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RESUMO

A aplicacédo de nanoparticulas como carreadores de farmacos para o tratamento de
diversas patologias tem se mostrado extremamente promissora, mas ainda encontra
grandes desafios relacionados ao estabelecimento de esquemas posologicos
seguros. Diferentes formulacdes de nanoparticulas (NP), encapsuladas com o
marcador fluorescente ftalocianina de cloro-aluminio (AICIPc) foram obtidas pelo
método de nanoprecipitacdo: nanocapsulas (NC) de &cido polilatico (NC PLA), NC
de acido polilatico em bloco com o polietilenoglicol (NC PLAPEG) e NC PLA
revestidas de quitosana em duas concentracfes distintas (NC PLAQUI 0,1% e NC
PLAQUI 0,25% p/v), além de uma nanoemulsdo equivalente a NC PLA, exceto na
presenca da parede polimérica. Todas foram caracterizadas quanto as suas
propriedades fisico-quimicas. O tamanho e indice de polidispersdo foram
determinados em batelada por espalhamento dindmico de luz e apés fracionamento
em sistema de fracionamento por campo de fluxo assimétrico acoplado a detectores
de espalhamento dinédmico de luz e espalhamento de luz em multiangulos. Desse
modo foi possivel também determinar o fator de forma das NP pela relagcédo entre o
raio de giracao/raio hidrodindmico. A carga de superficie foi determinada por
anemometria do laser Doppler. Todas as formulacbes apresentaram-se
monodispersas, com o diametro hidrodindmico entre 133 a 297 nm e potencial zeta
positivo para as formulagcdes com quitosana (+26 mV) e negativo para as demais
(entre -35 e -44 mV). Os resultados para o fator de forma proximos a 1,0
confirmaram a estrutura vesicular das nanoparticulas em todas as formulagdes.
Estudos in vivo foram conduzidos com o objetivo de avaliar o impacto das
caracteristicas de superficie das particulas, bem como das doses crescentes de
polimero, sobre a biodistribuicdo e a capacidade de saturacdo do sistema fagocitario
mononuclear (SFM), em camundongos, pela via intravenosa. O estudo in vivo
mostrou que a superficie das particulas tem uma maior influéncia no modo como
elas se distribuem pelo organismo que o tamanho. Além disso, esse estudo
evidencia a possibilidade de elevadas doses de particulas saturarem o SFM, uma
vez que para todas as formulagbes, com o aumento da dose injetada, houve uma
diminuicdo da porcentagem da dose encontrada no figado.

Palavras Chave: nanocapsulas poliméricas, quitosana, ftalocianina, biodistribuicéo,
fracionamento em campo de fluxo assimétrico (AF4), dose polimérica, superficie de
nanoparticulas



ABSTRACT

The application of nanoparticles as drug carriers for the treatment of various
pathologies has been extremely promising, but still faces major challenges related to
the definition of safe dosage schedules. Different nanoparticle formulations (NP),
encapsulating the fluorescence marker chloro-aluminum phthalocyanine (AICIPc)
were obtained by the nanoprecipitation method, namely, nanocapsules (NC) of
polylactic acid (NC PLA), NC of polylactic acid-block-polyethylene glycol NC
PLAPEG) and NC PLA coated with chitosan at two different concentrations (NC
PLAQUI 0.1% and NC PLAQUI 0.25% w/v), and a nanoemulsion deferring only from
NC PLA by the absence of a polymer wall. All were characterized for their
physicochemical properties. The particle size and polydispersity index were
determined in batch by dynamic light scattering and after fractionation under
asymmetric flow field fractionation coupled to dynamic light scattering and multi-angle
scattering detectors. In this manner, it was also possible to determine the NP form
factor by the ratio of the gyration radius by the hydrodynamic radius. The surface
charge was determined by Doppler laser anemometry. All formulations were
monodisperse, with a hydrodynamic diameter between 133 and 297 nm and positive
zeta potential for the chitosan formulations (+26 mV) and negative for all others
(between -35 and -44 mV). The results for the form factor, close to 1.0, confirmed the
vesicular structure of the nanoparticles in all formulations. In vivo studies were
conducted with the objective of evaluating the impact of particle surface
characteristics, as well as increasing the polymer dose, on the biodistribution and
saturation capacity of the mononuclear phagocytic system (MFS) in mice,
intravenously. The in vivo study showed that the surface of the particles has a
greater influence than their size on how they are distributed in the body. Moreover,
this study evidences the possibility of high doses of particles saturating the SFM,
since for all the formulations there was a decrease in the percentage of the dose

found in the liver with an increase in injected dose.

Keywords: polymer nanocapsules, chitosan, phthalocyanine, biodistribution,

asymmetric flow field fractionation (AF4), polymer dose, nanopatrticle surface.
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1. INTRODUCAO

O uso de nanotecnologias na area biomédica € de grande relevancia e
oferece muitas perspectivas, seja para o desenvolvimento de materiais de implantes;
de regeneracao tecidual (ZHANG; WEBSTER, 2009); para utilizacdo em produtos
para diagnostico e imagem, 0s quais permitem aumentar a resolucdo de algumas
técnicas e detectar precocemente tecidos lesados e principalmente pelo
desenvolvimento de novas alternativas farmacéuticas (ETHERIDGE et al., 2013;
PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012; SCHADLICH et al., 2011). Nesse sentido, muita
atencdo tem sido dada ao desenvolvimento de sistemas nanoparticulados de
liberacdo de farmacos (WEISS et al., 2012) ou nanocarreadores, 0s quais possuem
grandes vantagens terapéuticas em relacdo aos medicamentos convencionais. Eles
permitem a manutencdo de concentracfes mais sustentadas do farmaco e, em
alguns casos, apresentam maior eficacia por possuirem maior seletividade por
tecidos especificos (por exemplo, tecidos tumorais) (MOHANRAJ; CHEN, 2006). Os
nanocarreadores possibilitam, em alguns casos, a reducdo das doses administradas,
minimizando os eventos adversos relacionados aos esquemas posoldgicos e/ou a
via de administracdo utilizada (EHRHART; MINGOTAUD; VIOLLEAU, 2011) e
favorecendo, portanto, a adesdo do paciente ao tratamento. Além disso, podem
veicular principios ativos tanto hidro quanto lipofilicos, garantem a estabilidade de
uma variedade de agentes terapéuticos como peptideos e oligonucleotideos
(MISHRA; PATEL; TIWARI, 2010) e melhoram também a biodisponibilidade oral de

farmacos de baixa solubilidade e baixa permeabilidade (CAl et al., 2010).

Para o uso seguro e eficaz desses nanocarreadores, principalmente por via
intravenosa, € necessario o conhecimento de suas caracteristicas fisico-quimicas,
as quais influenciam muito suas propriedades biolégicas. Assim, o tamanho, o indice
de polidispersao, a carga de superficie estimada por meio do potencial zeta, bem
como a morfologia das particulas, devem ser minuciosamente avaliados (SINGH;
LILLARD, 2009), pois podem afetar as vias de captacdo celular para os diversos
nanocarreadores (poliméricos, lipidicos ou metalicos), uma vez que influenciam na
adesdo e no modo de interacdo destes com as células (BEIJA et al., 2012; HE et al.,
2010; LI et al., 2013). O tamanho em torno de 30 a 200 nm ¢é fator determinante para

a permanéncia prolongada das nanoparticulas na circulacdo sanguinea sem que
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sejam rapidamente fagocitadas pelas células do sistema imune (mais
especificamente do sistema fagocitario mononuclear - SFM), no caso de particulas
maiores, ou eliminadas pela depuracédo renal (particulas em torno de 20 nm). Desta
maneira 0 tamanho do nanocarreador tem grande relevancia na biodistribuicao
plasmatica e tecidual (AUGSTEN et al., 2008; GAUMET et al., 2008).

Existem varias técnicas de avaliacdo dos parametros mencionados
anteriormente, porém cada uma apresenta suas vantagens e limitagdes. A mais
utilizada delas € a espectroscopia de correlacdo de fétons, também denominada
espalhamento dindmico da luz (EDL) (Dynamic Light Scattering). E uma técnica
simples, rapida e que permite determinar o tamanho das particulas em uma
dispersdo aquosa. No entanto, a analise dos resultados é limitada quando se trata
de amostras complexas, heterogéneas e polidispersas (com uma ampla faixa de
distribuicdo de tamanho). A técnica de espalhamento estatico da luz (EEL) (Static
Light Scattering — SLS) ou na sua forma mais avancada de analise, em multiangulo
(Multi-angle Laser Light Scattering — MALLS), pode fornecer também informacdes
adicionais sobre o estado de agregacdo e sobre o formato da particula. Porém,
possui as mesmas limitacbes que o EDL tratando-se de amostras polidispersas. As
técnicas microscopicas (Microscopia Eletronica de Varredura - MEV, Microscopia
Eletronica de Transmissdo — MET — e Microscopia de Forca Atbmica — MFA) sdo de
grande utilidade para determinar o tamanho geométrico, o formato da particula e
também sua estrutura interna no caso do MET. Contudo elas possuem alguns
artefatos no preparo de amostras, que podem sofrer altera¢cdes durante a passagem
do feixe eletrdnico. As analises séo realizadas geralmente no estado seco, o0 que
pode influenciar a morfologia e o tamanho das particulas, diferindo da sua forma em
solucdo (EHRHART; MINGOTAUD; VIOLLEAU, 2011).

Uma nova abordagem para a caracterizagdo fisico-quimica de suspensdes
coloidais, denominada fracionamento por fluxo em campo de fluxo assimétrico
(Asymmetrical Flow Field-Flow Fractionation — AF4), tem sido empregada com
sucesso para diversos sistemas (HAWE et al., 2012). A amostra € injetada em um
canal de separacdo, onde as particulas sdo fracionadas e eluidas em funcéo de
seus respectivos coeficientes de difusdo. Dessa forma, o didmetro hidrodindmico
das mesmas pode ser obtido diretamente dos seus tempos de retencdo (RUNYON;

ULMIUS; NILSSON, 2014). Além disso, uma vez que 0 equipamento pode ser
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acoplado a diversos detectores (como EDL, EEL, de absorcdo ultravioleta, de
fluorescéncia, entre outros), o AF4 possibilita determinar, com uma maior precisao,
ndo s6 o tamanho, mas também outros pardmetros como o formato e a massa
absoluta das particulas; permite, assim, o estudo de amostras mais complexas e €
aplicavel a uma ampla faixa de tamanho, entre aproximadamente 2 nm e 50 um
(YOHANNES et al., 2011).

Apbés completa caracterizacdo fisico-quimica das formulacdes de
nanocarreadores, € importante avaliar o efeito in vivo das suas caracteristicas de
superficie, como, por exemplo, composi¢cdo quimica e carga. Um estudo da dose
polimérica que pode ser administrada com seguranca sem afetar a homeostase do
organismo também deve ser realizado, pois, juntos, esses dois fatores podem
interferir na farmacocinética e na biodistribuicdo das nanoparticulas. Assim, estudos
de eficacia de farmacos associados a nanocarreadores poderdo ser realizados,
utilizando-se doses seguras contendo nanoestruturas poliméricas. Nesse sentido,
poucos sdo os estudos in vivo que demonstram a relacao da dose polimérica ou de
particulas com a extensao da biodistribuicdo das mesmas (ALLEN; HANSEN, 1991;
OJA et al., 1996; PANAGI et al., 2001) e nenhum deles avalia nanoparticulas de
acido polilatico (PLA), acido polilatico em bloco com o polietilenoglicol (PLAPEG) e
de acido polilatico revestido de quitosana (PLAQUI), as quais sdo nosso foco de
estudo. Portanto, o presente trabalho se destinou a avaliar o impacto das
caracteristicas de superficie das nanoparticulas sobre os niveis plasmaticos das
mesmas, bem como o efeito das doses administradas sobre a capacidade de

saturacao do SFM.
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1.1. Revisdo da Literatura

1.1.1. Aspectos gerais da vetorizagdo de farmacos: surgimento, importancia
biofarmacéutica e aplicacdes

A eficacia e a seguranca das terapias medicamentosas convencionais,
destinadas a profilaxia ou a cura das doencas, dependem de inumeros fatores,
complexos e interconectados. As caracteristicas intrinsecas dos farmacos, tais como
a seletividade por determinados receptores e suas propriedades fisico-quimicas (o
peso molecular, a estrutura quimica, o pKa, a solubilidade nos fluidos bioldgicos, a
capacidade de permear através de membranas biolégicas e a extensdo de ligacédo a
proteinas plasmaticas), tém grande importancia na velocidade e na extensdo com
que eles se distribuem pelo organismo (MURO, 2012); influenciam também na forma
de tratamento, na via de administracdo, no regime de doses e no sucesso da
resposta terapéutica. Até hoje, uma das principais limitacbes dos muitos
medicamentos disponiveis € a falta de especificidade pelo tecido afetado.
Tipicamente, apenas 1% da dose administrada atinge as células de interesse,
enquanto o restante é distribuido por todo o corpo. Aproximadamente, metade de
todos os novos farmacos é insoluvel ou fracamente solUvel em agua; o que requer a
aplicacdo de altas doses, para atingir uma concentracdo satisfatéria no local de
acdo, aumentando a chance de efeitos adversos (GRAZU; MOROS; SANCHEZ-
ESPINEL, 2012). A vetorizacdo de farmacos, que € a associacdo de uma molécula
ativa a um vetor, ou carreador, exerce, de certa forma, o direcionamento de
farmacos, “drug targeting”. E uma ferramenta alternativa aos inconvenientes acima
mencionados, na qual as propriedades fisico-quimicas do vetor (ou carreador)

passam a orientar a distribuigcdo do farmaco pelo organismo (Figura 1).

O conceito de “direcionamento de farmacos”, acumulo do farmaco
predominantemente na regido de interesse, de forma independente do método e da
via de administracao utilizada (TORCHILIN, 2000), se originou da teoria da “magic
bullets” primeiramente imaginada por Paul Erlich, o pai da quimioterapia (CHUAIRE;
CEDIEL, 2008), em 1906 (GRAZU; MOROS; SANCHEZ-ESPINEL, 2012). Ele
pensou em uma entidade composta de um agente terapéutico ligado a um
componente capaz de reconhecer e ligar-se ao alvo da doenca, proporcionando o
transporte preciso do farmaco (MURO, 2012; TORCHILIN, 2000). De la até hoje
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muitos esforcos tém sido aplicados no desenvolvimento de materiais e sistemas
capazes de entregar farmacos de forma especifica aos locais de acdo, aumentando

a eficcia terapéutica e reduzindo os seus efeitos adversos.

Nasal Pulmonar
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Figura 1: Rota dos carreadores poliméricos de farmacos no corpo humano. Administracdo por

diferentes vias — Distribuigao (onde atuam de forma particular frente a administragéo intravenosa) —
Metabolizacdo e Eliminacdo por diferentes vias. Redesenhado e adaptado de: MARKOVSKY et al.,

2012.
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Os rapidos avancos na biologia molecular, quimica, fisica, farmacia e o
advento da nanotecnologia, possibilitaram a criacdo dos sistemas de liberacdo de
farmacos nanoestruturados com amplas aplicagcbes (MOSTAFAVI; BABU, 2013):
para o tratamento do cancer (MISRA; ACHARYA; SAHOO, 2010), de doencgas
parasitarias (FREZARD; DEMICHELI, 2010; MOSQUEIRA et al., 2006), para terapia
génica (DAVIS, 2009), como agentes de diagndsticos por imagem (PEREIRA et al.,
2009), entre outras. Na entrega ao alvo, eles podem atuar de forma passiva
(explorando apenas suas caracteristicas fisico-quimicas e a fisiologia dos tecidos
alvo) ou ativa (a partir da modificacéo da superficie desses vetores pela conjugacao
de ligantes - proteinas, peptideos, glicolipideos, polissacarideos, anticorpos
monoclonais e aptdmeros - com reconhecimento especifico pelos sitios alvo)
(MOSTAFAVI; BABU, 2013). De acordo com a natureza dos materiais que 0S
compdem sdo classificados em: lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas,
dendrimeros, micelas poliméricas, nanoparticulas metalicas, nanotubos de carbono,
polimerossomos, nanoemulsées e nanoparticulas poliméricas, as quais oferecem
vantagens sobre os demais sistemas. Possuem capacidade de atingir tumores de
forma passiva, sdo susceptiveis a endocitose e carreiam diversos tipos de moléculas
com diferentes eficiéncias de encapsulacdo e, em alguns vetores, com liberacéo
modificada dos ativos (FARAJI; WIPF, 2009; HE et al., 2010).

1.1.2. Sistemas nanoparticulados poliméricos

Nanoparticulas poliméricas (NP) sdo denifidas como dispersdes particuladas
na faixa de 10-1000 nm, preparadas a partir de polimeros biodegradaveis e/ou
biocompativeis, naturais ou sintéticos, e que sdo de grande interesse por serem
estaveis, apresentarem distribuicdo de tamanho bem definida e liberagdo controlada
das varias substancias que carreiam. Podem carrear moléculas grandes ou
pequenas, hidrofilicas ou hidrofébicas (NAGAVARMA et al., 2012). Estes sistemas
tém grande estabilidade comparada aos demais nanocarreadores de natureza
lipidica como os lipossomas. Além disso, a possibilidade de uso de polimeros
biodegradaveis, que degradam em pequenos metabdlitos que podem ser eliminados
facilmente pelo corpo, € tdo importante quanto a habilidade em formar particulas
(MORACHIS; MAHMOUD; ALMUTAIRI, 2012).
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O termo nanoparticula polimérica € um nome geral para dois tipos de
carreadores de farmacos contendo polimeros em sua estrutura: nanoesferas (NS) e
nanocapsulas (NC). O primeiro consiste de uma estrutura matricial, isto €,
homogénea, na qual o farmaco pode estar adsorvido na superficie ou disperso no
interior da matriz polimérica (RAO; GECKELER, 2011). As NC diferem das NS, uma
vez que elas possuem a forma de reservatorio, nas quais uma parede polimérica
envolve o nucleo, que pode ser liquido, semi-sélido ou sdélido a temperatura
ambiente (15-25 °C). Nas NC, o farmaco pode estar dissolvido no interior do ndcleo
ou adsorvido na parede externa (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009). As primeiras
formulac6es de NC eram compostas de um nucleo oleoso, permitindo uma elevada
taxa de encapsulacdo de substancias altamente lipofilicas. Recentemente, NC de
nicleo aquoso (BILATI; ALLEMANN; DOELKER, 2005; VRIGNAUD; BENOIT;
SAULNIER, 2011), aptas a encapsular compostos hidrofilicos, foram também
desenvolvidas (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).

Muitos procedimentos tém sido estabelecidos para preparar NP poliméricas.
Geralmente eles sdo classificados em duas categorias principais: se a formacao da
particula ocorre a partir de reacdes de polimerizacdo de mondmeros, ou se as
particulas sdo formadas por meio da dispersédo de polimeros pré-formados (Figura 2)
(PINTO REIS et al., 2006; SOPPIMATH et al., 2001).

Emulsao

polimerizagao

A partir da polimerizagao L

de mondmeros Polimerizagao

L interfacial

Preparo de

Emulsao/
NP poliméricas
. Evaporagédo do Solvente

Emulsificagéo /
A partir de polimeros L Difusé@o do solvente

pré-formados
Salting out

Deposigao interfacial e
deslocamento do solvente /

Nanoprecipitagao

Figura 2: llustragdo esquematica dos métodos de preparacdo de NP poliméricas, conforme descrigédo
de PINTO REIS et al., 2006.
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Dependendo das caracteristicas fisico-quimicas da molécula que se deseja
encapsular, é possivel escolher o melhor método e o melhor polimero para obter um
eficiente carregamento (PINTO REIS et al., 2006). As caracteristicas de tamanho,
carga e liberagdo podem ser otimizadas para uma maior estabilidade da formulagao
para o uso in vivo. Os métodos que tém, por principio, o processo de polimerizacao
de mondmeros resultam, muitas vezes, na obtencao de polimeros muito lentamente
biodegradaveis ou nao-biodegradaveis; reacfes cruzadas indesejaveis entre o
polimero e o farmaco, além de moléculas residuais no meio, que podem ou nao
serem toxicas, e por isso requerem um meticuloso processo de purificacdo. Esses
inconvenientes tém gerado certa preferéncia ao uso dos procedimentos com
polimeros pré-formados (PINTO REIS et al., 2006). Nesse sentido, uma das técnicas
mais utilizadas é a de deposicao interfacial do polimero pré-formado seguido do
deslocamento do solvente, também chamada de nanoprecipitacdo (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). NP monodispersas, adequadas para a
administracdo intravenosa, podem ser obtidas facilmente em um Unico passo de
dispersdo da fase organica na fase aquosa, com rendimento de encapsulacdo de
compostos lipofilicos dependente do grau de lipofilia dos mesmos (LEGRAND et al,
1999; MOSQUEIRA et al., 2000). O principio basico da técnica consiste em dissolver
o polimero e o farmaco em um solvente organico miscivel em agua; e em seguida
verter essa solucdo na fase aquosa, contendo ou ndo um tensoativo, sob agitacéo
moderada. As NS sao formadas imediatamente pela difusdo mutua dos solventes,
que em seguida sdo evaporados sob pressdo reduzida (MARIN; BRICENO;
CABALLERO, 2013). NC podem ser obtidas da mesma forma pela simples adi¢ao
de oOleo e de um surfactante lipofilico na solugdo organica contendo o polimero
(RAO; GECKELER, 2011). A formacao das NS e NC por esse método foi proposta
por Fessi e colaboradores em 1989. De acordo com esses pesquisadores, € a
turbuléncia interfacial, gerada durante a rapida difusdo do solvente organico na
agua, que induz a formacdo das nanoparticulas como resultado da diminuicdo da
tensdo interfacial entre as duas fases e migracdo do polimero para a interface
Oleo/dgua, onde é precipitado. A Figura 3 exemplifica esse fenbmeno, com a
producdo de uma NC. As vantagens do procedimento acima mencionado sao
muitas: ndo requer a utilizacdo de solventes organoclorados para compor a fase

organica; € um metodo simples, rapido e reprodutivel, que leva a obtencdo de
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dispersdes coloidais estaveis, contendo particulas submicrométricas de estreita
distribuicdo de tamanho (CHORNY et al., 2002; LEGRAND et al., 2007).

Difusdo da Fase Organica

na Fase Aquosa Evaporacédo do Solvente

Fase Organica

- Turbuléncia ‘

. “ Polimero Sadn
Fase Aquosa *oleo ;{\g‘({%g?

- fo el precipitado

Fim
i — o‘(\%%}ég Nanocapsula @

Figura 3: Representacdo esquematica do processo de formacdo de NC descrito por Fessi e

<

colaboradores (1989). A rapida difusdo da fase organica na fase aquosa leva a formacao de
nanogotas de 6leo como resultado das variagBes locais na tensdo interfacial que geram uma
instabilidade mecénica e a formagéo cineticamente controlada das nanogotas. Uma vez que a difuséo
€ completa e inicia-se a evaporacdo do solvente orgénico, o polimero (linhas azuis) se precipita em
torno das goticulas de 6leo (em laranja) (MOSQUEIRA et al., 2000). Em funcdo disso, o0 método
também é chamado de nanoprecipitacdo. Redesenhado e adaptado de: VAUTHIER; BOUCHEMAL,
20009.

Embora exista uma grande variedade de polimeros que possam ser utilizados
como constituintes de sistemas de liberagcdo de farmacos, a pesquisa pratica tem
sido realizada com somente um numero limitado deles (Rao e Geckeler, 2011). Os
mais amplamente empregados, desde o trabalho pioneiro de Fessi e colaboradores
(1989), e que ja possuem aprovacgdo para uso pelo Food and Drug Administration
(FDA) séo: o acido polilactico (PLA), o acido polilatico-co-acido glicélico (PLGA), o
acido poliglicélico (PGA), os polialquil-cianoacrilatos (PACA), a poli-e-caprolactona
(PCL) e seus copolimeros correspondentes, além de polimeros em bloco com o
polietilenoglicol (PEG); em funcdo de preencherem o0s requisitos de
biodegradabilidade e/ou biocompatibilidade e baixa imunogenicidade (LEPELTIER,;
BOURGAUX; COUVREUR, 2014; MARIN; BRICENO; CABALLERO, 2013). Muitos
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deles sédo hidrolisados e eliminados do corpo pelas vias metabdlicas normais
(MISHRA; PATEL; TIWARI, 2010). Aléem destes, polimeros naturais de fonte tanto
vegetal, como animal, também possuem numerosas aplicagdes como insumos no
preparo de carreadores de farmacos nanoparticulados; entre eles: o colageno, a
albumina, a quitosana, os alginatos, as gelatinas, o hialuronato e o amido (MARIN;
BRICENO; CABALLERO, 2013).

O PLA é um polimero relativamente hidrofobico, que pode ser produzido por
dois processos distintos: a partir da polimerizacdo do acido latico pela condensacéo
direta em solvente sob alta pressdo; ou em outro processo, livre de solvente, um
intermediario dimero ciclico, chamado lactideo, é formado e a abertura do anel
ocorre com a polimerizagdo catalitica, que pode ser de vérios tipos (Figura 4). O
segundo método é o mais utilizado na producdo comercial. Devido as propriedades
Opticas do acido latico, o lactideo pode ser encontrado em trés diferentes formas
quirais, isto é, (D,D)-lactideo; (L,L)-lactideo e (D,L)-lactideo (composto meso). A
composicdo estereoquimica do lactideo determina as propriedades do polimero final.
Geralmente, o 4&cido latico obtido por processo fermentativo €& quase
predominantemente na forma L (99,5%), j& aquele produzido por via petroguimica é
opticamente inativo, portanto consistindo da mistura 50/50 dos dois enantidbmeros
(Rasal et al., 2010).

O
(0]
-H20 CH3
OH —_— O
OH
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CHj H,3C Polimerizacao
O
Acido Latico Lactideo Poli acido latico
polilactideo

Figura 4: Esquema da sintese do PLA, conforme descricdo de RASAL; JANORKAR; HIRT, 2010.

Na é&rea biomédica, o PLA tem sido utilizado ha anos e tem seu uso
autorizado pelas agéncias regulatdrias inclusive pela via intravenosa. Tem
aplicacoes em materiais médicos de engenharia tecidual (materiais de implante),
além do seu uso em nanocarreadores de farmacos (XIAO et al., 2010), como ja foi

mencionado. Nesse sentido, devido a possibilidade de ser copolimerizado com
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outros mondmeros de poliésteres ciclicos, com monémeros lineares, como o PEG, e
por permitir a introducdo de grupos reativos (RASAL; JANORKAR; HIRT, 2010) ou
adsorcdo de macromoléculas como a quitosana, as NP de PLA podem ter a
superficie modificada e suas propriedades fisico-quimicas ajustaveis conforme o
interesse pretendido. Isso é importantissimo no caso das NP de uso intravenoso; por
exemplo, o PEG copolimerizado em bloco com o PLA (Figura 5) insere um carater
hidrofilico a superficie do mesmo, o que faz diferenca no modo como as particulas,
preparadas com esses diblocos, interagem com os componentes biologicos e se

distribuem pelo organismo.
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Figura 5: Representacdo esquematica da estrutura quimica do polimero dibloco monometoxi-PEG-
PLA.

O PEG (Figura 6) € o unico poliéter usualmente produzido pela polimerizacéo
anibnica do 6xido de etileno. Essas reacdes de polimerizacdo podem ser moduladas
e uma variedade de pesos moleculares pode ser obtida com baixa dispersédo e
solubilidade em solventes polares e apolares (GREENWALD et al., 2003). Tem seu
uso aprovado pelo FDA para formas farmacéuticas de uso parenteral, topico,
supositérios e sprays nasais; para produtos cosméticos e alimenticios (ALI;
LAMPRECHT, 2013; FUERTGES; ABUCHOWSKI, 1990). E eliminado do corpo
pelas vias renal e hepatica (GREENWALD et al, 2003), apresentando
biocompatibilidade e baixa imunogenicidade (KOLATE et al., 2014). Além disso, é
muito utilizado para modificar a superficie dos sistemas de liberacdo de farmacos
nanometricos, para prolongar o tempo de circulacdo sanguinea dos mesmos
(KOLATE et al., 2014; MOSQUEIRA et al., 2006).

/
H/é nO

Figura 6: Representacdo esquematica da estrutura quimica do polietilenoglicol.
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A quitosana (QUI) é considerada um polimero natural linear, composto de
subunidades de N-acetil-D-glucosamina e D-glucosamina, unidas por ligacdes
glicosidicas B(1—4). E derivada da quitina, segundo polissacarideo mais abundante
na natureza, através da desacetilagdo parcial das unidades de N-acetilglucosamina
(GAN; WANG, 2007) (Figura 7). A desacetilagdo, por sua vez, pode ocorrer em
diferentes graus e fornecer estruturas de variados pesos moleculares, solubilidade e
propriedades i6nicas distintas, lhes conferindo, portanto, caracteristicas fisico-
quimicas diferenciadas. O alto conteddo de aminas primarias possibilita a realizacao
de modifica¢cdes quimicas, com a formacédo de uma grande variedade de derivados.
Além disso, estes grupos amino tém valores de pKa intrinsecos de 6.5 e, dessa
forma, as quitosanas sao insolUveis em agua (pH neutro), mas comportam-se como
policitions em pH &acido a partir da protonacdo dos nitrogénios (LEE; POWERS;
BANEY, 2004; MACLAUGHLIN et al., 1998; MARKOVSKY et al., 2012).
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Figura 7: Representacdo esquematica da unidade repetitiva comum a quitina e a quitosana, sendo
GA o grau médio de acetilacdo do copolimero e 100 — GA o grau médio de desacetilacdo. Fonte:
Cardoso, 2008.

A vantagem de se trabalhar com esse polimero é a facilidade de aquisicdo, baixo
custo e auséncia da necessidade de utilizar solventes organicos para seu manuseio.
Por outro lado, por serem de fonte natural possuem alta dispersdo de tamanho de
cadeias poliméricas e a possibilidade de existéncia de contaminantes de natureza

bioldgica em matérias primas de baixa pureza.
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Muitos estudos tém utilizado NP de quitosana ou NP revestidas de quitosana
em sua superficie como sistemas de liberacdo tanto pela via intravenosa (KIM et al.,
2008) quanto oral (LEE; LEE; JON, 2010; ZHANG et al., 2006b). Tem sido
demonstrado que ela apresenta propriedades de absor¢cdo aumentada através da
mucosa, liberacdo controlada e bioadeséo (BILENSOY, 2010). Além disso, também
tem sido relatado seu papel importante na terapia contra o cancer, apresentando
atividade antitumoral por si s6, inibindo a proliferagdo de células tumorais e
induzindo a apoptose in vitro (HASEGAWA et al.,, 2001). A carga positiva das
nanoparticulas parece induzir uma forte interacdo com as células e moléculas
negativamente carregadas (BILENSOY, 2010; GOKCE et al., 2014) e essa € uma

caracteristica a ser avaliada sob o aspecto de seguranca terapéutica.

1.1.3. Biodistribuicdo e eliminacdo das nanoparticulas administradas pela via

intravenosa

Para exercerem seu papel, nanoestruturas administradas sistemicamente
precisam permanecer na circulacdo sanguinea por um tempo suficiente para permitir
0 seu acumulo no tecido/érgdo de interesse e, assim, a entrega eficiente das
moléculas que carream ao alvo terapéutico (ISHAK et al., 2013). Nesse sentido,
existe um grande obstaculo que deve ser superado por essas estruturas: a rapida
opsonizacao pelas proteinas plasmaticas com a consequente remoc¢éao da circulacao
sanguinea pelo SFM (SHENG et al.,, 2009); compreendido principalmente pelas
células de Kupffer, no figado, e macréfagos, no baco. A partir desse conhecimento,
varias pesquisas centraram na intensa investigacao e otimizacao de parametros que
pudessem minimizar ou até anular esse efeito (DUNN et al., 1997). Hoje, sabe-se
gue as caracteristicas fisico-quimicas dos nanocarreadores, como o tamanho, a
forma e as propriedades de superficie (carga e grupos funcionais ligados, carater
hidrofilico ou hidrofébico), bem como a propria area superficial de contato tém um
papel importantissimo nesses processos. Além disso, a efetiva internalizacdo das
particulas pelas células alvo também € influenciada significativamente pelos seus
parametros fisico-quimicos (DUAN; LI, 2013) e, portanto, devem ser criteriosamente
estudados e controlados, frente ao desenvolvimento desses sistemas e de acordo

com o uso pretendido para 0s mesmos.
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Outro fator importante que influencia a velocidade de captacdo das particulas
pelo SFM, e, portanto, o tempo de permanéncia na circulacdo sanguinea e a
resultante biodistribuicdo, é o intervalo de aplicacdes (MOGHIMI; GRAY, 1997) ou a
quantidade da dose injetada. A primeira dose pode suprimir a atividade das células
fagociticas por saturacao dos receptores de fagocitose, reduzindo a depuracdo das
doses subsequentes e prolongando o tempo de circulacdo das NP (ERNSTING et
al., 2013a).

1.1.3.1. Efeito do tamanho

Na maioria das vezes, o tamanho das particulas é o primeiro parametro a ser
considerado no desenvolvimento de sistemas nanométricos (CHOI et al., 2014), pois
o tempo de permanéncia na circulacdo sanguinea, o acumulo no tecido alvo e a
toxicidade das particulas sdo, principalmente, influenciados por esse parametro
(SINGH; LILLARD, 2009). Além disso, as caracteristicas fisiologicas dos 6rgaos
devem ser levadas em consideracdo quando se fala de tamanho e se deseja um
tempo de circulacdo prolongado. Nesse sentido, as particulas ndo podem ser nem
tdo pequenas (< 20 a 30 nm), o que facilitaria a depuracédo renal (SCHADLICH et al.,
2011a) e nem tao grandes (> 200 nm), primeiro, porque podem ativar o sistema do
complemento com maior facilidade e, portanto, serem mais rapidamente fagocitadas
(KULKARNI;  FENG, 2013); segundo, porque elas podem ficar retidas
mecanicamente nos sinusbides hepaticos ou nos capilares pulmonares
(BERTRAND; LEROUX, 2012).

E muito importante considerar também que em circunstancias particulares tais
como inflamacdo, os vasos sanguineos do tecido lesionado se tornam mais
permeaveis do que aqueles dos tecidos saudaveis (TORCHILIN, 2011), em funcéo
de fenestras que surgem entre as células endoteliais, ocasionadas por diversos
mediadores vasculares (bradicinina, éxido nitrico, fator de crescimento endotelial
vascular) (MISRA; ACHARYA; SAHOO, 2010). Como resultado, em tais areas, as
particulas podem deixar o espaco vascular e acumularem-se no espaco intersticial,
onde o farmaco encapsulado pode ser liberado do carreador (Figura 8). Essa
permeacdo e acumulacado espontanea, ou entrega passiva (FANG; NAKAMURA,
MAEDA, 2011), devido a auséncia ou debilitada drenagem linfatica nesses locais, é

conhecida como efeito da permeabilidade e retencdo aumentada, do inglés EPR —
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Enhanced Permeability and Retention (MATSUMURA; MAEDA, 1986; TORCHILIN,
2011).

D o
o¥y o , o #o

Figura 8: Esquema de um vaso sanguineo presente em um tecido lesado, ilustrando a importancia
do tamanho da particula na liberagédo de farmacos nesses locais. Particulas grandes ficam retidas no
interior dos vasos sanguineos e ndo conseguem alcancar o tecido de interesse, enquanto as
particulas menores podem se difundir pelas fenestras que surgem nos vasos sanguineos dos tecidos
lesados e serem internalizadas pelas células desses tecidos ou liberarem o farmaco na matriz

extracelular.

Apos penetrarem nos tecidos de interesse, as NP também podem interagir
com as células alvo por meio de ligantes que possam apresentar em suas
superficies e, assim, promover a entrega ativa do farmaco. A combinacdo dessas
duas abordagens tem sido muito utilizada no desenvolvimento de sistemas de
liberacdo de nanoparticulados (MARKOVSKY et al., 2012) (Figura 9).
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Figura 9: llustracdo esquematica do efeito de permeagéo e retencdo aumentada, EPR, modulando a
entrega passiva e ativa de farmacos nanocarreados. Redesenhado e adaptado de: FAROKHZAD;
LANGER, 2009.

1.1.3.2. Efeito das propriedades de superficie

As particulas de superficie hidrofébica, ou convencionais, sdo rapidamente
opsonizadas pelas proteinas plasmaticas apds a administracdo intravenosa (GREF
et al., 1994). Isso tem limitado 0 seu uso, uma vez que séo rapidamente eliminadas
da circulacdo sanguinea devido ao reconhecimento pelos fagécitos. Visando diminuir
esse efeito sobre os nanocarreadores, modificacdes de superficie foram propostas
(Figura 10). Entretanto, o revestimento das nanoparticulas é complexo e afetado
pela natureza dos grupamentos quimicos usados, os quais influenciam a superficie
em termos de carga, hidrofilia e densidade de recobrimento (ISHAK et al., 2013).
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+ Plasma Humano =
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Figura 10: Nanoparticulas com superficies diferenciadas e o efeito do tipo de superficie sobre a
ligacdo de proteinas plasmaéticas e a biodistribuicdo. Particulas ndo revestidas (convencionais) séo
captadas pelo SFM (representado pelos 6rgdos em verde); particulas peguiladas sdo lentamente
opsonizadas, como consequéncia permanecem mais tempo na circulacdo e se distribuem mais
amplamente pelos tecidos e 6érgaos do corpo. Redesenhado e adaptado de: AGGARWAL et al.,
20009.

Algumas moléculas hidrofilicas tém sido muito utilizadas na superficie das
particulas para reduzir, por impedimento estérico, as interacdes responsaveis pela
adsorcdo das proteinas nas particulas; entre eles: o polietilenoglicol (PEG)
(OWENS; PEPPAS, 2006). Os surfactantes contendo PEG como os polissorbatos,
poloxamers e poloxaminas (AGGARWAL et al., 2009); o polivinil alcool, a polivinil
pirrolidona e os polissacarideos (SHENG et al., 2009). O PEG é o mais utilizado
dentre eles por conferir um tempo de circulacéo prolongado as particulas, podendo
ser adsorvido a superficie da particula ou ligado covalentemente aos grupamentos
guimicos formadores do nanossistema (OWENS; PEPPAS, 2006), por exemplo com
os fosfolipideos (ALLEN et al., 1991) e na forma de copolimeros em diblocos (GREF
et al., 1994; XIAO et al., 2010) ou triblocos (SHAN et al., 2009; ESSA; RABANEL,;
HILDGEN, 2010). A densidade e o tamanho (peso molecular) das cadeias de PEG
ligadas a superficie das particulas impactam no quao estabilizadas elas seréo e

levam a dois tipos principais de conformagdes: em cabeleira (“brush”), com maior
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densidade de cadeias e mais estabilizadora em relacdo a opsonizacdo, e em
cogumelo (“mushroom”) (MOGHIMI; SZEBENI, 2003), com menor densidade de
cadeias conforme pode ser visto na Figura 11.

Figura 11: Representagdo esquematica das configuracbes de PEG na supericie de uma NP

polimérica. a) a baixa densidade de cobertura das cadeias de PEG na superficie leva a configuracéo
“mushroom”, onde as cadeias estdo mais proximas da superficie. Em (b), a alta densidade das
cadeias de PEG e falta de mobilidade dessas cadeias levam a conformacgao “brush”, onde a maioria
das cadeias se estendem para fora da superficie. Fonte: (OWENS; PEPPAS, 2006).

Em relacdo as cargas de superficie, elas influenciam no modo como as NP
interagem ndo s6 com o0s macrofagos, mas também com as células alvo; afetando
as vias de captacaol/internalizacao celular. De um modo geral, particulas muito
carregadas negativa ou positivamente, ou seja, apresentando altos valores
absolutos de carga, podem ser mais facilmente fagocitadas e, portanto, eliminadas
mais rapidamente da circulacdo (JAIN; STYLIANOPOULOS, 2010). No entanto, &
notado que cargas positivas na superficie das particulas induzem uma maior
depuracdo plasmética do que cargas negativas (BERTRAND; LEROUX, 2012).
ERNSTING et al. (2013b) relataram que particulas neutras (x 10 mV) circulam trés
vezes mais na corrente sanguinea, do que analogas carregadas, além disso, se
distribuem mais homogeneamente dentro do tecido tumoral; sendo que as catibnicas
tendem a interagir com matrizes negativamente carregadas, tais como acido
hialurbnico, e as anibnicas tendem a interagir mais com matrizes intercelulares
positivamente carregadas, como 0 colageno; essas interacbes dificultam o
transporte das mesmas pelo tecido. Além disso, relatos de toxicidade associada a
carga positiva na superficie das particulas sugerem que elas induzem o rompimento
das membranas celulares, promovendo um influxo de Ca?* que, por sua vez, resulta
em estresse oxidativo, citotoxicidade e morte celular (HWANG; LIN, 2015;
FROHLICH, 2012).
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1.1.3.3. Efeito da forma das particulas

No que diz respeito a forma das particulas, esta é outra propriedade essencial
nos varios processos biologicos relacionados com a entrega direcionada dos
agentes terapéuticos. Uma ampla variedade de formatos ndo esféricos, incluindo
elipsdides, discos, cubos, cilindros, cones, entre outros, tem sido desenvolvida
utilizando diversas técnicas de fabricacdo (DUAN; LI, 2013). VENKATARAMAN et
al. (2011) relataram duas abordagens para se produzir particulas com diferentes
geometrias: “top-down” e “bottom-up”. Eles também revisaram os estudos presentes
na area e, de uma maneira geral, os relatos demonstram que particulas néo
esféricas além de prolongar o tempo de circulacdo sanguinea, em alguns casos
também apresentaram diferentes perfis de distribuicdo das homdlogas esféricas,
fornecendo um meio de direcionamento para érgaos/tecidos especificos tais como
baco, pulmdo e outros. MORACHIS et al. (2012) também mencionaram que
particulas em forma de disco tém aumentada distribuicdo, enquanto aquelas em
forma de bastdo sdo mais aderidas nas juncdes dos capilares, e aquelas ditas
macias tém aumentada captacdo celular ou, no caso das deformaveis, melhorada
penetracdo nos varios poros dos vasos sanguineos. No entanto, apesar dos
significantes ganhos no conhecimento relacionado a forma das particulas,
numerosos desafios a nivel biolégico ainda permanecem enderecados a complexa e
conjunta relacdo entre este e os demais parametros associados as mesmas
(VENKATARAMAN et al., 2011).

1.1.4. Marcacdo fluorescente de nanocapsulas com ftalocianina de cloro e

aluminio

O rastreamento das NP nos estudos de farmacocinética e biodistribuicdo
pode ser realizado por meio de varios mecanismos: pela marcacdo das particulas
utilizando sondas fluorescentes (LIAO et al., 2013) ou isOtopos radioativos
(PEREIRA et al., 2009; SA et al., 2012) e fazendo o acompanhamento das mesmas
através de técnicas de imagem in vivo préximo ao infravermelho (NIR) (SCHADLICH
et al., 2011b) ou pela quantificacdo da radiacéo ex vivo (PEREIRA et al., 2009); ou
ainda pela encapsulacdo de moléculas, que apresentam alta emissdo de

fluorescéncia, no interior das particulas, com a respectiva quantificacdo dessa



37

fluorescéncia nos tecidos de interesse por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Tratando-se dessa dultima abordagem, Oliveira (2009) desenvolveu
nanocapsulas contendo o marcador fluorescente Ftalocianina de Cloro e Aluminio
(AICIPc) (Figura 12) e avaliou a estabilidade e a eficiéncia de marcagdo das
particulas, contendo essa substancia, em testes de interacdo entre as mesmas e
células mononucleares do sangue periférico humano, incubadas em meio aquoso.
Como o marcador € muito hidrofébico e praticamente insolivel em &gua, foi
observado que a sua liberagédo foi muito pequena e lenta, ndo havendo associagao
deste com dois dos tipos celulares avaliados (linfocitos e mondcitos) na auséncia de
contato, e apresentando uma discreta ligagdo com os neutrofilos. A analise desses
dados indicou a necessidade de interacao fisica entre NC e célula para que existisse
algum tipo de associacdo da AICIPc as células. Esses resultados levaram a
conclusao de que a AICIPc € um bom marcador para estudos de biodistribuicdo de
nanoparticulas poliméricas devido a sua afinidade pelo nucleo oleoso (Oliveira,
2009). Além disso, esses dados estdo de acordo com os estudos de liberacdo da
AICIPc realizados por de Paula (2008), que também desenvolveu NP contendo essa

substéancia, entretanto com vistas ao emprego para terapia fotodinamica.
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Figura 12: Estrutura quimica da AICIPc.
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1.1.5. Técnicas de caracterizacdo de nanoparticulas

1.1.5.1. Espalhamento dinamico da luz

A técnica mais utilizada na determinacdo do tamanho hidrodinamico meédio e
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas € o espalhamento dindmico da luz
(EDL). Tem sido utilizada desde a década de 70, quando os lasers comerciais se
tornaram disponiveis (XU, 2008). Ela tem a vantagem de ser rapida, ndo destrutiva,
fornecer dados precisos e poder ser aplicada a amostras diluidas (ROSS HALLETT,
2010) em meio aquoso. Seu principio se baseia no movimento Browniano das
particulas em suspensdo; particulas pequenas dispersam a luz do laser incidente
muito rapidamente, enquanto as particulas grandes dispersam a luz do laser mais
lentamente (LIU et al., 2015). Assim, as flutuacdes na intensidade da luz espalhada
por particulas pequenas sdo maiores que aquelas produzidas por particulas
grandes, em um mesmo intervalo de tempo. Dessa forma, o coeficiente de difusao
translacional das particulas pode ser determinado pela funcéo de autocorrelacédo da
intensidade da luz dispersa. Através da equacao de Stokes-Einstein (equacao 1) é
possivel relacionar essas informac6es de modo a se obter o diametro hidrodinamico

médio das particulas, considerando-as na forma esférica (LIU et al., 2015):

Dr=_ KeT (1)
3.1.n.dH
Onde: Dr € o coeficiente de difusdo translacional, Ks € a constante de Boltzmann, T
€ a temperatura absoluta do meio de dispersdo, n € a viscosidade do liquido

suspensor e d+ € o diametro hidrodinamico.

1.1.5.2. Espalhamento estatico da luz laser com detec¢do multiangulo

A técnica de espalhamento estatico multiangular da luz laser (MALLS) é
frequentemente utilizada como técnica de caracterizagdo de macromoléculas e de
particulas submicrométricas, quando existe a necessidade de determinacao precisa
e absoluta da massa molecular e do raio de giracdo (ANDERSSON; WITTGREN;
WAHLUND, 2003). O MALLS € muito util para determinar a massa ou o tamanho
das particulas originais ou de seus supra agregados estaveis ou instaveis (BRAR;

VERMA, 2011). As particulas podem ser medidas suspensas em um liquido aquoso,
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em um intervalo angular amplo de 0 grau a 180 graus, usando um braco de rotacao
ou detectores fixos ao longo de toda a faixa angular (XU, 2014). Geralmente, o
MALLS é acoplado a métodos de separagcdo por tamanho, tais como cromatografia
por exclusdo de tamanho (CET) e fracionamento em campo de fluxo (XU, 2014), o
gue resulta na determinacao direta da massa molar média (Mw) e do raio de giracao
de cada fracdo eluida, sem a necessidade de calibracdo em comparacédo a padrbes
e suposicdes sobre a forma, permitindo, portanto, determinar com precisdo a
distribuicAo da massa molar e do raio de giracdo, assim como a conformacéo
molecular (ANDERSSON; WITTGREN; WAHLUND, 2003; WYATT, 1993).

1.1.5.3. Fracionamento por fluxo em campo de fluxo assimétrico

A técnica de fracionamento por fluxo em campo de fluxo assimétrico
(Asymmetrical Flow Field-Flow Fractionation — AF4) é uma subtécnica da grande
familia de técnicas analiticas de separacao que utilizam o principio, introduzido por
Giddings em 1966, de fracionamento por fluxo em um determinado campo (Field-
Flow Fractionation - FFF). Elas foram desenvolvidas especificamente para separar e
caracterizar macromoléculas, estruturas supramoleculares, coloides e particulas, ou
seja, amostras complexas. Elas sdo denominadas de acordo com o tipo de campo
aplicado, o qual atua sobre uma propriedade fisico-quimica especifica dos analitos
para promover a separacdo (MESSAUD et al., 2009). Campos tipicos incluem:
gradiente de temperatura (termal FFF fractionation), potencial elétrico (electrical
FFF), forca centrifuga (centrifugal FFF) e fluxos cruzados (symmetrical flow FFF e
asymmetrical flow FFF) (GIDDINGS, 1993; LESPES; GIGAULT, 2011; YOHANNES
et al., 2011).

A técnica de AF4 foi introduzida em 1987 por WAHLUND e GIDDINGS e é a
mais difundida atualmente dentre as técnicas de FFF (YOHANNES et al., 2011). Ela
€ capaz de fracionar amostras sobre uma ampla faixa de tamanho (de
aproximadamente 2 nm a 50 um de diametro) e de peso molecular (102 a 10 g/mol)
e tem a vantagem de poder ser acoplada a diversos detectores (RUNYON; ULMIUS;
NILSSON, 2014). Nesse sentido, quando EDL e MALLS sao utilizados em linha ao
equipamento de AF4, é possivel realizar uma caracterizacdo mais completa das

formulacbes nanoestruturadas, obtendo-se informacdes sobre a dispersdo de
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tamanho e a forma das particulas (EHRHART; MINGOTAUD; VIOLLEAU, 2011;
MATHAES et al., 2013; TILL et al., 2014).

Espessura do canal superior do
(estabelecida } canal
pelo espagador)™~* Injecdo + focagem da Focagem da Eluigdo
‘ amostra amostra (fluxo aplicado através do canal)
/ 1) t; =0min 2)t, =xmin 3) t; = x+y min
» during At;=x min during At,= y min during Aty=2z r:in

detector

Perfil de velocidade
parabdlica do
Transporte

fluxo do canal Tempo de elui¢do

Cross-flow
(campo perpendicular

Muro de acumulagédo
(membrana + cerdmica)

Figura 13: llustracdo de um canal de separagdo em um equipamento de fracionamento por fluxo em
campo de fluxo assimétrico, simulando os passos e pardametros envolvidos em uma andlise de

caracterizagdo de particulas. Redesenhada e adaptada de: GIGAULT et al., 2014.

A figura 13 é uma representacdo esquematica do canal de separacao do
equipamento de AF4, formado por duas placas paralelas separadas entre si pelo
espacador (que pode ter sua espessura entre 100 e 500 um) e pela membrana
(chamada de muro de acumulacao). A placa inferior € composta por uma ceramica
porosa e, portanto, permeavel, sobre a qual a membrana é colocada; acima dela
esta o espacador e por ultimo a placa superior, impermeavel, o que faz com que o
campo dentro do canal tenha a caracteristica assimétrica. Basicamente, 0 processo
da separacédo se da pela seguinte forma: o liquido carreador, que entra no canal por
uma das extremidades através da bomba tip flow, se divide em dois fluxos: um
longitudinal, o qual percorre todo o canal levando as particulas injetadas para os
detectores (chamado fluxo do canal), e um perpendicular a este, o cross-flow, que
sai do canal através de toda a superficie da membrana pela acdo da bomba cross-

flow. Assim, o fluxo resultante dentro do canal adquire um perfil parabdlico, com
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velocidade maior no centro do canal e préxima a zero nas extremidades (na
superficie da membrana e da placa superior). A forca de succdo da bomba cross-
flow puxa as particulas injetadas para a superficie da membrana. Essas particulas
sofrem, em seguida, uma difusdo de retorno para o centro do canal. Quando elas
atingem o equilibrio, zonas de concentracdo sdo formadas, com espessuras e
alturas definidas, as quais sao correlacionadas ao coeficiente de difusdo das
particulas. Como resultado, uma vez que particulas menores se difundem mais
facilmente, quando as forcas dos fluxos entram em equilibrio, elas sédo posicionadas
nas regides onde a velocidade do fluxo dentro do canal é maior, sendo, portanto,
eluidas primeiramente. Ja as particulas maiores se difundem menos, ficando mais
proximas do muro de acumulacdo, em zonas onde as linhas de fluxo possuem baixa
velocidade, o que resulta em uma eluicdo tardia dessas particulas (FRAUNHOFER
et al., 2004; JOHN; LANGER, 2014; WAHLUND; GIDDINGS, 1987). Assim, 0 tempo
de retencdo no canal sera diretamente relacionado ao coeficiente de difusdo e,
portanto, ao diametro hidrodindmico dessas particulas, conforme a teoria de
fracionamento FFF (FRAUNHOFER et al.,, 2004; GIDDINGS, 1993; WAHLUND;
GIDDINGS, 1987) e equacéao abaixo.

2kTV,
dy = ——— & )
anVew<ty
Onde:
dn = Diametro Hidrodindmico
k = Constante de Boltzmann
T = Temperatura
Vo = Volume de retengao de um componente néo retido
n = Viscosidade do liquido carreador

Ve = Volume de retencdo de um componente retido

w? = Espessura do canal

—t+
(=)
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Tempo de retencdo de um componente da amostra nao retido

—
=
1

Tempo de retencdo de um componente da amostra retido
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1.1.5.4. Potencial Zeta

O potencial zeta, ¢, € uma medida indireta do potencial elétrico na superficie
de uma particula em suspensdo em um fluido aquoso. A carga da superficie de
particulas coloidais € equilibrada por contra-ions ligados a superficie da particula,
formando uma densa camada, denominada camada de Stern ou Helmholtz.
Externamente a essa camada, forma-se outra camada de contra-ions, mais frouxa,
chamada camada difusa. Nessa camada, por sua vez, existe um limite teérico dentro
do qual os ions ai presentes se movem junto com a particula, enquanto os ions mais
distantes, fora desse limite, chamado plano de cisalhamento, ndo se movem com a
particula. O potencial elétrico que existe nesse plano de cisalhamento, ou seja, na
interface da dupla camada formada pelos contra-ions é denominado potencial zeta
(BHARTI, 2012). Diferentemente do tamanho ou do peso molecular, o potencial zeta
€ uma propriedade envolvendo ndo somente as particulas em si, mas também o seu
ambiente, isto €, o pH do meio, a forca i6bnica e até mesmo o tipo de ions em
suspensao (XU, 2008). Tem sido usado por mais de um século como um parametro
basico no controle da estabilidade das suspensfes coloidais, independente da
natureza das suas particulas, se organicas ou inorganicas (USKOKOVIC et al.,
2011). Ele ndo pode ser medido diretamente, mas pode ser calculado a partir da
mobilidade eletroforética das particulas, que, por sua vez, pode ser determinada
aplicando-se um campo elétrico; particulas carregadas, suspensas no eletrdlito,
migrardo para o eletrodo de carga oposta (BHARTI, 2012). Além disso, a velocidade
com que as particulas se movem nesse percurso esta relacionada com o seu
conteudo de carga. Assim, particulas que se movem rapidamente sdo mais
carregadas que aquelas que se movem lentamente e essa medida da velocidade do
movimento direcionado (cinética) das particulas, submetidas a um campo elétrico, é
realizada através da técnica de anemometria do laser Doppler associada a

microeletroforese.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito das caracteristicas de superficie de nanocapsulas poliméricas
e das doses poliméricas empregadas sobre as concentracdes plasmaticas e
hepéticas dessas particulas apdés administragdo por via intravenosa em
camundongos, visando determinar os limites de saturacdo do sistema fagocitario

mononuclear e o uso de doses seguras para utilizacdo endovenosa.

2.1. Objetivos Especificos

v Caracterizar as preparacbes de nanocapsulas de PLA com diferentes
caracteristicas superficiais: NC PLA; NC PLAPEG; NC PLAQUI 0,1% e PLAQUI

0,25% utilizando diferentes técnicas.

v Determinar a porcentagem de encapsulacao e a eficiéncia de encapsulacao

do marcador fluorescente utilizado como tracador biolégico das particulas.

v Determinar as concentracfes plasmaticas e hepaticas das NP apo6s 20
minutos da administracdo intravenosa das diferentes formulagdes e avaliar o efeito

das modificacBes superficiais.

v Analisar o efeito das doses poliméricas sobre a capacidade de saturacdo do
SFM.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Foram utilizados os seguintes polimeros e compostos: poly(D,L-lactideo) (PLA
PM ~75.000-120.000 Da), quitosana de baixo peso molecular (QUI) (CAS 9012-76-4,
75 a 85% desacetilada), AICIPc (cloro (29H, 31H-ftalocianato) de aluminio), ZnPc
(Ftalocianina de Zinco) e Poloxamer (Pluronic® F68) que foram fornecidos pela
Sigma-Aldrich. O monometoxi-polietilenoglicol-bloco-polilactideo (PLA 61.000 Da e
bloco PEG 5000 Da) (PLA-PEG) foi gentiimente doado pela Alkermes (EUA). O
Miglyol® 810N (triglicerideos do &cido caprico/caprilico) foi adquirido da Hulls
(Alemanha). A lecitina de soja (~ 70% de fosfatidilcolina) (Epikuron 170®) foi doada
pela Lucas Meyer, Franca. Os seguintes solventes e reagentes foram utilizados;
etanol grau CLAE (VETEC, Brasil), acetato de etila PA (Synth, Brasil), acetona grau
CLAE (Sigma Aldrich), acetonitrila grau CLAE (J.T.Baker), metanol grau CLAE
(Sigma Aldrich), dimetilformamida grau CLAE (VETEC, Brasil), dextrose PA (Synth,
Brasil), fosfato de s6dio monobasico PA (Synth, Brasil), fosfato de sodio dibasico PA
(Synth, Brasil), bicarbonato de sdédio PA (Synth, Brasil), cloreto de sodio PA (Synth,
Brasil). A agua de qualidade ultrapura MilliQ foi purificada no sistema

Symplicity/System 185 (Millipore®) e usada em todos os experimentos.

3.2. Métodos
3.2.1. Preparo das nanocapsulas

As suspensbes de NC contendo AICIPc, um marcador fluorescente para
rastreamento das particulas nos estudos in vivo, foram preparadas meétodo de
nanoprecipitagdo, também denominada técnica de deposi¢do interfacial de um
polimero pré-formado seguido pela evaporagédo do solvente. Este método foi descrito

por FESSI et al., em 1989, e esta esquematizado na Figura 14.
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Agitagdo 10’ Evaporagio

Figura 14: Representacdo esquematica das etapas da preparacdo das nanoparticulas (NP). (1)
Todos os componentes da fase orgénica (FO) sdo colocados sob agitagdo moderada até completa
solubilizagdo. (2) A solugdo aquosa, contendo ou nao o tensoativo hidrofilico e demais componentes
de fase aquosa (FA) também é mantida sob agitagdo. (3) A solu¢do orgéanica é vertida na solugao
aquosa, que é mantida sob agitagdo por 10 minutos para garantir a total dispersdo das fases e
deposicao do polimero na interface. (4). Os solventes e 0 excesso de 4gua sao evaporados a pressao
reduzida e em banho-maria a 40 °C (5).

Breves modificacbes no método descrito por Fessi foram realizadas no
presente trabalho. Para as NC de PLAPEG ndo foi necesséario adicionar o
surfactante (poloxamer) a fase aquosa, visto que o bloco de PEG copolimerizado ao
PLA, de acordo com MOSQUEIRA et al. (2001b), ja exerce a funcdo de reducao da

tensdo superficial e estabilizacédo estérica na interface.

Por serem requeridas massas muito pequenas de AICIPc para o preparo das
formulacdes, e sendo esta substancia altamente sollvel em etanol e pouco soluvel
em acetona, optou-se por utilizar solu¢cdes etandlicas concentradas do referido
marcador (solucbes estoque), aliquotando-se o volume correspondente a massa
desejada. Para as NC de PLA e PLAPEG utilizou-se uma solucdo etandlica
contendo 0,2 mg/mL de AICIPc, enquanto para as NC PLAQUI foi necessario utilizar
uma solucdo estoque de concentracao igual a 1,0 mg/mL, utilizando-se assim o
menor volume possivel de etanol nessas formulagbes para evitar que a quitosana

precipitasse, conforme observado por Oliveira (2009).

Uma nanoemulsdo (NE) de AICIPc também foi preparada pelo método de
nanoprecipitacdo, seguindo a mesma formula da NC PLA, retirando-se apenas o
polimero da composicdo. Essa formulacédo foi utilizada nos testes in vivo, como
sendo um controle do comportamento bioldgico das particulas testadas, na auséncia
da parede polimérica. A Tabela 1 apresenta as quantidades de cada constituinte
requerido para a producdo da NE e das NC.
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Tabela 1. Relacdo dos constituintes e suas quantidades necessdarias ao preparo das diferentes
formulactes

Formulacao
Constituintes PLA | PLAPEG| PLAQUI 0,25%" PLAQUI 0,1%" NE
Polimero (mg) 48 60 20 (PLA) 20 (PLA) -
Epikuron® (mg) 60 60 - - 60
Acetona (mL) 12 16 32 32 12
Fase
Organica AICIPc (mg) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Miglyol® (uL) 200 200 200 200 200
lEtanol (mL) 12 16 - - 12
2Quitosana (mg) - - 20 8 -
Fase .
Aquosa Pluronic® (mg) 60 - 60 60 60
3Agua (mL) 48 64 64 64 48
Volume FNinaI (apos 8 8 8 8 8
evaporacdo em mL)
Concentracdo Polimérica 6 75 5 3,5 i
(mg/mL) ’ (2,5PLA:2,5QUI) | (2,5 PLA:1,0 QUI)
Concentracéo Teorica AlCIPc 01 01 01 0.1 0.1
(mg/mL)

#Concentracdo de quitosana na formulacdo em p/v (essa nomenclatura serd utilizada em todo o
trabalho); los valores descritos correspondem a quantidade total de etanol que contém na fase
organica. Considerando o volume de solugédo estoque de AICIPc que é adicionado a essa fase, o
restante de etanol foi inserido em quantidade suficiente para (g.s.p.) 0 volume mencionado; sabendo-
se que a quitosana somente é sollvel em solu¢des aquosas de acidos fracos diluidos, preparou-se
uma solucéo estoque de concentragdo igual a 1 mg/mL em &cido acético 0,1M e utilizou-se o volume
correspondente a massa de quitosana desejada; 2os valores descritos correspondem ao volume total
de liquido da fase aquosa; para as formulagdes de quitosana, a agua foi adicionada em qg.s.p. o

volume mencionado, ou seja, descontando o volume de solucdo estoque de quitosana utilizado.

Para a preparacdo das NC de PLA, a fase organica foi constituida de 12 mL
de uma solucao estoque de PLA dissolvido em acetona (concentracao = 4,0 mg/mL),
60 mg de Epikuron 170® solubilizado em 8 mL de etanol, 200 yL de Miglyol® 810N e
4 mL de uma solugdo estoque de AICIPc 0,2mg/mL em etanol. A fase aquosa
consistiu de um volume de 48 mL de Agua acrescidos de 60 mg de Pluronic® F68.
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Dessa forma, foi mantida a proporcao de 1 volume de fase organica para 2 volumes
de fase aquosa (24:48). O solvente foi evaporado até um volume final de formulacéo
de 8 mL em rotaevaporador Blichi-R3 (Sui¢a). Portanto, a concentracdo polimérica
final na formulacéo foi de 6 mg/mL e a concentragdo teorica da AICIPc foi de 0,1

mg/mL.

Para a preparacao das NC de PLAPEG, a fase organica foi constituida de 60
mg do polimero PLAPEG, 60 mg de Epikuron 170® solubilizado em 12 mL de etanol,
200 uL de Miglyol® 810N, 16 mL de acetona e 4 mL de uma solucéo estoque de
AICIPc 0,2mg/mL em etanol. A fase aguosa consistiu de 64 mL de agua. Também foi
mantida a proporcéo de 1 volume de fase organica para 2 volumes de fase aquosa
(32:64). E novamente o solvente foi evaporado até um volume final de formulacédo de
8 mL em rotaevaporador Blichi-R3 (Suica). Portanto, a concentracdo polimérica final
na formulacdo foi de 7,5 mg/mL e a concentracdo tedrica da AICIPc foi de 0,1

mg/mL.

As NC de PLAQUI 0,25% foram preparadas pelo mesmo procedimento
descrito por Oliveira (2009) e apresentado a seguir. Ja as NC PLAQUI 0,1% tiveram
a quantidade de quitosana na fase aquosa reduzida em 60% do valor presente na
NC PLAQUI 0,25%, ou seja, retirando-se 1,5 mg de quitosana/mL de formulacéo
final. Na formulacdo PLAQUI 0,25%, a fase orgéanica consistiu de 5 mL de uma
solucéo estoque de PLA em acetona (concentragdo = 4mg/mL), 200 uL de Miglyol®
810N, acrescentou-se mais 27 mL de acetona e 800 pyL de uma solucéo estoque de
AICIPc em etanol (1 mg/mL). Na fase aquosa, 50 mL de solugdo estoque de
guitosana em &cido acético 0,1M (0,4 mg/mL) foram adicionados a 14 mL de agua
contendo 60mg de Pluronic® F68. A relacédo de fase oleosa/fase aquosa de 1:2 foi
mantida (32:64). O volume final, apds evaporacdo dos solventes foi de 8 mL. A
concentracédo final dos polimeros foi 2,5 mg/mL de PLA e 2,5 mg/mL de QUI, e de
AICIPc foi 0,1 mg/mL. Ja a formulacdo PLAQUI 0,1% diferiu da anterior somente na
guantidade de quitosana utilizada (8 mL de uma solucdo estoque em acido acético
0,1M de concentracao igual a 1,0 mg/mL). As propor¢cdes de fase organica/aquosa
foram mantidas (32:64) e apds a evaporagdo dos solventes, também para um
volume final de 8 mL, as concentra¢@es finais dos polimeros PLA, QUI e da AICIPc

foram, respectivamente: 2,5 mg/mL 1,0 mg/mL e 0,1 mg/mL.
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Para a realizacéo dos estudos in vivo contemplando doses poliméricas a partir
de 40 mg/kg foi necessario concentrar as formulacfes, evaporando-as, na etapa
final, para um volume 4 vezes menor que o volume originalmente usado no preparo
para as NC de PLA, PLAPEG, PLAQUI 0,25% e para a NE; e 9 vezes menor para as
NC PLAQUI 0,1%. Desta forma, foi possivel avaliar essas doses poliméricas em um
volume maximo de injecdo de 300 L. Para o preparo das formulacfes concentradas
de NC PLA, NC PLAQUI 0,25% foi necessario manter a concentracdo final de
AICIPc igual a 0,1mg/mL. Ou seja, a relacdo de massa de AICIPc adicionada por
massa de polimero teve que ser reduzida, pois as particulas aglomeravam a medida
em que a agua da formulacdo era evaporada até o volume requerido para a
concentracdo polimérica desejada. J& para as formulagcbes de NC PLAPEG e NC
PLAQUI 0,1%, as quantidades dos reagentes foram mantidas, uma vez que 0
processo de concentracdo das formulagcdes ndo comprometeu a estabilidade das
particulas. Para a formulacdo de NE concentrada, seguiu-se 0 mesmo procedimento
de preparo da NC PLA, mantendo a concentragao final de AICIPc igual a 0,1 mg/mL.
Todo o procedimento foi realizado ao abrigo de luz, uma vez que o marcador

fluorescente, AICIPc, é fotossensivel.

3.2.2. Caracterizacéao fisico-quimica das nanocapsulas

3.2.2.1. Determinacé&o do tamanho e do indice de polidisperséo por EDL

O tamanho médio das NP (diametro hidrodindAmico médio) e o indice de
polidispersdo das suspensdes foram determinados por EDL, utlizando o
equipamento Nano Sizer série Nano ZS (Malvern, UK), no modo de leitura back
scatter signal (Angulo de 173°). As amostras foram diluidas em agua MilliQ (2 pL de
suspensao de NC para 4,0 mL de agua) e 3 leituras, de aproximadamente 12-17
medidas em cada, foram efetuadas sobre cada diluicdo. Os resultados obtidos foram
expressos como média + desvio padrdo. Conforme estabelecido para as técnicas de
EDL e pelo fabricante, indices de polidisperséo inferiores a 0,3 correspondem a

amostras monodispersas.
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3.2.2.2. Determinacao da carga de superficie (potencial zeta)

O potencial zeta () foi determinado pela técnica de microeletroforese
associada a anemometria de laser Doppler (ALD), utilizando o equipamento
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK). As amostras foram analisadas
diluindo-se 2 pL da suspensdo de nanoparticulas em 3000 pL de agua
ultrapurificada MilliQ®. Essa diluicdo foi adequada para a realizacdo das medicdes,
certificadas por um laudo dado pelo equipamento apds cada leitura: “results meets
quality criteria”, ou seja, satisfazendo os critérios de qualidade para uma boa leitura
em termos de contagem de numero de particulas e auséncia de agregados
macroscopicos (dust). Trés leituras da mesma amostra, de 12-17 corridas cada,
foram realizadas pelo equipamento e os resultados obtidos foram expressos como

meédia + desvio padrao.

3.2.2.3. Caracterizacdo de tamanho e forma por fracionamento em campo de
fluxo assimétrico (AF4).

As distribuicdes de raio de giracéo e de raio hidrodinAmico das particulas nas
diferentes formulacdes foram caracterizadas, simultaneamente, utilizando a técnica
de AF4 acoplada aos detectores de UV, EEL (MALLS) e EDL. Para isso, foi utilizado
um fracionador Postnova Analytics AF2000 MT acoplado ao detector de radiacao
ultravioleta, modelo PN3211 (A: 260 nm), ao detector de MALS, modelo PN 3621, e,
por ultimo, ao detector de EDL Malvern Zeta Sizer Nano ZS (programado para
aquisicdo de dados em cada 3 segundos) todos em linha. O AF4 foi programado
para o0 modo de amostragem automatica, e o canal de separacao foi montado com
uma membrana de celulose regenerada, permeavel a substancias de massa molar
inferior a 5 kDa (Postnova), e um espacador de formato trapezoidal e espessura de
350um. Em todas as analises, a agua Milli-Q foi filtrada em membrana 0,1 um
(MerckMillipore) e utilizada tanto como liquido carreador, como para a diluicdo das
amostras até a concentracdo adequada (Tabela 2). As bombas tip flow, focus flow e
cross flow foram programadas de modo que o fluxo resultante, de saida para os
detectores, fosse igual a 0,5 mL/min durante toda a corrida, pois fluxos maiores
impedem leituras corretas por EDL. Basicamente, 0 processo de separacdo das

particulas se da em duas etapas: o passo de injecdo e focagem da amostra



no canal, no qual todas as bombas entram em operacéo; e o passo de eluicdo da amostra, em que a cross flow governa as taxas

de fluxo em operacdo com a tip flow atuando de forma sincronizada. A Tabela 2 apresenta as condi¢cdes de fluxo adotadas em

cada método de fracionamento, aplicado a cada formulacéo.

Tabela 2: Métodos de fracionamento das NP.

~ | Volume
Formulacéo Concentragao de Passo de Focagem da Amostra Passo de Eluicdo da Amostra
da Amostra T
Injecao
S . 5Decaimento da bomba cross flow
!Fluxo de inje¢do (mL/min) 0,3 (Cross-Flow Rate) (mL/min)
2 iniacs i 25
3F] Te;npfo g |nje<;a0L§m?n) ;(7) g 2,0 2,5 por 2’ (constante)
NCPLA | 0,600 mgimL | 5L uxo de focagem (mL/min) 2.7 | 3 15 2.5 0,5 em 3’ (power 0,2)
*Fluxo cruzado (mL/min) 2,5 | z 10 0,5 — 0,1 em 15’ (power 0,5)
- . - E 0,5 ) ’ p ’
Tempo de transi¢éo (min) 1,0 | g 00 0,1 — 0,0 por 30’ (linear)
. . © "% 10 20 30 40 50 ’ ’
Tempo total de corrida (min) 52,0 tempo (min)
L . 5Decaimento da bomba cross flow
!Fluxo de injecdo (mL/min) 0,3 (Cross-Flow Rate) (mL/min)
2Tempo de inje¢do (min) 1,0 | _ 20
NC 3 : €15 :
DLAPEG 0,382 mg/mL 20 uL Fluxo de focagem (mL/min) 2,2 E 2,0 —» 1,0 em 10’ (power 0,8)
“Fluxo cruzado (mL/min) 2,0 | = 10 1,0 — 0,0 em 5’ (power 0,4)
= 05
*Tempo de transi¢do (min) 1,0 | & 00 0,0 por 10’ (constante)
Tempo total de corrida (min) 27,0 ’ t1e[|)'np0 (mizr?) *
S . %Decaimento da bomba cross flow
!Fluxo de injecdo (mL/min) 0,2 (Cross-Flow Rate) (mL/min)
NC PLAQUI 10pLe 2Tempo de injecdo (min) 3,0 10
0 s’
0,25% 0,250(;ng/mL 50 L, SFluxo de focagem (mL/min) 1,3 E 1,0 — por 0,2’ (constante)
e PLAQUI 0,175 mg/mL | respec. “Fluxo cruzado (mL/min) 1,0 ‘2’0'5 1,0 — 0,1 em 50’ (power 0,2)
9 2
0,1% 5Tempo de transicdo (min) 0,2 2 0,1 por 10’ (constante)
G 0,0

Tempo total de corrida (min) 63,4

"0 10 20 30 40 50 60 70




6Decaimento da bomba cross flow

L . .
Fluxo de injecdo (mL/min) 0,3 (Cross-flow Rate) (mL/min)

Equivalente a 2Tempo de injegdo (min) 1,0 | _ 20

0,3 mg/mL de 3Fluxo de focagem (mL/min) 2,2 E1s
NE 20 uL — E 2,0 > 0,3 em 30’ (power 0,5
NC de PLA “Fluxo cruzado (mL/min) 2,0 | 2 10 (p )
- : =05 0,3 — 0,0 em 20’ (power 0,4)

°Tempo de transi¢do (min) 1,0 | 3 0o

(]

Tempo total de corrida (min) 52,0

]

10 20 30 40 50
tempo (min)

1) Fluxo de injecao: fluxo gerado pela bomba Tip flow e sobre o qual a amostra € injetada no canal de separac¢é@o. 2) Tempo de inje¢éo:
tempo gasto para que a amostra seja completamente injetada no canal de separacgéo. 3) Fluxo de focagem: fluxo bidirecional que é operado
pela bomba Focus flow enquanto a amostra é injetada no canal pela Tip flow, de forma a concentra-la em uma pequena regido,
anteriormente ao inicio da separacédo, para evitar alargamentos de pico, devido a difusdo lateral das particulas, e formando uma camada de
espessura média de particulas pelo encontro com o fluxo de injecdo. 4) Fluxo cruzado (Cross flow): fluxo que sai perpendicularmente do
canal de separacao pela bomba Cross flow e que durante o passo de focagem é constante. 5) Tempo de transicdo: tempo em que as
véalvulas das trés bombas sdo comutadas para alternar os fluxos das mesmas para, na sequencia, iniciar a separa¢éo. A Focus flow tem seu
funcionamento reduzido a zero, enquanto a Tip flow passa a operar com o fluxo total que entra no canal, anteriormente dividido pela Tip e
pela Focus. O fluxo da Cross flow ainda permanece constante nessa etapa. 6) Decaimento da bomba Cross flow (Cross-flow Rate): reducéo
controlada da velocidade de fluxo (vazédo) da bomba Cross flow, ao longo do tempo estabelecido no método, e que efetivamente promove o

fracionamento das particulas no interior do canal. Essa reducdo pode ser um decaimento linear do fluxo da referida bomba ou um

decaimento exponencial (power).
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3.2.2.4. Determinacdo da porcentagem e eficiéncia de encapsulacdo do

marcador fluorescente nas formulacdes

3.2.2.4.1. Condic¢des de quantificagédo da AICIPc por CLAE

A quantificacdo da AICIPc nas amostras foi realizada empregando-se um
método analitico por CLAE acoplada a detector de fluorescéncia (FLU), descrito por
Oliveira (2009) com pequenas modificacdes. Foi empregada uma pré-coluna
Phenomenex® cartucho Gemini NX C18 4 x 3.0 mm, modelo AJ0-8368-S, para evitar
o rapido desgaste da coluna, uma Thermo Scientific™ Hypersil™ BDS C18 5 um, de
250 x 4,6 mm. A fase movel foi composta da mistura: metanol e dimetilformamida
(DMF), na proporgéo 85:15 (v/v), filtrada em membrana FHLC com 47 mm de
diametro e poro de 0,45 um (Millipore®), e degaseificada em banho ultrassénico por
10 minutos. O sistema (Waters Alliance 2695) foi programado para um fluxo de 0,8
mL/min, temperatura de 30°C, volume de inje¢cdo das amostras de 10 uL e tempo de
corrida de 7 minutos. Os comprimentos de onda de excitacdo e emissao, adequados
para a deteccdo do marcador fluorescente, AICIPc, foram 610 e 675 nm,

respectivamente, e o detector utilizado um Waters modelo 2475.

3.2.2.4.2. Preparo das amostras

Todo o procedimento foi seguido conforme Oliveira (2009) e ao abrigo de luz.
Uma curva analitica foi injetada anteriormente as amostras para que a concentracao
do marcador fluorescente, presente nas mesmas, fosse calculada utilizando a
equacao da reta entdo obtida. A curva foi preparada a partir de diluicoes seriadas de
uma solugédo estoque de AICIPc em etanol (concentragdo igual a 100 pug/mL) até a
obtencéo de oito padrdes de calibracdo, de concentracéo 0,025; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0;
2,0; 4,0 e 5,0 pg/mL. Cada um desses padrdes de calibracdo foi injetado trés vezes.
A média das areas correspondentes a cada concentracéo foi utilizada para construir

o grafico e determinar a equacéo da reta de linearidade.

A porcentagem de encapsulacdo é a quantidade percentual de marcador
associado as NC em relacéo ao total do marcador presente na suspensao coloidal.
O seu célculo foi realizado pela diferenga entre a concentracdo total de AICIPc na

suspensao coloidal apos a filtracdo (Figura 15-1I) e a concentracdo solUvel ndo
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encapsulada (quantidade soluvel livre, dissolvida na fase aquosa e representada
pelo ultrafiltrado, figura 15-V), dividido pela concentracédo total na formulacdo apos a

filtrag&do (Figura 15-11), conforme a equacao 1:

%% Encapsulagéo = (CTotaI () - g Uttrafiltrado 0/)) x 100 (1)
CTotaI (1
0 Q) (1 (v) )
[ ==
Filtragc&o em 400 yL de Ultrafiltragao / .
. Ultrafiltrado
— 0,8 ym - Amostra de NC Centrifugacgao
L o C—) C—) C—)
- Iﬂ .
\f \v' Amicon 0,1 ym 500 g / 30 min —
AICIPc associada . ,
AICIPc Total 35 NC + AlCIPG livre AICIPc Livre Solavel
na fase aquosa
externa

Figura 15: Representacdo esquematica das dosagens de AICIPc realizadas nas formula¢des de NP
para determinacéo da porcentagem de encapsulacéo e eficiéncia de encapsulacéo.

Dessa forma, para calcular a concentracao total de AICIPc (ndo precipitada)
na amostra (C™® em mg/mL), a suspensdo de NC foi previamente filtrada em filtro
de seringa 0,8 um (Durapore Millipore®) para a remocédo da quantidade de AICIPc
precipitada. Em seguida, uma aliquota de 25 puL do material filtrado foi adicionada a
625 pL de uma mistura de etanol:acetonitrila (50:50) em tubo eppendorf®, que foi
levado ao voértex por 5 min e, posteriormente, submetido a centrifugacéo a 500xg por
30 minutos. Esse procedimento rompeu as nanocapsulas, liberando o marcador
encapsulado na solugdo. O sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa de PVDF
0,45 pum e 10 pL foram injetados no cromatdgrafo para a quantificacdo. Todo o
procedimento foi realizado em duplicata.

Para determinar a concentracdo de AICIPc soltvel na fase aquosa externa, ou
seja, a fracdo livre (CY'rfirado (V) em mg/mL), 400 uL da amostra filtrada foi colocada
em um dispositivo AMICON (Millipore®) de 0,1 ym (Figura 15-111). Este, por sua vez,
foi levado a centrifugacdo a 500xg por 30 minutos (Figura 15-1V), de maneira que

toda AICIPc associada as NC ficasse retida na parte superior do dispositivo,



54

passando através da membrana somente a quantidade soluvel na fase aquosa
externa da suspensao (ultrafiltrado, figura 15-V). Entdo a 25 pL do ultrafiltrado foram
adicionados 100 pL da mistura etanol:acetonitrila (50:50). Agitou-se a mistura em
voértex, por 15 min, e centrifugou-se a 500xg, por 15 min. A solucdo resultante foi
filtrada em membrana PVDF 0,45 um e 10 pL foram injetados no cromatégrafo. Todo

o procedimento foi realizado em duplicata.

A eficiéncia de encapsulacdo é a determinagcdo do rendimento do processo
de encapsulacdo como um todo. E a percentagem de AICIPc efetivamente
associada as NC sobre a quantidade total colocada na formulacdo (expressa pela
concentracdo tedrica de AICIPc na formulacdo em mg/mL). Dessa forma, esse
calculo deixa evidente as perdas que ocorrem durante todas as etapas de preparo
(por exemplo, perdas por precipitacdo do marcador), conforme explicitado na

equacao 2.

% Eficiéncia Encapsulagéo = (CTo@! (1) . CUltafilrado (V)) 100 (2)

CTotal pesada

3.2.3. Determinacéo das concentracGes plasmaticas e hepaticas de AICIPc

3.2.3.1. Animais

Camundongos Swiss fémeas, pesando entre 25 a 30 g, foram fornecidos pelo
Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) e
mantidos no biotério central da universidade, em salas climatizadas, com ciclos
padronizados de claro/escuro e com livre acesso a racdo e agua. O protocolo
experimental foi aprovado junto ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFOP (numero 2014/20) contemplando todos os experimentos, que seguiram as
normas do Conselho Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA).
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3.2.3.2. Delineamento experimental

O estudo foi conduzido utilizando-se, ao todo, 150 animais, dos quais 128
foram randomicamente divididos em 32 grupos de 4 animais. A tabela 3 contempla
todos os grupos e as doses avaliadas, em mg de polimero por quilograma de peso
de animal, para cada formulacdo. Antes da administracdo intravenosa, as
formulagBes foram diluidas em dextrose 5% de modo que o volume maximo de
liqguido administrado em cada animal fosse de 300 pL. Os demais animais foram
utilizados para a extracdo dos tecidos brancos (plasma e figado), necessarios para a
confeccdo das curvas analiticas para quantificacdo dos tecidos dos animais em

experimentagao.

Tabela 3: Divisdo dos grupos de animais e doses avaliadas para cada formulagéo.

~ Doses avaliadas (mg de polimero/kg de peso do animal)
Formulacéao
3 12 24 40 80 100 120 160

NC PLA X X X X X X

NC PLAPEG X X X X X

NC PLAQUI 0,1% X X X X X X

NC PLAQUI 0,25% X X X X X X X

NE X X X X X X

As células marcadas com o “x” na cor preta correspondem as doses de cada formulagdo em que os

experimentos foram realizados satisfatoriamente; aquelas marcadas com o “x” em vermelho
correspondem aos grupos em que a dose administrada foi letal aos animais e as células na cor cinza

correspondem as doses que ndo foram avaliadas para uma determinada formulacéo.

Para a administracdo da formulacdo de NC PLAQUI 0,25% nas doses de 3,
12 e 24 mg/kg foi necesséario neutralizar a formulacdo imediatamente antes da
administragcdo nos animais, adicionando bicarbonato de sodio 1M gota a gota até
gue o pH estivesse entre 6,8- 6,9; para as doses a partir de 40 mg/kg foi necessario
dialisar a formulacdo até obtencdo da mesma faixa de pH citada. N&o foi possivel
proceder como anteriormente, uma vez que a quantidade de bicarbonato requerida
nessas situacdes era muito alta e as particulas agregavam quase instantaneamente
apos sua adicdo. Para a formulacdo de NC PLAQUI 0,1% até a dose de 80 mg/kg foi
possivel neutralizar o pH com bicarbonato. A partir dai, também foi necessario
dialisar a formulacdo. Esses procedimentos de neutralizar e dialisar essas duas

formulagBes foram necessarios devido ao fato de ambas possuirem o pH levemente
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acido (entre 4 e 5), decorrente do uso da solucdo estoque de quitosana em acido

acético glacial 0,1M durante o preparo das mesmas.

Todas as formulacGes foram filtradas em Millex HV 0,8 um (Millipore®) antes
da administracdo intravenosa. Foi considerado o peso médio dos animais de cada
grupo para os calculos das doses de polimero (mg/kg) a serem administradas. Apos
20 minutos da administracdo intravenosa das formulacdes pela veia caudal dos
animais, aproximadamente 1,0 mL de sangue foi retirado pelo sinus retro-orbital de
cada animal. Os camundongos foram, entdo, sacrificados por deslocamento cervical
e 0s seus Orgaos retirados, lavados em solucdo de PBS gelada, secos em papel de
filtro, para retirar o excesso da solucdo e de sangue, pesados e congelados a -80°C.
O sangue foi coletado em tubos heparinizados e entédo centrifugados por 10 min a
2500 rpm para separacao do plasma, que foi congelado a -80°C até o momento da

analise.

3.2.3.3. Método cromatogréafico bioanalitico para quantificacdo da AICIPc em
amostras de plasma e figado

O método bioanalitico por CLAE-FLU descrito por Oliveira (2009) foi utilizado
com pequenas modificacdes. Uma pré-coluna Phenomenex® cartucho gemini NX
C18 4 x 3.0 mm, modelo AJ0-8368-S, foi acoplada a coluna cromatografica, uma
Hypersil BDS C18 5 ym, de 250 x 4,6 mm, para protegé-la da rapida perda de
eficiéncia. A fase movel foi composta da mistura: metanol e dimetilformamida (DMF),
na proporcao 85:15 (v/v), filtrada em membrana FHLC de 47 mm de didmetro com
poro de 0,45 um (Millipore®), e degaseificada em banho ultrassénico por 10 minutos.
O sistema (Waters Alliance 2695) foi programado para um fluxo de 0,8 mL/min,
temperatura de 30°C, volume de inje¢do das amostras de 20 yL e tempo de corrida
de 14 minutos. O detector de fluorescéncia usado foi um Waters modelo 2475 nos
comprimentos de onda de excitacdo e emissao de 610 e 675 nm, respectivamente,
para a deteccédo da AICIPc e do padréo interno (PI), a ftalocianina de zinco (ZnPc).
Os tempos de retencéo obtidos para a AICIPc e a ZnPc foram aproximadamente 4,2

e 11 minutos, respectivamente.
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3.2.3.4. Extracao e quantificacdo da AICIPc das amostras de plasma

Todo o procedimento de extracdo da AICIPc nas amostras oriundas dos
plasmas foi realizado conforme descrito por Oliveira (2009). Para a confeccao das
curvas de calibracéo, utilizadas para quantificar as amostras de plasma dos animais,
solucdes padréo de trabalho de concentragdes igual a 150, 200, 400, 500, 800, 900
e 1000 ng/mL de AICIPc foram preparadas em etanol grau HPLC (a partir da diluicéo
de uma solucdo estoque etandlica de concentracdo igual a 10 pg/mL) e
armazenadas em freezer, a -20 °C, até utilizacdo das mesmas. Um “pool” de plasma
de animais que nao receberam as formulacdes (plasma branco) foi utilizado para o
preparo das curvas. Assim, 80 pL do “pool” foram transferidos para tubos de
microcentrifuga de 2,0 mL. Em seguida, foram adicionados, em cada um deles, 10
puL de cada solucédo padrédo de trabalho e, em todos eles, 10 pL de uma solucao
estoque de PI preparada em etanol (concentracdo de ZnPc igual a 5000 ng/mL),
conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4: Volumes e solugbes utilizadas para preparar os padrées de calibracdo para quantificagéo

de AICIPc em plasma de camundongos.

Curva de Calibracdo Método Bioanalitico

Quantificacdo de AICIPc em Plasma

Solugéo Padrédo de Calibracao
Volume de Sol | Volume (pL) ~ ~
Pd de Volume de Concentracéo Concentragéao
Pd de de Pl ZnPc . X
Trabalho Trabalho (uL) | (5000 ng/mL) Plasma (L) Final de ZnPc Final de AICIPc
(ng/mL) H 9 (ng/mL) (ng/mL)
150 10 10 80 500 15
200 10 10 80 500 20
400 10 10 80 500 40
500 10 10 80 500 50
800 10 10 80 500 80
900 10 10 80 500 90
1000 10 10 80 500 100

A Ultima coluna, concentracgédo final de AICIPc, mostra a faixa de concentracdo para a construgdo da
curva de calibragdo injetada no cromatografo, considerando as etapas de extracdo, evaporagdo e

reconstituicdo dos padrdes de calibracéo.

Os tubos foram agitados em vortex, por 15 segundos, e 500 pyL de acetato de etila
foram adicionados logo em seguida para iniciar a extragdo. As amostras foram,

entdo, agitadas em vortex, por 10 minutos, e centrifugadas a 9300 x g, também por
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10 minutos. A camada superior foi retirada e armazenada em outro tubo. Mais dois
passos de extracdo com 500 pL de acetato de etila, vortex por 10 minutos e
centrifugacéo a 9300 g foram realizados. O “pool” das camadas orgéanicas coletadas
foi, entdo, evaporado até secura em dessecador submetido a vacuo. As amostras
foram reconstituidas em 100 pL de fase mével (MeOH:DMF 85:15), agitadas por 20
minutos em vértex, centrifugadas a 9300 x g por 10 minutos e filtradas em Millex®LH
(0,45 pm, 4mm) diretamente para vial de polipropileno com insert, que foi levado ao
cromatografo para quantificagdo. Uma vez que as ftalocianinas séo fotossensiveis,
todas as etapas do procedimento (extracdo, evaporacdo e reconstituicdo) foram
realizadas ao abrigo da luz.

A extragdo dos plasmas dos animais deu-se da mesma forma descrita para a
curva de calibracéo; partindo de amostras de 80 puL contaminadas com 10 pL de PI.
Entretanto, para algumas das doses avaliadas e em algumas formulacdes, apos a
reconstituicdo da amostra com os 100 pL de fase movel foi necessério realizar uma
diluicdo, de maneira que as &reas dos picos ficassem compreendidas entre o limite
de quantificacdo inferior e o superior da curva de calibracdo. Para calcular a
porcentagem de fluorescéncia detectada em relacdo a administrada, quantificou-se o
total de AICIPc presente no volume administrado de cada formulacdo, conforme o
procedimento descrito no item 2.2.4. Além disso, foi considerado que o volume total
de plasma em cada camundongo Swiss equivale a 4,5% do seu peso corporal
(JACOBY; FOX, 1984).

3.2.3.5. Extracdo e quantificacdo da AICIPc das amostras de figado

FracOes de figado de animais que néo receberam as formulag¢des (0,2 g de
figado branco) foram colocadas em tubos de microcentrifuga de 2,0 mL nos quais se
adicionou 0,5 mL de PBS (pH 6,5). Os tecidos foram, enté&o, triturados em banho de
gelo, em um processador ultrass6nico contendo uma sonda metélica e haste de
titanio, modelo Vibra Cell™ VC750 300W, configurado com a amplitude de 40% e 20
segundos de operacdo por amostra. Foram transferidos 80 yL dos homogenatos
resultantes para outros tubos de microcentrifuga e adicionados 10 yL de solugao
estoque de Pl (ZnPc 5000 ng/mL) e o volume de solucdo estoque de AICIPc (1000
ng/mL) correspondente a obtencdo de cada padrao de calibracéo (7.5, 9, 10, 20, 30,

40 e 50 yL), conforme a apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5: Volumes e solucgdes utilizadas para preparar os padrdes de calibracdo para quantificacdo

de AICIPc em figado de camundongos.

Curva Calibragdo Método Bioanalitico

Quantificacado de AICIPc em Figado

Solugéo Padréo de Calibracao
Estoque volume de | Volume (bL) de Volume de Concentracéo Concentracéo
Alcipe | SolEstodue | PLZnFe | ROMOJENAo | pinalde znpe | Final de AICIPC
(ng/mL) (L) ( ng/mL) igado (uL) (ng/mL) (ng/mL)
7,5 10 80 500 75
9 10 80 500 90
10 10 80 500 100
1000 20 10 80 500 200
30 10 80 500 300
40 10 80 500 400
50 10 80 500 500

A coluna de concentragdo final de AICIPc demonstra a faixa de concentragdo da curva injeta no
cromatégrafo, considerando as etapas de extragdo, evaporagdo e reconstituicdo (100 pL) dos

padrdes de calibracéo.

Para iniciar a extracdo, acrescentou-se 0,4 mL de acetonitrila. Os tubos foram,
entdo, deixados em agitacdo no vortex, por 60 minutos, centrifugados a 9300 x g,
por 15 minutos, e o liquido resultante foi removido para outro tubo de
microcentrifuga para evaporagdo. Esse procedimento de extracédo foi repetido mais
duas vezes e o “pool” das 3 etapas foi completamente evaporado em dessecador.
Uma nova etapa de extragdo com 0,5 mL de acetonitrila foi realizada, deixando os
tubos sob agitacdo em voértex por 60 minutos; em seguida foram centrifugados a
9300 x g, por 15 minutos, e, novamente, os sobrenadantes foram coletados em
tubos de microcentrifuga e deixados em dessecador, submetido a vacuo e ao abrigo
de luz, para evaporarem até secura. O residuo foi, entdo, reconstituido em 100 uL
de fase movel (MeOH:DMF 85:15) e os tubos foram agitados em vortex por 20
minutos e centrifugados a 9300 x g por mais 15 minutos. Finalmente, os padrdes de
calibracédo foram filtrados em Millex®LH (0,45 pm, 4mm) diretamente para vial de
polipropileno com insert e levados ao cromatografo para quantificacao.

As amostras de figado dos animais em estudo (0,2 g) foram preparadas
igualmente aos padrbes da curva de calibracdo. Assim, foram trituradas com 0,5 mL

de PBS, em banho de gelo, e submetidas a todo o procedimento de extracéo
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descrito, apds a adicdo de 10uL do PI. Além disso, apés a reconstituicdo em 100 uL
fase modvel e injecdo no cromatoégrafo, foi avaliada a necessidade de diluicdo dessas
amostras em fase mével, para garantir a quantificacdo dentro da faixa de linearidade
do método (75-500 ng/mL), contemplada pela curva anteriormente citada. Os
resultados obtidos a partir da equacéo da reta foram convertidos de ng/mL para g
de AICIPc em figado total, considerando uma massa de 66,2 g de figado por
quilograma de peso corporal do camundongo (GAD, 2008). A porcentagem de
fluorescéncia detectada no figado em relagcédo a administrada também foi avaliada.

3.2.3.6. Anédlise estatistica

Os dados dos estudos in vivo foram avaliados estatisticamente utilizando o
programa Prisma 5.0. O teste estatistico ANOVA one way para comparacao mdultipla,
seguido por um teste-t paramétrico com o poés-teste de comparagdo mdltipla de
Bonferroni, considerando diferenca estatistica significativa quando p apresentou

valor menor ou igual a 0,05.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Preparo das nanoparticulas

As cinco formulacfes de nanoparticulas (NP) estudadas neste trabalho foram
obtidas utilizando o método de nanoprecipitacdo, que se mostrou simples e
reprodutivel. S&o elas: NC de PLA, tanto convencional, quanto de superficie
modificada (pelo uso do copolimero em bloco PLAPEG, NC PLAPEG, ou pela
adsorcdo de quitosana em duas concentracdes distintas, NC PLAQUI 0,1% e NC

PLAQUI 0,25%), além de uma NE, utilizada como controle nos ensaios in vivo.

O método de nanoprecipitacdo possui a grande vantagem de nao requerer o
uso de solventes organoclorados potencialmente tOxicos para o preparo das
particulas (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Ao contrario usa solventes
de baixo ponto de ebulicdo, como acetona, metanol ou etanol, facilmente eliminaveis
da preparacdo. Além disso, para o uso intravenoso dessas formulagbes, etapas
adicionais de purificacdo ndo sdo necessarias, uma vez que 0s constituintes
utilizados no preparo das particulas sdo biocompativeis (CHORNY et al., 2002). A
Figura 16 esquematiza a estrutura das NP preparadas, as quais foram
caracterizadas quanto aos seus parametros de tamanho, indice de polidispersao,
carga de superficie e forma antes de serem utilizadas nos ensaios in vivo. Também
foram avaliadas as porcentagens de encapsulacéo e eficiéncia de encapsulagcéo do

marcador nessas formulacoes.
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* AICIPc @ carga negativa @ carga positiva

Figura 16: Representa¢cdo esquematica da estrutura e constituicdo das nanoparticulas. (I) NE, (II) NC
convencional de PLA, (lll) NC de circulagdo sanguinea prolongada, NC PLAPEG, (IV) e (V) NC de

superficie carregada positivamente, NC PLAQUI 0,1% e 0,25%, respectivamente. Em verde: parede

polimérica; em rosa: lecitina; em roxo: poloxamer; em vinho: cadeias de PEG; em vermelho:

quitosana.

4.2. Caracterizacgéo fisico-quimica das nanoparticulas
4.2.1. Determinacédo da carga de superficie (potencial zeta)
Avaliando os dados de potencial zeta das formulagbes (Tabela 6), podemos

observar que todas as NP se apresentaram carregadas em meio aquoso, sendo

estabilizadas por repulséo eletrostatica superficial.

Tabela 6: Caracterizagdo da carga de superficie das formulagdes em estudo.

Formulagéo NCPLA  NC PLAPEG NE NC PLAQUI  NC PLAQUI
0.10% 0.25%
Potencial Zeta ¢ 44, 4 3541 360+02  +256+03  +265+0,2
(MV) + DP!

1. Desvio Padréo das leituras (n=3) de um lote de amostra.

De acordo com um estudo realizado por Mosqueira et al. (2000), no qual a

influéncia da composicdo da formulacdo nas propriedades fisico-quimicas e
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estruturais de nanocapsulas de PLA foi sistematicamente avaliada, todas as
propriedades (carga, tamanho, indice de polidisperséo e estabilidade) das NC foram
altamente relacionadas com a presenca da lecitina na formulacédo, particularmente o
acido fosfatidico como contaminante na mistura de fosfolipideos do Epikuron 170°.
Ou seja, ha influéncia da pureza da lecitina sobre o potencial zeta. Para confirmar
esse resultado, dois tipos de lipossomas foram preparados: um utilizando o referido
Epikuron e o outro utilizando Epikuron 200® (uma lecitina pura, com menor teor de
acido fosfatidico), e os autores compararam os valores de carga de superficie
obtidos. O resultado apontou que a pureza da lecitina foi fortemente responsavel
pela carga imposta na superficie desses sistemas. Da mesma forma, se justifica o
valor negativo do potencial zeta encontrado para a formulacdo de NC PLA (-44,3
mV) e na NE (-36,0 mV), mesmo que em ambas as formula¢cdes o poloxamer (um
tensoativo ndo-ibnico de subunidades de polietilieno 6xido e polipropileno 6xido)
esteja adsorvido na superficie das particulas. A diferenca significativa de valor de
potencial zeta entre as duas formulacdes se deve, nesse caso, a presen¢a do PLA
que aumentou a negatividade da superficie devido a presenca dos grupamentos

polarizaveis ao longo do poliéster em relacédo as NE.

Nas NC PLAPEG, o valor de zeta foi significativamente reduzido em relagéo
ao PLA (p<0.05), comprovando a eficiéncia deste polimero na blindagem das cargas
superficiais. No entanto, os valores de zeta sdo ainda bastante negativos (-34,7 mV)
devido a presenca da lecitina nessa formulacdo. Como ja discutido anteriormente, a
fase oleosa contém o Epikuron 170%®, uma lecitina de soja, que apesar de ser
constituida por fosfatidilcolina em sua maioria (aproximadamente 70%), ela também
contém o acido fosfatidico, que pode ser o responsavel, nesse caso, pela carga

negativa na superficie dessas particulas (MOSQUEIRA et al., 2000).

As formulagdes contendo quitosana apresentaram um potencial zeta positivo,
condizente com a presenca do polimero policatibnico na superficie das
nanoestruturas e sem a influéncia das cargas negativas impostas pelo acido
fosfatidico, jA que na composicdo dessa formulacdo ndo consta o Epikuron 170°. A
guantidade de quitosana utilizada n&o influenciou significativamente na carga
superficial, o que pode indicar que acima de 0,1% de quitosana ha um excesso
desse polissacarideo, que ndo necessariamente estd associado a superficie e,

portanto, ndo influencia o potencial superficial. Nessas particulas € a protonacdo dos
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grupos amina presentes nas subunidades N-deacetiladas da quitosana que confere
uma densidade de carga altamente positiva, promovendo a solubilizacdo do
polimero no meio aquoso (MACLAUGHLIN et al., 1998). Assim, pode-se dizer que o
potencial zeta nessas formulacdes € influenciado também pelo grau de protonacgéo
dos grupos amina. Os valores de potencial obtidos, menores que +30 mV, podem
ser responsaveis pela agregacdo das NC de PLAQUI ou pela sua menor
estabilidade ao longo do tempo em relagdo as de PLA e PLAPEG (dados nao

mostrados).

De acordo com Clogston e Patri (2011), NP contendo potencial zeta entre -10
e +10 mV sao consideradas praticamente neutras; enquanto valores maiores, em
moédulo, que 30 mV sdo consideradas fortemente anidnicas ou catidnicas e sao
efetivamente estabilizadas por repulsdo elétrica em meio liquido. Esses valores
positivos ou negativos sao, sobretudo, influenciados pela natureza quimica do
polimero e dos materiais utilizados para a modificacdo da superficie das particulas,
em termos dos grupos funcionais ionizaveis ou polarizaveis em fun¢cdo do meio
liqguido em que se encontram (SOPPIMATH et al., 2001). As cargas presentes na
superficie das particulas interferem ndo s6 na estabilidade das formulacdes, mas
também no modo como as células interagem com essas particulas. Portanto, o
potencial zeta € um importante parametro para a farmacocinética e biodistribuicéo
dessas nanoestruturas (ALBANESE; TANG; CHAN, 2012). Uma vez que a maioria
das membranas celulares é carregada negativamente, as particulas catiénicas,
como as de PLAQUI, podem interagir mais facilmente com as células e até mesmo
ocasionar toxicidade (CLOGSTON; PATR, 2011).

4.2.2. Determinacao do tamanho e do indice de polidisperséo por EDL

O tamanho e a carga de superficie das nanoparticulas tém grande influéncia
no modo como estas estruturas interagem com as células e com os componentes
sanguineos. Sao, portanto, fatores cruciais para a extensdo com que elas se
distribuem pelo organismo. O didmetro hidrodindmico médio (Dn) e o indice de
polidispersao (IP) de cada formulagdo foram medidos em triplicata por espalhamento
dindmico da luz (EDL), no modo batelada, através do equipamento Nanosizer Nano

ZS, leitura realizada em backscattering a 173° (Tabela 7).
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Tabela 7: Diametro hidrodinAmico (Dn) e indice de polidisperséo (IP) das formulagdes em estudo.

Formulacéo NE NC PLA NC PLAPEG NC PLAQUI NC PLAQUI
0,1% 0,25%
Dnh + DP* (nm) 133,0+1 181+2 204+1 248+5,0 207 +1
IP + DP* 0,15+0 0,19+ 0,04 0,11 +£ 0,02 0,15+ 0,02 0,19+ 0,04

*Média de trés determinacdes + desvio padrao.

As formulacfes apresentaram tamanhos médios compreendidos entre 133 e
297 nm. Os tamanhos obtidos sdo adequados para o0 uso intravenoso das mesmas.
Nessa situacdo, o tamanho deve ser controlado para prevenir a oclusdo dos
capilares de menor calibre, compreendidos entre 4 a 7 micrémetros (CHORNY et al.,
2002). De acordo com GAUMET et al. (2008), as medidas de tamanho sem a
correspondente informacdo da distribuicdo de tamanho da amostra nada dizem
sobre a homogeneidade da mesma, sendo que formulacdes de particulas
monodispersas sdo fundamentais para aplicacdes bioldgicas. Por conseguinte,
observando a distribuicdo de tamanho das diferentes suspensdes coloidais
preparadas, representada na Tabela 7 pelos valores de indice de polidisperséo (IP),
€ possivel verificar que todas se apresentaram monodispersas, uma vez que foram
obtidos valores abaixo de 0,3 (limite especificado para a técnica utilizada). Portanto,
essas formulacdes foram consideradas adequadas para a administracao
intravenosa, um dos focos do nosso trabalho, pois favorecem uma biodistribuicao

mais uniforme dessas nanoparticulas.

Avaliando os valores de Dn obtidos, é possivel perceber que estes estdo
relacionados com a natureza e constituicdo de cada formulacdo, uma vez que para a
NE (formulagéo que ndo contém a parede polimérica) foi obtido um menor tamanho
que para as NC de PLA. A presenca de parede polimérica influenciou, portanto, no
tamanho da nanoestrutura, o que esta de acordo com os achados de RUBE et al.
(2005) usando a técnica de espalhamento de néutrons em pequenos angulos
(SANS). Da mesma forma, avaliando-se comparativamente o Dn das NC PLA e das
NC PLAPEG, 181 nm e 204 nm, respectivamente, verifica-se que as NC de PLAPEG
apresentam diametros hidrodindmicos ligeiramente maiores, provavelmente devido

ao espacgo ocupado em meio liquido pelas cadeias de PEG.
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Comparando-se também o Dn das NC PLA, 181 nm, com aqueles referentes
as NC PLAQUI 0,1% e 0,25%, 248 nm e 297 nm, respectivamente, pode-se verificar,
mais uma vez, que a composicao influenciou no tamanho da particula resultante. As
NC PLAQUI apresentaram tamanho médio significativamente maior em relacdo as
NC PLA. Neste caso, provavelmente, em funcdo do grande volume hidrodinamico
ocupado pelas cadeias de quitosana adsorvidas na superficie das particulas. Além
disso, observa-se que o tamanho dessas NC foi relacionado diretamente a
quantidade de polissacarideo adicionada as formulacdes, indicando que h& uma
forte associacdo da quitosana a estrutura das NC formadas, mas néo
necessariamente a sua superficie, uma vez que o zeta nao foi influenciado nas duas
concentracbes. GAUMET et al. (2008) relataram que, em suas experiéncias com NP
de quitosana, o tamanho das medidas realizadas por EDL (mesma técnica que
utilizamos) em pH 4 pode ser o dobro daquele medido em pH 7; isso porque em pH
neutro, as cadeias de quitosana sao mais condensadas do que em pH acido. WU et
al. (2005) verificaram que a for¢a i6nica do meio também pode afetar de forma
consideravel o tamanho e a estabilidade de nanocapsulas formadas com quitosana
de baixo peso molecular (24 kDa). Assim, optou-se por realizar todas as
determinacdes de potencial zeta e tamanho médio em agua MilliQ®, para evitar

interferéncias da forca ibnica do meio nessas medidas.

Os resultados de caracterizacdo de tamanho e potencial zeta demonstrados
neste trabalho estdo de acordo com outros estudos previamente publicados,
contemplando NP poliméricas de ndcleo oleoso e preparadas pelo método de
nanoprecipitacido (BULCAO et al. (2013), DE PAULA et al. (2013), GOVENDER et al.
(1999), MOSQUEIRA et al. (2001b), UNAL et al. (2015), além de outros que foram
revisados por MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Em todos eles, a
composicao influenciou grandemente no tamanho das NP resultantes, as quais se

apresentaram monodispersas e em torno de 200 nm.

4.2.3 Caracterizacdo de tamanho e forma apds fracionamento por fluxo em

campo de fluxo assimétrico.

A técnica de AF4 acoplada aos detectores de MALLS, UV e EDL foi

empregada com o intuito de refinar os dados de caracterizacdo das formulacdes,
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uma vez que o fracionamento prévio das particulas as suas respectivas deteccdes
por MALLS e EDL permite conhecer, de forma mais exata, a real dispersdo de
tamanho das formulagcdes (sem o inconveniente das leituras em batelada, que
subestimam a quantidade de particulas pequenas presentes na dispersao). Além
disso, permite também se obter informacbes acerca da forma das particulas
presentes na dispersao, através da relacdo Rg/Rh entre os raios de giracdo (Rg),
obtidos pelo detector de MALLS, e os raios hidrodinamicos (Rh), obtidos
simultaneamente pelo detector de EDL. O detector de absorcdo UV é utilizado como
detector de concentracdo. A figura 17 apresenta os picos nas fracdes de tempo de
retencdo correspondentes a eluicdo das particulas em cada fractograma, referente a
cada método de separacdo que foi estabelecido para cada formulagdo, conforme

descrito na Tabela 2 em material e métodos.
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Figura 17: Fractogramas de todas as 5 formulag8es caracterizadas por AF4 com deteccdo em linha
por UV, MALLS e EDL. Sinal de UV (linha preta, ordenada da direita), Rg determinado por MALLS
(quadrados cinza claro vazios), Rh determinados por EDL (circulos pretos vazios) e o perfil de cross-

flow aplicado (linha cinza, valores iniciais de cross-flow indicados pela fonte cinza acima da curva, em

mL/min).

Varias condi¢Bes de fracionamento das particulas, com diversas combinacdes
de decaimento exponencial entre as taxas de fluxo da bomba cross flow foram
testadas para cada formulacdo. Os meétodos selecionados foram aqueles que
atenderam a trés critérios basicos: o primeiro deles, o pico referente a eluicdo das

particulas deveria ter resolu¢cdo em relacdo ao pico de volume morto, de modo que
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nenhuma particula sairia do canal sem uma efetiva separacdo (HAGENDORFER et
al., 2011; LOESCHNER et al., 2013), ou seja, as condi¢des de pré-eluicdo no passo
de injecdo e focagem deveriam ser favoraveis a uma adequada separagdo. Além
disso, os raios hidrodinamico e de giracado deveriam aumentar em funcao do tempo
de retencdo, como definido para a técnica no modo normal de eluicdo (DOU et al.,
2013; GIGAULT et al., 2014a; HAKANSSON et al., 2012), em que as particulas s&o
fracionadas em funcao dos seus coeficientes de difusdo e, consequentemente, dos
respectivos raios hidrodinamicos, sendo as particulas pequenas eluidas
primeiramente por possuirem maiores coeficientes de difusdo. E por ultimo, as
particulas deveriam ser completamente eluidas do canal de separacdo em um
tempo maximo de 30 minutos, para que as analises ndo fossem tdo extensas.
Assim, fluxos da bomba cross flow com valores iniciais maiores que 2,5 mL/min
foram evitados, uma vez que nessas situacdes as particulas poderiam ficar
imobilizadas na superficie da membrana por um tempo maior, resultando em tempos
de corrida prolongados. Ja o fluxo de saida do canal de separacdo para 0s
detectores foi estabelecido em 0,5 mL/min, em todas as analises, de modo que as
fracbes de amostra eluidas permanecessem na célula de fluxo do detector de EDL
por um intervalo de tempo suficiente para a realizacdo de medidas adequadas das
variacfes na intensidade da luz dispersa. Esse fluxo poderia até ser menor, mas nao
maior, conforme recomendac¢Oes do fabricante do detector (Malvern Instruments)
para essas analises de deteccdo em fluxo, j& que essa técnica ndo faz medidas

instantaneas.

Outro cuidado tomado ao realizar as analises foi relacionado a saturagéo da
membrana, fendbmeno comum no AF4 (HUPFELD; AUSBACHER; BRANDL, 2009;
MOQUIN; WINNIK; MAYSINGER, 2013). Para este proposito, as amostras de NC
PLAQUI foram injetadas trés vezes. As primeiras duas corridas foram
desconsideradas. A terceira foi aquela em que se obteve maior recuperacao de
particulas, mas bem préxima aquela obtida na segunda corrida, como indicado pela
area sob a curva de eluicho que foi muito similar e, portanto, considerada
representativa da amostra. Dessa forma, apesar da carga positiva na superficie das
NC PLAQUI, confirmada pelas andlises de potencial zeta, foi possivel se obter uma
eluicdo e recuperacao satisfatoria dessas particulas com o método estabelecido

para ambas as formulacdes, mesmo utilizando uma membrana de celulose
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regenerada (negativamente carregada) como muro de acumulacdo do canal de
separacdo e agua MilliQ® como liquido carreador. Diferentemente, MA,
BUSCHMANN e WINNIK (2010), estudando as propriedades fisico-quimicas de
complexos de DNA/Quitosana por AF4-UV-MALLS-EDL, utilizaram, na metodologia,
membrana de celulose cationicamente modificada e, como liquido carreador, tampéao
acetato de sédio pH 4,0, para evitar as possiveis interacdes eletrostaticas que
podem ocorrer entre particulas de carga positivas e membranas similares as que
utilizamos. Nesse sentido, € possivel também notar que as NC PLAQUI ficaram por
um maior tempo retidas no canal de separacdo, em relacdo as demais particulas,
apesar de ter sido empregada a menor taxa inicial de fluxo de operacdo da bomba

cross-flow (1 ml/min).

Analisando os dados da Figura 17, é possivel identificar as faixas de tamanho
encontradas para cada formulacdo, que podem ser obtidas com maior precisdo
através do fracionamento das amostras. Em relacédo aos valores de Rg obtidos para
as NC PLA, PLAPEG e NE, estes variaram, aproximadamente, de 60 a 150 nm, 70 a
140 nm e 50 a 140 nm, respectivamente, faixas dentro das quais se encontram, no
minimo, 95% das particulas de cada amostra. As formulacdes contendo quitosana
apresentaram valores de Rg variando de 130 a 220 nm (PLAQUI 0,25%) e 70 a 240
nm (PLAQUI 0,1%).

A relacao entre os raios Rg/Rh esta associada a fatores de forma e/ou dureza
das nanoestruturas. Observa-se que a evolugdo dos raios Rg e Rh, ao longo do
fracionamento por AF4, ou seja, com o tempo de retencdo, é bastante concordante
para as formulagbes de NC PLA e NC PLAPEG, o que atesta a grande
homogeneidade de tamanhos e forma das nanoestruturas obtidas nesses dois
casos. Para a amostra de NE € possivel observar essa mesma caracteristica
homogénea entre os raios Rh e Rg até os 17,5 minutos de eluicdo das particulas;
entretanto, a partir dai pode-se notar certa discordancia entre os raios (entre 17,5 e
20 minutos de eluicdo), com um maior aumento nos valores de Rg, 0 que sugere a
presenca de estruturas menos homogéneas em sua organizacao ultraestrutural,
densidade e formato, e também formas de agregacdo, ou seja, a presenca
concomitante de estruturas maiores e mesmo diferentes, eventualmente lipossomas,
como observado anteriormente por MOSQUEIRA et al., 1999. Nesse sentido,
GIGAULT; GRASSL e LESPES (2012), verificaram que a presenca de agregados na
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formulacdo pode ser evidenciada, em analises realizadas por AF4-MALLS, pela
variacdo ndo continua nos valores de Rg, ou seja, pelo aumento brusco dos valores
de Rg em funcdo do tempo de retencdo das particulas. Assim, evidencia-se mais
fortemente a heterogeneidade das formulacdes de NC de PLAQUI pela evolugao
discordante dos raios ao longo do fracionamento. Esta técnica permite, entdo, pela
primeira vez, a observacdo dessa heterogeneidade dentro de uma amostra de NC
PLAQUI (Figura 17). As cadeias de quitosana podem estar formando uma nuvem
mais deformavel na superficie das particulas, influenciando na medida do centro de
massa das mesmas. E interessante observar que quantidades menores de
quitosana na formulacdo (PLAQUI 0,1%) reduzem a heterogeneidade entre os
valores de Rg e Rh, indicando particulas menos deformaveis e mais esféricas. E
possivel notar, também, raios hidrodindmicos maiores para essas formulacfes
contendo quitosana em relacdo as NC PLA, da mesma forma que foi observado

pelas analises por EDL em batelada.

Valendo-se das vantagens de utilizar a técnica de fracionamento, acoplada
aos diversos detectores que utilizamos (UV-MALLS-EDL), para a caracterizagéo das
particulas, foram calculados os valores de Rg/Rh em funcdo do Rg para cada
formulacdo (Figura 18). Para o calculo, foram considerados os valores de Rg e Rh
compreendidos dentro da faixa de tempo de retencdo das particulas correspondente
a valores de intensidade do sinal de UV a partir de 50% da intensidade maxima.
Esse critério foi necessério para se obter dados confiaveis para a relacdo Rg/Rh,
uma vez que a concentracdo das amostras nas fracdes de tempo fora dessa faixa
era muito baixa para medidas precisas pelo EDL. Os valores médios obtidos se
encontram sumarizados na Tabela 8. Uma relacdo de 0,775 é caracteristica de
esferas macicas de superficie lisa com uniformidade de densidade; valores proximos
a 0,977 correspondem a esferas macias, valores préximos a 2 sdo obtidos para
estruturas alongadas, semelhantes a um bastédo; e valores entre 1 e 2 sao obtidos
guando as estruturas sao alongadas e/ou esferas macias deformaveis (de densidade
nao uniformemente distribuida) ou ambas. Valores abaixo de 0,7 indicam,
tipicamente, estruturas inchadas como microgéis (MATHAES et al., 2013; RUNYON;
ULMIUS; NILSSON, 2014; WEISS et al., 2012).
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Figura 18: Relacdo do Rg/Rh em funcdo do Rg calculada para todas as 5 formulagcBes. Valores
obtidos a partir das leituras de Rg e Rh realizadas a meia altura dos picos gerados pelo sinal de UV

nos fractogram as.
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Pode-se observar mais uma vez pelos graficos da Figura 18 que as NC PLA,
NC PLAPEG e a NE apresentaram organizacdo estrutural e forma mais
homogéneas que as NC PLAQUI em funcédo da medida do raio de giracéo, ou seja,

ao longo do fracionamento.

Para as NC PLA houve uma pequena variagcado na relacdo Rg/Rh, com valores
entre 0,8 e 1,0 do inicio ao final do fracionamento. Sugere-se, entdo, que a
precipitacdo do polimero ocorreu de maneira levemente heterogénea ao redor das
nanogoticulas de 6éleo, durante a formag¢do das nanoestruturas, o que resultou na
obtencdo de particulas com menor ou maior dureza e deformacdo. Entretanto, é
interessante observar que o valor médio obtido para o fator de forma (0,93 conforme
a tabela 8) corresponde a particulas esféricas vesiculares, o que confirma a
estrutura das nanocpsulas (MATHAES et al., 2013).

Tabela 8: Caracterizacdo das diferentes formulagfes de NC e NE por AF4 acoplada a MALLS e EDL

Raio médio Raio médio Raio médio
Hidrodinamico* Hidrodinamico* de Giracao?
Formulagéo _ Rg/Rh'T
(Rh) (Rh") (Rg) Fracionado
Em batelada (hm)  Fracionado (nm) (nm)

NC PLA 90,6 1134 105,8 0,93
NC PLAPEG 102,0 107,6 114,8 1,07
NE 66,5 94,2 84,4 0,90
NC PLAQUI 0,1% 124,2 121,7 107,6 0,88
NC PLAQUI 0,25% 148,7 119,0 160,6 1,35

#Leituras realizadas no equipamento Nanosizer Nano ZS, no modo backscatter, angulo de 173°.
*valor calculado considerando as leituras realizadas pelo detector de MALLS Postnova PN3621 nos
angulos de 28°, 36°, 44°, 52°, 60°, 68°, 76°, 84°, 92° 100° 108°, 116°, 124°, 132°, 140° e 148°
adotando o céalculo matemético sphere fit. As leituras dos &ngulos de 158° e 164° foram
desconsideradas nos calculos em funcdo da grande quantidade de ruido, j4 aquelas realizadas nos
angulos de 7°, 12° e 20° foram desconsideradas porque em meios aquosos esses angulos ndo geram
resultados confiaveis. TFator de forma Rg/Rh obtido a partir dos valores de raios de giragdo e
hidrodinamico calculados através das médias ponderadas (raio médio = soma [intensidade de sinal

UV x raio] / soma [intensidade de sinal UV]).
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Recentemente, nanocapsulas de PCL foram caracterizadas por AF4-UV-
MALLS-EDL (EHRHART; MINGOTAUD; VIOLLEAU, 2011; ROY et al., 2015). Os
resultados indicaram valores similares da relagcdo de forma (Rg/Rh) aos que
encontramos aqui para as NC PLA, os quais indicam a presenca de esferas macias,

em conformidade com a natureza vesicular das NC de ntcleo oleoso.

Para a formulacdo de NE, o fator de forma médio calculado foi igual a 0,90,
indicando que essas nanoestruturas também s&o esféricas e macias. Entretanto,
observando o grafico da NE na figura 18, podemos verificar que ndo houve variacédo
significativa da forma em funcdo do Rg. Assim, as estruturas obtidas sdo mais
homogéneas que as NC PLA, o que corrobora a influéncia do polimero na formacéao
de estruturas diferenciadas naquela formulagdo. Mais uma vez podemos observar
também a influéncia da parede polimérica no tamanho das particulas formadas.
Apesar de os fatores de forma das formulacbes de NC PLA e NE terem sido bem
préximos, os raios Rg e Rh da NE apds o fracionamento sdo bem menores que
agueles da NC PLA (Tabela 8), confirmando os resultados de diametro

hidrodinamico médio obtidos do EDL em batelada.

Para as NC PLAPEG, o fator de forma se mantém bastante constante com o
aumento do Rg, indicando estruturas bem homogéneas, mas com uma natureza
bem mais macia e deformavel que as demais estruturas ja comentadas (Rg/Rh’ =
1,07 conforme tabela 8). Este resultado esta em conformidade com o que se espera
da estrutura de uma nanoparticula revestida por cadeias de PEG, com revestimento
denso e flexivel (macio) tipo “brush”, como representado na figura 11 (p. 35). Além
disso, podemos concluir que o PEG anexado em bloco ao PLA, favorece uma

precipitacdo mais organizada do polimero durante a formacgéo das NP.

As formulacfes de NC PLAQUI indicaram um padrao muito variavel de forma
e de natureza da organizacdo estrutural, variando de estruturas semelhantes a
microgéis, passando por esferas mais duras até estruturas macias e deformadas
como pode ser visto na figura 18. Para a NC PLAQUI 0,1%, o Rg/Rh’ médio obtido
foi 0,88, com uma variacdo dentro da faixa (entre 0,6 e 0,95), enquanto para a NC
PLAQUI 0,25%, o Rg/Rh’ médio obtido foi igual a 1,35 (tabela 8), similar aquele
obtido por MA, BUSCHMANN e WINNIK (2010), e variando entre 1,6 e 1,0. E
possivel que nas NC PLAQUI 0,1% toda a quitosana esteja fortemente adsorvida na

superficie das particulas, enquanto nas NC PLAQUI 0,25%, um excesso de
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quitosana esteja associado as camadas mais externas da nanoestrutura, fracamente
adsorvido a superficie. Essa hipdtese é suportada pelo fato do potencial zeta néo ter
sido alterado pela quantidade de quitosana adicionada a formulagdo, que, no
entanto, influenciou no tamanho médio da particula, uma vez que essas formulagfes
apresentaram raios e, portanto, diametros hidrodinamicos médios distintos entre si
(Tabela 8). Além disso, analises realizadas por MFA (dados ndo apresentados aqui),
confirmaram os resultados da relacédo de forma obtidos para essas formulagdes. Foi
possivel identificar na formulacdo de NC PLAQUI 0,1% esferas duras e lisas, sendo
qgque na NC PLAQUI 0,25% foi visualizada uma morfologia pobremente resolvida,
semelhante a uma matriz polimérica circundada por particulas nanométricas, ou

seja, a amostra era composta de estruturas altamente deformaveis.

As formulac¢des aqui estudadas e caracterizadas sdo adequadas para serem
usadas nos estudos in vivo para determinacdo das doses seguras e eficazes dos

polimeros e particulas em modelo animal.

4.2.4 Determinacédo da porcentagem e eficiéncia de encapsulacado do marcador

fluorescente

Para avaliar a capacidade das NP de incorporar o marcador fluorescente em
seu interior, a porcentagem de encapsulacéo foi calculada. Para isso, levou-se em
consideracao a quantidade total da AICIPc presente na suspenséo final, quantificada
apos a filtracdo da formulacdo em membrana de seringa (PVDF 0,8 uym) para a
retirada dos cristais de AICIPc precipitados. Além disso, foi necessario também
avaliar a quantidade do marcador livre (solivel) na fase externa da suspensao, ou
seja, nao associada as particulas. Procedeu-se, entdo, a etapa de
ultrafiltracdo/centrifugacdo de aliquotas das formulagfes, colocadas em dispositivo
Amicon/Microcon® de 100 kDa, com a respectiva quantificacdo do ultrafiltrado. A
diferenca entre a concentracdo total dosada e a concentracdo presente no
ultrafiltrado, divido pela concentracdo total dosada, forneceu a porcentagem de
encapsulacdo da referida substancia. A eficiéncia de encapsulagdo, ou seja, o
rendimento do processo como um todo foi também determinada. A técnica de CLAE
acoplada a detector de fluorescéncia foi empregada por permitir a quantificacdo de

fracbes das amostras com alta preciséo, seletividade e com baixissimos limites de
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qguantificacdo. A Tabela 9 apresenta os resultados das determinacdes realizadas nas

cinco formulacdes de NC.

Tabela 9: Porcentagem de encapsulacéo e eficiéncia de encapsulagédo da AICIPc nas formulacdes de
NC PLA; NC PLAPEG; NE; NC PLAQUI 0,1% e NC PLAQUI 0,25%, utilizadas nos estudos in vivo.

Concentracéao Concentracéao Porcentagem de Eficiéncia de
Formulagéo de AICIPc de AICIPc dosada Encapsulacéo Encapsulacéo (%)
adicionada (mg/mL) (mg/mL) (%) + DP
NC PLA 0,1018 0,0366 97,84 35+2
NG 0,3323 0,3013 100 91+2
PLAPEG ' ' -
NE 0,1324 0,1244 100 93,96 + 0,05
NC PLAQUI
0,10% 0,6992 0,2262 100 32+3
NC PLAQUI
0,25% 0,1086 0,0576 100 53+3

A eficiéncia de encapsulacao variou grandemente entre as formulagdes, nas
quais a natureza dos constituintes foi um fator determinante na capacidade de
associacdo do marcador com a particula, como se observa na Tabela 9. Foram
obtidos valores de porcentagem de encapsulacdo de 100% para quase todas as
formulacbes, exceto para a NC PLA, que foi de 98%. Entretanto, dentro da
qguantidade que foi retida nos diferentes tipos de nanoestruturas, um valor de
porcentagem de encapsulacdo de 100% significa que toda a AICIPc presente na
formulacgéo final de NC encontra-se associada as nanoestruturas, e ndo soluvel no
meio de dispersao. A figura 19 a e b ilustra o ultrafiltrado obtido para as NC PLAPEG
e NC PLA, respectivamente. No caso da formulacdo de NC PLAPEG é possivel
observar o ultrafitrado limpido e incolor, de acordo com os resultados de
quantificacdo no HPLC, indicando que realmente ndo havia AICIPc dissolvida na
fase externa da formulacdo e, portanto, que a porcentagem de encapsulacao
correspondia a 100%, ou seja, a AICIPc contida na formulacdo estava realmente
associada as NP. O mesmo se deu para as formulacbes de NE, NC PLAQUI 0,1 e
0,25%. Ja para a formulacdo de NC PLA, o ultrafitrado obtido era levemente

azulado, coincidindo com uma pequena fracdo dissolvida na fase externa da
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formulacdo a qual foi detectada nas analises por HPLC, gerando o resultado de 98%

de porcentagem de encapsulacao.
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Figura 19: Fotos do ultrafiltrado das formulacdes de NC PLAPEG (a) e NC PLA (b) para ilustragédo do

procedimento.

E possivel concluir, entdo, que a caracteristica hidrofobica da AICIPc favorece
sua encapsulacao, provavelmente estando ela presente no nucleo oleoso das NC, o
qgue possibilita o uso dessa substancia como marcador das nanoparticulas em

estudo.

Avaliando, por outro lado, o rendimento do processo como um todo,
representado pela eficiéncia de encapsulacdo e que € dado pela relacdo da
quantidade de AICIPc de fato associada as NC na formulagéo final e a quantidade
de AICIPc inicialmente adicionada ao preparo da formulacdo, a partir de uma
concentracdo tedrica (0,1mg/mL), pode-se constatar, entdo, que esse parametro é
fortemente afetado pelo aparecimento de cristais macroscépicos do marcador
precipitado e que ele ndo se correlaciona diretamente com a porcentagem de
encapsulacdo, ou seja, ndo necessariamente uma porcentagem de 100% de
encapsulacdo significa que houve um bom rendimento do processo
(aproximadamente 100% de eficiéncia), como foi observado para as formulagcdes de
NC PLA e NC PLAQUI 0,1 e 0,25%. A AICIPc é solavel em poucos solventes
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organicos, € muito pouco insolivel na acetona e praticamente insolivel em agua.
Dessa forma, quando a fase orgéanica é vertida sobre a fase aquosa no processo de
nanoprecipitacdo, grande propor¢cdo dessa substéncia é precipitada pela rdpida
difusdo entre os solventes. Assim, uma parte precipita, enquanto outra fica

associada ao interior das goticulas de 6leo.

Em estudos anteriores, realizados por DE PAULA (2008), foi observado que
utilizando o etanol como um co-solvente da AICIPc na fase organica, aumentava-se
a eficiéncia de encapsulacédo desse marcador nas NC de PLA, PLGA e PLAPEG,
por ser este um bom solvente para o marcador. De maneira semelhante, OLIVEIRA
(2009) também realizou um estudo e estabeleceu propor¢cdes adequadas de
etanol:acetona para comporem a fase organica durante o preparo das NC de PLA,
PLAPEG e, principalmente, de PLAQUI-0,25% (as quais foram reproduzidas neste
trabalho). Ela verificou que o etanol adicionado no preparo das formulacdes de PLA
e PLAPEG promovia a formacdo de particulas de menor tamanho e, ao mesmo
tempo, com uma maior eficiéncia de encapsulagéo. Entretanto, no caso das NC de
PLAQUI 0,25%, ela verificou que a quantidade de etanol adicionada deveria ser a
minima possivel, sendo um parametro critico para a formacédo das particulas em
escala nano, uma vez que ele promovia a precipitacdo do polimero de quitosana,
apesar de auxiliar na solubilidade de marcador, levando a formacédo de agregados

de polimero e AICIPc durante a nanoprecipitagéo.

Diante dos aspectos mencionados, sobre a complexidade do preparo das
formulacbes nos que diz respeito a uma eficiente encapsulagdo do marcador
fluorescente, evidencia-se que a quantidade de AICIPc que de fato esta presente na
formulacdo final e que serad avaliada nos experimentos in vivo € a quantidade
dosada, a qual é determinada ap0os todo o processo de preparo, e ndo a quantidade
adicionada ao preparo, ja que essa massa de AICIPc pode ser perdida na forma de
precipitado durante o processo de nanoprecipitagdo. Além disso, é importante
mencionar que a velocidade de agitacdo da fase aquosa durante a difusdo da fase
organica em seu interior, bem como a velocidade de difusdo dessa fase sobre a fase
aquosa e o grau de pureza dos solventes utilizados, todos esses fatores podem
impactar de forma consideravel no processo de formagdo das particulas e na
eficiéncia de encapsulacédo do produto final. Foi possivel observar no decorrer dos

experimentos que a velocidade de agitacao do baldo no rotaevaporador, durante a
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etapa de evaporacdo dos solventes, e o0 tempo demandado para evaporar 0S
solventes orgéanicos da formulacdo sdo, de fato, cruciais para a estabilidade das
goticulas formadas e o aprisionamento do marcador em seu interior, impedindo ou
promovendo a coalescéncia das nanogotas formadas e a precipitacdo da AICIPc na

fase aguosa externa.

4.3. Estudo de Biodistribuicdo das Nanoparticulas

As Figuras 20 e 21 apresentam os perfis de concentracdo plasméatica e
hepatica para as 5 formulac6es nanoestruturadas (NE, NC PLA, NC PLAPEG, NC
PLAQUI 0,1% e NC PLAQUI 0,25%), obtidos por meio da injecdo de doses
crescentes das mesmas, em mg de polimero por quilograma de peso de animal, e
calculados a partir da porcentagem de fluorescéncia detectada nesses tecidos em

relacdo a fluorescéncia administrada, 20 minutos apds administracdo intravenosa.
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superficiais, administradas por via intravenosa, sobre suas concentra¢des plasmaticas e hepaticas 20
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minutos apés injecdo em camundongos. Os dados sao representados como % de fluorescéncia
detectada em relagdo & administrada. NE (controle na auséncia de polimero), NC PLA, NC PLAPEG
e NC PLAQUI 0,1%. *Diferenca significativa em relacéo a dose anterior (p<0,05) (n=4). *Todos os

animais morreram nas doses acima de 120 mg/kg para as formulagfes de NC PLAQUI 0,1%.

No gréafico referente ao perfil das NC de PLA n&o ha variacao significativa das
concentragfes plasmaticas ao longo das variagbes crescentes de concentragdo de
polimero entre as doses de 3-160mg/Kg de PLA, indicando que doses maiores
devem ser necessarias para que haja uma saturacdo do SFM com aumento
significativo das concentracbes plasméaticas. Nessa gama de concentracdes
testadas esse valor ndo foi encontrado, indicando que até 160mg/Kg as particulas
de PLA sdo avidamente fagocitadas pelo SFM. No figado, as concentracdes foram
mantidas dentro da faixa de 20% da dose injetada, mesmo com as doses mais altas,
indicando que sua faixa de captura foi também mantida a mesma, apesar do
aumento da concentracdo de polimero. Nesse caso, outros 6rgdos podem estar
também participando da remocédo das particulas do sangue como baco e medula

0ssea, ambos do SFM.

b

No gréfico referente a NE, estudada nesse trabalho como controle da
auséncia de polimero, observa-se, contrariamente, que as concentracdes
plasméticas tém um perfil quase linear em relacdo ao aumento das doses
administradas, indicando que esse tipo de sistema consegue permanecer pelo
menos até 20 minutos no plasma, sem alterar significativamente a remocao pelo
SFM hepatico no intervalo das doses administradas de 3-160mg/Kg. E interessante
notar que essas particulas se diferem das NC PLA somente pela presenca do
polimero, o que mostra nesse estudo que a natureza hidrofébica deste polimero
exerce uma grande influéncia na opsonizacédo e consequente fagocitose pelo SFM.
Provavelmente, a auséncia deste polimero nas NE mantém uma superficie mais
hidrofilica e, talvez, mais semelhante aos quilomicrons naturais, retardando o
reconhecimento e a fagocitose das nanogoticulas desse tipo de emulsdo rica em
lecitina. Esses dados sdo relevantes no transporte de farmacos administrados
associados a nanoemulsbes e microemulsdes parenterais, como amplamente
discutido por PRAKASH e THIAGARAJAN (2011) e SANTOS-MAGALHAES et al.
(2000).
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De maneira semelhante as NE, as NC construidas a partir do polimero
anfifilico de PLA-bloco-PEG se mantiveram no plasma, inclusive em concentracoes
mais elevadas de polimero. O perfil plasmatico é dose dependente em relacdo a
massa de polimero usada, o que indica que efetivamente a hidrofilizagcdo da
superficie por cadeias de PEG influenciou na reducdo da remocéo pelo SFM dentro
dos 20 minutos estudados. Esses dados corroboram estudos anteriores referentes
ao maior tempo de circulacdo sanguinea de NC de PLAPEG (AVGOUSTAKIS et al.,
2003; DUNN et al., 1997; KOLATE et al.,, 2014; MOSQUEIRA et al.,, 2001a;
OLIVEIRA (2009), PEREIRA et al.,, 2009; SHAN et al., 2009; SUK et al., 2015).
Comparando-se o perfil obtido para a formulacdo de NC PLAPEG com aquele obtido
para a NE pode-se dizer que eles sdo muito parecidos. Apesar de ndo possuirem a
parede polimérica, as particulas da NE tém a constituicdo e o potencial zeta muito
semelhantes aquelas da formulacdo das NC PLAPEG, ou seja, a superficie dessas
particulas teve grande impacto no seu comportamento bioldgico. Nesse caso,
contrariamente aos estudos relatados por HE et al. (2010), podemos verificar que a
superficie teve uma maior influéncia na biodistribuicdo dessas particulas do que o
tamanho, j& que os valores de Dn obtidos para ambas foram distintos (133 nm e 204
nm, respectivamente). O perfil hepatico ndo se alterou significativamente até
40mg/Kg de polimero, mas, em doses superiores, houve reducado significativa
(p<0.05) da remocéo pelo SFM hepatico. Esses dados indicam que a quantidade de
polimero também exerce um papel importante no SFM que deve ser posteriormente

avaliada.

Em relacdo ao gréfico referente as NC de PLA revestidas com quitosana na
menor concentragdo (NC PLAQUI 0,1%), um perfil muito distinto pode ser
observado. Na medida em que se aumentou a dose polimérica, a concentracéo
plasmatica foi reduzida de forma significativa. Entretanto, esta remog¢do ndo esta
correlacionada ao SFM hepatico, pois as concentracdes hepaticas foram também
reduzidas com o aumento da concentracdo polimérica. Esses dados indicam que as
NC de PLAQUI, provavelmente, ndo permanecem no plasma por muito tempo, ou
causam algum tipo de associacdo com as hemécias que este estudo néo foi capaz
de detectar, pois nao foi quantificada a fluorescéncia associada as células vermelhas
do sangue. Para a formulacdo de NC PLAQUI 0,25%, todas as dosagens realizadas

estiveram abaixo do limite de quantificacdo do método utilizado (15 ng/mL),
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enquanto para as NC PLAQUI 0,1% foi possivel detectar sua presenca, entretanto
em quantidades baixissimas (Figura 21). Nesse caso, houve uma queda da
porcentagem da dose encontrada quando se aumentou a dose injetada de 24 para
40 mg/kg e a partir dai ndo houve diferenca significativa entre as dosagens.
Entretanto, observou-se reacfes imediatas nos animais durante este estudo,
referentes a administracdo de altas doses poliméricas dessas NC por via
endovenosa, as quais sugerem que efeitos téxicos intensos no sistema
cardiovascular estejam ocorrendo com a presenca do polimero policatidbnico de
quitosana. Outros trabalhos relataram a quitosana como polimero nao téxico,
quando administrados pelas vias intravenosa (HIRSJARVI et al., 2013) e oral (UNAL
et al.,, 2015; CHEN et al., 2013; ZHANG et al., 2006a). Mas o presente estudo é

pioneiro em investigar esses efeitos pela via intravenosa relacionado ao efeito da

dose.
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Figura 21: Efeito da dose de quitosana nas formulacdes de nanocapsulas de PLA, administradas por
via intravenosa, sobre as concentracdes plasmaticas e hepaticas dessas formulagdes 20 minutos
apos injecdo em camundongos. Os dados séo representados como % da dose de AICIPc (marcador
fluorescente) administrada. Nanocapsulas de PLAQUI 0,1% e PLAQUI 0,25%. *Diferencga significativa
em relacdo a dose anterior (p<0,05) (n=4). #Todos os animais morreram nas doses acima de 120
mg/kg para as formulagbes de PLAQUI 0,1% e acima de 80mg/kg para as de PLAQUI 0,25%.
$Valores no plasma abaixo do limite de quantificacdo para nanocapsulas de PLAQUI 0,1% nas doses
de 3 e 12 mg/kg e em todas as doses para PLAQUI 0,25%.

De uma forma geral, observa-se que a natureza da superficie das particulas
influenciou nos diferentes perfis de distribuicdo no plasma e figado obtidos para as

nanoestruturas avaliadas. Com o aumento da dose injetada, houve um maior
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acumulo, no plasma, das NC PLAPEG e da NE em relacdo as NC PLA, ao passo
que as formulacdes de NC PLAQUI praticamente ndo sdo encontradas nesse
compartimento. Em relagdo as quantidades encontradas no figado, é possivel notar
uma ligeira queda com o aumento da dose injetada para todas as formulacdes,

particularmente em doses altas.

Avaliando conjuntamente, para cada formulacdo, os perfis das curvas de
porcentagem da dose detectada no plasma e figado em funcdo da dose injetada,
com o intuito de se estabelecer uma relacdo de saturacdo da capacidade fagocitica
pelas células do sistema fagocitario mononuclear, péde-se verificar que as NC de
PLA tendem a saturar esse sistema com doses acima de 160 mg/kg de polimero
(p<0.05). Isso porque a medida em que a dose de polimero administrada é
aumentada (de 80 mg/kg para 160 mg/kg), no plasma ocorre um aumento

estatisticamente significativo, apesar de pequeno, entre essas doses.

Com relacdo as NC de PLAPEG também parece haver uma tendéncia a
saturacdo do sistema fagocitario mononuclear nas doses préximas a 160 mg/Kg
diante da observacéo do perfil de concentracdo hepatico. Nao foi observado nenhum
tipo de reacdo nos animais ou diferenca clinica com o aumento das doses

administradas em relacéo a essas NC de PLAPEG.

Para as NC de PLAQUI (Figura 21), € possivel observar em ambas as
formulagbes uma tendéncia de saturacao hepética, uma vez que a medida em que
se aumentou a dose administrada, houve uma tendéncia de reducao da quantidade
dosada no figado (e também no plasma no caso da NC PLAQUI 0,1%). Esse
comportamento, entretanto, sugere também que essas particulas estejam se
distribuindo para outros tecidos do organismo, o que deve ser melhor investigado no
futuro. Por outro lado, durante a execucdo dos experimentos com essas
formulag@es, foi possivel observar grande toxicidade que as mesmas geravam nos
camundongos. Os animais desenvolviam taquicardia intensa, prostragdo, tremor,
ericamento de pelos e problemas respiratorios (semelhantes a asfixia) durante os 20
minutos de espera para a coleta do sangue e eutanasia. A coleta do sangue desses
animais para ambas as formulagfes foi muito dificultada, principalmente para a NC
PLAQUI 0,25%. O sangue coletado ficava bastante hemolisado, particularmente a
partir das doses de 40 mg/kg com a formulacdo de NC PLAQUI 0,1% e com a NC
PLAQUI 0,25% ja nas doses de 12 e 24 mg/kg, sendo que em alguns casos



84

apresentava maior viscosidade que o normal e até mesmo coagulos. A Figura 22
ilustra essa situacéo, entretanto foi obtida de uma amostra de sangue de um animal
que recebeu uma dose de 160 mg/kg de NC PLAQUI 0,1% e que foi a 6bito logo
apos a administracdo da formulacdo. A partir dai a dose méaxima administrada foi

reduzida para 120 mg/kg.

Figura 22: Foto do sangue coletado e centrifugado imediatamente apds o animal ter recebido uma
dose de 160 mg/kg da formulagcdo de NC PLAQUI 0,1%. E notdria a hemolise ocasionada pela
formulagdo. O animal foi a 6bito logo apds a administragéo.

Essas observagfes clinicas sugerem que o perfil atipico observado no caso
das NC de PLAQUI, de reducdo da concentracdo das particulas no figado e no
plasma, pode também estar associado com esse contexto de toxicidade. Para a
formulagdo de NC PLAQUI 0,1% foi possivel avaliar até a dose de 120 mg/kg, na
qual alguns animais apresentaram sangue na urina apos a injecdo da formulacéo e
sinais de asfixia. Para a NC PLAQUI 0,25% todos os animais morreram nas doses
gue tentamos avaliar acima de 80 mg/kg, sendo que com 100 e 120 mg/kg eles
morreram em poucos minutos apds a administragdo da formulagéo e com 160 mg/kg
a morte foi imediata. Observou-se que essas formulacdes induziram forte hemalise
no sangue dos animais, 0 que, provavelmente, desencadeou insuficiéncia

respiratoria.

A quitosana pode induzir hemdlise via interagdes eletrostaticas, uma vez que
0S grupos amino protonados (NHs*) podem atrair moléculas carregadas
negativamente, nesse caso as glicoproteinas presentes nas membranas dos
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eritrocitos, gerando uma angulacdo na membrana e ocasionando a lise da mesma
(ZHOU et al.,, 2014). O resultado dessas interacOes eletrostaticas entre o0s
carreadores carregados positivamente e os eritrécitos pode ser também o acumulo

desses sistemas nos pulmdes, figado e baco (BILENSOY, 2010).

Um estudo realizado por BENDER et al. (2012), avaliando a
hemocompatibilidade de NC de PCL (poli-e-caprolactona) revestidas ou ndo com
quitosana, mostrou que a concentracdo e, portanto, a area superficial especifica,
influenciou de forma importante os resultados dos testes de hemdlise e agregacéo
plaquetéaria. Os ensaios foram realizados incubando as suspensdes a 2% e 10% v/v
com o sangue humano; tanto as formulacfes revestidas com quitosana quanto as
ndo revestidas foram toxicas quando incubadas na concentracdo de 10% v/v. Da
mesma forma, em nossos resultados foi possivel observar que a maior quantidade
de quitosana na formulacdo NC PLAQUI 0,25% foi responsavel por uma maior
toxicidade, motivo pelo qual ndo foi possivel atingir a dose de 120 mg/kg como
aconteceu com a NC PLAQUI 0,1%.

ISHAK et al. (2013) compararam o efeito do revestimento hidrofilico da
quitosana e do polissorbato 80 sobre o tempo de circulacdo sanguinea de NP de
PLA em camundongos. Para isso, avaliaram a biodistribuicdo dessas NP revestidas
sobre o figado, baco e rins em até 6 horas apdés administracdo intravenosa. Da
mesma forma que ocorreu em nossos experimentos, foi constatada uma baixissima
quantidade das NP revestidas de quitosana no figado, além dos demais 6rgaos
avaliados também terem apresentado quantidades bem menores que aquelas
detectadas em relacdo as NP ndo revestidas e as revestidas com o polissorbato.
Para esses autores, o revestimento pelas moléculas de quitosana foi eficaz em inibir
0 reconhecimento pelo SFM, entretanto, eles n&o informaram sobre efeitos
indesejados observados nos animais. Esses dados sugerem que formulagbes
revestidas com quitosana precisam ser melhor investigadas, tanto em relagcdo ao
seu destino, assim como pelas quantidades de quitosana na formulacéo e pelas

doses utilizadas.

A respeito da influéncia da forma das NP sobre o perfil de biodistribui¢céo, foi
dificil encontrar diferencas no comportamento biolégico das formulagdes em funcgéo
da estrutura das particulas, uma vez que, a excecdo das NC PLAQUI 0,25%, todas

as formulacbes se apresentaram, de um modo geral, como sendo constituidas por
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particulas esféricas macias (vesiculares) de densidades variadas (Rg/Rh proximo a
1), como ja se esperava em funcdo do método de preparo. Além disso, foi possivel
observar semelhante perfil de concentracdo plasmatica e hepatica nas formulacdes
de NE e NC PLAPEG, as quais apresentaram diferentes valores para o fator de
forma (0,90 e 1,07, respectivamente). Do mesmo modo, para as formulacées de NC
PLAQUI o perfil de concentracdo plasmatica e hepatica foi muito semelhante, apesar
de terem apresentado fatores de forma distintos (0,88 para NC PLAQUI 0,1% e 1,35
para NC PLAQUI 0,25%). Como ja discutido, os resultados de biodistribuicdo das
particulas obtidos nesse estudo, parecem estar mais relacionados as caracteristicas
superficiais das mesmas. Os efeitos da forma das particulas sobre o sistema
biologico devem ser melhor investigados, principalmente a nivel celular, onde as

pequenas diferengas relacionadas a esse parametro podem ser melhor observadas.

Em relacéo aos efeitos das doses de NP sobre o sistema biolégico como um
todo, mais especificamente sobre o SFM, foi possivel constatar a importancia de se
estabelecer doses seguras e de se conhecer até quais concentracdes uma
formulacdo em especifico pode ser administrada com esse propdsito. Verificou-se
uma tendéncia de reducdo da capacidade fagocitica do SFM na medida em que se
administrou doses crescentes de polimero nos animais. Pode ser que essa reducéo
seja acompanhada da completa saturacdo do SFM em doses superiores aquelas
avaliadas, consequentemente, podendo afetar a farmacocinética dessas
formulacbes. Portanto, estudos futuros podem revelar com mais clareza essas

guestdes.

E importante entender que a reducéo da atividade do SFM resultara em um
prolongado tempo de circulagdo sanguinea das nanoparticulas, as quais terdo maior
chance de interagir com outros tecidos, além do seu destino, e induzir efeitos
indesejaveis. Portanto, o conteudo da dose administrada e o intervalo de doses
devem ser cuidadosamente planejados, de modo que esquemas terapéuticos

eficazes e seguros sejam estabelecidos (ERNSTING et al., 2013b).
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5. CONCLUSAO

Nanocdpsulas de PLA com diferentes modificagBes de superficie e estreita
distribuicdo de tamanho, adequadas para 0 uso intravenoso e, portanto, ideais para
a investigacdo pretendida nesse trabalho, foram efetivamente preparadas pelo
rapido método de nanoprecipitacdo. Da mesma forma, também se obteve uma
nanoemulsdo com formulacdo semelhante a da NC PLA, exceto pela presenca do
polimero, a qual serviu, nesse trabalho, como controle dos efeitos das paredes

poliméricas.

As formulacbes foram todas caracterizadas em detalhe e apresentaram
didmetro hidrodindmico médio por EDL entre 133 nm e 297 nm e indices de
polidispersdo abaixo de 0,2, relacionados a uma estreita distribuicdo de tamanho,
indicando que o método de nanoprecipitacdo € versatil para a producdo de NC com
diferentes caracteristicas superficiais, mantendo-se a eficiéncia na obtencdo de

nanoestruturas de estreita distribuicdo de tamanho e em torno de 200 nm.

As andlises por AF4-UV-MALS-DLS mostraram, de um modo geral, que as
estruturas formadas em todas as formulacdes consistiram de estruturas esféricas, de
densidades e durezas diferenciadas, com um raio hidrodindmico bastante
semelhante apods fracionamento, em torno de 100 nm. A excecdo das NC de
PLAQUI 0,25% (Rg 161 nm), todas as NC apresentaram um raio de giracdo meédio
também bastante semelhante, em torno de 100 nm. Em concentra¢cdes mais altas na
formulacéo, a quitosana modifica o formato e o centro de massa das NC de PLAQUI
0,25%.

As diferencas na composicdo quimica das formulacdes e, por conseguinte,
nas caracteristicas superficiais das particulas, resultaram em comportamentos
biolégicos distintos que parecem impactar na biodistribuicdo entre plasma e figado

mais que outros fatores, como forma e tamanho.

A partir das curvas com as doses avaliadas em todas as formulagdes, foi
possivel confirmar que ha uma tendéncia de saturacédo da capacidade fagocitica das
células do SFM presentes no figado, principal 6rgdo desse sistema avaliado nesse
estudo, uma vez que, para todas as formulagbes, houve uma diminuicdo da

porcentagem da dose encontrada nesse tecido com o aumento da dose injetada, o
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gue sugere que esse fendbmeno ocorre, de maneira geral, independentemente da
caracteristica de superficie das particulas, a qual apenas modula diferentes perfis de

saturacao.

As caracteristicas 6timas de tamanho, forma e propriedades de superficie dos
vetores, bem como as doses utilizadas devem ser avaliadas de acordo com a via de
administracdo em que esses sistemas serdo aplicados, e com os alvos pretendidos,
com vistas a uma estratégia terapéutica claramente definida e que seja segura e

eficaz.
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