTX 77KL 179,6 £ 1,83 0,173+0,02 -2,17 £0,07 2,93

NP Br 173,0+242 0,078+0,02 -1,43+0,21 2,70

21 NP Br 77KL 173,8+1,78 0,113 +0,02 -1,33+0,19 2,83
NP MTX 246,7+255 0,232+0,02 -1,71+0,72 2,76

NP MTX 77KL 251,0+£3,19 0,247+0,02 -1,49+0,17 2,96
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3.2 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO

O método desenvolvido demonstrou ser linear na faixa de trabalho
especificada (1-30 pg/mL), com coeficiente de correlacdo de 0,99996. Através da
ANOVA, comprovou-se que o método apresentou regressao linear (p < 0,05) e ndo
apresentou desvio de linearidade (p > 0,05). A especificidade foi determinada pela
comparacao do cromatograma obtido para MTX livre, NP MTX e NP branca, sendo
gue os componentes das NPs ndo apresentaram interferéncia no tempo de retencao
do MTX no comprimento de onda utilizado. Além disso, para confirmar a auséncia de
interferéncias no método, a avaliagdo da pureza do pico foi realizada utilizando um
detector de arranjo de diodos (DAD) em que o pico do MTX apresentou indice de
pureza de pico superior a 0,9999. O DPR inferior a 2% confirmou a precisdo do
método, sendo, o DPR da repetibilidade, precisdo entre dias e entre analistas de,
respectivamente, 1,72, 0,08 e 0,42%. A exatiddo foi comprovada através do teste de
recuperacdo, que apresentou teores entre 98 e 102% (100,81%). O método é
robusto para as variaveis testadas, pois ndo ocorreram mudancas significativas nos
teores (p > 0,05). Além disso, foram determinados os valores dos limites de
deteccédo (0,2 pg/mL) e quantificagcéo (0,73 pg/mL) do método.

3.3 ESTUDOS DE LIBERACAO IN VITRO

Os estudos de liberacdo foram realizados com as NPs contendo MTX e 77KL em
PBS pH 7,4 e 5,4. Como meio de comparacao, a liberacdo do MTX livre também foi
realizada (figura 1). Foi possivel observar que o MTX possui rapida liberagéo inicial
independente da condicdo testada. A liberacdo rapida do MTX das NPs pode ser
explicada pelas caracteristicas do préprio MTX, que por ser um farmaco hidrofilico,
tem mais afinidade pelo meio aquoso e, portanto, possui uma liberacdo inicial mais
rapida se comparada a farmacos lipofilicos (DASH; KONKIMALLA, 2012). Além
disso, ja foi observado que o poloxamero pode aumentar a velocidade de liberagéo,
uma vez que NPs de tamoxifeno preparadas na auséncia de poloxamero
apresentaram uma liberacdo inicial significativamente menor (CHAWLA; AMIJI,
2002). Observou-se que as NPs apresentaram um perfil de liberagdo no pH 5,4
ligeiramente superior ao obtido no pH 7,4 e para o MTX livre. Essa diferenca foi

demonstrada através da analise de variancia multivariada (MANOVA) (p = 0,037) e
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pode ser atribuida ao tensoativo 77KL, que apresenta comportamento pH-

dependente.

Figura 1 - Perfil de liberacdo do MTX livre e encapsulado nos pHs 7,4 e 5,4. (a) perfil
completo e (b) perfil com zoom nos tempos iniciais, até 180 min. A estatistica foi
realizada usando MANOVA (p < 0,05).
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3.3.1 Modelagem matematica

A fim de determinar o mecanismo de liberacdo do MTX das NPs foi realizada
a modelagem matematica do estudo de liberacdo in vitro. Através da andlise dos
valores de MSC (critério de selecdo do modelo) e do coeficiente de correlacao (r),
sugere-se que a liberacdo do MTX seja biexponencial, em ambos os pHs (tabela 2).
A constante de velocidade da primeira fase da liberagcéo (k;) foi de 0,0144 e 0,0081
h™, para os pHs 5,4 e 7,4 respectivamente. A segunda parte da liberagéo ocorreu
com uma constante (k,) de 0,0075 e 0,0068 h™*, respectivamente, para os pHs 5,4 e
7,4. Além disso, os valores de a e b sugerem que 99% do MTX esta na parte interna
das NPs e apenas 1% esta adsorvido na superficie.

A equacao de Korsmeyer—Peppas sugere que o MTX é liberado das NPs
seguindo o modelo néo fickiano (n entre 0,43 e 0,85), no qual a liberagdo do farmaco
ocorre pelo relaxamento das cadeias poliméricas e posterior difusdo do farmaco
(RITGER; PEPPAS, 1987b).
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Tabela 2 - Valores obtidos na analise da modelagem matematica para as NPs com
MTX nos pHs 5,4 e 7,4.

NPs MTXpH5,4 NPsMTXpH7,4

Biexponencial

R 0,99 0,99
MSC 9,31 8,17
ki (h™) 0,0144 0,0081
tao ky (h™) 48,12 85,55
ks (h™) 0,0075 0,0068
tao ko (h™) 92,40 101,91
A 0,01 0,01
B 0,99 0,99
Korsmeyer—Peppas

R 0,99 0,99
A 0,02 0,02
N 0,68 0,70

3.4 LIOFILIZACAO

As condi¢cBes as quais sdo submetidas os produtos durante o processo de
liofilizacdo podem causar danos ao produto final. Quando esse dano ocorre em
estagios inicias, como durante o congelamento, pode aumentar significativamente
nas etapas seguintes do processo (FONTE; REIS; SARMENTO, 2016). Portanto, os
crioprotetores foram adicionados as NPs para garantir a redispersdo adequada e
evitar a cristalizacdo da suspensdo durante o congelamento (PINTO REIS et al.,
2006). Vérias das condicbes testadas apresentaram recuperacdo em torno de 100%
(tabela 3). Porém, apenas as NPs liofilizadas com trealose 10 e 15% mantiveram
tamanho semelhante ao inicial com relagéo T+/T, de 1,002 e 0,928, respectivamente.
Além disso, apoés a liofilizacdo apresentaram teor de 94,40 e 93,94% semelhantes
ao inicial que foi 96,22%. Dentre elas, decidiu-se utilizar a condicdo com 10% de
trealose. A trealose € um dos crioprotetores mais utilizados e possui algumas
vantagens em relacdo a outros acgucares, principalmente a auséncia de ligacoes
internas de hidrogénio, que permite a formacdo de ligacdes de hidrogénio mais
flexiveis com as NPs durante a liofilizacdo, baixa higroscopicidade e baixa
reatividade quimica (CROWE; REID; CROWE, 1996).
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Tabela 3 - Caracterizacéo das NPs liofilizadas.

Rendimento Tamanho Tamanho Relacao PDI PDI

(%) inicial (nm)  final (nm)?® TdTo inicial ~ final®
Lactose 2% 87,50 184,2 421,8 2,290 0,112 0,618
Lactose 5% 99,45 184,2 267,5 1,452 0,112 0,348
Lactose 10% 103,06 184,2 248,9 1,351 0,112 0,243
Lactose 15% 98,50 199,6 273,7 1,371 0,215 0,314
Trealose 2% 82,20 199,6 2129 1,067 0,215 0,223
Trealose 5% 82,86 199,6 283,6 1,421 0,215 0,366
Trealose 10% 85,84 195,9 196,3 1,002 0,211 0,190
Trealose 15% 96,76 195,9 181,7 0,928 0,211 0,120

& Determinado apds o processo de liofilizacdo das nanoparticulas

Além disso, foi avaliada a manutencdo das caracteristicas iniciais na
suspensao de nanoesferas branca que apresentou recuperagdo de 91,88% e 30
dias apoés ser liofilizada a relacao T#/T, foi de 1,1094 e o PDI de 0,178 (PDI inicial
0,137). A estabilidade da NP com MTX também foi avaliada (tabela 4). As NPs
mantiveram suas caracteristicas iniciais durante os 60 dias (T«#/T, de 1,0834). O teor
final em 60 dias diminuiu apenas 6,39% enquanto que em 30 dias o teor das NPs
sem liofilizar diminuiu em 52,74%, demonstrando que a liofilizacao foi eficiente em
aumentar a estabilidade das NPs. A EE também nao diminuiu significativamente, em
60 dias passou de 20,12 para 18,36%.

Tabela 4 - Estabilidade das NPs liofilizadas contendo MTX

Tempo (dias)  Relagéo T#/To Teor (%) EE (%)
0 1,0912 90,25 20,12
30 1,1011 89,23 18,77

60 1,0834 83,86 18,36
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3.5 ENSAIO DE HEMOCOMPATIBILIDADE

A relevancia clinica da avaliagdo do impacto da administracdo sistémica de
nanoparticulas sobre os componentes sanguineos pode ser evidenciada pelo
crescente numero de estudos de hemocompatibilidade de vetores nanoestruturados
(KUZNETSOVA et al., 2012). Nesse contexto, a hemocompatibilidade das NPs com
e sem MTX na presenca de 77KL foi avaliada através do ensaio de hemolise, em
gue a hemoglobina é quantificada para estimar os danos causados ao eritrocito
(figura 2). As NPs sem MTX apresentaram baixa hemdlise nas concentracdes mais
baixas (menor que 11%), enquanto que na mais alta observou-se hemolise
ligeiramente superior independente do tempo de incubacdo. As NPs brancas foram
diluidas na mesma proporcdo das NPs com MTX. Da mesma forma, as NPs com
MTX demonstraram percentual hemolitico de no maximo 12% nas concentracdes
mais baixas, chegando na concentragdo mais alta a um méximo de 19,83% no
tempo de incubacédo de 1 hora. Sendo assim, os resultados obtidos sugerem que as
NPs desenvolvidas sdo hemocompativeis até a concentracdo de 5 pg/mL, a qual ja
apresenta uma atividade antiproliferativa significativa evidenciada nos estudos da

atividade antitumoral in vitro (ver se¢éo 3.7).

Figura 2 - Percentual de hemolise obtido pelas NPs com 77KL apds 10 e 60 min de
incubacdo com eritrécitos humanos em que (a) NPs sem MTX (concentracdes
equivalentes as NPs contendo o farmaco) e (b) NPs com MTX. Cada valor
corresponde a média = DP de trés experimentos independentes.
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3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE PH-DEPENDENTE DAS NPS

O ensaio de hemdlise, que utiliza o eritrécito como modelo de membrana
endossomal, foi realizado a fim de avaliar se a presenca do 77KL confere as NPs um
comportamento litico pH-dependente. Primeiramente, foi observado o
comportamento hemolitico das NPs brancas, com e sem 77KL (figura 3). Em pH
fisiologico, essas NPs apresentaram hemoélise em torno de 16% na concentracao de
15 pg/mL. No pH 5,4, a NP sem 77 KL manteve seu percentual de hemodlise,
enquanto que as NPs com 77 KL apresentaram hemdlise de 20,46% ( 5,14% maior,
p < 0,05). Nessa mesma concentracdo, as NPs com 77KL também apresentaram
diferenca entre o pH 6,6 e 5,4 (5,96% maior para pH 5,4, p < 0,05). Essa diferenca
também foi observada entre as NPs com e sem 77KL no pH 5,4, em que as NPs
com 77KL apresentaram percentual de hemdlise maior que as sem 77KL (p < 0,05).
Na concentracdo de 5 e 10 pg/mL foram obtidos valores de hemolise superiores no
pH 7,4 que no 5,4 (p < 0,05) para as NPs sem 77KL, por outro lado as NPs com
77KL demonstraram maior percentual de hemoélise no pH 5,4 em comparacao ao pH
7,4, na concentracao de 5 pg/mL.

Foram preparadas NPs com MTX com e sem 77KL, as quais também foram
submetidas as mesmas condi¢cdes de ensaio. Nas concentracdes mais baixas nao
foram observadas diferencas estatisticas entre os percentuais de hemoélise obtidos
para as NPs com e sem 77KL. Porém, na concentracdo de 15 pug/mL observou-se
que a NP com 77KL apresentou hemdlise 3,67 vezes superior a obtida com as NPs
sem 77KL (45,23% menor, p < 0,05), no pH 5,4. Além disso, as NPs com 77KL
apresentaram diferenca significativa entre a taxa de hemolise obtida nos diferentes
valores de pH, sendo esta até 42,35% maior no pH 5,4 (p < 0,05).

Portanto, conforme esperado, o 77 KL conferiu a formulagdo um
comportamento litico pH-dependente, evidenciando-se que no pH 5,4 houve um
aumento significativo no percentual de hemolise. Esses resultados indicam que as
NPs desenvolvidas possuem uma potencial capacidade para promover a liberagao
intracelular do farmaco encapsulado de modo pH-dependente, promovendo a
ruptura dos endosomas, que apresentam um ambiente levemente acido (pH ~6,6 e
5,4 nos endossomas primarios e secundarios, respectivamente). Sendo assim, o
comportamento pH-dependente pode ser atribuido ao grupo carboxilico do 77 KL,

gue em condic¢des acidas parece tornar-se protonado, fazendo com que se torne néo
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ibnico e, portanto, mais hidrofébico. Estes segmentos hidrofébicos podem se inserir
em regides lipofilicas da bicamada lipidica das membranas celulares, causando sua
solubilizacdo ou alteracdo de sua permeabilidade e, assim, induzir a lise da
membrana (NOGUEIRA et al., 2016). Além disso, as concentracdes utilizadas no
ensaio seriam facilmente atingidas in vivo, visto que essas sdo bastante inferiores a

concentracdo maxima de MTX no soro que € cerca de 354 pg/mL (GLANTZ et al.,
1998).

Figura 3 - Atividade litica pH-dependente para as NPs com e sem MTX e 77KL, onde
(a) NPs brancas sem 77KL, (b) NPs brancas com 77KL, (c) NPs com MTX sem 77KL
e (d) NPs com MTX e com 77KL. Os resultados correspondem a média de trés
experimentos independentes + DP. A estatistica foi realizada usando ANOVA
seguida do teste de Tukey. ? diferenca significativa em relagdo ao pH 7,4 (p < 0,05) e
b diferenca significativa em relacéo ao pH 6,6 (p < 0,05). * diferenca significativa em
relacdo as NPs sem 77KL (p < 0,05).
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A atividade litica da membrana também foi avaliada para o MTX livre, o qual
nao apresentou hemolise significativa em nenhum dos pHs, independentemente da
concentracdo testada (figura 4). Sendo assim, foi observado um efeito sinérgico da
atividade pH-dependente do MTX quando nanoencapsulado na presenca de 77KL.

Na concentracdo de 15 pg/mL no pH 5,4 foram obtidos percentuais de hemolises de
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0,00; 16,95 e 62,18%, para MTX livre, NP MTX sem 77KL e NP MTX com 77KL,

respectivamente.

Figura 4 - Atividade litica do MTX livre. Os resultados correspondem a média de trés
experimentos independentes * DP.
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3.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Primeiramente, a atividade antitumoral in vitro do MTX livre e das NPs com
MTX e 77KL foram determinadas em duas linhagens celulares tumorais, MCF-7 e
HepG2. Ainda foi utilizada uma linhagem néo tumoral HaCaT a fim de determinar se
as NPs possuem atividade especifica para o tecido tumoral (figura 5). No ensaio
MTT, as NPs apresentaram maior citotoxicidade nas linhagens tumorais quando
comparadas ao MTX livre, e essa atividade foi dependente da concentracao, quanto
maior a concentracdo de NPs maior a citotoxidade. A viabilidade das células HepG2
apos tratamento com o MTX livre foi de 61,93%, enquanto que o tratamento com as
NP MTX resultou em uma viabilidade de 30,79% na concentracdo de 5 pg/mL (a
viabilidade foi 31,14% menor, p < 0,05). Essa diferenca ficou ainda mais evidente
nas ceélulas MCF-7, sendo que na mesma concentracdo, a viabilidade celular
diminuiu de 81,81% com o MTX livre para 36,29% com as NPs MTX (viabilidade
45,52% menor, p < 0,005). A diminuicdo da viabilidade apds tratamento com as NPs
também foi observada com as células MFC-7 nas concentragdes de 2,5 e 1 pug/mL (p
<0,05).

O ensaio NRU foi menos sensivel para detectar os efeitos citotoxicos do MTX

livre e encapsulado nas células MCF-7. Por outro lado, nas HepG2 o NRU
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demonstrou sensibilidade semelhante ao MTT, tanto para o MTX livre como
encapsulado. Mesmo assim, ndo foram observadas diferengas significativas nas
HepG2. Nas células MCF-7, a viabilidade diminuiu de 100,63% com o MTX livre,
para 64,04% com as NPs MTX, na concentracdo de 5 pg/mL (viabilidade 36,59%
menor, p < 0,05). Essa diferenca também foi observada nas outras concentracdes
testadas (na concentracao 2,5 pug/mL, p <0,005; 1 pg/mL, p < 0,005 e 0,5 pg/mL, p <
0,005). Neste ensaio também ficou evidente que a linhagem HepG2 é mais sensivel
a acdo do MTX livre quando comparada a MCF-7, sendo a diferenca da viabilidade
entre elas de 44,57% (p < 0,005) e 38,73% (p < 0,005) nas concentracdes de 1 e
0,5 pg/mL, respectivamente.

Os ensaios realizados utilizando a linhagem n&o-tumoral HaCaT
demonstraram que as NPs ndo apresentam uma atividade especifica nas células
tumorais, uma vez que também causaram citotoxicidade nessa linhagem de
queratinécitos, a qual foi independente da concentracdo de MTX livre e
encapsulado. Porém, observou-se que as HaCaT séo mais sensiveis a acao do MTX
livre, apresentando no MTT uma diferenca significativa da viabiliadade celular, que
foi de 82,32% nas MCF-7 e diminuiu para 42,75% nas HacaT (viabilidade foi 39,57
menor, p < 0,005), na concentracédo de 1 pg/mL. O mesmo foi observado em relagéao
as células HepG2, que na mesma concentracdo apresentaram viabilidade de
68,86% (26,11% superior as HaCaT, p < 0,05). Além disso, em nenhuma das
concentracdes testadas observou-se diferenca significativa entre a viabilidade obtida
pelo MTX livre e encapsulado, evidenciando que a citotoxicidade encontrada para as
NPs de MTX pode ser atribuida a sensibilidade das HaCaT ao MTX. Conforme
observado anteriormente, o ensaio de NRU foi menos sensivel para demonstrar os
efeitos citotdxicos, ainda assim foi observada diferenca significativa entre a
viabilidade celular obtida para o MTX livre na MCF-7 e na HaCaT nas concentra¢des
de 2,5; 1 e 0,5 pug/mL (diminuicdo da viabilidade em 37,57%, p < 0,05; 36,04%, p <
0,05 e 32,72% p < 0,005, respectivamente).

O MTT foi mais sensivel para detectar possiveis efeitos citotoxicos,
independentemente da linhagem celular. Isso pode ser devido ao MTT determinar
atividade metabolica mitocondrial e, portanto, a nivel dos compartimentos
intracelulares, enquanto que o NRU determina danos na integridade da membrana
celular (NOGUEIRA et al., 2016). Isso pode ser atribuido ao mecanismo de acéo do

MTX, que exerce sua agao farmacologica através da inibicdo da enzima DHFR, uma
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enzima intracelular que produz intermediérios para sintese de purinas e timina,
essencias para sintese de DNA e RNA (RUBINO, 2001). Além disso, em pH
fisiolégico o MTX esta em sua forma anibnica que atravessa a membrana celular
com dificuldade e, portanto, entra nas células através de transportadores
especificos, e acaba ndo causando danos a membrana celular (GENESTIER et al.,
2000; RUBINO, 2001). Desta forma, os efeitos citotéxicos causados pelas NPs,
obtidos pelo ensaio de NRU, podem também estar relacionados a acdo do
poloxamero, que causa alteracdes drasticas na microviscosidade das membranas
celulares através da sua adsor¢cdo e consequente alteracdo da estrutura das
bicamadas lipidicas (KABANOV; BATRAKOVA; ALAKHOV, 2002).

Figura 5 - Efeitos citotoxicos do MTX livre e encapsulado em diferentes
concentracfes e ensaios de viabilidade (MTT e NRU). Os graficos representam as
viabilidades encontradas nas células (a) HaCaT, (b) MCF-7 e (c) HepG2. Os
resultados correspondem a média de trés experimentos independentes = DP. A
estatistica foi realizada usando ANOVA seguida do teste de Tukey. ? diferenca
significativa em relacdo as células HaCaT (p < 0,05) e P diferenca significativa em
relacdo as células MCF-7 (p < 0,05). * p < 0,05 e ** p< 0,005 para diferenca
significativa em relacdo ao MTX livre.
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A citotoxicidade das NPs brancas também foi verificada diluindo-as na mesma
proporcdo em que foram diluidas as NPs com MTX (figura 6). Através do MTT foi
possivel verificar que essas apresentaram citotoxicidade dependente da
concentracdo nas HepG2 e MCF-7, enquanto que o ensaio MTT nas HaCaT e o
NRU nas trés linhagem demonstraram citotoxicidade independente da dose. Ainda
assim, a viabilidade das NPs brancas foi superior as obtidas para as NPs com MTX.
A citotoxicidade das NPs brancas ja foi descrita anteriormente (SURNAR; SHARMA,;
JAYAKANNAN, 2015; VALERIO et al., 2015; ZHAO et al., 2009). Essa citotoxicidade
pode ser explicada pelo fato de que, apesar das NPs serem formuladas com
componentes biodegradaveis e biocompativeis, suas propriedades como
concentragdo dos componentes, populacdo, estrutura e tipo de nanoestrutura,
podem interferir na estabilidade da membrana celular, provocando desequilibrio
entre os ions intra e extra celulares, proteinas e moléculas necesséarias para manter

as funcgéo celulares normais (MENDES et al., 2015).

Figura 6 - Citotoxicidade obtida para as NPs brancas utilizando MTT e NRU nas
linhagens celulares MCF-7, HepG2 e HaCaT.
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Além disso, a fim de verificar a atividade pH-dependente do 77KL, foi avaliada
a citotoxicidade das NP com MTX e do MTX livre nas MCF-7 no pH 6,6 (figura 7). Na
concentracdo de 5 pg/mL foi possivel verificar uma diminuigdo significativa da
viabilidade obtida com o MTX livre (103,60%) e com a NP MTX (49,05%) (viabilidade

54,55% menor p < 0,005). Na concentragcéo de 2,5 pg/mL, essa diferenca tambéem
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se manteve, sendo a viabilidade 39,31% menor para a NP MTX (p < 0,005). Esses
resultados corroboram os obtidos por (NOGUEIRA et al.,, 2013) em que foram
desenvolvidas NPs de quitosana contendo MTX e 77 KL que também demonstraram

citotoxicidade em pH levemente acidificado.

Figura 7 - Viabilidade celular encontrada para as MCF-7 no pH 6,6. Os resultados
correspondem a média de trés experimentos independentes + DP. A estatistica foi
realizada usando ANOVA seguida do teste de t. ** diferenca significativa em relacéo
ao MTX livre (p < 0,005).
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3.8 FOTOESTABILIDADE

Através dos resultados obtidos (figura 8), pode-se observar que em ambas
condi¢cbes de ensaio o MTX livre sofreu maior degradacdo em comparacdo ao MTX
nanoencapsulado, o que sugere que a formulacdo é capaz de reduzir os danos
causados pela fotodegradacdo, sendo que esse comportamento pode ser explicado
pela capacidade das NPs em espalhar luz (MORABITO et al., 2011). O teor em 8h
da nanoformulacéo foi cerca de 30% superior ao do MTX livre apds exposicao as
radiacbes UVA e UVC. Esses resultados foram analisados pelo teste t de Student,
comprovando a diferenca estatistica entre os teores de MTX livre e
nanoencapsulado nas duas condicbes do ensaio (T calculado > T tabelado; p <
0,05). Além disso, foram utilizados controles escuros em cada uma das condi¢bes
para confirmar que a degradacéo foi atribuida a radiacdo e ndo a fatores externos,
como aquecimento. Além disso, o cromatograma obtido para o MTX livre na UVC em

8h esta demonstrado na figura 9 onde €& possivel verificar que o método
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desenvolvido foi capaz de quantificar o MTX mesmo na presenca de seus produtos

de degradagéo.

Figura 8 - Teores obtidos apds exposicdo do MTX livre e nanoencapsulado (NP
MTX) a radiacdo UVA (a) e UVC (b).
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Figura 9 - Cromatograma obtido para fotodegradacdo do MTX livre na UVC em 8h
onde (1) é o MTX e (2, 3 e 4) produtos de degradacéo.

O MTX livre apresentou uma reacdo de ordem zero (r = 0,9775) quando
exposto a radiagdo UVA, que se caracteriza por manter a velocidade de degradacao
constante independentemente da concentragédo do reagente; logo, o fator limitante é
outro, como por exemplo a absorcdo da luz (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG,
2001). A constante de degradacao (k), determinada através da equacao da reta, foi
5,19 pg.mLth™. O tempo de meia vida (ti,) foi de 9,6 h, e 0 tyo 1,9 h, ambos

calculados a partir do valor de k. A ordem de reagdo do MTX nanoencapsulado na
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UVA néo pode ser determinada, pois a degradacdo néo foi suficiente para construir
os gréficos, sendo o teor obtido apds 8 h de degradacao de 93,84 %.

Na radiacdo UVC, tanto o MTX livre quanto o nanoencapsulado apresentaram
reacoes de primeira ordem (r = 0,9933 e 0,9470, respectivamente), em que a
velocidade da reacdo € diretamente proporcional a concentracdo do reagente
(LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001). A k do MTX livre foi de 0,09 h, o tw
calculado foi 81 h e o ty 1,2 h, semelhantes aos teores encontrados
experimentalmente, em 8 h 50,60% e em 1 h 93,22%. Por outro lado, a NP MTX
apresentou k 0,03 h™%, t, de 22 h (superior ao maior tempo testado,8 h) e tgo de 1,2
h, que difere do encontrado experimentalmente em 1 h, no qual obteve-se um teor
de 100%. Essa diferenca pode ser atribuida a baixa degradacéo sofrida pelo MTX
nanoencapsulado, que torna o calculo de ordem de reacdo menos preciso
(LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

4 CONCLUSAO

As NPs desenvolvidas apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
adequadas e permaneceram estaveis apoés a liofilizacdo. O perfil de liberacdo das
NPs foi ligeiramente acelerado no pH 5,4, comparado ao pH 7,4. A inclusdo do
tensoativo 77KL conferiu a formulacdo uma atividade pH-dependente observada
pelo ensaio de hemdélise. A nanoencapsulacdo do MTX foi capaz de proteger o
farmaco tanto da degradacéo induzida pela radiacdo UVA quanto UVC. O método
desenvolvido demonstrou-se eficiente para quantificar o MTX, mesmo na presencga
de produtos de degradacdo. Além disso, as NPs apresentaram atividade
antiproliferativa maior que o MTX livre nas MCF-7, e em menor grau nas HepG2.
Essa atividade também foi observada em meio levemente acidificado (pHe~6,6),
caracteristico do microambiente do espaco extracelular do tecido tumoral. Portanto,
os resultados obtidos sugerem que a inclusdo do 77KL conferiu as NPs atividade
pH-dependente, tornando-as promissoras para utilizacdo na terapia antitumoral.

Porém, ainda sao necessarios outros estudos in vivo para comprovar sua atividade.
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5 RESULTADOS COMPLEMENTARES

5.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO

A maioria dos métodos disponiveis na literatura para quantificacdo de MTX
por CLAE utiliza como fase estacionaria coluna C18 e como fase movel uma fase
aguosa de pH 3,0 ou 6,0 e um solvente organico, geralmente acetonitrila (ACN)
(FARMACOPEIA EUROPEIA, 2014; MUSMADE et al., 2014; SARTORI et al., 2008;
USP, 2009).

Neste estudo, todos os testes foram realizados utilizando uma coluna de fase
reversa Gemini NX C18 (150 x 4,6 mm; 5um) da Phenomenex, e o comprimento de
onda de escolha foi 303 nm, que foi o de maior absor¢cao do MTX.

Os primeiros testes foram realizados utilizando 4gua acidificada a pH 3,0 com
acido acético e acetonitrila (ACN) Tabela 1. Nessas condi¢des o tempo de retencao
do farmaco foi muito baixo (entre 1 e 2 min) e, portanto, diminuiu-se a propor¢cao de
solvente orgéanico e o fluxo, a fim de retardar o pico do MTX. Na condi¢cao H,O pH
3,0:ACN (90:10) com fluxo 0,8 mL/min, o tempo de retencdo foi de 4 min, porém
ocorreu a divisdo do pico. Posteriormente, foram testadas como fase mével agua
ajustada a pH 6,0 e ACN e também H,O pH 3,0 com 5% de tetrahidrofurano (THF) e
ACN, conforme Sartori e colaboradores (2008) (tabela 1). Da mesma forma que nas
condicBes anteriores o tempo de retencéo obtido foi baixo (entre 1,5 e 2,5 min).

Em busca de uma alternativa, testou-se como fase movel tampao fosfato
50mM pH 3,2 e ACN, segundo Nogueira e colaboradores (2014) (tabela 1). O tempo
de retencdo obtido (4,5 min) foi considerado adequado. Porém, foram realizados
mais testes a fim de diminuir a concentracdo de tampao na fase movel (tabela 2).
Utilizou-se tampéao fosfato pH 3,0 nas concentracbes de 25 e 15 mM. Dentre as
condi¢cbes analisadas, as que apresentaram maior tempo de retencéo foram tampao
15 e 25 mM:ACN (85:15), fluxo 0,6 mL/min. Portanto, essas condi¢cdes foram
avaliadas em um HPLC com detector PDA, a fim de terminar a pureza do pico, ao
mesmo tempo que também estudaram-se o0s parametros cromatograficos como
assimetria do pico e pratos tedricos. Como ndo foram observadas diferencas
significativas nos parametros cromatograficos, escolheu-se utilizar o tampéo 15 mM

para validacdo do método, por utilizar uma menor concentracdo de tampéao.
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Portanto, a condicéo utilizada foi tampé&o fosfato 15 mM pH 3,0: ACN (85:15) e fluxo
de 0,6 mL/min.

Tabela 1 - Condi¢des dos testes de fase mével.

Proporcéo da Fluxo Tempo de
fase movel (mL/min) retencao (min)
H,O pH3,0:ACN 50:50 0,8 1.4
H,O pH3,0:ACN 50:50 0,5 2
H,O pH3,0:ACN 65:35 1 1
H,O pH3,0:ACN 75:25 0,8 1
H,O pH3,0:ACN 90:10 0,8 4
H,O pH6,0:ACN 50:50 0,6 2
H,O pH6,0:ACN 50:50 0,5 2,5
H,O pH6,0:ACN 60:40 0,5 2,5
H,O pH6,0:ACN 75:25 0,8 2
H,O pH6,0:ACN 90:10 0,8 2
H,O pH 3,0 5% THF:ACN 75:25 0,8 15
H,O pH 3,0 5% THF:ACN 70:30 0,8 15
H,O pH 3,0 5% THF:ACN 80:20 0,6 2,1
H,O pH 3,0 5% THF:ACN 85:15 0,6 2,2
Tampao 50mM pH 3,2:ACN 86:14 1 4,5

Tabela 2 - Otimizacdo da fase movel.

Proporcao da Fluxo Tempo de
fase movel (mL/min) reteng&o (min)
Tampéo 25mM pH 3,0:ACN 85:15 0,8 4.6
Tampéo 25mM pH 3,0:ACN 85:15 0,6 4,7
Tampéo 25mM pH 3,0:ACN 84:16 0,8 3,5
Tampéo 25mM pH 3,0:ACN 82:18 0,6 3,6
Tampéo 25mM pH 3,0:ACN 81:19 0,6 3,3
Tampéo 25mM pH 3,0:ACN 80:20 0,6 3,1
Tampéo 15mM pH 3,0:ACN 85:15 0,6 5
Tampéo 15mM pH 3,0:ACN 82:18 0,6 4
Tampéo 15mM pH 3,0:ACN 81:19 0,6 3,5
Tampao 15mM pH 3,0:ACN 80:20 0,6 3,2

Finalmente, realizou-se uma analise de 12 replicatas de uma mesma solucéo
padrdao, a fim de verificar se o método mantinha os parametros previamente
demonstrados na condi¢cdo escolhida (tabela 3). Os resultados foram considerados

adequados, sendo que o DPR das areas obtidas foi de 0,76%.



Tabela 3 - Condicfes dos testes de fase mével.

69

Tempo de " Pratos Fator de . ,
~ Area ‘s . Assimetria

retencéo tedricos capacidade
1 5,280 23.932.400 5746 9,56085 1,18327
2 5,232 24.004.381 5636 9,46379 1,19367
3 5,212 23.765.649 5516 9,42496 1,20221
4 5,203 23.629.856 5664 9,40556 1,21798
5 5,159 23.869.884 5680 9,31819 1,19931
6 5,140 23.879.973 5673 9,27936 1,20856
7 5,101 23.523.485 5588 9,20171 1,21627
8 5111 24.223.742 5650 9,22112 1,18848
9 5,077 24.027.887 5579 9,15317 1,20654
10 5,077 23.896.228 5622 9,15315 1,17420
11 5,072 23.847.511 6058 9,14347 1,21735
12 5,057 23.925.369 5652 9,11435 1,20514
Média 5,14 23.877.197,08 5.657,83 9,29 1,20
DP 0,07 182.004,48 85,50 0,15 0,01
DPR 1,43 % 0,76 % 1,51 % 1,58% 1,16%

5.2 DESENVOLVIMENTO DAS NPs

A fim de obter uma suspensdo de NPs com caracteristicas fisico-quimicas

adequadas e boa eficiéncia de encapsulagéo, realizou-se um estudo de formulacao.

Primeiramente, foram testadas NPs de PCL com os tensoativos Span 60 e Tween

80 através do método de nanoprecipitacdo utilizando diferentes propor¢cées dos

componentes (tabela 4). Todas as NPs foram preparadas para volume final de 10

mL. O MTX foi previamente solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO), pois é

insolGivel em acetona.

Tabela 4 - Otimizacdo da formulacdo de nanoparticulas através do método de
nanoprecipitagcdo utilizando o polimero PCL e os tensoativos Span 60 e Tween 80.

NP 1
NP 2
NP 3
NP 4
NP 5
NP 6

Fase orgénica

Fase aquosa

PCL Span60 MTX Acetona Tween 80 H Agua (mL)
(mg) (mg) (mg)  (ml) (mg) P

100 60 10 30 60 S 60
100 60 5 30 60 - 30
100 60 2,5 30 60 S 60

40 40 2,5 10 30 5,0 20

40 40 2,5 10 40 3,0 20

40 40 2,5 15 40 3,0 15
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NP 7 40 40 2,5 12 40 3,0 24
NP 8 40 40 2,5 12 40 R 24

Nas formulacbes em que foram utilizados 100 mg de PCL (NP 1, 2 e 3),
observou-se a formacéo de um precipitado branco. As NP 2 e 6, com proporcao 1:1
de fase organica e aquosa, precipitaram logo apés a fase organica ser vertida sobre
a aquosa. Ainda, as formulacdes que continham maior concentracdo de MTX (NP 1
e 2) ou que nao tiveram o pH da fase aquosa ajustado para 3,0 (NP 3, 4 e 8),
apresentaram um precipitado amarelo. O tamanho da NP 5 no tempo zero foi de 205
nm, porém apds cinco dias apresentou precipitacdo e seu tamanho passou para 400
nm, portanto foi considerada instavel. JA& a NP 7 demonstrou ser estavel,
apresentando tamanho de 203 nm no tempo zero e 215 nm no dia 6, portanto foi
realizada sua eficiéncia de encapsulacado (EE) que foi de 5,01%. Como a EE foi
baixa decidiu-se desenvolver NPs de PCL utilizando o método de emulsdo

evaporacao do solvente (tabela 5).

Tabela 5 - Otimizacdo da formulacdo de nanoparticulas através do método de
emulsdo evaporacdo do solvente utlizando o polimero PCL e acetona como
solvente organico.

Fase aquosa Fase organica Fase aquosa secundaria
primaria
PVA Agua PCL Span60 Acetona Tween PVA  Agua
(%)  (mbL) (mg) (mg) (mL) 80(mg) (%)  (mL)
NP9 05 40 - 5 2,5 5
NP10 — 05 40 - 5 - 2,5 5
NP 11 0,5 40 - 5 R 1 5
NP12 05 40 - 6 - 1 5
NP 13 1 40 40 6 - 1 10
NP 14 1 40 30 6
NP15 1 40 20 6
NP 16 1 40 10 6
NP 17 1 40 N 6
NP 18 2 40 - 7
NP19 05 40 - 7 - 1 10
NP 20 1 1 40 40 6
NP 21 1 1 40 - 6
NP22 1 40 - 10

As formulagbes NP 9, 10, 11 e 12 precipitaram logo apds seu

preparo,enquanto a NP 13 permaneceu estavel por 24 horas, sendo que entédo



71

observou-se um precipitado. Portanto, nas NPs 14, 15 e 16 foi diminuida a
concentracdo de Span 60, porém, apos verter a fase aquosa na organica ocorreu a
precipitacdo do polimero, sendo que o0 mesmo ocorreu nhas NPs 17 e 18. Ainda, a
NP 19 precipitou ap0s sua concentracdo no volume final de 10 mL. Como
alternativa, decidiu-se por utilizar &lcool polivinilico (PVA) na fase aquosa primaria,
porém as formulacdes NP 20, 21 e 22 precipitaram na formacdo da primeira
emulséo.

Portanto, foram realizados testes substituindo a acetona por acetato de etila
(tabela 6). As formulacdes NP 23, 24 e 25 precipitaram apds a formacédo da emulséo
secundéaria. A NP 26 permaneceu estavel e, desse modo, foi preparada uma
formulacdo adicionando o MTX (2,5 mg/mL), entretanto essa permaneceu estavel
somente 24 horas. Sendo assim, foi realizado um teste aumentando a concentracdo
de PVA na fase aquosa secundaria (NP 27), e outro aumentando o volume de

acetato de etila (NP 28), ambos sem sucesso.

Tabela 6 - Otimizacdo da formulacdo de nanoparticulas através do método de dupla
emulsao utilizando o polimero PCL e acetato de etila como solvente organico.

Fase aguosa Fase agquosa

Fase orgénica

primaria secundaria

PVA (%) '?r%‘i‘;‘ PCL (mg) Aceta(tm)e etla pya (o) ?r‘%‘s"
NP 23 - 1 40 2 1 10
NP 24 5 1 40 2 0,3 50
NP 25 5 0,5 40 2 0,3 50
NP 26 5 1 40 2 1 10
NP 27 5 1 40 2 2 10
NP 28 5 1 40 4

Devido aos resultados insatisfatérios obtidos pelo método de dupla emulséo,
decidiu-se testar novamente a técnica de nanoprecipitacdo utilizando o poloxamero
407 como tensoativo (tabela 7). As NPs foram obtidas a partir da propor¢ao da
formulagédo testada inicialmente, pelo método de nanoprecipitagdo, que havia
permanecido estavel (NP 7). As formulagbes que continham Span 60 (NP 30 e 32)
apresentaram precipitacdo logo apos serem evaporadas a seu volume final (10 mL),
além disso, quando o pH da fase aquosa ndo foi ajustado, observou-se a
precipitacdo do MTX em aproximadamente 48 horas (NP 29, 30, 31 e 32). Deste
modo, foram preparadas formula¢cdes sem Span 60 e com o pH da fase aquosa
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ajustada (NP 33 e 34), sendo que ambas permaneceram estaveis e apresentaram
tamanho médio de particula de 182,9 e 187,7 nm, e PDI 0,135 e 0,119,
respectivamente. A EE do MTX na NP 33 foi determinada, apresentando uma taxa
de associacao de 20%. Ja a NP 34 nao teve sua EE determinada, pois precipitou no
dia 5.

Foram realizados testes aumentando a concentragcdo de PCL com diferentes
concentracbes de MTX (NP 35, 36 e 37) e também alterando pH da fase aquosa
para 5,0 (NP 38), porém todas precipitaram apds serem evaporadas ao volume final.
Dessa forma, foi aumentada a concentracdo de MTX utilizando a NP 33 como base
(NP 39 e 40), mas essas permaneceram estaveis apenas 48 horas.

Tabela 7 - Otimizacdo da formulacdo de nanoparticulas através do método de
nanoprecipitacao utilizando o polimero PCL e o tensoativo poloxamero.

Fase organica Fase aquosa

PCL Span 60 MTX Acetona Poloxamero H Agua

(mg)  (mg)  (mg)  (mL) (%) P (mL)
NP 29 40 _— 2,5 12 1 _— 24
NP 30 40 40 2,5 12 1 _— 24
NP 31 40 _ 2,5 12 0,2 _ 24
NP 32 40 40 2,5 12 0,2 _ 24
NP 33 40 _ 2,5 12 1 3,0 24
NP 34 40 _ 2,5 12 0,2 3,0 24
NP 35 100 _ 2,5 30 1 3,0 60
NP 36 100 _ S) 30 1 3,0 60
NP 37 100 _ 10 30 1 3,0 60
NP 38 40 _ 2,5 12 1 5,0 24
NP 39 40 _— 5 12 1 3,0 24
NP 40 40 _— 10 12 1 3,0 24

Além disso, foram realizados testes solubilizando o MTX em &acido cloridrico
diluido (0,1M) (tabela 8). Apenas as NP 41, 44 e 45, preparadas utlizando as
mesmas propor¢cdes da NP 33, permaneceram estaveis, sendo que o pH da fase
aguosa da NP 44 néao foi ajustado e o da NP 45 foi ajustado para 8,0. As
formulagBes NP 41 e 44 apresentaram tamanho médio de particula de 186,0 e 180,8
nm, e PDI 0,145 e 0,113, respectivamente. A EE obtida foi de 14 e 20%,
respectivamente, porém a NP 44 precipitou em 5 dias. Ja a NP 45 apresentou EE de
8,54%.
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Tabela 8 - Otimizacdo da formulacdo de nanoparticulas através do método de
nanoprecipitacdo com adicdo de MTX solubilizado em acido cloridrico (0,1M).

Fase orgéanica Fase aquosa
PCL (mg) MTX (mg) Acetona (mL) Polo(>é2;nero pH  Agua (mL)
NP 41 40 2,5 12 1 3,0 24
NP 42 40 5 24 1 3,0 24
NP 43 100 2,5 30 1 3,0 60
NP 44 40 2,5 12 1 - 24
NP 45 40 2,5 12 1 8,0 24

Os seguintes testes foram realizados utilizando PLGA (poli (acido latico-co-
acido glicélico)) como polimero (tabela 9). Na NP 46 ocorreu precipitacdo ao
adicionar o MTX, solubilizado em HCI, na solucdo do polimero em acetona,
provavelmente, causada por alguma incompatibilidade entre o &cido e o polimero.
Isso ndo aconteceu nas NP 47, 48, 49 e 50, em que o MTX foi solubilizado em
DMSO, porém as NP 47 e 48 precipitaram em 48 horas. JA& as NP 49 e 50
permaneceram estaveis e apresentaram EE de, respectivamente, 20,22 e 20,99%. A
proporcao utilizada para preparar as NP 46, 47, 49 e 50 baseou-se na utilizada por

Barichello e colaboradores (1999).

Tabela 9 - Otimizacdo da formulacdo de nanoparticulas através do método de
nanoprecipitacdo utilizando o polimero PLGA e o tensoativo poloxamero.

Fase organica Fase aquosa
PLGA MTX Acetona A H Agua
(mg) (mg) (mL) Poloxamero (%) P (r?]L)
NP 46 50 2,5 5 - —_
NP 47 50 2,5 5 0,5 —_ 15
NP 48 50 2,5 12 1 3,0 24
NP 49 50 2,5 5 0,5 3,0 15
NP 50 50 2,5 5 0,5 8,0 15

Ainda, foram preparadas nanocapsulas de PCL utilizando o 6leo de TCM
(triglicerideos de cadeia média) (tabela 10). As NP 51 e 52, baseadas nas
nanocapsulas desenvolvidas por Boechat e colaboradores (2015), assim como a NP

53, precipitaram apos serem evaporadas ao volume final. Da mesma forma, a NP
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60, que teve o pH da fase aquosa ajustado, precipitou. Modificando a proporcao dos
componentes obteviram-se as formulagbes NP 54 que, como as anteriores,
precipitou, e as NP 55 e 56, que permaneceram estaveis, mas apresentaram
formacdo de microparticulas junto as NPs. O mesmo ocorreu com as NPs 57, 58 e
59, sendo a primeira baseada nas nanocapsulas desenvolvidas por Faria e
colaboradores (2005). J4 a NP 61, que foi preparada na mesma propor¢gdo da NP
60, porém substituindo o Tween 80 por poloxamero, precipitou apos ser concentrada

ao volume final.

Tabela 10 - Otimizacdo da formulacdo de nanocapsulas através do método de
nanoprecipitacao.

Fase orgéanica Fase aquosa

PCL TCM Span60 MTX  Acetona Tween 80 Y Agua

(mg) (mg)  (mg) (mg) (mL) (mg) P (mL)
NP 51 100 160 38 2,5 27 77 - 53
NP 52 100 160 38 - 27 77 - 53
NP 53 100 160 30 77 - 60
NP 54 100 160 60 - 30 60 - 30
NP 55 100 160 60 - 30 60 - 60
NP 56 100 160 60 2,5 30 60 - 60
NP57 40 125 40 2,5 10 30 50 20
NP 58 100 160 75 - 30 75 - 60
NP59 100 160 75 2,5 30 75 - 60
NP 60 100 160 75 2,5 30 75 3,0 60

Entre os testes realizados, as formulacdes que permaneceram estaveis foram
a NP 7, 33, 41, 45, 49 e 50. Dessas, destacam-se as NP 33, 49 e 50, que
apresentaram melhores percentuais de EE (~ 20%). Sendo assim, optou-se por dar
continuidade ao trabalho com a NP 33, pois as outras NPs possuem PLGA na

formulacéo, que tornaria os custos da producdo das NPs maior.

5.3 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

5.3.1 Linearidade

A curva média, obtida a partir da meédia de trés curvas construidas nas

concentracdes de 1, 5, 10, 15, 20 e 30 ug/mL, a equacao da reta e o coeficiente de
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determinacdo (r’) obtidos estdo demonstrados na figura 1. O valor do coeficiente de
correlacao (r = 0,99996), proximo a 1, demonstra a existéncia de uma relacéo linear
entre as concentracdes e as areas obtidas. A média dos valores de area obtidos
para as diferentes concentracfes analisadas estdo demonstrados na tabela 11.
Além disso, a linearidade foi comprovada através da ANOVA (p = 0,05) (tabela 12),
em que método apresentou regressao linear significativa (Fcaculado > Ftabelado) € NA0

apresentou desvio de linearidade (Fcaiculado < Ftabelado)-

Figura 1 - Curva média e equacdo da reta obtidas para o MTX pelo método
desenvolvido.
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Tabela 11 - Valores médios da area obtida para o MTX em funcdo da concentracao.

Concentrag&o (ug/mL) Area + DP DPR (%)
1 123535,67+ 7917,06 6,41
5 538868,17+ 1532,97 0,28
10 1076841,17+ 8707,27 0,81
15 1626399,83+ 16446,89 1,01
20 2186483,67+ 13328,22 0,61
30 3264520,83+ 24367,96 0,75

Tabela 12 - Parametros avaliados pela ANOVA para p = 0,05.

I:calculado I:tabelado
Regresséo linear 100321,44 4,75

Desvio de linearidade 1,92 3,26
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5.3.2 Especificidade

A especificidade foi avaliada através da pureza do pico, da comparacao dos
cromatogramas e espectros obtidos para as NPs brancas, NPs com MTX e MTX
livre (figuras 2 e 3). Os resultados obtidos evidenciaram que os componentes da
nanoformulagéo n&o interferem no tempo de retencao do pico do MTX.

Figura 2 - Cromatogramas obtidos na avaliagdo da especificidade do método
analitico por CLAE. (1) NPs branca, (2) NPs com MTX (15 ug/mL) e (3) solugao
padrédo MTX (15 pg/mL).

Figura 3 - Espectros obtidos na avaliacdo da especificidade do método analitico por
CLAE. (1) NPs branca, (2) NPs com MTX (15 pg/mL) e (3) solugédo padrao MTX (15
pg/mL).

200.0 2250 2£0.0 2750 2000 250 2500 atko
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5.3.3 Preciséao
A repetibilidade foi avaliada através da quantificacdo de seis amostras
independentes em um mesmo dia, enquanto que a precisdo intermediaria foi

avaliada pela analise de trés amostras em dois dias diferentes e ainda trés amostras
guantificadas por dois analistas distintos (tabela 13).

Tabela 13 - Valores médios obtidos na avaliagéo da precisao do método.

Teor (%) £+ DP  Média do teor (%) + DP  DPR (%)

Repetibilidade 97,13 £ 1,67 1,72
. Dia 1 97,13+ 0,01

Entre dias Dia 2 97.02 + 0,02 97,08 £ 0,001 0,08

Entre Analista 1 93,06 + 0,02 92.78 + 0,004 0.42

analistas Analista 2 92,51 + 0,03

5.3.4 Exatidao

O teste de recuperacédo foi utilizado para avaliar a exatiddo do método. O
percentual de recuperacdo foi avaliado a 80, 100 e 120% da concentracdo de
trabalho (15 pg/ml). O método foi considerado exato, pois apresentou recuperacdes
entre 98 e 102% (tabela 14) (SHABIR, 2003).

Tabela 14 - Resultados obtidos na avaliagédo da exatidao.

Concentragao DPR

Adicionada (pug/mL) Recuperada (pg/mL) Teor (%) + DP (%)
2 2,02 100,95 + 9011,37 0,72

5 5,04 100,86 + 5255,92 0,33

8 8,05 100,61 + 26742,78 1,40

5.3.5 Robhustez

A robustez foi avaliada utilizando um modelo fatorial completo em dois niveis
e variando trés fatores (2°) com adicdo de trés pontos centrais (c) através do
Software Minitab 17. Os fatores avaliados nos niveis superior (+) e inferior (-),
condicdes 1 a 8, e nos pontos centrais, condigbes 9 a 11, estdo disponiveis na
tabela 15.
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Tabela 15 - Parametros avaliados para determinagcéo da robustez.

Volume de injecao Acetonitrila pH

Condicbes  “Nwel  (ul) Nivel (%)  Nivel Teor (%)
1 ; 10 - a4 - 28 96,54
2 " 30 . 84 . 28 96,42
3 i 10 v+ 86 . 28 96,13
4 ¥ 30 v+ 86 . 28 97.14
5 i 10 . 84 32 96.58
6 . 30 . a4 + 32 96,26
7 i 10 + 86 32 95,48
8 + 30 + 86 + 3,2 97,34
9 c 20 c 85 c 30 96.00
10 c 20 c 85 c 30 96.53
11 c 20 c 85 c 30 96,79

Através da andlise do grafico de Pareto (figura 4) comprovou-se que o0 método
€ robusto, pois nenhum dos parametros ou combinacdo de parametros alterados

apresentou efeito maior que o efeito critico (4,303, para p < 0,05).

Figura 4 - Grafico de Pareto.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is C8; a = 0,05)
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5.4 LIBERACAO

Foram construidas trés curvas analiticas para verificar a linearidade do

meétodo previamente validado nos dois meios de liberacédo utilizados, sendo que
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essas foram posteriormente utilizadas para quantificar o MTX liberado no meio. As
curvas foram preparadas a partir de uma solugdo estoque de MTX em PBS na
concentracdo de 100 pg/mL. As médias das areas obtidas para as trés curvas
construidas em PBS pH 7,4 e 5,4 estdo disponiveis nas tabelas 16 e 17,

respectivamente.

Tabela 16 - Valores médios da &rea obtida para o MTX em fun¢éo da concentracdo
em PBS pH 7,4.

Concentrag&o (ug/mL) Area + DP DPR (%)
0,2 24693,00 + 2030,62 8,22
1 105678,83 + 2514,08 2,38
2 207648,50 + 3156,04 1,52
3 312084,67 + 3938,05 1,26
4 416976,00 = 3497,52 0,84
5 522126,17 £ 7618,77 1,46

Tabela 17 - Valores médios da area obtida para o MTX em funcdo da concentracao
em PBS pH 5,4.

Concentracao (ug/mL) Area + DP DPR (%)
0,2 22182,83 + 1380,57 6,22
1 100168,17 + 691,75 0,69
2 200012,83 + 2627,19 1,31
3 302428,83 + 2989,85 0,99
4 404810,33 £ 3916,06 0,97
5 506852,17 + 5255,75 1,04

As curvas médias obtidas para as condi¢cfes testadas com equacao da reta e
coeficiente de determinacao estdo demonstradas nas figuras 5 e 6 para PBS pH 7,4
e 5,4, respectivamente. O coeficiente de correlacdo para as curvas obtidas nos pHs
7,4 e 5,4 foram de respectivamente 0,99997 e 0,99996, indicando a relag&o linear
entre as concentracdes analisadas e as areas obtidas. Além disso, a linearidade foi
comprovada através da ANOVA, sendo que ambas as curvas apresentaram
regressao linear (Fcy 30144,33 > Fiap 4,75 € Feg 49807,94 > Fiyp 4,75 para os PBSs
pH 7,4 e 5,4, respectivamente) e ndo apresentaram desvio de linearidade (Fcqy 0,44 <
Fiab 3,26 € Fca 0,89 < Figp 3,26 para os PBSs pH 7,4 e 5,4, respectivamente).
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Figura 5 - Curva média e equacéo da reta obtidas para o MTX em PBS pH 7,4.
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Figura 6 - Curva média e equacao da reta obtidas para o MTX em PBS pH 5,4.
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Ainda, foram calculados os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ).
Para o PBS pH 7,4 o LD foi de 0,04 pg/mL e o LQ de 0,12 pg/mL, enquanto que para
o PBS pH 5,4 o LD também foi de 0,04 pg/mL e o LQ de 0,13 pg/mL, demonstrando

a alta sensibilidade do método.

5.4.1 Modelagem matematica

Na tabela 18 estdo demonstrados os resultados da modelagem mateméatica

obtidos segundo o modelo monoexponencial. Além disso, as figuras 7 e
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8representam os graficos obtidos pelos modelos mono e biexponencial para

liberacdo das NPs em pH 5,4 e 7,4, respectivamente.

Tabela 18 — Valores obtidos pela modelagem monoexponencial para as NPs com

MTX nos pHs

54e7,4.

NPs MTXpH5,4 NPsMTXpH7,4

Monoexponencial

r

MSC

ki

(h™)

0,99
6,88
0,0074

0,99
6,20
0,0063

Figura 7 — Gréficos obtidos na modelagem matematica das NPs em pH 5,4. (a)

modelo monoexponencial e (b) modelo biexponencial.
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Figura 8 — Graficos obtidos na modelagem matematica das NPs em pH 7,4. (a)

modelo monoexponencial e (b) modelo biexponencial.
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5.5 LIOFILIZACAO DAS NPs

A liofilizacdo também foi testada utilizando 48 horas de congelamento e 24
horas no liofilizador. Porém essa condicéo foi ineficiente para estabilizar as NPs que
apresentaram tanto tamanho quanto PDI elevados (tabela 19). Nessa condi¢cao, da
mesma forma que nos estudos nos quais as NPs foram submetidas a 48 horas de
liofilizacdo, as condicbes que apresentaram caracteristicas mais semelhantes as
iniciais foram as NPs liofilizadas com 10 e 15% de trealose. No entanto, apds a
liofilizacdo o teor obtido foi de 88,92 e 88,86%, respectivamente, aproximadamente
10% menor que o teor inicial (98,84%). Por outro lado, na condigcdo em que as NPs
foram liofilizadas por 48 horas, o teor obtido foi 94,40 e 93,94% para as NPs
liofilizadas com 10 e 15% de trealose, respectivamente, sendo apenas 2,30% inferior

ao teor inicial de 96,22%.

Tabela 19 - Caracterizagao das NPs liofilizadas durante 24 horas.

Recuperacdo Tamanho  Tamanho Relacdo  PDI PDI

(%) antes (nm) depois (nm)  Ti/To antes depois
Lactose 2% 86,75 184,0 280,0 1,522 0,204 0,424
Lactose 5% 87,10 184,0 402,3 2,186 0,204 0,591
Lactose 10% 97,99 184,0 426,8 2,320 0,204 0,463
Lactose 15% 101,04 197,2 434,9 2,205 0,211 0,585
Trealose 2% 75,07 197,2 649,4 3,293 0,211 0,514
Trealose 5% 62,61 197,2 638,4 3,237 0,211 0,521
Trealose 10% 95,41 195,7 239,3 1,223 0,226 0,238
Trealose 15% 98,25 195,7 235,1 1,201 0,226 0,246

5.6 FOTOESTABILIDADE

Os teores obtidos apos a fotodegradacdo UVA e UVC para o MTX livre e
nanoencapsulado (NP MTX) estdo disponiveis na tabela 20. Conforme esperado, a
radiacdo UVC causou maior degradacado, por ser mais energética que a UVA. Para
cada uma das condi¢cOes, determinou-se a ordem de reacdo através do meétodo

grafico, sendo que esta é obtida verificando o melhor coeficiente de correlacdo. O
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MTX livre na UVA sofreu fotodegradacdo seguindo uma reacdo de ordem zero,
enquanto a NP MTX e MTX livre na UVC seguiram uma reagéo de primeira ordem.
N&o foi possivel calcular a ordem de reacédo para NP MTX na UVA, pois o0 MTX nao
sofreu degradacao suficiente. Os graficos com melhor coeficiente de correlacéo, e,
portanto, indicativos da ordem reagdo nas condi¢cfes de ensaio estdo disponiveis na
figura 9.

Tabela 20 - Teor do MTX ap0s fotodegradacdo UVA e UVC.

UVA Teor (%) UVC Teor (%)
NP MTX MTX livre NP MTX MTX livre
0 100,00 100,00 100,00 100,00
1 96,34 97,60 100,17 93,22
2 96,93 94,55 93,09 88,93
3 99,89 88,42 87,38 76,58
4 98,58 84,31 90,49 71,67
5 98,06 77,53 90,06 70,12
6 97,18 64,71 81,22 59,97
7 94,77 65,51 79,15 55,86
8 93,84 63,90 79,05 50,60
CE 97,45 97,80 100,50 98,48

Figura 9 - Graficos indicativos da ordem de reacdo para MTX livre na UVA (a), NP
MTX na UVC (b) e MTX livre na UVC (c).

a b
100 - y=-5,1874x + 102,59 4.8 y=-0,0315x+4,6104
. o R?=0,9555 46 & R?=0,8968
50 - 5 44 L e
5 60 * 9 8" 9
2 40 542
20 4,0
0 3,8
0 2 4 6 g8 10 0 2 4 6 8 10
Tempo Tempo

48 y=-0,0856x+4,6235
46 g ) R%=0,9866
o 4.4 S
€42 'H‘“QH
4 *‘*R
3,8 ¢
0 2 4 6 8 10



DISCUSSAO GERAL




85

6 DISCUSSAO GERAL

Durante os estudos iniciais para o desenvolvimento da nanoformulacéo,
utilizaram-se dois métodos de preparacdo, nanoprecipitacdo e dupla emulsdo. Além
disso, foram testados dois polimeros, a PCL e o PLGA, bem como o0s tensoativos
Tween 80, Span 60, poloxdmero e PVA. De maneira geral, observou-se que
concentracbes maiores de polimero (> 40 mg) e MTX (> 2,5 mg) causavam
precipitacdo na formulacdo. Considerando todos os testes realizados, as
formulacBes que permaneceram estaveis utilizando PCL foram a NP 7, 33, 41 e 45
(ver Capitulo 2), e dentre elas a que apresentou maior EE foi a NP 33, sendo que
sua unica diferenca para a NP 7 é o tensoativo utilizado. Na NP 7 utilizou-se Tween
80 e Span 60, enquanto que na NP 33 adicionou-se o poloxamero. Essa mudanca
de tensoativo na NP 33 causou aumento da EE em 3,99 vezes. Corroborando os
resultados encontrados neste estudo, destaca-se que o aumento na EE de farmacos
com a utilizacdo de poloxamero ja foi observado em outras formulacbes
(EKAMBARAM; A, 2011; JAIN et al., 2017). Além disso, as formulac6es NP 49 e 50,
ambas formuladas com PLGA, também permaneceram estaveis, e apresentaram EE
semelhante a obtida pela NP 33. Deste modo, optou-se por desenvolver o restante
do trabalho com a NP 33, que por utilizar PCL na formulacdo, torna o custo da
formulacdo menor.

A liberacéo eficaz de farmacos anticancerigenos a partir de carreadores de
base nanotecnolégica depende da capacidade da formulacdo de armazenar e
estabilizar o farmaco em pH fisiol6gico, promovendo sua libera¢do no pH levemente
acido do tecido alvo. Uma estratégia que pode ser utilizada para conferir as NPs um
comportamento pH-dependente € a adicAo de compostos com grupamentos
ionizaveis, como, aminas, acidos fosféricos e acidos carboxilicos. A mudanca de pH
pode ser capaz de ionizar esses grupamentos, alterando suas caracteristicas fisico-
quimicas e, portanto, resultando na liberagdo do farmaco (LIU et al., 2014). Sendo
assim, incorporou-se as nanoparticulas o 77KL, um tensoativo biocompativel e pH-
dependente, que possui um grupamento carboxilico em sua estrutura quimica, a fim
de torna-la mais especifica para o tecido tumoral. No entanto, a adicdo do 77KL
causou a desestabilizacdo do sistema, diminuindo sua estabilidade quando em

suspensao aguosa. Deste modo, optou-se por liofilizar as NPs para melhorar sua
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estabilidade. O processo de liofilizacao foi eficiente, mantendo as NPs estaveis por
60 dias.

Tanto a adicdo do 77 KL, quanto a liofilizacdo, ndo alteraram a EE obtida para
as NPs que foi de 20,52% * 0,72. Considerando que o MTX é um farmaco hidrofilico,
pode-se considerar satisfatoria a EE obtida. Resultados semelhantes foram obtidos
para o MTX em nanocapsulas de PCL (BOECHAT et al., 2015; OLIVEIRA et al.,
2013). A dificuldade na encapsulacdo do MTX também foi descrita ao incorpora-lo
em NPs de PLGA desenvolvidas por Musmade e colaboradores (2014), que
obtiveram uma EE de 15,45%.

Os perfis de liberagdo das NPs obtidos nos meios com valores de pH 7,4 e
5,4 sugerem que o MTX é liberado seguindo uma reacéo biexponencial, que possui
duas velocidades de reacdo. Além disso, o modelo ndo-fickiano demonstra que a
liberagdo do MTX a partir das NPs ocorre devido ao relaxamento das cadeias
poliméricas (RITGER; PEPPAS, 1987).

Do mesmo modo, observou-se que as NPs com 77 KL induziram hemdlise
superior em meios com pH acidificado, enquanto que essa atividade n&o foi
observada de modo significativo com as NPs sem 77 KL. Portanto, sugere-se que o
77 KL conferiu as NPs atividade litica pH-dependente.

No ensaio de citotoxicidade observou-se que as NPs MTX foram mais
citotoxicas que o farmaco livre nas MCF-7 e em menor grau nas HepG2. Além disso,
o ensaio MTT foi o mais sensivel em detectar os efeitos citotoxicos em relacdo ao
NRU. A atividade antiproliferativa também foi avaliada em pH levemente acidificado
e as NPs também apresentaram citotoxicidade superior ao MTX livre. Como as NPs
também apresentaram citotoxicidade na linhagem né&o-tumoral (HaCaT), considera-
se que ndo possuem atividade especifica em células tumorais. Porém, os efeitos
citotéxicos induzidos pelas NPs ndo apresentou diferenca significativa em relacdo a
obtida pelo MTX livre, sugerindo, portanto, que essa citotoxicidade pode ser
atribuida a uma sensibilidade maior das células HaCaT ao MTX.

Através da exposicdo do MTX livre e nanoencapsulado as radiacdes UVA e
UVC, observou-se que as NPs foram capazes de proteger o MTX da degradacao
fotoliica em ambas radiacbes. Esse comportamento pode ser justificado,
provavelmente, devido a capacidade das NPs em espalhar luz. Além disso, esse

comportamento pode ser relacionado aos resultados da modelagem do estudo de
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liberacé@o, que indicaram que 99% do MTX esta adsorvido na parte interna das NPs
e apenas 1% est4 presente na superficie.

Por fim, o método otimizado foi validado e utilizado para quantificacdo do
MTX. Esse demonstrou-se eficiente para a determinacdo de MTX tanto na presenca
dos excipientes das NPs, quanto na de produtos de degradacdo obtidos na
fotodegradacao. Além disso, verificou-se que o método foi sensivel para quantificar o
MTX no meio de liberacdo, no qual foram obtidos valores de LQ de 0,12 e 0,13

pg/mL para os pHs 7,4 e 5,4, respectivamente.
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7 CONCLUSOES

O método de nanoprecipitagdo mostrou-se eficiente para o desenvolvimento
de nanoparticulas contendo MTX a partir do polimero PCL e do tensoativo
poloxamero, as quais apresentaram tamanho na faixa nanométrica e
caracteristicas fisico-quimicas adequadas;

Incorporou-se nas nanoparticulas o 77KL, um agente anfifilico biocompativel
gue conferiu propriedades pH-dependentes aos nanocarreadores;

O método por cromatografia a liquido de alta eficiéncia desenvolvido foi
validado e mostrou-se especifico, linear, preciso, exato e robusto para
qguantificacdo do MTX nas NPs de PCL. O método foi adequado para a
determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo, analise de teor, estudos de
estabilidade e fotoestabilidade e liberacao in vitro;

O processo de liofilizagdo foi eficiente para melhorar a estabilidade da
suspensao de nanoparticulas;

O perfil de liberacdo in vitro do MTX a partir das nanoparticulas foi
ligeiramente superior em pH 5,4, quando comparado ao pH 7,4;

A modelagem matematica dos perfis de liberacdo sugere que a liberacédo do
MTX ocorre de maneira biexponencial seguindo um modelo ndo-fickiano;

A nanoencapsulacédo foi eficaz para aumentar a fotoestabilidade do MTX
frente as radiacbes UVA e UVC;

A atividade pH-dependente das nanoparticulas contendo o agente anfifilico
77KL foi evidenciada utilizando o eritrocito como modelo de membrana
endossomal;

A hemocompatibilidade das nanoparticulas foi observada até a concentragcéo
de 5 pg/mL, utilizando o ensaio de hemdlise;

A atividade antitumoral in vitro do MTX nanoencapsulado foi superior a
atividade do farmaco livre nas linhagens celulares tumorais MCF-7 e HepGZ2;
As nanoparticulas contendo MTX néo apresentaram atividade especifica ao
tecido tumoral, pois também apresentaram efeitos citotoxicos em uma
linhagem né&o-tumoral (queratindcitos HaCaT). No entanto, essa atividade néo
apresentou diferenca estatistica em comparacgéo a obtida com o MTX livre;

A atividade antitumoral do MTX nanoencapsulado também foi evidenciada em

pH levemente acidificado (pHe ~6,6);
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Portanto, os resultados obtidos sugerem que as nanoparticulas desenvolvidas
sdo promissoras para a liberacdo de farmacos a nivel intracelular e também
do espaco extracelular do tecido tumoral, evidenciando sua potencial

aplicacdo como novos carreadores para a terapia antitumoral.
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