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RESUMO

De acordo com a organizacdo mundial de satide (OMS) o céncer ¢ a segunda principal causa
de mortes em todo o mundo e foi responsavel por 8,8 milhdes de mortes s6 no tltimo ano.
Embora a quimioterapia seja a terapia mais utilizada para o tratamento do cancer, sua eficacia
depende da garantia da entrega do medicamento ao sitio de acdo e minimizacao dos efeitos
colaterais. Os derivados espiro-acridinico demostraram excelente atividade antiproliferativa
em linhagens de células tumorais de cancer de prostata e mama, entretanto sua alta
lipofilicidade limita sua utilizagdo na clinica. No presente trabalho, o desenvolvimento e
caracterizagdo de nanoparticulas poliméricas de poli (dcido lactico)(PLA) teve como objetivo
a  encapsulacdo do  composto sintetizado 3-(acridina-9-i1)-N-benzilideno-2-
cianoacrilohidrazida (AMTAC-01) para melhoria da solubilidade e possivel aumento da
entrega do farmaco no tecido tumoral devido ao efeito de aumento de permeacao e retencdo
(EPR). O farmaco foi obtido através de uma metodologia ja4 descrita na literatura e sua
comprovagdo estrutural demonstrou que a rota sintética seguida ¢ vidvel mesmo em escalas
maiores do que a ja relatada. As nanoparticulas foram obtidas com sucesso pelas técnicas de
nanoprecipitagdo e emulsdo simples (O/A). O tamanho médio das particulas menor que 200
nm e o baixo indice de polidispersdo indicam que os métodos propostos foram satisfatorio
para producdo das nanoparticulas. A eficiéncia de incorporagdo do farmaco nas
nanoparticulas revelou que a nanoprecipitagao apresentou uma eficiéncia de encapsulacao de
50,1 (£0,22) e emulsifcacdo/evaporagdo por meio de uma emulsdo simples (O/A) eficiéncia
de 84,5% (£0,14) mostrando que a encapsulacdo do derivado nas nanoparticulas ¢ viavel. O
potencial zeta negativo das particulas ¢ resultado das cadeias terminais de acido carboxilico
do polimero e sdo um forte indicio de estabilidade do sistema. As andlises de microscopia de
forca atomica (AFM) e microscopia de varredura (MEV) mostraram o perfil esférico e
homogéneo das nanoparticulas e o ensaio de liberagdo /in vitro mostrou uma liberagdo
sustentada do farmaco pelo mecanismo de difusdo Fickiana. Os estudos de citotoxicidade in
vitro em células de corddo umbilical humano (HUVEC) revelou toxicidade dependente dos
componentes da formulacdo e concentracdao do farmaco nos sistemas.

Palavras-chaves: Cancer, acridina, sistemas de liberagdo de farmacos, PLA



ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO), cancer is the second leading cause of
death worldwide and accounted for 8.8 million deaths in the last year alone. Although
chemotherapy is the most widely used therapy for cancer treatment, its efficacy depends on
ensuring the delivery of the drug to the site of action and minimizing side effects. The spiro-
acridine derivatives have demonstrated excellent antiproliferative activity in prostate and
breast cancer tumor cell lines, but their high lipophilicity limits their use in the clinic. In the
present work, the development and characterization of poly (lactic acid) polymer
nanoparticles (PLA) had the objective of encapsulating the synthesized compound 3-
(acridine-9-yl) -N-benzylidene-2-cyanoacrylhydrazide (AMTAC-01) to improve solubility
and possible increase of drug delivery in the tumor tissue due to the effect of increased
permeation and retention (EPR). The drug was obtained through a methodology already
described in the literature and its structural verification demonstrated that the synthetic route
followed is feasible even at larger scales than the one already reported. The nanoparticles
were successfully obtained by the techniques of nanoprecipitation and simple emulsion (O /
A). The mean particle size less than 200 nm and the low polydispersity index indicate that the
proposed methods were satisfactory for nanoparticle production. The efficiency of
incorporation of the drug into the nanoparticles revealed that the nanoprecipitation presented
an encapsulation efficiency of 50.1% (£ 0.22) and emulsification / evaporation by means of a
simple emulsion (O / W) efficiency of 84.5% (£ 0, 14) showing that the encapsulation of the
derivative in the nanoparticles is feasible. The negative zeta potential of the particles is a
result of the carboxylic acid end chains of the polymer and is a strong indication of system
stability. The analysis of atomic force microscopy (AFM) and scanning microscopy (SEM)
showed the spherical and homogeneous profile of the nanoparticles and the in vitro release
assay showed a sustained release of the drug by the Fickian diffusion mechanism. In vitro
cytotoxicity studies in human umbilical cord cells (HUVEC) revealed toxicity dependent on
the components of the formulation and concentration of the drug in the systems.

Key words: Cancer, acridine, drug release system, PLA
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1. INTRODUCAO

O cancer é um problema de satide mundial caracterizado como uma doenga complexa
de carater multifatorial, resultando em alteracdes, principalmente, no DNA ¢ RNA. O
cancer de mama ¢ um dos tumores solidos mais comuns no mundo e estd entre as
principais causas de morte por cancer em mulheres (CHRISTOPOULOS; CORTHAY;
KOUTSILIERIS, 2018). A taxa de sobrevivéncia para pacientes com cancer de mama
teve um aumento nos ultimos anos devido a melhoria na detec¢do e no tratamento com a
terapia locoregional e terapia endocrina, além da quimioterapia com uso de novos

farmacos molecularmente direciondveis (POLK et al., 2018).

Varios grupos de pesquisa espalhados pelo mundo buscam sintetizar novas moléculas
contra o cancer, nesse contexto, os compostos derivados do nucleo de acridina sdo
amplamente estudados devido sua alta capacidade de regredir tumores (CHOLEWINSKI;
DZIERZBICKA; KOODZIEJCZYK, 2011). As acridinas sao estruturas heterociclicas
com propriedades farmacologicas antitumoral, antiparasitiria e antibacteriana. O
mecanismo de a¢do pelo qual os derivados de acridina exercem sua atividade antitumoral
ocorre pela intercalagio do DNA das células alvo e/ou inibicdo enzimatica de
topoisomerase I ou II (BARROS et al., 2013).

Os derivados espiro-acridnico obtidos pelo nosso grupo de pesquisa no laboratorio de
sintese e caracterizacdo de moléculas (LSVM- UEPB campus V) foram sintetizados com
introdu¢dao do grupamento N-cianoacetohidrazida utilizado como espacador da ligagdo
entre os anéis de acridina e o grupo fenila, entre as moléculas sintetizadas o 3- (acridin-9-
il) -N-benzilideno-2-cianoacrilo-hidrazida (AMTAC-01) apresentou potente atividade de
inibicdo de topoisomerase Ila e atividade antiproliferativa em linhagens de células
tumorais de prostata, mama ¢ melanoma (ALMEIDA et al., 2016). Entretanto, apesar da
excelente atividade antiproliferaitiva apresentada por esse composto, sua alta

lipofilicidade e a toxicidade em células normais causa limitagdes para seu uso terapéutico.

A nanotecnologia desempenha um papel cada vez mais importante em nossa
sociedade, desde as dareas de energia e telecomunicacdes, como na medicina;
representando uma oportunidade para o desenvolvimento de alternativas que melhorem

alguns problemas da humanidade (DI SIA, 2017). A nanotecnologia envolve o
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desenvolvimento e aplicagdo de particulas em escala nanométrica (1x10~° metros), na
medicina pode ser utilizada para administracdo terapéutica de farmacos através de
nanocarreadores o qual possuem a capacidade de entregar medicamentos em sitios alvos
com o objetivo de melhorar sua eficacia e seguranga terapéutica (HOYT; MASON, 2008;
SAFARI; ZARNEGAR, 2014; KESHARWANI et al., 2018).

Dentro do contexto da nanotecnologia ¢ nanocarreadores, as nanoparticulas
poliméricas apresentam-se como uma ferramenta que promove a entrega racional do
agente encapsulado, além de melhorar a biodisponibilidade e diminuir os efeitos
colaterais. Nanoparticulas a base de polimeros sintéticos como o poli (&cido lactico)
(PLA) apresenta seguranga para serem administradas em seres humanos por serem
biocompativeis, biodegradaveis por hidrolise e atividade enzimatica e apresentarem baixa
imunogenicidade. Além disso, formulagdes contendo PLA foram aprovadas pela Food
and Drug Administration (FDA) para aplicagdes multiplas, o que torna o PLA adequado
para uso clinico (TYLER et al., 2016). Nanoparticulas de PLA foram frequentemente
utilizadas para encapsular moléculas hidrofébicas como o tamoxifeno (ALTMEYER et
al., 2015), paclitaxel (LU et al., 2014a; DANHIER et al., 2015), docetaxel (WANG et al.,
2015), &cido ursolico (ANTONIO et al., 2017), curcumina (RACHMAWATI et al., 2016)
¢ para melhora da biodisponibilidade (HU et al., 2013; LI et al., 2013; FISCHER et al.,
2014; PANDEY et al., 2014; JAIN et al., 2016; MATTOS et al., 2016).

Uma melhor resposta farmacologica pode ser alcancada na terapia anticancerigena
com farmacos encapsulados em nanoparticulas devido ao efeito de aumento de
permeabilidade e retengdo (EPR) observado em tumores solidos. A estrutura vascular do
tumor apresenta vazamentos que permitem a saida das nanoparticulas por um mecanismo
passivo. A auséncia de drenagem linfatica gera um acumulo das particulas no tecido
tumoral a longo prazo (NGOUNE et al., 2016).

Esse trabalho, portanto, propde o desenvolvimento e caracterizagdo de
nanoparticulas de poli (acido lactico) contendo o derivado espiro-acridinico AMTAC-01

para o tratamento do cancer com provavel acaimulo tumoral.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar nanoparticulas (nanoesferas e nanocapsulas) de poli (4cido
lactico) contendo o derivado espiro-acridinico AMTAC-01 para o tratamento do céncer com

possivel acumulo tumoral.

2.2 Objetivos especificos

v" Sintetizar e confirmar a estrutura do derivado espiro-acridinico AMTAC-01;

v Desenvolver nanoparticulas de PLA contendo AMTAC-01 pelas técnicas de
nanoprecipitacdo e emulsao simples (O/A);

v Determinar a eficiéncia de encapsulagio frente aos métodos utilizados;

v" Caracterizar a morfologia e os aspectos fisico-quimicos dos sistemas nanoparticulados
obtidos;

v’ Avaliar o perfil de liberagdo /n vitro do farmaco a partir das nanocapsulas de PLA e
ajuste do modelo matematico;

v Avaliar a citotoxicidade dos sistemas em células epiteliais de cordio umbilical

humano (HUVEC);
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. Cancer

O cancer ¢ um problema de satide mundial caracterizado como uma doenga complexa de
carater multifatorial, resultando em alteragdes, principalmente, no DNA e RNA. Segundo a
organizagdo mundial da saude (2008) os canceres, juntamente com o diabetes, as doengas
cardiovasculares e cronicas, foram responsaveis por 40 milhdes (70%) dos 56 milhdes de
mortes em 2015, mais de 40% das pessoas que morreram tinham menos de 70 anos. Cancer ¢
o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o crescimento
desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e o6rgdos, podendo espalhar-se
(metastase) para outras regides do corpo. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a
ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formagdo de tumores (acumulo de

células cancerosas) ou neoplasias malignas.

O cancer ¢ uma doenga genética ocasionada, principalmente por alteragdes nas células
somaticas. Os genes que estdo associados ao cancer podem ser divididos em dois grupos:
oncogenes ¢ genes supressores de tumor (TGPs). Os oncogenes sdo derivados de mutagdes
dos genes celulares normais que controlam o crescimento e proliferagdo celular, esses genes
sdo fenotipicamente dominantes por isso, uma Unica copia mutada desse gene desencadeia o

cancer, enquanto os TGPs sdo genes que inibem a proliferacdo celular. (BOUCK;

STELLMACH; HSU, 1996; HARRINGTON, 2016; YOO et al., 2017).

No quesito terapia do cancer, os principais tratamentos sdo: (a) tratamento cirurgico
(GARVEY et al., 2015); (b) radioterapia (RAY; SIBSON; KILTIE, 2015; MURRAY;
ROBINSON, 2016)(c) quimioterapia (ISHIMOTO et al., 2015) ¢ (d) imunoterapia (SONG;
MUSETTI; HUANG, 2017). Entretanto, ainda ndo se alcangou a cura completa dos tumores.
Apesar de a quimioterapia ser o tratamento mais utilizado, as moléculas disponiveis ndo sao
eficazes para todos os tipos de cancer ¢ ha muitos efeitos adversos relacionados ao uso.
Assim, a busca de novos agentes anticancer continua e tem como foco tratamentos mais

eficazes e com menos efeitos indesejaveis ao paciente

A proliferagdo de células normais sdo ativadas pelo fator de crescimento epidérmico
(EGRF) que ligam-se a receptores de fator de crescimento epidérmico (HERs) na superficie

celular ativando a dimerizag¢do, por esse processo ocorre o envio de sinais para o espago
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intracelular ativando a tirosina quinase, essa ativacdo leva a uma cascata de sinalizagdes
intracelular que podem chegar até o ntlcleo celular e atingir o DNA, assim estimular a
divisdao das células ou cessar o crescimento celular (WUJCIK, 2014; BUTERA;
PACCHIANA; DONADELLI, 2017). As células normais avaliam a proliferacdo celular

através do equilibrio entre esses sinais.

As células cancerigenas sdo, geralmente, menos especializadas em suas fungdes
bioquimicas (ALMEIDA et al., 2005). Essas células possuem mais receptores de fator de
crescimento em sua superficie, sintetizam e liberam fatores de crescimento que estimulam
seus proprios receptores € os receptores das células vizinhas (sinalizagdo autocrina e
paracrina), além de desregular a sinalizacdo do receptor ativando-o permanentemente
(HARRINGTON, 2016). Por isso, essa proliferacao celular ¢ bem mais rapida quando
comparada a via normal (PIACENTINI; MENEZES, 2012).

Ligado a esse fator, esta a alta angiogenese encontrada em tumores solidos, isto €, a
formagdo de novas redes vasculares a partir de uma ja existente, essa angiogenese ¢ regulada
por moléculas ativadoras e inibidoras como o fator de crescimento vascular (VEGF), a
angiogenina, fator de necrose tumoral (TNF), entre outros (JUCZEWSKA; CHYCZEWSKI,
2006; LAN et al., 2017). O VEGF desempenha um papel central na angiogenese de tumores, é
um peptideo que estimula a proliferagdo e diferenciacdo de vasos sanguineos e prolonga a
vida Util de vasos ja existente, dessa forma ajuda o crescimento de tumores (NAIKOO et al.,
2017). A angiogenese ¢ alvo de terapias anticancerigenas por inibi¢dao desse fator VEGF
através de antagonistas como, anticorpos IgG, o Bevacizumab (Avastin) e o pazopanib que é
dirigido para o receptor do crescimento vascular (VGFR-1)(MARKOWSKA et al., 2017).

Todavia, esse crescimento acelerado de novos vasos sanguineos forma uma rede
vascular desorganizada. Os vasos possuem forma irregular, sdo impermeaveis e nao
apresentam estrutura hierarquia normal de arteriolas, capilares e vénulas, além de possuir
c¢lulas endoteliais e perictos defeituosos, dessa forma causa “afrouxamento” na monocamada
de células endoteliais que circundam os vasos tumorais (HASHIZUME et al., 2000; BALUK;
HASHIZUME; M, 2005). Os tumores danificam a estrutura de vasos linfaticos (PADERA et
al., 2004) causando diminui¢do na depuragdo de fluidos intertisciais dos tumores (JANG et
al., 2003).
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Essas caracteristicas intrinsecas dos tumores tem despertado a atengdo da utilizagdo
desse arranjo desorganizado a favor da terapia anticancerigena direcionada (DANQUAH;
ZHANG; MAHATO, 2011; SIEMANN, 2011; BAR; GOSS, 2012; SIEMANN; HORSMAN,
2015).

3.2. Acridina e seus derivados

Conhecida por mais de um século, a acridina (figura 1) ¢ um composto heterociclico
aromatico formado por uma piridina central e dois benzenos condensados. Pode ser
encontrada em diversos produtos naturais ou sintetizada na quimica medicinal (SOUIBGUI et
al., 2014).

Figura 1: Anel acridina

~

7
N
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Isolada pela primeira vez em 1870 por Grabe e Heinrich Caro na Alemanha, a partir de
cinzas de alcatrdo, s6 apenas em 1917 teve seu uso na farmacologia por meio de Ehrlich e
Benda que descobriram as propriedades antimicrobianas do nucleo acridina (GALE; H;
PETER, 2012). Diversas substancias sdo sintetizadas a partir da acridina, o atomo de
nitrogénio presente na estrutura da acridina ¢ menos nucleofilico do que o nitrogénio presente
na pirida, entretanto pode estar ligado a uma boa densidade eletronica e promover uma boa
nucleoficidade. As acridinas participam de muitas reacdes nucleofilicas, segundo CORSARO
et al (2002) esse ataque ocorre no carbono 9 e pode ser seguido de uma oxidagao e a posicao

preferencial de ataque eletrofilico ocorre no carbono 4.

As acridinas apresentam uma grande diversidade de atividade biologica, sendo as
principais atividades antimicrobiana, antimaldrica e anticancerigena. Essas atividades estdo
diretamente relacionadas com a capacidade que as moléculas aromadticas planares possuem de

intercalar o DNA entre os pares de bases adjacentes e inibir a sintese de acido nucleico

(BELMONT et al., 2007, FERGUSON; DENNY, 2007).
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De maneira geral, as acridinas podem interagir com o DNA por intercalagdo e bloquear a
replicacdo, a transcricdo ou o reparo do DNA, além de apresentarem a capacidade de inibir as
enzimas topoisomerase | e II. Esses fatores justifica o uso do grupamento acridina na sintese

de novos farmacos anticancerigenos direcionaveis ao DNA (RESCIFINA et al., 2014).

O primeiro uso da acridina na clinica como agente antimicrobiano ocorreu em 1917,
porém com o aparecimento das penicilinas o estudo desse nucleo para terapia contra bactérias
foi deixado de lado. Entretanto, com a resisténcia bacteriana cada vez mais alta surgiu uma
necessidade urgente de alternativas terapéuticas com novos mecanismos de ac¢do, voltando a

atenc¢ao dos estudos para os derivados de acridina (PEPTIDE et al., 2015).

A amsacrina (AMSA) (fig. 2) foi o primeiro farmaco totalmente sintético do tipo
intercalador de topoisomerase 1l utilizado na clinica. A atividade anticancer ¢ ocasionada por
intercalacdo do DNA levando a forma¢do de um complexo DNA-Topoisomerase II causando
rupturas na estrutura da dupla fita do DNA (BLASIAK et al., 2003). Porém, a amsacrina
apresenta efeitos colaterais fatais, sendo o principal deles a supressdo da fun¢do da medula
Ossea. Essa citotoxicidade pode ser associada aos produtos formados a partir da degradagdo da
AMSA (ZEALAND; HOSPITAL, 1992) contudo mesmo nos dias atuais ¢ um tema complexo

e nao elucidado.

Figura 2: Estrutura quimica da Amsacrina
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Uma classe de derivados da acridina foi obtida por reacdes de espiro-ciclizagdo,
produzindo um anel de cinco ou seis membros ligados ao carbono 9 da acridina (VILKOVA;

PROKAIOVA; IMRICH, 2014). Assim, com base nesses estudos novos derivados espiro-
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acridinicos foram obtidos com a introdu¢do de um grupo ciano- N- acilhidrazona entre o

grupamento acridina e o fenil, seguido de uma ciclizagdo espontanea.

O 3- (acridin-9-il) -N-benzilideno-2-cianoacrilo-hidrazida (AMTAC-01) (figura 3) e
foi testado em linhagens de células tumorais de glioma (U251), melanoma (UACC-62),
adenocarcinoma de mama (MCF-7), ovdrio (NCL-ADR), rins (786-0), carcinoma de pulmao
de células ndo pequenas (NCL-H460), prostata (PC-3), colon (HT-29), leucemia mieloide

cronica (K-562) e queratinocitos humanos (HaCaT).

Figura 3: Derivado espiro-acridinico 3- (acridin-9-il) -N-benzilideno-2-cianoacrilo-hidrazida

(AMTAC-01)
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O AMTAC-01 apresentou valores de ICsy (concentragdo molar que inibe 50% do
crescimento celular) menor que 7uM para quase todas as linhagens de células tumorais, com
excecgdo da linhagem de células renais (41,9 uM). O derivado foi mais ativo para linhagens
celulares de adenocarcinoma de prostata e mama porém, nao foi ativo para leucemia mieldide

cronica (ALMEIDA et al., 2016)

Esses resultados apontam para o potencial terapéutico que os derivados espiro-acridinicos
apresentam em tumores solidos, o que torna esses derivados promissores candidatos a novos

farmacos anticancerigenos.
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3.3. Nanoparticulas poliméricas

As pesquisas sobre nanoparticulas poliméricas estd se expandindo rapidamente e
desempenham um papel fundamental em areas com o interesse de controle da poluigdo
ambiental, medicamentos para biotecnologia, entre outras (RAO; GECKELER, 2011).
Nanoparticulas sdo sistemas de liberagdo de ativos com tamanho entre 1-100 nm (TYLER et
al., 2016; EL-SAY; EL-SAWY, 2017) que sdo comumente divididas em dois principais tipos:
nanoesferas e nanocapsulas (fig. 4). As nanocapsulas comportam-se como reservatorio de
farmacos, onde o ativo fica retido no ntcleo aquoso ou oleoso recoberto por um involucro
polimérico, por outro lado as nanoesferas sdo compostas por uma matriz polimérica no qual as
moléculas do farmaco permanecem presas no interior da esfera ou adsorvidas na superficie

(SCHAFFAZICK; GUTERRES, 2003; EL-SAY; EL-SAWY, 2017).

Figura 4: Representagdo esquematica de nanoesferas (a) e nanocépsulas (b)
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Os principais métodos de obtencdo de nanoparticulas poliméricas sdo
nanoprecipitagio (FESSI et al., 1989), salting out (ALLEMANN et al., 1993) , emulsido
simples/multipla seguida da evaporagdo do solvente (ALTMEYER et al., 2015; DALMOLIN;
KHALIL; MAINARDES, 2016; MAINARDES; KHALIL; GREMIAO, 2010), dialise
(WANG et al., 2005) b fluido supercritico (SARATH, PETRASH, 2014) e spray-drying
(HARSHA et al., 2015).

A escolha dos métodos de obtencdo das nanoparticulas baseia-se nas caracteristicas
fisico-quimicas do firmaco (MARTINEZ RIVAS et al., 2017), a nanoprecipitacio e salting-
out ¢ recomendada para encapsulagdo de farmacos lipofilicos (SOUTO et al., 2012; MILADI
et al., 2015) e quando deseja-se tamanho de particula menor que 500 nm com distribui¢do de
tamanho estreita, assim como o método da emulsificagdo-evaporacdo do solvente por meio de

uma emulsdo simples (O/A) é recomendado para farmacos com essa caracteristica também,



25

pelo fato do farmaco ter afinidade pela natureza organica da fase interna da emulsdo
(BUDHIAN; SIEGEL; WINEY, 2007). A técnica de spay-drying pode ser aplicada quando
objetiva-se superar a instabilidade de formulagdes aquosas de nanocépsulas e nanoesferas
(GUTERRES; BECK; POHLMANN, 2009).

O método da emulsificacdo por meio de uma emulsdao simples (figura 5) envolve a
dissolucao do polimero em um solvente organico (diclorometano ou cloroférmio, entretanto,
tem se dado mais atencdo ao acetato de etila por ser menos toxico) essa solugdo orgénica ¢
entdo emulsionada em uma fase aquosa contendo um agente tensoativo através de sonicagao
(ultra-sonografia de alta velocidade), produzindo assim as nanogoticulas que apds evaporagao
do solvente (em pressdo atmosférica ou sob pressdo reduzida) ¢ formada a suspensdo de
nanoparticulas (NAGAVARMA et al., 2012; CRUCHO; BARROS, 2017).

Figura 5: representagdo esquematica da obtenc¢do de nanoparticulas obtidas pelo método da emulsdo
simples/evaporagao do solvente
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A nanoprecipitagdo foi descrita por FESSI et al. (1989) (figura 6) (MARTINEZ
RIVAS et al., 2017). Neste método, uma solugdo organica contendo o solvente organico e o
polimero ¢ gotejada em uma outra fase aquosa contendo 4dgua e um ou mais agentes
tensoativo, essa mistura bindria excede o limite de saturagdo do polimero, que com a rapida
difusdo do solvente na fase aquosa resulta na diminui¢do da tensdo interfacial entre os dois
liquidos e aumenta a area superficial levando a formacdo de nanogoticulas do solvente
organico, assim, ap6s a difusdo completa do solvente, o polimero precipita na forma de
nanoparticulas  (RAO; GECKELER, 2011; LEPELTIER; BOURGAUX; COUVREUR,
2014). Esse método ¢é extensamente utilizado para obtencdo de nanoesferas, porém

nanocapsulas podem ser obtidas com adi¢do de uma pequena quantidade de 6leo, como por



26

exemplo, o miglyol (triglicerideos do 4cido céaprico/caprilico) na fase organica (CRUCHO;
BARROS, 2017).

Figura 6: Representacéo esquematica da obtengdo de nanoparticulas pelo método da nanoprecipitacdo
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Entre as vantagens do uso de nanoparticulas poliméricas, destacam-se a eficacia e
biodisponibilidade, com notavel aprisionamento quando administradas por via intrevenosa e
oral. As nanoparticulas podem conferir estabilidade ao ativo encapsulado ¢ maior tempo de
meia vida (t), além de transportar ativos com concentragdo especifica (EL-SAY; EL-
SAWY, 2017).

3.3.1 Nanoparticulas de PLA e suas aplicacdes na clinica

Os polimeros utilizados para produgdo de nanoparticulas projetadas para entrega de
ativos in vivo devem cumprir alguns requisitos para uso. O principal deles ¢ ser biodegradavel
ou ser eliminado do corpo em curto intervalo de tempo, além de apresentar caracteristicas nao

toxicas e nao imunogénicas (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).

Assim, as nanoparticulas produzidas a partir do poli (dcido lactico) (PLA) um
polimero sintético, biodegradavel e biocompativel ¢ um campo promissor, que além de
atenderem as necessidades exigidas, apresentam uma boa compatibilidade e sdo de fécil
obtengao (MEUNIER; GOUPIL; LIENARD, 2017).
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O PLA ¢ um polimero sintético, alifatico da classe dos poliésteres (fig. 7) sendo um

poliéster do acido lactico ou 2-hidroxipropionico.

Figura 7: Estrutura quimica do poli (4cido lactico)
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FONTE: AUTOR

O acido lactico ¢ obtido da fermentacao do amido de plantas como milho, cana-de-
acucar, beterraba e batatas (RAMOT et al., 2016; SAINI; ARORA; KUMAR, 2016; TYLER
et al., 2016). A rapida degradagdo do PLA e seus copolimeros em acido lactico e glicolico
pode causar aumento do risco de toxicidade acida local, entretanto a acidez dos seus produtos
de degradagao esta na faixa de pH 4-5 que, geralmente, sdo rapidamente neutralizados pelos
fluidos corporais, além disso o 4acido lactico resultante ¢ incorporado ao ciclo do 4cido
tricarboxilico e eliminado do corpo na forma de didxido de carbono e dgua (ATHANASIOU;
NIEDERAUER; AGRAWAL, 1996; RAMOT et al., 2016).

As nanoparticulas de PLA foram propostas para melhorar a biodisponibilidade,
principalmente de farmacos administrados pela via oral que sdo poucos soluveis em agua,
além de mostrarem-se como uma via de prolongar a eficacia de genes, proteger contra
degradagdo enzimatica do ativo encapsulado e apresentar vias de administragdo alternativa

para alguns farmacos ( como via intravenosa, via pulmonar e etc) (LEE; YUN; PARK, 2016).

Nanoparticulas de PLA foram bastante reportadas na literatura para encapsulacao de
diversos agentes terapéuticos com diferentes classes terapéuticas, entre elas a classe dos
antitumorais (tabela 1) com farmacos hidrofobicos e estudos em modelos de cancer /in vitro e
invivo (TYLER et al., 2016).

A quimioterapia atual ndo possui especificidade para terapia apenas no local onde esta
localizado o tumor, causando efeitos colaterais severos em tecidos normais. As nanoparticulas
conseguem acumular-se no tecido tumoral e superar as limitagdes da quimioterapia
convencional como, biodistribuicdo indesejavel, resisténcia de alguns farmacos e efeitos
colaterais graves (PRABHU, R. H., PATRAVALE, V. B., & JOSHI, 2015).



Tabela 1:Uso de nanoparticulas de PLA na encapsulagdo de agentes antitumorais (continua)

Composicao das Ativo Problema/ melhora com uso das Referéncia
nanoparticulas NPs
PLA/ Quitosana Baixa solubilidade em agua / WANG, W. et
melhora da solubilidade, ndo uso de al.,, 2015;
tensoativo toxico (Tween 80®) e MUSUMECI
: t
entrega prolongada do farmaco. ©
PLA al., 2006
Docetaxel
PLA-TPGS Superar a resisténcia a multiplos TANG et al.,
medicamentos na quimioterapia do 2015
cancer de mama resistente ao
docetaxel.
Curcumina Baixa solubilidade, baixa absorcdo ¢ | RACHMAWA
metabolismo rapido resultando em Tletal., 2016
PLA baixa biodisponibilidade / liberagao
sustentada
Meia vida curta, necessitando de
. doses repetidas para o ativo chegar
PLA Temozolamida |, c4rebro / meia vida prolongadae | JAIN etal.,
maior concentragdo da droga em 2013
células de glioma C6
Baixa estabilidade em solugao
aquosa, especialmente em pH
PLA KP 1A01.9 fisiologico / primeira descrigdo de FISCHER et
(Ruténio IIT) um sistema estavel para ruténio (II) e al,, 2014
atividade citotoxica melhorada
PLA Tamoxifeno Alta toxicidade podendo causar ALTMEYER
necrose hepatica, anemia hemolitica, | et al., 2015

leucopenia e outros / diminui¢do da
hemolise e agdo citotoxica
prolongada
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Tabela 1:Uso de nanoparticulas de PLA na encapsulagdo de agentes antitumorais (continuacdo)

PLA

Quercetina

Liberacdo sustentada do ativo e agdo
citotoxica prolongada quando
comparada ao farmaco livre

PANDEY et
al., 2015

PLA/ GMA
(metacrilato de
glicidila)

Rodamina

Rapida fagocitose das
nanoparticulas/ menor captagdo das
particulas por macréfagos com
tamanho menor que 200 nm

LL F.etal.,
2013

PLA

Acido ursolico

Problemas biofarmacéuticos e
farmacocinéticos devido a baixa
solubilidade / aumento da atividade
citotoxica e liberacédo sustentada do
farmaco

ANTONIO et
al., 2017

PLA-PEG

PLA-TPGS

Paclitaxel

Melhora da eficécia terapéutica do
paclitaxel carreados em
nanoparticulas PLA-PEG
funcionadas com peptideo tLyp-1

HU et al., 2013

Baixo indice terapéutico e
solubilidade em agua/
direcionamento efetivo das NPs
carregadas.

PLA

5-Fluoruacil

Baixa biodisponibilidade e severo
efeito de primeira passagem no
figado/ Melhora dos parametros
farmacocinéticos

MATTOS et
al., 2016

PLA-PEG

siRNA-CDK1

Terapia efetiva para o cancer de
mama triplo-negativo

LIU et al., 2014

PLA-b-PEG

Doxorubicina e
erlotinibe

Terapia efetiva para o cancer de
mama triplo-negativo com liberagao
lenta dos dois ativos encapsulados.

ZHOU et al.,
2017
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Tabela 1:Uso de nanoparticulas de PLA na encapsulagdo de agentes antitumorais (0ltima)

Farmaco hidrofobico ¢ instavel /
aumento da meia- vida de circulagio
do farmaco e acumulo no tecido
tumoral.

PLA-b-PEG Bortezomibe SHEN et al.,

2015

mPEG-b-PLA Curcumina e Farmacos poucos soluveis com efeito
bortezomibe sinérgico que quando complexados
sdo sensiveis ao pH / NPs carregadas
foram absorvidas pelas células
tumorais de cancer de mama e o
ativo liberado na massa tumoral.

MEDEL et al.,
2017b

FONTE: Proprio autor

Nanoparticulas de PLA também foram estudas como veiculo para entrega de agentes
antidiabetes (BARWAL et al., 2013) anti-inflamatérios hidrofobicos (ESSA; RABANEL;
HILDGEN, 2010), a betametasona encapsulada em nanoparticulas de PLA e PLA-PEG
obteve resultados que sugerem uma forte interagdo das nanoparticulas em modelos in vivo
com acumulacdo na lesdo, internalizagdo em macrofagos e liberacdo gradual da betametosa
nas células, indicando que essa formulacdo pode ser usada na clinica para tratamento de
lesdes inflamatérias (ISHIHARA et al., 2010).

Agentes antioxidantes como vanilina, disseneleto de difenila (PhSe) e aureusidina
(derivado natural da aurona) foram encapsuladas em nanoparticulas de PLA (ROUSSAKI et
al., 2014; DALMOLIN; KHALIL; MAINARDES, 2016; ANTUNES et al.,, 2017a) a
encapsulacdo da aureusidina superou a baixa solubilidade do composto em agua e a
sensibilidade a luz, tornando possivel o aproveitamento das propriedades biologicas desse
composto. Assim, as nanoparticulas de PLA sdo consideradas promissoras para encapsulagao
de agentes que possuem limitagdes como baixa solubilidade, bem como para entrega desse

ativo em locais alvo
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3.4. Efeito de aumento de permeabilidade e retencao (EPR)

Recentes avancos na nanomedicina tem permitido o desenvolvimento de sistemas de
tratamentos melhorados frente as terapias tradicionais. O efeito de aumento de
permeabilidade e retengdo do inglés enhanced permeability and retention (EPR) ¢
considerado o “portdo real” na entrega de medicamentos contra o cancer. Esse efeito baseia-se
na caracteristica anatomica que a vasculatura tumoral apresenta, a estrutura dos vasos
sanguineos dos tumores ¢ patologicamente desorganizada e apresentam “espacgos” que
permitem o extravasamento de particulas com tamanho ajustado que podem se acumular no
tecido tumoral pela falta de drenagem linfatica (figura 8). Esse fenomeno serviu como base
para o desenvolvimento da terapia cancerigena macromolecular (FANG; NAKAMURA,;
MAEDA, 2011; DANHIER, 2016; NGOUNE et al., 2016).

Figura 8: Representagdo esquematica do efeito EPR observado em nanoparticulas

vasculatura Efeito EPR
defeituosa

Risnarsl vasculatura

F normal

FONTE: ADAPTADO DE HICKEY et al., 2015

Esse efeito foi descrito pela primeira vez por MAEDA et al. (1986) onde analisaram o
conjugado do anticancerigeno neocarzinostatina (NCS) com um copolimero de estireno e
acido maléico (SMA), essa conjugacdo foi denominada de SMANCS e ao administrar em
ratos portadores de cancer perceberam uma maior acumulagdo do conjugado no tecido
tumoral quando comparado a molécula livre. Além de melhorar o tempo de meia vida (t;,) e

ndo apresentar imunogenicidade (MAEDA et al., 1984).
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Mesmo ap6és trinta anos da descoberta desse efeito, esse tema ainda ¢ um assunto
complexo. De fato, varios fatores influenciam o efeito EPR, entre eles o peso molecular da
molécula maior que 40 kDa (MAEDA et al., 1994) contudo, apenas esse fator nao ¢
suficiente para que o efeito EPR ocorra. Muitos estudos relataram que os principais fatores
que afetam a eficicia do sistema EPR, sdo: (1) caracteristicas intrinsecas dos vasos
sanguineos tumorais, (2) tipo, tamanho e a localizacdo do tumor e (3) caracteristicas do
portador do tumor (género, idade e a composicao corporal) (FANG; NAKAMURA; MAEDA,
2011; PRABHAKAR et al., 2013; NATFJI et al., 2017).

O efeito EPR pode expandir o tratamento de canceres com dificil tratamento como € o
caso de tumores no cérebro, cujo o tratamento necessita ultrapassar a Dbarreira
hematoencefalica (BHE). KOUKOURAKIS et al. (2000) analisaram a acumulagao
intratumoral de Caelyx® (doxorrubicina encapsulado em lipossomas) radiomarcado em
pacientes portadores de tumores cerebrais metasticos e glioblastoma. O acimulo de Caelyx®
radiomarcado foi de 13 a 19 vezes maior nos glioblastomas e 7 a 13 vezes maior nas lesdes

metastaticas do cérebro, em compara¢ao com o cérebro normal.

Além disso, o efeito EPR pode ser visto ndo s6 em tumores solidos, esse efeito foi
observado em doengas arteriais periféricas pelo resultado da isquemia muscular (falta de
fornecimento de sangue) e neovascularizagdo que levou a uma retengdo de nanoparticulas nos
tecidos isquémicos. ENGLAND et al. (2016) analisaram o direcionamento de nanoparticulas
peguiladas de oxido de grafeno reduzido marcadas com nanoparticulas de ferro-CU (Cu-
RGO-IONP-PEG). Através de imagens de tomografia por emissdo de podsitrons (PET) e
imagens de Doppler mostrou que as nanoparticulas acumulavam-se no membro posterior

isquémico através do efeito EPR e que era reduzido a medida que a perfusdo se normalizava.

O efeito EPR marca um avango na nanomedicina anticancerigena alvo, porém a uma
generalizagdo injustificada dos resultados obtidos em estudos in vivo com animais com
modelos humanos, estd causando uma progressao lenta desse campo das pesquisas. Ainda ha
muitos desafios a serem enfrentados (biodistribuicdo das moléculas, heterogenicidade dos
tumores, taxa de liberagdo, internalizacdo celular lenta, entre outros) sao alguns dos fatores

que devem ser estudos para que se possa obter sucesso na terapia alvo (GREISH, 2012).
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. MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

Substancias e reagentes

# Poli (D,L écido lactico) (PLA) Mw- 20 000 Da — Sigma Alderich (USA)
» Alcool polivinilico (PVA) Mw — 23 000 Da - Sigma Alderich (USA)

= Poloxamer 188 ( Pluronic F-68 ®) - Sigma Alderich (USA)

# Triglicerideos do 4cido céprico/ caprilico ( Miglyol 812 ®)

= Lecitina de soja ( Lipoid® S-100)

+ Acctona — Merck (Brasil)

= Diclorometano - (Sigma Chemical Co., USA)

# Acetonitrila grau HPLC — Baker (USA)

= 2-benzaldeido cianoacetohidrazida - Sigma-Aldrich (USA)

# Trietilamina - Sigma-Aldrich (Alemanha)

Equipamentos analiticos

# Aparelho de sonica¢do — High intensity ultrasonic (modelo 75041, BIOBLOCK
SCIENTIFIC ILLKIRCH, France)

= Evaporador rotatorio (modelo R-215- BUCHII)

+ Balanga analitica (modelo AUW220D- SHIMADZU)

= Espectrofotometro (modelo SP-2000 UV, Spectrum)

#  Espectrofotometro de FTIR (modelo IRPrestige-21, SHIMADZU -Japao)

+ Difratometro de raios-X (modelo D8- Advance, Bruker)

# Zetasizer (modelo Nano-ZS- Malvern Instruments, UK)

# Analisador térmico simultineo (modelo STA 449F3 — Jupiter — NETZSCH)

= Microscopio de for¢a atomica (modelo SPM- 9700 — SHIMADZU - Japao)

# Microscopio eletronico de varredura ( modelo MEV-FEG Auriga 40 — ZEISS)

= Metalizador (SCD- 005 sputter coater - BAL-TEC)

# Ultracentrifuga (modelo CP 80p - HITACHI )



L

Liofilizador de bancada (modelo Alpha 1-2 plus, CHRIST- USA)
Espectrofotometro de ressonancia magnética nuclear RMN (BRUKER avance
spectrometer AC-500)
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4.2 METODOS

4.2.1 Sintese do derivado spiro-acridinico AMTAC-01

A sintese do farmaco ocorre por via paralela e depois convergente (figura 9), seguindo
a metodologia descrita por ALMEIDA et al., (2016). Foi entdo preparada uma solucao
equimolar de 2-cianoacetohidrazida e benzaldeido, a essa solugdo foi adicionado a 10 mL de
etanol puro e em seguida adicionado 20 gotas de 4cido acético (gota a gota) sob agitacdo e em
temperatura ambiente. Logo ap6s esse periodo o precipitado foi filtrado e lavado com etanol
puro, assim obteve-se o primeiro intermediario: 2-benzilideno-2-cianoacetohidrazida. O
composto 9carboxi-acrinaldeido foi preparado conforme TSUGE et al., 1963. Os
intermediarios 2- benzilideno-2- cianoacetohidrazida e 9- carboxi-acrinaldeido foram entdo
condensados em meio etanolico e basico, utilizando a trictanolamina como catalisador, a
reacdo foi deixada sob refluxo por 6 horas a 60°C. O precipitado final foi lavado com uma

mistura de etanol e 4gua e etanol a 10%.

Figura 9: Sintese AMTAC-01. Reagentes e condi¢des: (a) CH3CO2H, EtOH, 45°C; (b) CH3CO2H, ZnCI2,
230°C; (¢) PCC, CH2CI225°C; (d) EtOH, trietilamina, 60°C

NC H & H
0
DlN,H . /@A 3 "mJﬁ’Nﬂ
N, H
CHy Oy, M
QO (fD ‘(?II,@
AL
N z -
H " N

Clclizagto
esponidnen

AMTAC-01

Apos a sintese o farmaco foi caracterizado quanto aos seus aspectos fisico-quimicos e

técnicas de espectroscopia para confirmacdo da estrutura.
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4.2.2 Confirmacao estrutural

4.2.2.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Para verificagdo das faixas de absorcdo correspondente aos grupos funcionais
presentes no derivado, a amostra foi analisada pela técnica de refletdncia total atenuada
(ATR) na faixa espectral de 4000 a 700 cm-1.

4.2.2.2 Ressonancia magnética nuclear (RIVIN)

Os espectros de RMN de 'H ¢ RMN 3C foram obtidos em Espectrofotometro de
ressonancia magnética nuclear RMN (BRUKER avance spectrometer AC-500) operando com
frequéncia de 500 MHz para RMN 'H e 125 MHz para RMN *C. O tratamento dos dados foi
feito em software MestReC 4.8.6.0.

4.2.3 Preparagao das nanoparticulas contendo AMTAC-01

4.2.3.1 Nanoesferas de PLA contendo AMTAC-01 obtidas pelo método da
nanoprecipitacao

As nanoesferas de PLA foram obtidas pelo método da nanoprecipitacdo descrito por

FESSI et a., (1989).

Inicialmente foram variados os componentes da formulagdo como descrito na tabela
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Tabela 2: Formulagdes de nanoesferas de PLA obtidas pelo método da nanoprecipitagdo (NE-PLA-AMTAC-01

(A)
Quantidade de Quantidade de Concentragéo do Proporcao fase
polimero (mg) farmaco (mg) tensoativo organica:fase
Pluronic F-68 (%) aquosa

NE-PLA- 20 10 0,05 1:2
AMATAC-01 (A1)
NE-PLA- 20 5 0,05 1:2
AMATAC-01 (A2)
NE-PLA- 20 2 0,05 1:2
AMATAC-01 (A3)
NE-PLA- 20 2 0,25 1:2
AMATAC-01 (A4)
NE-PLA- 20 2 0,5 1:2
AMATAC-01 (A5)
NE-PLA- 50 2 0,5 1:4
AMATAC-01 (A6)
NE-PLA- 50 5 1 1:4
AMATAC-01 (A7)
NE-PLA- 50 2 1 1:4

AMATAC-01 (A8)

Para esse método uma solugdo organica contendo o polimero ¢ o firmaco foram
solubilizados em 10 mL de acetona que em seguida foram gotejados em uma solugdo aquosa
com diferentes concentragdes do tensoativo e diferentes proporgdes de fase organica, como
mostrado na tabela 1. O solvente organico foi removido a vacuo usando rotacvaporador.

Apos remogao do solvente organico as nanoesferas foram armazenadas em geladeira (6°C).

As NE-PLA (A) brancas foram preparadas conforme a metodologia descrita, porém, sem
adicdo do AMTAC-01.
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4.2.3.2 Nanocapsulas de PLA contendo AMTAC-01 obtidas pelo método da
nanoprecipitacao

As nanocapsulas de PLA foram obtidas pelo método da nanoprecipitagdo descrito por
FESSI et al., (1989). Inicialmente foram pesados 50 mg de PLA e este foi dissolvido em 10
mL de acetona juntamente com a lecitina de soja (lipoid®) e uma mistura de triglicerideos do
acido capricho caprilico (Mygliol 812 ®) e diferentes quantidades do farmaco foram
empregadas (5; 3; 3,5 e 2 mg) afim de obter um sistema com tamanho médio reduzido e maior
quantidade do AMTAC-01 incorporado. Essa solugdo foi gotejada em 40 mL de uma solugao
aquosa contendo pluronic F-68 1% (p/v) sob agitacdo constante. O solvente organico foi
removido a vacuo usando rotacvaporador. Apos remocdo do solvente organico as
nanocapsulas foram liofilizadas por 24 horas e armazenadas em temperatura ambiente até
posterior uso.

As nanocépsulas brancas foram preparadas conforme a metodologia descrita, porém, sem
adi¢cdo do AMTAC-01.

4.2.3.3 Nanoesferas de PLA contendo AMTAC-01 obtidas pelo método da emulsao
simples (O/A)

As nanoesferas de PLA foram obtidas pelo método da emulsificagdo/evaporacdo do
solvente, conforme relatado anteriormente (DALMOLIN; KHALIL; MAINARDES, 2016).
Por essa técnica, 50 mg de PLA foram dissolvidos em 1 mL de diclorometano juntamente
com 2 mg de AMTAC-01. Essa solucdo contendo a fase organica da emulsao foi rapidamente
vertida numa solucdo aquosa contendo PVA 2% ou 1%(p/v) e emulsionada por sonicagdo
durante 3 minutos, resultando na emulsdo O/A, durante todo o processo de sonicagdo foi
utilizado banho de gelo para evitar o aquecimento provocado pelo processo, evitando dessa
maneira, a evaporagao antecipada do solvente. Em seguida, a fase organica foi removida por
evaporagdo a vacuo a 37°C por 20 minutos. Apos remocdo do solvente orginico as
nanoesferas foram liofilizadas por 24 horas e armazenadas em temperatura ambiente, até

posterior uso.

As nanoesferas brancas foram preparadas conforme a metodologia descrita, porém, sem
adi¢cao do AMTAC-01.
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4.2.4 Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas de PLA carreadas com AMTAC-
01

4.2.4.1 Determinacado do tamanho de particula, indice de polidispersao e potencial
zeta

A determinacdo do tamanho das particulas, indice de polidispersdo e distribui¢do
foram obtidas em equipamento Zetasizer (Nano ZS, Malvern) pela técnica de espalhamento
de luz dindmica (DLS). Antes da medigao, as particulas foram diluidas em agua deionizada
(1:1000 v/v). A analise foi realizada em triplicata com angulo de dispersdo de 173° a 25°C e
10 corridas por minutos. Os resultados sdo apresentados como média e desvio padrao (£). O
potencial zeta das particulas foi avaliado a partir da mobilidade eletroforetica sob um campo
elétrico. As amostras foram diluidas em com KCL 0,1 mM e adicionadas em células
eletroforeticas onde um potencial de £ 150 mV. Todas as medigdes foram realizadas em

triplicata e os resultados apresentados em média e desvio padrao ().

42.4.2 Determinagdo da eficiéncia de encapsulagio de AMTAC-01 em
nanoparticulas de PLA
A quantidade de AMTAC-01 incorporado as nanoparticulas foi determinado pelo
método indireto. A suspensdo de nanoparticulas foi submetida a ultracentrifuga¢do utilizando
tubos de centrifugacdo (VIVASPIN ® 500, sartorius) 40 000 rpm por 40 minutos. O
sobrenadante foi coletado, diluido adequadamente em acetonitrila, filtrado em filtro com
tamanho de poro 0.45 pm e analisado em espectrofotometro em 268 nm (modelo do espectro).

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi determinada em triplicata e calculada pela equagdo (1):
EE (%) = Qinicial — Qfinal/ Qinicial X100 (1)

Onde, Qinicia1 € @ quantidade jicia de AMTAC-01 adicionada a formulagdo € Qfpa € a
quantidade do farmaco ndo encapsulado presente no sobrenadante depois da
ultracentrifugagdo. Foi realizada uma varredura espectral para verificagdo do comprimento de

onda do farmaco para posteriores quantificagdes (apéndice I).

4.2.4.3 Morfologia

A morfologia das nanoesferas e nanocdpsulas foram verificadas por microscopia

eletronica de varredura em equipamento MEV — FEG (Zeiss) com voltagem de aceleracdo de
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5 kV e aumento de 10-30 KX. Inicialmente as particulas foram metalizadas com ouro. A
microscopia de forca atomica foi realizada em equipamento SPM-9700 — Shimadzu (Japdo)
operando na regido atrativa do modo ndo-contato do cantilever, com varredura de 10-2 um,

frequéncia de ressonancia 100 kHz e forga constante de 8 N/m .

4.2.4.4 Difracao de raios-X (DRX)

O estado fisico do AMTAC-01, do PLA e das nanocapsulas e nanoesferas brancas e
contendo AMTAC-01 foram analisadas em difratometro de raios-X (D8 advanced, Bruker)
usando radiagdo de CuKa (A= 0,15418 nm, com tubos de voltagem 40 Kv e corrente de tubo
20 mA). As amostras foram analisadas com angulo de varredura ao longo de 26 variando de

5°a 70°, com velocidade de 2°/min.

4.2.4.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Espectros de FT-IR foram obtidos em espectrofotometro (modelo IRPrestige-21,
SHIMADZU -Japao) pela técnica de refletancia total atenuada (ATR) na faixa espectral de
4000 a 700 cm-1. Foram analisados o farmaco e o polimero isolados e as nanocapsulas ¢

nanoesferas brancas e contendo o AMTAC-01.

4.2.4.6 Calorimetria Exploratoria diferencial (DSC) e analise termogravimétrica
(TG)

As propriedades térmicas do PLA, AMTAC-01, NE-PLA, NE-PLA-AMTAC-01, NC-
PLA ¢ NC-PLA-AMTAC-01 foram analisadas em equipamento (Analisador térmico
simultineo NETZSCH STA modelo 449 F3- JUPTER) com medidas simultaneas de DSC ¢
TG, com razao de aquecimento de 10°C/min, com intervalo de temperatura de 40 a 500 °C em

atmosfera de gas nitrogénio com fluxo de 100mL/min.

4.2.4.7 Estudo de liberacao in vitro

O perfil de liberagdo in vitro do AMTAC-01 a partir das nanocapsulas de PLA foram
analisados através do ensaio com membrana de dialise. Inicialmente 10 mL de cada suspensdo
foi adicionado em saco de didlise, as extremidades foram vedadas e depois colocada em meio
de didlise (tampao fosfato de sodio pH 7.4, 50 mM) mantido a 37°C com agitacdo magnética
de 100 rpm. Em intervalos de tempo predeterminados (1, 2, 4, 6, 12, 24, 48 e 72 horas) foram
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coletados 1 mL do meio para andlise, sendo o volume retirado adicionado em seguida. Todas
as analises foram realizadas em triplicata e a leitura feita em comprimento de onda 268 nm. A
partir dos resultados calculados, foi plotada a curva de percentagem de liberacdo cumulativa
de AMTAC-01 (média) versus tempo (minutos). Foi avaliado o perfil de liberagdo do
AMTAC-01 das particulas através da utilizacdo de modelos matematicos, seguindo modelos
de ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Weibull e Hixson-Crowell, com
o principal objetivo de caracterizar o processo de liberagio do AMTC-01 através das

nanocapsulas.

4.2.5 Modelo Bioldgico experimental
4.2.5.1 Cultivo celular

Foram utilizadas, para o presente estudo ndo cancerigenas (tabela 3). A linhagem foi
obtida através do Instituto Nacional do Cancer (INCA) no Rio de Janeiro. Os cultivos foram
realizados no Laboratorio de Biotecnologia Celular e Molecular, no Centro de Biotecnologia

da Universidade Federal da Paraiba.

As células foram mantidas em incubadora (modelo HF212, Ultrafase) com 5% de CO,
a 37°C, e foram cultivadas em frascos de cultivo celular contendo meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e antibitticos (penicilina 100 U/mL e

estreptomicina 100 pg/mL).

O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas. As células aderentes requisitaram do
uso da solugdo de tripsina/EDTA, com a finalidade de soltd-las do frasco de cultivo ao
atingirem confluéncia de 80%. Apds passado esse periodo, essa solugao era bloqueada com o
meio de cultivo, e entdo as células eram centrifugadas (centrifuga HERMLE Labortechnik
GmbH) a 500 g por 5 minutos. As linhagens nao aderentes foram passadas diretamente para

tubos de 15 mL e centrifugadas.

O crescimento celular foi acompanhado por meio da utilizagdo de microscopio Optico
invertido (Medilux) e a viabilidade celular inferida por meio da contagem de células em
camara de Neubauer, utilizando o reagente Azul de Tripan (4%, SIGMA). Esse reagente
consegue penetrar apenas células com a membrana danificada, deixando-as com uma

coloragdo azulada, de forma que as mesmas podem ser identificadas e contadas como
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inviaveis. Desta forma, quando a amostra possuia 90% de células vidveis, os experimentos

eram realizados (STROBER, 2015).

Foi utilizado o seguinte célculo de contagem de viabilidade celular:

% de viabilidade celular = namero de células vidveis x 100 (2)
numero de células totais

Tabela 3: .Linhagens celulares utilizadas para os ensaios de avaliagdo de citotoxicidade in vitro.

Linhagem Histologia Origem Tipo de Cultura

HUVEC Nao cancerigena. Célula | Humana | Aderente
endotelial de veia de cordao

umbilical humano

4.2.5.2 Ensaio de citotoxicidade in vitro — Ensaio MTT

Essa técnica consiste na inferéncia da citotoxidade do composto estudado na
viabilidade celular, por meio da reducdo do MTT, composto hidrossoliivel de coloracao
amarela, em cristais de formazan, composto ndo solivel em 4dgua de coloracdo purpura, por
células viaveis devido ao metabolismo intracelular indireto feito pelo subproduto, NADH e
NADPH, de enzimas mitocondriais e lisossomais. Assim, considera-se a intensidade de
absorbancia lida pelo ELISA diretamente proporcional a quantidade de células vidveis em
cada poco apods o tratamento com a substancia em estudo (MOSMANN, 1983; RISS et al.,
2013).

Para o ensaio, utilizou-se microplacas de 96 pocos, como ilustrado na figura 10 . As
células epiteliais de cordao umbilical humano (HUVEC) foram plaqueadas com densidade a
3x10° células/mL contendo 200 ul do meio de cultura e incubada por 24 horas a 37°C e 5% de
CO,. Apos esse periodo o meio foi removido e as células foram incubadas por 24, 48 ¢ 72
horas com AMTAC-01 livre, NC-PLA, NE-PLA, NC-PLA-AMTAC-01le NE-PLA-AMTAC-
0l.
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Figura 10: Representagdo esquematica para teste de viabilidade MTT
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Apos esse periodo os pogos foram lavados com solucdo salina (PBS) e entdo foi
adicionado 10 1.L de MTT (amresco, Smg/ImL de PBS) (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolium]) por 3 horas e meia de incubacdo a 37°C e 5% de CO,. Apods esse
intervalo, foi adicionado 100 uL da solugdo de SDS/HCI (10 g de SDS, Amresco, 100 mL de
HCI1 0,0IN, Fisher). As placas foram entdo deixadas “overnight” em agitador de placas,
protegidas da luz, tendo, por fim, sua intensidade de absorbancia mensurada por
espectrofotometria do tipo ELISA (leitor ELISA Elx800, Biotek Instruments) com o filtro de
570nm. Os experimentos foram realizados em triplicata para cada substancia e os resultados
expressos pela média + D.P. A viabilidade celular foi calculada usando a equacdo (2) e a

concentragao inibitoria méaxima (ICsp) foi determinada para cada composto testado.

% viabilidade =n° C.V /n° C.T x 100 €))

Onde, C.V expressa o numero de células viaveis e C.T expressa o nimero de células totais.

4.2.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando software prima 6.0. Os dados da
atividade citotoxica foram analisados por analise de varidncia one-way e teste de comparagao
multipla de Tukey. Considerou-se p < 0,05 para indicar uma diferenga significativa entre os

grupos experimentais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtenc¢ao do derivado espiro-acridinico AMTAC-01

Através da rota sintética proposta por ALMEIDA et al., (2016) foi obtido o derivado
espiro-acridinico AMTAC-01 e como visto na tabela 4 com rendimento acima de 80%,

indicando que a rota sintética tem boa viabilidade e facil metodologia de purificagao.

Tabela 4: Caracterizagéo fisico-quimica do derivado AMTAC-01

Composto  Aparéncia PM(g/mol) Rend (%) LogP FM PF{(°C)

AMTAC-01 P amarelo 376,41 87 5,11  CyuHyN,O 234.02

Rend: rendimento; PM: peso molecular; LogP: coeficiente de particdo; FM: formula molecular; PF: ponto de
fusdo

Quanto ao logP o composto apresenta-se com carater mais lipofilico devido ao alto
valor tedrico calculado (5,11) o que pode estar relacionado a hidrofobicidade do nucleo
acridinico. A rota sintética ¢ reprodutivel para sintese do AMTAC-01 mesmo em escalas de
produgdo superior a um grama com bom rendimento, aceitavel grau de pureza (96%) e facil

purificagdo, o que torna a sintese interessante para produ¢do em grande escala.

5.2 Confirmacao estrutural

A determinacdo estrutural ¢ uma parte importante na quimica organica, apos ser
sintetizada a molécula deve ser elucidada para confirmacdo de sua estrutura quimica. Foram
realizadas espectroscopias na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
para obtengdo dos espectros de absor¢do das bandas dos grupos funcionais e de ligacdes
presentes nas moléculas e ressonancia magnética de 'H e '*C que juntas permitem determinar

a formula molecular e estrutural da substancia.

5.2.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho do derivado (fig. 11) apresentou pico em
3305 cm™ sugestivo de estiramento N-H de amina secundéaria. Em 2245 cm-' ocorre o
estiramento de nitrila (-C=N) com intensidade média. O estiramento sugestivo de C=0 de

amidas ocorre em 1707 cm-'. Em 1614 c¢cm-! e 1521 c¢m-! ocorre os estiramento de C=N de
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imina ¢ o dobramento de amina secundéria, respectivamente. Em 1484 cm-' ocorre o
estiramento sugestivo de ligagdo C=C de anel aromatico. O pico em 1262 cm-' caracteriza o
estiramento C-N de aromaticos. O pico em 751 cm-' refere-se a deformag@o angular fora do

plano de C-H presente no anel aromatico.

Figura 11: Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do derivado AMTAC-01
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Dessa forma, todos os picos encontrados estdo em concorddncia com oS picos
encontrados no trabalho de ALMEIDA et al., 2016, confirmando que com a sintese seguida ¢

viavel a molécula proposta.

5.2.2 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Como pode ser observado no espectro de ressonancia magnética nuclear de H' do
AMTAC-01 (fig. 12), a analise apresentou um singleto com deslocamento de 9.86 ppm
sugestivo para grupamento N-H, os singletos subsequente se apresentaram nos sinais em 8,56
e 8,39 ppm, sugestivos para os grupamentos vinilico e iminico, respectivamente. Os outros

deslocamentos sdo referentes aos hidrogénios do anel aromatico e do anel acridinico.
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Figura 12: Espectro de ressondncia magnética nuclear (rmn) de 'H do composto AMTAC-01 (500 MHz)
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No espectro de RMN de "*C (fig. 13) foram visualizados os 16 sinais correspondentes
aos carbonos (primarios e terciarios; secundarios e quaternario) caracteristicos do AMTAC-
01. A confirmagdo da cicliza¢do espontdnea da molécula foi confirmada com o aparecimento
do sinal em & 69.16 sugestivo da presenga do carbono quaternario na posi¢ao 7, corroborando

com o resultado encontrado por ALMEIDA et al., 2016.

Figura 13: Espectro de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *C do AMTAC-01 (500MHz)
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A analise dos dados espectroscopicos de FT-IR e RMN H!' e *C comparado aos dados
descritos na literatura por ALMEIDA et al., (2015) (tabela 5), permitem confirmar que o

composto sintetizado se trata do derivado espiro-acridinico AMTAC-01.

Tabela 5: Dados comparativos dos espectros de RMN de 'H e *C do composto AMTAC-01 sintetizado e
valores encontrados na literatura.

Atribuicoes AMTAC-01 (sintetizado)  AMTAC-01 (ALMEIDA et al., 2016)
3¢ o dc 3n
1 139,07 - 139,11 ]
2 127,53 7,00 127,50 7,00
3 130,67 7,27 130,63 7,26
4 120,92 6,83 120,89 6,82
5 115,58 7,02 115,44 7,02
6 111,85 - 111,81 ]
7 69,26 - 60,24 -
8 161,33 8,56 161,30 8,54
9 112,85 - 112,81 ;
10 108,65 - 108,60 -
11 161,33 - 161,30 -
12 147,99 8,39 148,05 8,38
13 134,12 - 134,05 -
14 127,35 7,36 127,30 7,36
15 131,13 7.35 131,08 735
16 127,53 7.33 129,33 733

17 - 9,86 - 9,82
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A partir dos dados apresentados podemos concluir que o farmaco sintetizado ¢ o
mesmo reportado na literatura de ALMEIDA et al., (2016) e esta adequado para os proximos

estudos.

5.3 Caracterizacao fisico-quimica das nanocapsulas e nanoesferas de PLA contendo o
AMTAC-01

Diversos trabalhos na literatura tem sido dedicado ao estudo dos efeitos do processo de
preparagdo das nanoparticulas como, solvente, tensoativo € a composicdo das particulas
alteram o tamanho e a liberagdo do farmaco (CHORNY et al., 2002; BUDHIAN; SIEGEL;
WINEY, 2007; ABDEL HALIM; SALAH, 2014). Além disso, observou-se que a
hidrofobicidade e miscibilidade do farmaco nas nanoparticulas sdo parametros fundamentais
que determinam a acumulagio e o destino da quimioterapia in vivo (JAGER et al., 2018).
Portanto, avaliar os parametros fisico-quimicos ¢ essencial para entender as interagdes entre o

farmaco e o polimero que podem afetar as caracteristicas finais das nanoparticulas finais.

5.3.1 Obtencao das nanocapsulas e nanoesferas de PLA contendo AMTAC-01

As nanoesferas de PLA obtidas pelo método da nanoprecipitagdo (NE-PLA-AMTAC-
01 (A)) estdo apresentadas na tabela 6.

O método da nanoprecipitagdo também chamado de método da deposicao interfacial, ¢
um método rapido e direto quando comparado a outros métodos que necessitam da formagao
de uma emulsdo. Em condi¢des apropriadas, o processo de formacdes das particulas ocorre
instantaneamente gracas ao “efeito Ouzo” um processo de formagdo de particulas sem a
necessidade de um agente tensoativo. Quando uma solugdo contendo um soluto hidrofébico
ou Oleo ¢ adicionada rapidamente na regido metaestavel, também chamada de “regido Ouzo (
regido entre o limite de solubilidade e solubilidade do soluto) de um diagrama de fases
ternario (composto por polimero, soluto e agua), o limite de solubilidade termodindmica do
soluto ¢ alcancado e o sistema evolui para nucleacdo de particulas de soluto, que sofre
crescimento pelo amadurecimento de Ostwald e precipitam, quando o soluto hidrofobico é um
polimero, forma as nanoparticulas poliméricas (BECK-BROICHSITTER et al., 2010;
LEPELTIER; BOURGAUX; COUVREUR, 2014).
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Tabela 6: Diametro médio ¢ indice de polidipersdo das nanoesferas de PLA (A) a quantidade de farmaco, de
polimero, concentracdo do tensoativo e propor¢do de fase organica: fase aquosa

Quantidade  Quantidade  Concentracdo  Proporcao fase Diametro  P.D.I

de polimero de farmaco do tensoativo organica:fase médio
(mg)* (mg) Pluronic F-68 aquosa*® (nm)*
(%)*

NE-PLA- 20 10 0,05 1:2 P.A
AMTAC-01
(A1)
NE-PLA- 20 5 0,05 1:2 P.A
AMTAC-01
(A2)
NE-PLA- 20 2 0,05 1:2 P.A
AMTAC-01
(A3)
NE-PLA- 20 2 0,25 1:2 3034 0,435
AMTAC-01 (+1,23)  (0,02)
(A4)
NE-PLA- 20 2 0,5 1:2 253.8 0,279
AMTAC-01 (£0,96) (£0,01)
(A5)
NE-PLA- 50 2 0,5 1:4 3034 0,435
AMTAC-01 (£1,85)  (+0,02)
(A6)
NE-PLA- 50 5 1 1:4 259,2 0,325
AMTAC-01 (*1,03)  (%0,02)
(A7)
NE-PLA- 50 2 1 1:4 185,3 0,110
AMTAC-01 (£0,87)  (+0,01)
(A8)

P.A=Presenga de agregados / *P<0,05

Dessa forma, encontrar uma formulagdo com baixa concentracdo do tensoativo € uma
propor¢ao adequada de fase organica:fase aquosa ¢ ideal para producdo de nanoparticulas
pelo método da nanoprecipitagio (BECK-BROICHSITTER, 2016). Por isso, diferentes
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concentragdes do tensoativo e proporcdes de fase organica:fase aquosa foram testadas e os

resultados estdo apresentados na tabela 5.

Uma baixa concentragdo do Pluronic F-68® nao foi suficiente para produzir particulas
com tamanho inferior a 200 nm. No trabalho de MAZZARINO et al., (2012) uma baixa
concentragio do pluronic F-68" (0,1%) levou a formagdo de agregados, sugerindo que baixas

concentragdes do tensoativo ndo sdo adequadas para estabilizar as nanoparticulas.

O tamanho menor das nanoparticulas alcangado com uma maior propor¢do da razdo fase
organica: fase aquosa ¢ esperado conforme encontrado em outros trabalhos (BRADI et al.,
2017; MAHORANA; MOHANTY; NEGY, 2010; MILADI et al., 2015) isso ocorre porque
um volume alto na fase aquosa leva a uma difusdo e nucleagdo mais rapida do solvente
organico para a dgua, formando particulas menores. Em alguns casos, a difusdo do solvente na
fase aquosa torna-se tdo rapida que o polimero precipita antes mesmo de se aglomerar em
particulas (BUDHIAN; SIEGEL; WINEY, 2007).

Apesar da NE-PLA-AMTAC-01 (A8) apresentar o tamanho almejado e baixo indice de
polidispersdo, apos 7 dias de preparagdo a formulacdo apresentava agregados no fundo do
recipiente, sugerindo instabilidade da formulagdo, para resolver esse problema, foi feito o

estudo com as nanocéapsulas que sera discutido a seguir.

As nanocapsulas de PLA contendo o derivado espiro-acridinico AMTAC-01 foram
obtidas com sucesso pelo método da nanoprecipitagao descrito por FESSI et al., (1989) ¢ as
nanoesferas pelo método da emulsdo simples (O/A). Na tabela 7 e 8, estdo descritas as

principais caracteristicas das particulas com e sem o AMTAC-01.
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Tabela 7: Diametro médio, indice de polidipersdo e potencial zeta das nanocépsulas de PLA ( NC-PLA e NC-

Quantidadede  Didametro médio Indice de Potencial zeta
AMTAC-01 (nm)* polidisperséo (mV)
(mg)*

NC- PLA - 208,4 (£0,17)** 0,129 (+0,05) - 16,9 (+0,002)
NC-PLA-AMTAC-01(1) 5 223,8 (£0,55) 0,248 (£0,03) N.R
NC-PLA- AMTAC- 3 253,9 (£1,42) 0,279 (£0,02) N.R
01(2)
NC-PLA- AMTAC- 2,5 185,2 (+1,85) 0,143 (£0,01) N.R
01(3)
NC-PLA- AMTAC- 2 183,8 (£0,95) 0,130 (£0,01) -17,6 (£0,003)
01(4)

PLA-AMTAC-01) variando a quantidade de farmaco

ANOVA: *P< 0,05 ; ** P>0,05; N.R: Néo realizado

O tamanho das nanoparticulas e o seu indice de polidispersao (PDI) sdo fatores chaves
que influenciam diretamente o comportamento biofarmacéutico das particulas contendo ativos
em uma ampla variedade de aplicagdes terapéuticas (YOUSHIA; ALI; LAMPRECHT, 2017).
A distribuicdo de tamanho geralmente ¢ determinada pelo seu indice de polidispersdo que
revela a uniformidade dos tamanhos das nanoparticulas. Para sistemas com tamanho
homogéneo, recomenda-se que o valor de PDI deve estar entre 0,01 ¢ 0,4, acima de 0,4 ja é
considerado polidisperso, respectivamente (BHATTACHARIJEE, 2016b)

Ao analisarmos os tamanhos das nanocapsulas de PLA apds adigdo do farmaco,
podemos verificar que o AMTAC-01 em baixas quantidades (2,5 ¢ 2 mg) diminui
acentuadamente o tamanho das nanoparticulas assim como o PDI. Resultado semelhante foi
encontrado na pesquisa de BUDHAIN et al., (2005) o qual analisaram a influéncia da
proporcao fArmaco:polimero na distribui¢ao de tamanho de nanoparticulas de PLGA contendo
o farmaco hidrofobico haloperidol. Os autores observaram que o aumento da concentracao do
farmaco em relagdo a uma concentracao fixa do polimero, ocorreu uma distribuicdo bimodal

do tamanho das particulas.

A tabela 8 apresenta os tamanhos médios das nanoesferas de PLA contendo o

AMTAC-01 em fun¢do da concentracdo do tensoativo utilizado.
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Tabela 8: Didmetro médio, indice de polidipersdo e potencial zeta das nanoesferas de PLA ( NE-PLA e NE-
PLA-AMTAC-01) variando a concentrac@o do tensoativo

Quantidade de Concentracao Diametro Indice de Potencial
AMTAC-01 do PVA médio (nm)*  polidispersao zeta (mV)
(mg)* (%)*

NE-PLA - 2 2782 (£3,42) 0,133 (£0,01) 12,2

(£0,001)
NE-PLA-AMTAC-01(1) 5 1 P.A - -

NE-PLA-AMTAC-01(2) 2 1 227,8 (£2,30) 0,104 (£0,01) N..R

NE-PLA-AMTAC-01(3) 2 2 165,4 (x1,71) 0,101 (£0,01) -29,2
(£0,006)

ANOVA: *P< 0,05 ; N.R: Nao realizado; P.A: presenca de agregados

As nanoesferas apresentaram um tamanho menor apos a adigdo do AMTAC-0lem
menor quantidade e aumento da concentragdo do tensoativo (PVA). A alta concentracao de
PVA nas nanoesferas (2% p/v) levou a formacdo de particulas menores devido a maior
disponibilidade de moléculas do tensoativo, o que estabilizou de maneira mais eficiente a
interface polimero/agua formando goticulas menores na emulsio (WACHSMANN;
LAMPRECHT, 2015).

O potencial zeta apresentou-se negativo nas nanoesferas ¢ nanocapsulas de PLA
devido a presenga de grupos carboxilicos terminais do polimero e dos agentes estabilizadores
nao-ionico (HUERTAS, FESSI, ELAISSARE et al., 2010; BHATTACHARIJEE, 2016). A
presenca do derivado espiro-acridinico diminuiu o potencial zeta das nanoparticulas nos dois
métodos, esse efeito pode ser explicado pela maior interacdo das cadeias hidrofobicas do
polimero com o farmaco, além disso a adicao da lecitina, um fosfolipideo anionico pode ter
contribuido para o valor negativo do potencial zeta das nanocdpsulas (CHUACHAROEN;
SABLIOV, 2016). O potencial zeta ¢ uma andlise importante para entender a superficie e
prever a estabilidade do sistema a longo prazo. Esses valores indicam estabilidade da
suspensao de nanoparticulas (BHATTACHARIJEE, 2016a).

As NC-PLA-AMTAC-01 contendo 2mg do AMTAC-01 e as nanoesferas contendo

2% de PVA (p/v) apresentaram tamanho médio de 183,8 nm e 165,4nm, respectivamente,
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considerados adequados para a liberagdo direcionada do fairmaco na terapia do cancer, pois,
atende ao requisito para transporte na corrente sanguinea e particulas com tamanho entre 20-
200 nm conseguem atravessar os poros endoteliais e se acumular no tecido tumoral devido o
efeito EPR (MAEDA; BHARATE; DARUWALLA, 2009; ALTMEYER et al., 2015;

DANHIER et al., 2015). Por essas caracteristicas foram escolhidas para estudos posteriores.

5.3.2 Eficiéncia de encapsulacao do AMTAC-01 nas nanocapsulas e nanoesferas de PLA

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada indiretamente pela leitura do
sobrenadante obtido apods ultracentrifugacao das nanoparticulas. Os resultados encontram-se

na tabela 9.

Tabela 9: Valores de eficiéncia de encapsulagdo para o AMTAC-01 nas nanocapsulas e nanoesferas de PLA

Formulacao Meédia (%)+DP
NC-PLA-AMTAC-01 50,1 (£0,22)
NE-PLA-AMTAC-01 84,5 (+0,14)

O método da emulsdo simples (O/A) obteve taxa de encapsulacdo maior (90,5%) que
por nanoprecipitagdo (77%). Diversos trabalhos correlacionam o método de obtencdo das
nanoparticulas ligado a eficiéncia de encapsulacdo do farmaco ( HALIM, SALH et al., 2014,
MORA-HUERTAS et al., 2012). Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de
CHEOW e HADINOTO (2010) onde analisaram o efeito das modificagdes dos métodos de
preparagao das nanoparticulas de PLGA frente a eficiéncia de encapsulacdo de levofloxacina,
um antibidtico hidrofébico, o0 método da nanoprecipitagao resultou em uma menor eficiéncia

de encapsulagao (65%) quando comparado ao método da emulsao simples (90%).

A alta eficiéncia de encapsulacdo pelo método da nanoprecipitacao pode ser atribuida
a adigdo da lecitina. Numa abordagem semelhante ZHANG et al (2008) atribuiram o aumento
da eficiéncia de encapsulacdo a adicao do fosfolipidio anfifilico pois, ajuda no ancoramento
do farmaco hidrofobico a superficie das nanoparticulas, visto que o fdrmaco interage com a
cauda hidrofobica da lecitina que esta ligada a superficie das nanoparticulas, ocasionando um

aumento na eficiéncia de encapsulagao.
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5.3.3 Morfologia

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para avaliar o tamanho e
morfologia das nanocapsulas e nanoesferas de PLA contendo o AMTAC-01. Essa técnica
mostrou-se adequada apenas para verificagdo da morfologia das nanoesferas de PLA (fig.14
C e D), nas figuras A e B estdo as micrografias das nanocapsulas com e sem farmaco, onde
podemos notar formas definidas das particulas porém, com a presenca de formas fribrilares.
Isso pode ter ocorrido devido a sensibilidade das nanocapsulas ao feixe de elétrons incidente,

mesmo esse operando em baixa voltagem (5kV).

Figura 14: Imagens de MEV-FEG das nanocépsulas de PLA (a) NC- PLA, b) NC-PLA-AMTAC-01) e
nanoesferas de PLA (c) NE-PLA, d) NE-PLA-AMTAC-01)

As nanoesferas de PLA (fig. 14 C) apresentaram forma praticamente esférica, com
tamanho inferior a 200 nm e caracteristicas morfologicas macias. O primeiro pardmetro
critico a ser analisado em sistemas nanoestruturados ¢ a forma real das particulas. As
nanoparticulas sdo classificadas em duas categorias basicas gerais, “hard” (duro) ou “soft”
(macia). As nanoparticulas hard referem-se aos sistemas cuja superficie exterior ¢ a unica
superficie disponivel para disposicdo do ativo encapsulado e este fato pode ser alcancado

através da adsor¢do ou fixacdo (covalente ou eletrostatica) do ativo a superficie das
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nanoparticulas, como exemplo temos as nanoparticulas de ouro e de prata . Enquanto que as
nanoparticulas soft possuem um niicleo central que servem como reservatorio para a adsor¢ao
do ativo, exemplo, lipossomas e micelas (SANGTANI et al., 2017).

A forma e tamanho da particula também foi confirmado com imagens do AFM,
entretanto as nanocdpsulas contendo o AMTAC-01 ndo obtiveram boa resolugdo por essa
técnica. Esse fato pode estar relacionado a técnica de secagem ineficiente para essa amostra,

porém, foi possivel visualizar as nanocépsulas sem farmaco (fig. 15A).

Figura 15: Imagens de AFM das nanocapsulas de PLA (a) NC-PLA ¢ (b) NE-PLA, (c) NE-PLA-AMTAC-01
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Correlacionado os tamanhos médios obtidos pela técnica DLS com os obtidos por
AFM, podemos confirmar os tamanhos das nanocapsulas com diferenca de = 20 nm (fig.
15A), para as nanoesferas sem farmaco (fig. 15B) a diferenca foi de =~ 40 nm, e para as
nanoesferas contendo AMTAC-01 (fig. 15C) essa diferenca foi de apenas 5 nm. Dessa forma,
podemos considerar que os tamanhos das nanocapsulas e nanoesferas .sdo dependentes tanto
da constitui¢ao da formulagdo como da escolha da técnica de obten¢do (BUDHIAN; SIEGEL,;
WINEY, 2007).
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5.3.4 Difracao de raios-X (DRX)

O perfil de DRX do PLA, AMTAC-01, NC-PLA, NC-PLA-AMTAC-01, NE-PLA e NE-
PLA-AMTAC-01 (fig. 16). O DRX do PLA apresentou halo largo entre 10° e 25°
caracteristico do estado amorfo do polimero (REIS et a., 2017). O difratograma do AMTAC-
01 apresentou picos intensos em aproximadamente 9°,10°, 21° e 24,4° caracteristicos do
estado cristalino do farmaco. O perfil de DRX das nanocapsulas contendo o AMTAC-01
apresentou picos em 19° e 23° que podem estar associados a presenca do pluronic aderido a
superficie das nanocapsulas devido a uma maior disposicdo de grupos carboxilicos do

polimero (TAVARES et al., 2017).

Figura 16: Difratogramas do PLA, AMTAC-01, NC-PLA e NC-PLA-AMTAC-01
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J& o difratagrama das nanoesferas contendo o AMTAC-01 (fig. 17) apresentou um
perfil amorfo indicando que o farmaco esta disperso molecularmente na matriz polimérica
ou no estado amorfo (ANTONIO et al.,, 2017; DALMOLIN; KHALIL; MAINARDES,
2016).
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Figura 17: Difratograma do PLA, AMTAC-01, NE-PLA ¢ NE-PLA-AMTAC-01
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A técnica de difracdo de raios-X apresentam um bom potencial para a andlise de
materiais nanoestruturado, devido a largura e a forma das reflexdes fornecerem informagdes
sobre as subestruturas da amostra analisada (tamanho dos cristais, microdeformacao de uma
rede, etc) (DOROFEEV et al., 2012).

Uma das aplicagdes das nanoparticulas poliméricas em sistemas de entrega de
farmacos ¢ a melhora da solubilidade de compostos poucos soliveis em dagua. As
nanoparticulas amorfas apresentam como vantagem mecanismos sinérgicos de aumento da

taxa de dissolugdo e aumento da taxa de solubilidade (JOG; BURGESS, 2017).

O aumento na taxa de solubilidade pode ser associado ao seu alto estado energético
(maior energia livre de Gibbs) o que, consequentemente, ocasiona uma instabilidade desses
sistemas no estado amorfo que tendem a cristalizar para um polimorfo estavel do fArmaco,
que teoricamente possui menor solubilidade. Entretanto, como esse fendmeno ¢ dependente
de varios fatores ( temperatura de armazenamento, teor de umidade, entre outros) uma
abordagem que estabiliza esse efeito € o uso de polimeros com alta transi¢do vitrea (tg)
(HANCOCK; PARKS., 2000). O PLA possui temperatura de transicdo vitrea alta (tg = 68°C),
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assim deduzimos que as nanocapsulas e nanoesferas de PLA contendo AMTAC-01 possuem

estabilidade do seu estado amorfo € aumento da solubilidade do derivado.

5.3.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

O estudo de espectroscopia na regido do infravermelho ¢ importante, pois nos da indicio

de possiveis interagdes entre os componentes da formulacdo com formacdo de novas

ligacdes quimicas, ndo observada nos componentes isolados.

A figura 18 apresenta os espectros de FT-IR dos compostos isolados, PLA, AMTAC-01,
NC-PLA, NC-PLA-AMTAC-01, NE-PLA e NE-PLA-AMTAC-01. O espectro de FT-IR do
PLA foi observado picos entre 2987 e 2936 cm™ que foi atribuido a vibragdes de CH de

carbono $p? de hidrocarbonetos presentes na estrutura do polimero (ANTUNES et al., 2017,
DI MARTINO; SEDLARIK, 2014), em1743 cm-' temos o pico caracteristico de estiramento
C=0 de ésteres alifaticos (KUMARI et al., 2010) e em 1080 cm-' temos o pico sugestivo de

ligagdo C-O-C de éster, respectivamente.

Figura 18: Analise de FT-IR do PLA, AMTAC-01, NC-PLA e NC-PLA-AMTAC-01
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Analisando o espectro do derivado foi possivel observar as bandas de absorgdes

caracteristicas do AMTAC-01 como descrito na literatura (ALMEIDA et al., 2016) a

presenca de um pico de 3308 cm-! foi atribuida ao estiramento NH de amida secundéria, em
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1692 cm-' observa-se o pico correspondente ao estiramento C=0 presente na estrutura do
farmaco e em 1478 cm-' o pico caracteristico de absorcdo de estiramento C=C de anel

aromatico, respectivamente.

O espectro da NC-PLA-AMTAC-01 apresentou picos caracteristicos do polimero e picos
do oleo utilizado na formulagdao (Miglyol® 812) na regido de 3000 a 2600 cm-'.Butstraen ¢
Salaiin (2014) atribuiram a presenca de absor¢des em 2927 e 2823 cm-' a picos de vibragdo
do estiramento C-H de cadeia alifatica simétrica e assimétrica presentes no miglyol, o pico
sugestivo de grupamento C=0 de éster de triglicerideo e do polimero aparece sobreposto em
1744 cm-'. Ja os picos referentes ao estiramento C-O e C-O-C do polimero e do dleo

aparecem sobrepostos em 1099 cm-!, simultaneamente.

Enquanto que o espectro da NE-PLA e NE-PLA-AMTAC-01 (fig. 19) ndo apresentaram
diferencas significativas entre si, a nanoesfera com o farmaco apresentou picos de absorcao
em 3290 cm-! atribuido a deformagdo axial O-H de alcool proveniente do tensoativo (alcool
polivinilico) e em 2951 cm-' e 2910 cm-' encontra-se os picos sugestivos de estiramento CH
de carbono sp3, podendo ser do PLA ou do PVA. O pico em 1753 cm-! ¢ sugestivo de ligacao
C=0 de éster do polimero e em 1081 cm-' temos um pico caracteristico de ligagdo C-O
sobreposta do tensoativo e do polimero (CHANDRAN et al., 2016).

Os picos caracteristicos do farmaco nao apareceram nas NC-PLA-AMTAC-01 e NE-
PLA-AMTAC-01 provavelmente devido a sua baixa quantidade presente no sistema. A partir
desses resultados pode-se admitir que o processo de nanoencapsulacdo do derivado nao

favorece nenhum tipo de interacao que descaracterize o polimero ou o farmaco utilizado.
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Figura 19: Analise de FT-IR do PLA, AMTAC-01, NE-PLA e NE-PLA-AMTAC-01
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A supressao das bandas do farmaco também foi relatada no estudo de ALTMEYER et
al., (2016), onde a proporcdo de citrato de tamoxifeno para o PLA foi de 1:10, proporcao
menor do que a observada nesse trabalho (1:25). Assim, a supressdo das bandas do farmaco
esta ligada a menor propor¢cao do AMTAC-01 em relagdo ao PLA na formulagao. REIS et al.,
(2017) trabalhando com nanoparticulas de PLA para o carreamento de disseleneto de difenila
(PhSe) com atividade antioxidante, relatou que as bandas caracteristicas do farmaco ndo
foram visiveis no espectro de FT-IR porque estavam mascaradas na matriz polimérica devido

a proporcao PLA:PhSe nas nanoparticulas.

5.3.6 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG/DTG)

As andlises de DSC e TG foram realizadas para avaliagdao do grau de cristalinidade, bem
como analisar as possiveis interagdes ou incompatibilidades entre as nanocapsulas e
nanoesferas de PLA e o farmaco aprisionado (SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2002;
ANTUNES et al., 2017b). No estudo de termogravimetria (fig. 20) observa-se um

comparativo das diferentes perdas de massa apresentada por cada amostra.
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Figura 20: Termograma do PLA, AMTAC-01, NC-PLA ¢ AMTAC-01, NE-PLA ¢ AMTAC-01
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Analisando o termograma do AMTAC-01 podemos observar que a degradacdo do
farmaco ocorre em duas etapas, a primeira ocorre entre 224-265 °C e a segunda em de 268°C-
400 °C com perda de 68,84% da amostra. Na curva termogravimétrica do PLA foi observado
na faixa de 300-350 °C o processo de decomposi¢ao térmica do polimero em um tnico evento
de forma definida, apresentando perda de massa de 89,3 %. As curvas da NC-PLA-AMTAC-
01 apresentou um discreto aumento na temperatura de perda de massa (deslocamento para
direita) quando comparada a curva de perda de massa da NC-PLA, esse fato pode estar
relacionado a uma maior estabilidade térmica do farmaco aprisionado as nanoparticulas,
necessitando assim de maior energia (temperatura) para que a degradag@o ocorra. As NE-PLA
e NE-PLA-AMTAC-01 apresentaram resultados semelhante porém, com menores

temperaturas de degradacao.

Os polimeros poliéster exibem variagdo no seu comportamento térmico, variando
conforme o niimero de repeticdes de unidades de metilenos, bem como com as diferentes
unidades de monomeros constituintes (KARAVELIDIS et al., 2010). A curva de DSC do
polimero e farmaco isolado, e as nanocapsulas com e sem firmaco estdo ilustradas na figura
21. A curva de DSC do PLA evidenciou um pico endotérmico em 340,55°C (AH= -419,9 J/g)
indicando o ponto de fusdo do polimero. A curva de DSC do AMTAC-01 apresenta o ponto
de fusao do farmaco em 231,88°C (AH = 230,3 J/g) seguido de um pico exotérmico em
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236,47°C (AH= -45,83 J/g) indicando a cristalizacdo do farmaco e o pico em 381,6°C (AH= -

64,44 J/g) com perda de massa de 80,82% indicando a sua decomposicao.

Em relacdo as nanocapsulas de PLA foi possivel um pico endotérmico referente a
temperatura de transigdo vitrea em 56,75°C podendo ser do 6leo miglyol 812 ® ¢ em,
aproximadamente 182°C temos o inicio da decomposi¢ao da amostra” Por outro lado a curva
de DSC da NC-PLA-AMTAC-0 apresentou um deslocamento do pico endotérmico de
relaxamento da transi¢do vitrea do polimero para 57,35°C e um evento exotérmico largo a

partir de 361.5°C (AH = 7,61 J/g) com perda de massa de 78,29 % indicando a decomposicao

da amostra.
Figura 21: Curvas de DSC do PLA, AMTAC-01, NC-PLA e NC-PLa-AMTAC-01
PLA
—— AMTAC-01
NC-PLA
NC-PLA-AMTAC-01
231,88°C

o

x

()

\:

236,47°C 340,55°C

S ~\’/¥

<

13}

3 56,75 °C

o

=

=

T

57,35°C
361,03 °C
T ! T ! T 4 T
100 200 300 400

Temperatura °C

O deslocamento dos valores de entalpia para valores mais altos refor¢cam a hipotese de
encapsulacdo do AMTAC-01 assim como a supressdo do pico de fusdo do farmaco nas

nanocapsulas de PLA contendo o farmaco.

A curva de DSC da NE-PLA (fig 22) apresentou um evento endotérmico largo com

dois picos dicretos em 208,12 °c e 292,62°C referente a eventos de decomposi¢ao da amostra.
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A NE-PLA-AMTAC-01 apresentou um evento endotérmico largo na mesma faixa de
temperatura das nanoesferas brancas porém, com deslocamento das temperatura para valores

mais baixos, provavelmente, devido interacdes das cadeias poliméricas com o farmaco.

Figura 22: Curvas de DSC e DTG do (A) NC-PLA ¢ (B) NC-PLA-AMTAC-01
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Cabe enfatizar que em sistemas nanoestrutrados ¢ esperada uma interagdo entre o
farmaco e o sistema, uma vez que demonstra que o farmaco encontra-se aprisionado ou ligado

a superficie das nanoparticulas (SARTORI, 2007).

5.3.7 Estudo de liberagao in vitro

A liberagdo do AMTAC-01 a partir das nanocapsulas ¢ nanoesferas de PLA foi analisada
em tampao fosfato de sodio pH 7,4 & 37°C simulando a temperatura corpérea. A figura 24

mostra o perfil da curva de liberacdo cumulativa do firmaco versus o tempo.
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Figura 23: Curva de liberagao /n vitro do AMTAC-01 a partir das nanocapsulas de PLA e curva do modelo
matematico ajustado
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Podemos observar uma liberacdo lenta do AMTAC-01 nas primeiras 12 horas (720 min).
Ap0Os 24 horas (1140 min) a liberagdo ocorre de maneira mais expressiva (= 26%) e em
seguida manteve uma liberagdo sustentada até 72 horas (4320 min), com liberacao de 30% do
farmaco utilizado na formulagdo, respectivamente. Zambaux et al., (1999) estudaram o efeito
do peso molecular do poli (4cido lactico) na cinética de liberagdo da proteina C. As
nanoparticulas obtidas a partir de PLA com maior peso molecular demonstraram valores de
degradagdo menores e, consequentemente, uma liberacdo mais lenta do ativo.

Uma das vantagens de aprisionar o farmaco em uma cavidade central como as
nanocapsulas ¢ que o feito de explosdo inicial “burst” ¢ evitado, assim ocorre um menor
contato do farmaco com o local de administragao, reduzindo irritacdo ou toxicidade local que
alguns fdrmacos apresentam, além de proteger o farmaco da degradacdo tanto durante o

armazenamento como quanto apos a administragdo (COURVREUR et al., 2002).

Os dados de liberagdo das formulagdes foram modelados usando o suplemento do Excel®
(Microsoft, Santa Rosa, CA, EUA), seguido dos principais modelos matematicos de
dissolugdo (tabela 9). O coeficiente de determinacdo ajustado (R*) e o desvio padrio do
quadrado médio (MSE) foram utilizados para escolher o melhor modelo que se ajusta os
dados. O R’ foi utilizado para comparar o ajuste dos modelos teoricos aos dados

. . . , . 2 , .
experimentais, quanto mais proximo de 1 for o R, melhor sera o ajuste do modelo para os
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dados. J4 o MSE avalia a diferenca entre os valores observados experimentalmente e aqueles
ajustados pelo modelo. Quanto menor o MSE, melhor serd o ajuste dos dados experimentais
ao modelo. Assim, o modelo que melhor descreva os dados experimentais sera o que

apresentar o maior R” ¢ o menor MSE (ZANG et al., 2010).

Tabela 10:Modelos matematicos utilizados para ajuste da curva de liberagdo do AMTAC-01 das nanocapsulas
(coeficiente de correlagdo (R?), constante da taxa de liberagdo e equagio)

Equacao
Formulacao Modelo matematico R? MSE* Constantes
F=Fmax*{1- _ _
Weibull Exp[-((t- 0.93 287 @ m1965707 p=
Ti)"B)/al} '
F=k1 *(t- _ -8 _
Quadrético Tlag)0.5+k2*(t- 0,93 280 K=o L8O =
1.5x10
Tlag)
F=k1%(t-
Peppas-Sahlin Tlag) m+k2*(t- 0,95 2,04 K;=6.44 K,=-0.07
Tlag)(2*m)
3/2%[1-(1-
F/100)~(2/3)]- _ -6
Baker-Lonsdale F/100=kBL*(t- 0,95 2,44 kg =6.0 x 10
Tlag)
F=100%*{1-[1-
NC- PLA- Hopfenberg %{llg-llg]?i’;(ttl-} 0,89 3,60 kyp=2.8 x 107
AMTAC-01 F=k0*(t-Tlag)
Ordem zero 0,88 3,81 ko= 7.9x10"
F=100*{1-Exp][-
Primeira ordem k1*(t-Tlag)]} 0,90 3,45 k=9.7x10"
F=kKH*(t-
Higuchi Tlag)"0.5 0,94 2,60 ky=35.5x 10"
F=kKP*(t-
kxp=0.007
- AN
Korsmeyer-Peppas Tlag)“n 0,96 1,98 =043
F=100%{1-[1-
Hixson-Crowell kHC*(t- 0,89 3,56 Kye=3x 107
Tlag)]"3}

*MSE - Desvio padrdo do quadrado médio

Segundo os critérios adotados para escolha do modelo a ser empregado, o modelo de
Korsmeyer-Peppas foi o melhor ajustado a curva de liberacdao (R?=0,96). Quando a equacdo
desse modelo ¢ transformada em logaritmo, se torna In M/M= In K + nInt e a inclinagdo n
pode ser determinada pelo grafico do logaritmo da taxa de liberacdo em funcdo do logaritmo

do tempo (MELO et al., 2010). Os valores desse expoente n indicam o mecanismo de
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liberacdo do farmaco a partir das nanoparticulas. Valores de n > 0,43 indicam que a difusdo ¢
Fickiana, se o valor for 0,85 > n > 0,43 entdo o mecanismo de liberacdo ¢ nao Fickiano
(PANDEY et al., 2015). O valor de n=0,43 encontrado na liberagdo do AMTAC-01 a partir
das nanocapsulas de PLA sugerem um mecanismo de liberagdo por difusdo Fickiana. No
trabalho de ALMEIDA et al., (2015) a atividade antiproliferativa in vitro do AMTAC-01 foi
avaliada em linhagens celulares de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) obteve um
ICsp de 2.09 uM e TGI de 59.40 uM. Baseando-se nos valores encontrados na cinética de
liberacdo do AMTAC-01 a partir das nanocapsulas de PLA, ap6s 48 horas ~ 22% do farmaco
foi liberado no meio, o que equivale em concentracdo molar a 92,71 puM, concentragdo
superior ao testado no trabalho citado. Assim, podemos deduzir que a atividade
antiproliferativa /n vitro futura desse trabalho podera alcancar resultados superiores ao ja
relatado, uma vez que a intensidade do efeito farmacologico ¢, em partes, diretamente
proporcional a concentracio do farmaco no local de acdo desejado (DURAN, MATTOSO,
MORAIS., 2006).

5.3.8 Ensaio de citotoxicidade in vitro

O resultado para avaliacdo da citotoxicidade do AMTAC-01 livre e dos sistemas
brancos e encapsulados ( NC-PLA/ NC-PLA-AMTAC-01/ NE-PLA ¢ NE-PLA-AMTAC-01)
estdo apresentados na tabela 11. Os dados foram expressos em uM, pela média dos valores de
Cls £ desvio padrao (DP) de trés experimentos em triplicata e foram obtidos utilizando curva

de regressao nao-linear.

Tabela 11: Valores de ICsq\ para a o AMTAC-01 livre, NC-PLa, NC-PLA-AMTAC-01, NE-PLA ¢ NE-PLA-
AMTAC-01 em células HUVEC por 72 horas (ANOVA p<0,05).

AMTAC- NC-PLA* NC-PLA- NE-PLA* NE-PLA-
01* AMTAC-01* AMTAC-01*

HUVEC  >200 24,50 (£3,81) 15,61 (+3.,65) >200 43,50 (& 3,22)
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Figura 24: Viabilidade celular HUVEC apds 72 horas de exposicdo ao AMTAC-01
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Podemos notar que a citotoxicidade do AMTAC-01 (fig. 25) foi dependente da

concentragdo com notavel redu¢do em concentragdes mais elevadas.

Figura 25: Viabilidade celular HUVEC ap6s 72 horas de exposi¢do a NC-PLa e NC-PLA-AMTAC-01
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As nanocépsulas de PLA com e sem o AMTAC-01 (fig. 26) apresentaram reducdo
significativa da viabilidade celular apos 72 horas de exposicdo as células HUVEC. Esse
resultado por ser explicado pela toxicidade do tensoativo pluronic. Foi relatado que os
pluronic inibem diretamente as bombas de efluxo de farmacos e a glicoproteina P por
incorporacdo nas membranas celulares e translocagdo nas células, influenciando a respiragdo
celular, a sisntese de ATP, trasdugdo de sinais apoptodico e expressdao génica (MOHAMED
et al., 2017; GAO et al., 2012). No trabalho de GAO et al., (2015) ao testar nanoparticulas de
PLGA contendo o sorafenibe, um agente antio-angiogenése utilizado no tratamento de
hepatocarcinomas altamente vascularizados, revestidas com lipideos CXCR4 em linhagens de

células HUVEC. Os autores mostraram que as nanoparticulas direcionadas com o lipideos
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conseguiram exercer o efeito citotoxico do fdrmaco em células de hepatocarcinoma e efeito

anti-angiogénese em células HUVEC.

Figura 26: Viabilidade celular HUVEC apds 72 horas de exposigdo a NE-PLA e NE-PLA-AMTAC-01
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A viabilidade celular das HUVEC na presenga das NE-PLA teve uma reducdo menos
expressiva quando comparada a redugdo da viabilidade na presenca da NE-PLA-AMTAC-01
(fig. 76). Isso pode ser explicado devido a biocompatibilidade do PLA (TYLER et al., 2016),
enquanto que na presenca do AMTAC-01 essa viabilidade sofre mudangas do seu perfil
toxico. A toxicidade das nanoesferas encapsuladas foi dependente da concentragdo em ordem

contraria, quanto menor a concentragao maior a toxicidade.

No trabalho de WANG e HO et al., (2010) foram desenvolvidas nanocapsulas de PLA
com uma combinagdo de farmacos anticancerigeno (paclitaxel) e um agente de inibigdo de
neovascularizagdo (combrestatina A4) para o tratamento eficaz do cancer. Os autores
mostraram que o tamanho pequeno das nanocaspulas (68 nm) foi eficiente para absor¢ao das
nanocapsulas pelas células 20 minutos apds a incubacdo. O efeito da inibicao da proliferagdo

analisado em linhagens de células HUVEC foi observada ja nas primeiras 24 horas.

Como ja comentando em sessdes anteriores, em tumores solidos temos uma rapida
proliferagdo celular e uma rapida angiogénese. Apesar da atividade anticancerigena ja
apresentada pelo AMTAC-01 conforme relatada no trabalho de ALMEIDA et al., (2016)
ainda ndo sabemos se o derivado apresenta atividade anti-angiogénse . Embora tenha sido
observada uma citotoxicidade in vitro apenas para as formulagdes encapsuladas quando

comparada ao farmaco livre, as nanoparticulas podem ter melhorado a entrega do farmaco ao
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interior das células por mecanismos de endocitose, assim uma concentracdo maior do ativo no
interior das células pode ter ocasionado uma maior inibicao do crescimento celular das células

com alta neovascularizagdo HUVEC (BAREFORD, SWAAN., 2007).

Contudo, testes in vitro em outras linhagens de células normais sdo necessarios, assim
como testes /n vivo para investigar os efeitos da exposicdo prolongadas das nanoesferas e

nanocapsulas de PLA contendo AMTAC-01.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados apresentados e discutidos permitem afirmar que o derivado espiro-acridinico
apresenta rota sintética de facil obtengdo com boa reprodutibilidade. A encapsulacdo do
AMTAC-01 em nanoesferas e nanocapsulas de PLA permitiu conferir ao farmaco uma

solubilidade aparente em meio aquoso, essencial para sua aplicagdo terapéutica.

Os métodos de obtengdo e otimizagdo empregados (nanoprecipitacdo e emulsdo simples)
foram satisfatorios, produzindo particulas com tamanho menor que 200 nm, distribuicdo
estreita de tamanho e alta eficiéncia de encapsulagdo. As andlises do estado fisico das
particulas (DRX, FT-IR e DSC/TG) revelaram que o derivado ndo interage com o polimero
formando novas ligagdes e que o farmaco encontra-se disperso molecularmente na matriz
polimérica ou aderido a superficie. Os ensaios de liberacdo in vitro indicaram que as
nanocapsulas sdo capazes de prolongar a liberacio do fdrmaco através de uma difusdo

Fickiana.

O ensaio de citotoxicidade das naoesferas e naocapsulas de PLA contendo o AMTAC-01
foram analisados em células endoteliais de corddo umbilical humano (HUVEC) mostrando
toxicidade dependente da dose, e maior toxicidade quando comparada ao farmaco livre. Esse
resultado pode ser explicado por mecanismo de endocitose mais elevado para os sistemas

nanoparticulados.

Desse modo a consolidar a obtengdo das nanoparticulas (nanoesferas e naocapsulas)
contendo o derivado espiro-acridinico com atividade anticancerigena, experimentos em

linhagens de células de cancer de mama humano (MDA MB-231) estdo em andamento.
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= Varredura espectral entre 200-800 nm para analise do comprimento de onda

maximo (Amax)

Figura 1:

Varredura espectral do AMTAC-01 em acetonitrila (1mg/mL)
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