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RESUMO

O desenvolvimento de sistemas nanoparticulados permite a liberacdo controlada e dirigida de
farmacos em concentracdo adequada para o alvo bioldgico. Entre as vantagens destes sistemas
estdo a reducdo da dosagem, seletividade, reduzidos efeitos colaterais e a liberacdo
controlada. Cerca de 40% das moléculas farmacologicamente ativas descobertas séo
rejeitadas, devido, principalmente, a reduzida solubilidade e biodisponibilidade. Para
contornar tais problemas, carreadores nanométricos , capazes de modular a liberagdo com alto
grau de reprodutibilidade, surgiram como alternativas eficazes. Neste sentido, indmeras
estratégias vém sendo desenvolvidas e utilizadas na terapia de cancer, sendo a maioria destas
para melhorar a entrega do medicamento no local do tumor, como é o caso dos sistemas
nanoparticulados. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de nanocapsulas
biodegradaveis contendo candidato a farmaco antitumoral 2-[(1H-Indol-3-il-metilideno)-
amino]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila (SB44-LSVM).Os
nanosistemas foram preparados pelo método de deposicdo interfacial de polimeros pré-
formados, posteriormente foi feita a avaliagdo da estabilidade de encapsulacdo. Foi realizada
uma validacdo do método analitico de acordo com a diretrizes da RE N° 899, de 29 de maio
de 2003 da ANVISA. Os resultados mostraram que a melhor formulagdo com 5 mg do
candidato a farmaco antitumoral, se apresenta com melhores parametros como a eficiéncia de
encapsulacdo de 99.25+0.05 % e o potencial zeta de -27.2 mV . Com relacdo a validacao a
faixa de linearidade foi de 0,1 a 6 ug.mL™, a equacdo de regressao: y = 0.0832x + 0.0384 e r
= 10,9999, a repetibilidade (coeficiente de variacdo) do método com valores entre 0 e 3,93% e
a precisao intermediaria indicou que ndo a diferenca entre as médias foi estatisticamente
significante (P < 0,05). A exatiddo revelou média percentual de recuperacéo entre 99,96 e
104,88%. O metodo foi robusto nos diferentes solventes. Os limites de deteccdo e
quantificacéo foram de 0,0281 e 0,09639 pg.mL™, respectivamente. Neste estudo a associaco
de nanoparticulas com o candidato a farmaco apresentou O6timos resultados em relacéo a sua
estabilidade, logo consideramos que as nanoparticulas conferem maior protecdo e como
também melhoram a forma de solubilizacdo do mesmo. O método de validacdo proposto é
exato, preciso e reprodutivel sendo capaz de quantificar o SB44-LSVM em matéria-prima

Palavras-Chave: Nanocapsulas, solubilidade, validacéao



ABSTRATC

The development of nanoparticulate systems allows the controlled release of drugs, and direct
in proper concentration for the biological target. Among the advantages of these systems, we
have for example, reduction of the dosage, selectivity, reduced side effects and controlled
release. Approximately 40% of pharmacologically active molecules descovered are rejected,
mainly due to reduce solubility and bioavailability. To circumvent such problems, nanosized
carriers, capable of modulating the release with a high degree of reproducibility, have
emerged as effective alternatives. In this regard, several strategies have been developed and
used in cancer therapy, most of these to improve drug delivery to the tumor site, as is the case
of nanoparticulate systems. This study aimed at was development of biodegradable
nanocapsules containing the antitumor drug candidate 2 - [(1H-Indol-3-yl-methylidene)
amino] -5,6,7,8-tetrahydro-4H-cicloheptal[b] thiophene-3-carbonitrile (SB44-LSVM) .The
nanosystems were prepared by interfacial deposition of preformed polymers method further
assess the stability of encapsulation was performed. A validation of the analytical method
according to the guidelines of the RE N° 899 of May 29, 2003 ANVISA was performed. The
results showed that the best formulation with 5 mg of the antitumor drug candidate, presents
with best parameters such as encapsulation efficiency of 99.25 + 0.05%, and the zeta potential
of -27.2 mV. With respect to validating the range of linearity was 0.1 to 6 pg.mL-1, the
regression equation: y = 0.0832x + 0.0384 r = 0.9999, the repeatability (coefficient of
variation) of the method amounts between 0 and 3.93% and the intermediate precision
indicated no difference between the averages was statistically significant (P <0.05). The
accuracy revealed an average percentage recovery between 99.96 and 104.88%. The method
was robust in different solvents. The limits of detection and quantification were 0.0281 and
0.09639 pg.mL™?, respectively. In this study the association of nanoparticles with the
candidate drug showed excellent results regarding its stability, so consider that nanoparticles
provide greater protection and also as a way to improve the solubility of the same. The
proposed validation method is accurate, precise and reproducible being able to quantify the
SB44-LSVM in raw material

Keywords: Nanocapsules, solubility, validation
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1 INTRODUCAO

Atualmente a nanociéncia e a nanotecnologia tem sido transferida de laboratorios de
pesquisa para o uso do consumidor, motivados pela capacidade de resposta as necessidades da
sociedade para uma melhor qualidade de vida e protecdo do meio ambiente. O grande
interesse no estudo destes nanomateriais se deve ao fato de apresentarem propriedades fisico-
quimicas distintas dos materiais base ja conhecidos, o0 que permite inUmeras novas
possibilidades de aplicagdes, entre as quais tem sido amplamente introduzida em aplicagfes
biomédicas, incluindo deteccdo bioldgica, diagnoéstico por imagem e distribuicdo de
medicamentos, em particular no dominio do tratamento do cancer (BARKALINA et al.,
2014).

Um dos grandes objetivos da nanomedicina € o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo controlada e dirigida de farmacos em concentragcdo adequada no tecido alvo. Razéo
pela qual, ha grande interesse em sistemas nanoparticulados eficazes em escala nanométrica.
Entre as vantagens destes sistemas estdo a reducdo da dosagem, seletividade em relacdo ao
alvo biolodgico (tecido ou células), reduzidos efeitos colaterais, liberacdo controlada evitando
0s picos de dosagem, tipicos de medicamentos convencionais (CERIZE, 2012). Além disso,
cerca de 40% das moléculas farmacologicamente ativas descobertas sdo rejeitadas, devido,
principalmente, a reduzida solubilidade e biodisponibilidade. Para contornar tais problemas,
carreadores micrométricos e nanomeétricos, capazes de modularem a libera¢do com alto grau
de reprodutibilidade, surgiram como alternativas eficazes (VILLANOVA et al., 2010). Esses
nanosistemas de liberacdo controlada de farmacos sdo utilizados nas terapias para tratamentos

oncologicos.

De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (larc, do inglés International Agency for Research on
Cancer), da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), houve 14,1 milhGes de casos novos de
cancer e um total de 8,2 milhdes de mortes por cancer, em todo o mundo, em 2012. A carga
do cancer continuard aumentando nos paises em desenvolvimento e crescerd ainda mais em
paises desenvolvidos se medidas preventivas ndo forem amplamente aplicadas. Nesses, 0s
tipos de cancer mais frequentes na populagdo masculina foram préstata, pulmao, célon e reto;

entre as mulheres foram o de mama, célon e reto e pulmédo. Nos paises em desenvolvimento,
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os trés canceres mais frequentes em homens foram pulmao, estdmago e figado; as mulheres

foram 0 de mama, colo do Utero e pulméo.

No Brasil, a estimativa para 0 ano de 2014, que sera vélida também para 0 ano de
2015, aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, incluindo
0s casos de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema do cancer no pais. O
cancer de pele do tipo ndo melanoma (182 mil casos novos) serd 0 mais incidente na
populacéo brasileira, seguido pelos tumores de préstata (69 mil), mama feminina (57 mil),
célon e reto (33 mil), pulm&o (27 mil), estbmago (20 mil) e colo do atero (15 mil). (INCA,
2014).

Neste sentido, buscam-se novos farmacos e nanosistemas de liberacdo controlada que
sejam menos tdxicos, mais eficazes e especificos para o tratamento desta doenca. Estes,
além de trazer véarios beneficios terapéuticos, podem também superar casos de resisténcia a

multiplas drogas pelas células cancerosas (JABIR et al., 2012).

Alguns farmacos utilizados na terapéutica possuem em sua estrutura o anel tiofeno.
Entre as diversas atividades farmacologicas dos tiofenicos estdo as acdes anti-hipertensiva,
anti-inflamatoria e analgésica, antimicrobiana, anti-helmintica, antidepressiva, antipsicética, e
antitumoral. Souza e colaboradores (2012) avaliaram a atividade antitumoral do composto 2-
[(1H-Indol-3-il-metilideno)-amino]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila
(SB44), através da analise de citotoxicidade pelo método do MTT, constataram que 0 SB44
exibia maior potencial de inibicdo do crescimento das linhagens tumorais humanas (100%
para HT29 e NCI H-292; 97,5% para HEP) e que o composto tem fraca solubilidade em
dgua. Este fato direciona o desenvolvimento de nanosistemas, como as nanocapsulas
associadas ao SB44, para aumentar a biodisponibilidade ,solubilidade e validacdo do método

analitico do candidato a farmaco.

Quanto a questdes sanitarias e regulatdrias relativas a nanomedicamentos, todos 0s
métodos para a determinagdo quantitativa de farmacos devem ser validados para garantir a
seguranca e confiabilidade dos resultados obtidos. Dessa forma, a validacao é definida como o
ato documentado que atesta que determinado procedimento, processo, material, atividade ou
sistema, estejam realmente conduzindo aos resultados esperados. Para tanto, deve apresentar:
especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, sensibilidade e limite deteccéo e quantificagéo,
conforme aplicacdo analitica do método em questdo (ICH, 2010; BRASIL, 2012). E, apesar

de intensa atividade cientifica e desenvolvimento destes novos medicamentos e carreadores
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nanomeétricos, poucos foram aprovados até 0 momento pelas principais agéncias reguladoras
como o FDA (Food and Drug Administration) dos EUA e pela EMEA (European Medicines
Agency), entre outras. (JABIR et al., 2012).

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi a obtencdo de sistemas nanoparticulados
poliméricos biodegradaveis de um candidato a farmaco antitumoral, a validacdo do método

analitico, bem como a avaliacdo da atividade antitumoral.



18

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que se dedica ao desenvolvimento ou
manipulacdo de dispositivos e sistemas com dimensdo nanométrica. A aplicacdo da
nanotecnologia nas mais variadas areas, especialmente na area da salde, esta em crescente
evolugdo (PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012) e explora a peculiaridade das propriedades

fisico-quimicas presentes nos materiais de tamanho submicrométrico.

Em se tratando das areas da medicina e farmécia € possivel elencar algumas das
diversas aplicacOes: veiculacdo de farmacos, vacinas, terapia génica, proteinas, biossensores

para uso diagnostico, cosméticos, implantes e proteses (CARRARO, 2013).

O interesse em todas essas aplicacOes se deve aos beneficios inerentes, como por
exemplo, a rapidez e sensibilidade em usos na medicina diagndstica, o direcionamento sitio-
especifico no caso de veiculacdo de vacinas na medicina preventiva, a vetorizagcdo e a

liberacdo prologada no caso dos farmacos.

Diante dessa emergéncia das nanotecnologias, a veiculacdo de farmacos vem
despertando grande interesse nas pesquisas cientificas e em industrias farmacéuticas
(PARVEEN ; MISRA; SAHOO, 2012), em face da possibilidade de aprimoramento do
desempenho de medicamentos existentes no mercado, ou do desenvolvimento de novas

formulagoes.

Os dispositivos nanomeétricos que servem como carreadores de farmacos podem ser
sintetizados a partir de diferentes matérias-primas, bem como podem apresentar conformacoes
estruturais variadas. Dentre muitos é possivel destacar: lipossomas, nanoemulsdes, nanotubos,
dendrimeros, micelas, e nanoparticulas com as mais variadas composi¢des: poliméricas,

magnéticas, ceramicas, lipidica-solidas, metalicas, entre outros (CARRARO, 2013).

Frente a uma aplicagdo farmacéutica, a selecdo do sistema nanomeétrico a ser utilizado
no carreamento de farmacos esta relacionada a acdo desejada e a compatibilidade fisico-
guimica com o farmaco em questdo. A seguir, focaremos o estudo na classe das

nanoparticulas poliméricas, um dos dispositivos nanométricos mais explorados.
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2.2 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas (NPs) sdo sistemas coloidais, de tamanho nanométrico,
compostas essencialmente por polimeros naturais ou sintéticos. De acordo com o método por
qual sdo sintetizadas, as NPs adquirem distinta estrutura interna (Figura 1) e podem ser

diferenciadas em:

a) Nanocépsulas: sdo constituidas por um ndcleo liquido, do tipo reservatorio, podendo ser
oleoso ou aquoso, envolto por uma parede polimérica. A molécula a ser transportada pode

estar enclausurada no nucleo ou adsorvida a parede polimérica (RAO; GECKELER, 2011).

b) Nanoesferas: correspondem a matriz sélida composta por polimero, onde a substancia
carreada encontra-se molecularmente dispersa na matriz ou adsorvida nela (RAO ;
GECKELER, 2011).

Figura 1. Representacdo de nanocépsulas e nanoesferas (Adaptado de FERREIRA, 2012).
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As principais caracteristicas das NPs tém estimulado sua ampla investigacao
conferindo a estas estruturas elevada potencialidade para a veiculacdo de farmacos, e dizem

respeito ao reduzido diametro e direcionamento sitio-especifico.
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No que diz respeito ao didmetro médio da particula, esta € uma das propriedades finais
que pode ser modulada a partir do método de obtengdo considerando-se 0s pardmetros
experimentais envolvidos: temperatura da reacdo, velocidade de evaporacdo do solvente,
volume das fases, concentracdo do surfactante e velocidade de homogeneizacdo, em se
tratando de métodos de emulsificacdo (RAO; GECKELER, 2011).

A maioria dos polimeros utilizados na preparacdo de nanoparticulas é biodegradavel e
biocompativel ou, no minimo, estes polimeros sdo totalmente eliminados do organismo num
relativo curto periodo de tempo para que ndo ocorra 0 acimulo do mesmo caso haja repeticdo
de administracdo. Além disso, ndo podem ser ou ter produtos de degradacdo que sejam
toxicos ou imunogénicos. Respeitando estas condicdes, alguns dos principais polimeros
empregados para este fim sdo: PCL (poli- &- caprolactona), PLGA (poli &cido lactico-co-acido
glicolico), PLA (acido polilatico), quitosana e eudragit®. Todos estes polimeros sdo

sintéticos, exceto a quitosana, que tem origem natural (KUMARI et al., 2010).

O PLA, o0 PLGA e o PCL séo poliésteres alifaticos, suscetiveis a degradacdo em meio
biolégico e sdo muito utilizados para revestimento de medicamentos implantaveis. Dentre
estes polimeros, 0 PLGA é o que possui menor tempo de degradacdo (VILLANOVA et al.,
2010).0 Poli(e- caprolactona), é um poliéster alifatico semicristalino, obtido por um anel de
abertura de polimerizagdo através de g-caprolactona como mondmero (Esquema 1). O PCL
tem temperatura de transicdo vitrea e fusdo aproximadamente (-60°C e 60°C),
respectivamente. Em temperatura ambiente , PCL €é solivel em solventes aromaticos e
solventes clorados (diclorometano e cloroférmio), parcialmente soltveis em solventes polares,
tal como a acetona, acetonitrilo e dimetilformamida, mas insolavel em agua e alcool.
(POHLMANN et al., 2013).

Esquema 1. Polimerizacdo do mondmero ciclico - caprolactona (a) e (b) estrutura quimica da poli(e-

caprolactona).
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O PCL ¢ bastante utilizado na preparagdo de sistemas de liberacdo controlada. Possui
baixa degradacdo, sendo ideal para sistemas de liberacdo em longo prazo. Sua elevada
permeabilidade e a auséncia de toxicidade permitem que este polimero sintético seja

adequado a nanotecnologia farmacéutica (POHLMANN et al., 2013).

2.3 Cancer

O Cancer é um termo genérico para um grande grupo de doencas que podem afetar
qualquer parte do corpo. Outros termos utilizados sdao tumores malignos e neoplasias. Uma
caracteristica marcante do cancer é o crescimento desordenado de células normais que
crescem além de seus limites habituais, e que pode, em seguida, invadir partes adjacentes do
corpo e se espalhar para outros Orgdos. Este processo € referido como metastase. As
metastases sdo a principal causa de morte por cancer (WHO, 2014). A complexidade genética
e fenotipica esclarece sua diversidade clinica e resisténcia terapéutica. Apesar dos avancos
impressionantes na biologia do céncer, esta continua sendo, de alguns anos para cé, a

principal causa de mortes no mundo (JABIR et al., 2012).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), através de sua agéncia de investigacdo do
cancer, a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Céancer (IARC), mantém uma

classificacdo dos agentes que causam cancer, Como:

e Carcinodgenos fisicos, tais como a radiacdo ultravioleta e ionizante;
e Produtos quimicos cancerigenos, como amianto, a aflatoxina (um contaminante de
alimentos) e o arsénico (um contaminante de agua potavel);

e Carcinogéneos bioldgicos, tais como infec¢des de certos virus, bactérias ou parasitas.

O envelhecimento é um fator fundamental para o desenvolvimento de céncer. A
incidéncia de cancer aumenta drasticamente com a idade, provavelmente devido a uma
acumulacdo de riscos para canceres especificos. A acumulacdo global de risco € combinada
com a tendéncia para 0os mecanismos de reparagdo celular a serem menos eficazes quando

uma pessoa envelhece (WHO, 2014)
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O consumo de alcool e alimentacdo inadequada s&o os principais fatores de risco de
cancer em todo o mundo. Infec¢Bes crbnicas de hepatite B (HBV), o virus da hepatite C
(HCV) e alguns tipos de virus do papiloma humano (HPV) estdo levando fatores de risco para
0 cancer em paises de baixa e média renda. O cancer do colo do Utero, que é causado pelo
HPV, é uma das principais causas de morte por cancer entre as mulheres nos paises de baixa
renda (WHO, 2014).

Em 2030, a carga global sera de 21,4 milhdes de casos novos de cancer e 13,2 milhdes
de mortes por cancer, em consequéncia do crescimento e do envelhecimento da populagéo,
bem como da reducdo na mortalidade infantil e nas mortes por doencas infecciosas em paises
em desenvolvimento (INCA, 2014).

E com base nas informac@es de 23 Registros de Cancer de Base Populacional (RCBP),
alimentados por uma rede de 282 Registros Hospitalares de Cancer (RHC), que se consolida o
sistema de morbidade por cancer — com informagdes oportunas e de qualidade (padronizadas,
atualizadas e representativas da populacéo brasileira). A esse sistema, agrega-se o Sistema de
Informacdes sobre Mortalidade (SIM) para a elaboracdo da estimativa de 19 tipos de cancer,

apresentada para o territorio nacional, estados e capitais, por género (INCA, 2014).

De outro lado, atividade fundamental é o monitoramento continuado dos programas de
prevencdo e controle implementados para combater o cancer e seus fatores de risco. Esse
monitoramento incorpora a supervisdo e a avaliagdo dos programas como atividades
necessarias para o conhecimento do andamento e do impacto no perfil de morbimortalidade
da populacdo, bem como a manutencdo de um sistema de informacgdes oportuno e de
qualidade, que subsidie analises epidemiolégicas como produto dos sistemas de vigilancia
(INCA, 2014).

Tendo em vista que o cancer é o lider causador de mortes em todo mundo e que
segundo dados da OMS, esta patologia foi causa de 8,2 milhdes de mortes no mundo, em
2012, buscam-se novos farmacos que sejam menos toxicos, mais eficazes e especificos
para o tratamento desta doenca. Os tipos de céncer que causam maior numero de mortes

por ano sao os prostata, pulmao, colon, reto e de mama (WHO, 2014).

Portanto o desenvolvimento de novas formas terapéuticas eficazes com efeitos
colaterais minimos dos quimioterapicos e que melhorem a qualidade de vida dos pacientes sdo

0s objetivos de estudo da comunidade cientifica na area de cancerologia. Neste contexto, 0s
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sistemas nanoparticulados poliméricos podem contribuir para a terapéutica do cancer, ja que
esta patologia ainda apresenta limitagdes quanto ao seu tratamento, como por exemplo, 0s

efeitos colaterais e as repetidas administracoes.

2.4 Composto derivado do tiofeno

O tiofeno (Esquema 2) consiste em um anel heterociclico aromatico pentagonal, onde

um carbono metilénico é substituido por um atomo de enxofre (ZHONGHALI, 2005).

Esquema 2. Estrutura do tiofeno

4 3
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2

Segundo Fakhr et al. (2008), os compostos derivados do tiofeno, em especial 0s
benzo[b]tiofeno 2-substituidos (Esquema 3) possuem grande variedade de propriedades

farmacéuticas.

Esquema 3. Composto benzo[b]tiofeno 2-substituidos

-
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Dentro das propriedades farmacéuticas, os tiofenos sdo relatados para exercer
atividades antituberculares, anti-inflamatdrios, antimicrobiano e ansiolitico. Um levantamento
da literatura também revela que substituidos 2-amino tiofenos séo inibidores potentes e
seletivos da elastase de leucocitos humanos e adenosina Al receptores de potenciais

alostéricos, antifungico e antitumoral. (SOUZA et al., 2012).

Souza e colaboradores (2012) avaliaram a atividade antitumoral do composto 2-[(1H-
Indol-3-il-metilideno)-amino]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila
(Esquema 4), através da anélise de citotoxicidade pelo método do MTT, constataram que 0
SB44 exibia maior potencial de inibicdo do crescimento das linhagens tumorais humanas
(100% para HT29 e NCI H-292; 97,5% para HEP) e que o composto tem fraca solubilidade
em agua. Este fato direciona o desenvolvimento de nanosistemas, como as nanocapsulas

associadas ao SB44, para aumentar a biodisponibilidade ,solubilidade do candidato a farmaco.

Esquema 4. Estrutura do candidato a farmaco 2-[(1H-Indol-3-il-metilideno)-amino]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila (SB44-LSVM) (Souza et al.,2012).

NH

2.5 Solubilidade

O efeito terapéutico de um farmaco depende da sua biodisponibilidade e da
solubilidade das suas moléculas. A solubilidade é um dos parametros mais importantes para
alcancar a concentracdo desejada do farmaco na circulacdo sistémica, para se obter uma
resposta farmacologica. Atualmente, 40% dos novos farmacos possuem baixa solubilidade e
permeabilidade na agua (SAVJANI et al., 2012).
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A solubilidade de um soluto é a quantidade méxima de soluto que se pode dissolver
numa determinada quantidade de solvente ou de solugdo a uma determinada temperatura. Por
outras palavras, a solubilidade pode também ser definida como a capacidade de uma
substancia formar uma solucédo com outra substancia. A substancia a ser dissolvida é chamada
de soluto, e o liquido em que o soluto se dissolve é chamado de solvente, que conjuntamente
formam uma solucgédo (SAVJANI et al.,2012).

A baixa solubilidade de um farmaco é muitas vezes intimamente relacionada ao
tamanho de particula; quando o tamanho da particula se torna menor, a razdo area de
superficie e volume aumenta. Uma maior area de superficie permite uma maior interacdo com

0 solvente que faz com que ocorra um aumento na solubilidade (SAVJANI et al.,2012).

A solubilidade de um farmaco é um parametro chave nos estudos de pré-formulacéo.

Baseado em suas solubilidade , as substancias podem ser classificadas em 7 niveis (Tabela 1)

Tabela 1. Solubilidade das substancias (adaptado de BRASIL, 2012).

Quantidades aproximadas do solvente, em mililitros,
Definicao para um grama da substancia
Muito solavel Menos de 1
Facilmente soltvel Delal0
Solavel De 10 a 30
Ligeiramente soltvel De 30 a 100
Pouco soluvel De 100 a 1.000
Muito pouco sollvel De 1.000 a 10.000
Praticamente insoltvel Mais de 10.000

Na literatura tem-se destacado que os farmacos considerados de baixa solubilidade
apresentam biodisponibilidade incompleta, em funcdo da velocidade de dissolucdo ser mais
lenta que o transito intestinal (DEZANI, 2010).
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2.6 Validacéo de procedimentos analiticos

A necessidade de se mostrar a qualidade de determinacdes quimicas esta sendo cada
vez mais reconhecida e exigida. Os dados analiticos ndo confidveis podem conduzir a
decisdes desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo método
analitico gere informacdes confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma
avaliacdo denominado validacdo. A validacdo de um método é um processo continuo que
comeca no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia. Para registro de novos produtos, todos os érgaos reguladores
do Brasil e de outros paises exigem a validacdo de metodologia analitica e, para isso, a
maioria deles tem estabelecido documentos oficiais que sdo diretrizes a serem adotadas no
processo de validagdo. Um processo de validacdo bem definido e documentado oferece as
agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas sdo adequados
para o uso desejado (US-FDA, 2001; BRASIL , 2003; INMETRO, 2003 e ICH, 2010).

2.6.1 Parametros de desempenho

O objetivo do procedimento analitico deve ser claramente entendido uma vez que ira
governar as caracteristicas de validacdo que precisam ser avaliadas. Os parametros de

desempenho do método, necessarios avaliar, sao:

*Especificidade e seletividade;
eLinearidade;

eIntervalo ;

* Limites detecgéo(sensibilidade);
Limites de quantificacéo;
*Preciséo;

*Exatidéo;

*Robustez;
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As caracteristicas de validacdo sdo consideradas como as mais importantes para a
validacdo de diferentes tipos de procedimentos analiticos. Esta lista deve ser considerada

tipica para os procedimentos de analise citados.

Além disso, a revalidacdo pode ser necessaria nas seguintes circunstancias: quando se
verificam alteracdes na sintese do composto que constitui a amostra; aquando alteracdes na
composi¢do do produto acabado; e na presenca de mudancas no procedimento analitico. O
grau de revalidacdo necessario depende da natureza das alteracbes (FIGUEIREDO, 2012).

2.6.1.1 Especificidade e seletividade

A especificidade é considerada como a capacidade do método analitico em detectar
o(s) analito(s) de interesse na presenca de outros componentes da matriz. (BRASIL, 2003).

A seletividade é a capacidade que o método possui de quantificar exclusivamente um
composto especifico independente da matriz da amostra e das suas impurezas. Para analise
qualitativa (teste de identificacdo) é necessario demonstrar a capacidade de sele¢do do método
entre compostos com estruturas relacionadas que podem estar presentes. Isto deve ser
confirmado pela obtencdo de resultados positivos em amostras contendo o analito,
comparativamente com resultados negativos obtidos com amostras que ndo contém o analito,
contendo estruturas semelhantes (BRASIL,2003).

A especificidade e a seletividade estdo relacionadas com o evento da detecgdo. A
especificidade refere-se a um método especifico para um Unico analito e a seletividade refere-
se a um método utilizado para véarios analitos com capacidade de distin¢cdo entre eles
(FIGUEIREDO, 2012).

2.6.1.2 Linearidade da curva de calibracéo

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que 0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro
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de um intervalo especificado. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagdo (r)
deve ser = 0,99 (BRASIL, 2003).

A linearidade é obtida por padronizacdo interna ou externa, e formulada como
expressao matematica (equacdo da regressdo linear) que vai ser utilizada o célculo da

concentracdo do analito a ser determinado na amostra real.

O coeficiente de correlagdo (r) € um indicador da interdependéncia entre o sinal
medido e as concentracfes dos respectivos padrées. Contudo, o coeficiente de determinacéo
(r?) é que deve ser utilizado para traduzir a adequabilidade de um modelo linear aos valores
experimentais (BRASIL, 2003).

2.6.1.3 Intervalo

O intervalo especificado é a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior
de um método analitico . Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da
aplicacdo pretendida do método (Tabela 2). E estabelecido pela confirmacéo de que o método
apresenta exatiddo , precisao e linearidade adequados quando aplicados a amostras contendo

quantidades de substancias dentro do intervalo especificado (BRASIL, 2003).

Tabela 2. Limites percentuais do teor do analito que devem estar contidos no intervalo de linearidade para
alguns métodos.

Ensaio Alcance

Determinagdo quantitativa do analito em | De 80% a 120% de concentragdo tedrica do
matérias-primas ou em formas farmacéuticas | teste

Determinagéo de impurezas Do nivel de impureza esperado até 120% do
limite méaximo especificado. Quando
apresentarem importancia toxicologica ou
efeitos farmacoldgicos inesperados, 0s
limites de quantificacdo e deteccdo devem
ser adequados as quantidades de impurezas
serem controladas.

Uniformidade de conteudo De 70% a 130 % da concentracdo tedrica do
teste
Ensaio de dissolucéo De + 20% sobre o valor especificado para o

intervalo. Caso a especificacdo para a




29

dissolucdo envolva mais que um tempo, o
alcance do método deve incluir -20% sobre o
menor valor e + 20% sobre o maior valor.

2.6.1.4 Limite de deteccéo

O limite de deteccdo é a menor quantidade de analito presente em uma amostra que
pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢es experimentais
estabelecidas. O limite de deteccdo é estabelecido por meio da andlise de solucdes de
concentracdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor detectavel. No caso de
métodos instrumentais (Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia, Cromatografia Gasosa,
absorcédo atémica), a estimativa do limite de deteccdo pode ser feita com base na relacdo de 3

vezes o ruido da linha base (BRASIL, 2003). Pode ser determinado pela equagéo:

D_DPaxB
- IC

Em que: DPa € o desvio padrdo do intervalo com o eixo do Y de , no minimo, 3 curvas
de calibracdo construidas contendo concentracfes de farmaco proximas ao suposto limite de
quantificacdo. Este desvio padrdo pode ainda ser obtido a partir da curva de calibracdo
proveniente da analise de um nimero apropriado de amostras do branco; IC é a inclinacdo da

curva de calibracéo.

2.6.1.5 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo é estabelecido por meio da andlise de solugdes contendo
concentragfes decrescentes do farmaco até o menor nivel determindvel com precisdo e

exatiddo aceitaveis (BRASIL, 2003). Pode ser expresso pela equagéo:

_ DPa x 10

LD
IC
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Em que: DPa é o desvio padrdo do intervalo com o eixo do Y de , no minimo, 3 curvas
de calibracdo construidas contendo concentra¢@es de farmaco préximas ao suposto limite de
quantificacdo. Este desvio padrdo pode ainda ser obtido a partir da curva de calibracdo
proveniente da analise de um numero apropriado de amostras do branco; IC ¢ a inclinacdo da
curva de calibragéo.

Também pode ser determinado por meio do ruido. Neste caso, determina-se o ruido da
linha de base e considera-se como limite de quantificacdo aquela concentracdo que produza
relacdo sinal-ruido superior a 10 :1(BRASIL, 2003)

2.6.1.6 Precisao

A precisdo consiste na avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra, sendo considerada a
precisdo intracorrida (repetibilidade) e a intercorridas (intermediaria). A repetibilidade é a
concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista
e instrumentacgdo. J& a precisdo intermediaria é concordancia entre os resultados do mesmo
laboratério obtidos em dias diferentes, com analistas e/ou equipamentos diferentes (BRASIL,
2003). Esse parametro pode ser expresso como desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente

de variacdo (CV%), devendo os valores ser inferiores a 5%.

DPR = bp x 100
" CMD

2.6.1.7 Exatidao

A exatidao avalia a proximidade dos resultados obtidos pela metodologia em estudo
em relacdo ao valor verdadeiro. O pardmetro engloba a anélise do farmaco, da forma
farmacéutica e de impurezas, devendo ser realizada apds determinacdo da linearidade e
especificidade, com no minimo 9 (nove) determinacGes, ou seja, triplicata de uma
concentracdo baixa, média e alta do analito (BRASIL, 2003). A exatidao e expressa conforme

a equacéo abaixo:



31

o concentracdo média experimental
Exatidao = — — x 100
concentragao teorica

2.6.1.8 Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacdes dos pardmetros analiticos. Indica sua confianga durante o
uso normal. Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliagdo da
robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método a variacGes nas condicGes analiticas,
estas deverdo ser controladas e precaucdes devem ser incluidas no procedimento (BRASIL,
2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Preparar, caracterizar nanocapsulas biodegradaveis contendo candidato a farmaco
antitumoral 2-[(1H-Indol-3-il-metilideno)-amino]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila (SB44-LSVM)

3.1.1 Objetivos Especificos

e Obter nanocapsulas contendo o derivado (SB44-LSVM);

e Realizar a caracterizacao fisico-quimica dos nanosistemas desenvolvidos;

e Avaliar a estabilidade acelerada e em longo prazo dos nanosistemas;

e Validar método analitico por espectrofotometria UV para quantificacdo do principio
ativo;

e Realizar ensaio de citotoxicidade in vitro em linhagens de células tumorais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Parte experimental

4.1.1 Preparacéo das nanoparticulas

As nanoparticulas utilizadas nesse trabalho de pesquisa foram preparadas segundo o
método de deposicdo interfacial de polimeros pré-formados (FESSI et al., 1989). Para
preparar as nanocapsulas poliméricas contendo o candidato a farmaco SB44-LSVM, tém-se

uma mistura de uma fase organica e de uma fase aquosa.

A fase organica constituiu-se do polimero PCL, acetona (solvente organico), Span®80
fosfatidilcolina, miglyol® (triacilglicerol de cadeia longa).A fase aquosa foi composta pelo
surfactante polissorbato (Tween® 80) ,Pluronic® F68 e agua destilada. Apos dissolucdo dos
constituintes, verteu-se a fase organica na fase aquosa. A suspensdo resultante foi mantida sob
agitacdo durante determinado tempo, em seguida, os solventes foram evaporados em um
rotaevaporador sob temperatura em torno de 40°C, em uma velocidade de 110 rpm e
posteriormente as suspensdes foram concentradas sob baixa pressdo a fim de obter uma

concentragédo de 10 mL.

Durante o desenvolvimento das formulacdes de nanocéapsulas, foi estudada a
influéncia da variacdo de alguns constituintes da formulacdo em seu didmetro médio e o
indice de polidispersdo. Os parametros das formulacdes avaliados foram: variacdo nas
concentragfes do candidato a farmaco e nas proporcfes do polimero utilizado (PCL ),
variacdo do volume final de formulagdo. Todas as suspensdes apds suas formulagdes foram

conservadas em temperatura de 4 °C.

As etapas do preparo das nanocépsulas estdo ilustradas conforme a (Figura 2).
Inicialmente a solucdo orgénica é vertida na solugdo aquosa; posteriormente a suspensdo
obtida é mantida em agitacdo por alguns minutos; O solvente e 0 excesso de &gua sao

evaporados.
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Figura 2. Modelo ilustrativo do mecanismo de montagem para producdo de nanocapsulas poliméricas (

Adaptado de POHLMANN et al., 2013)
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4.1.2 Medidas de estabilidade quimica

A fim de verificar a estabilidade das formulacbes foi realizada a medida de pH das
suspensdes de nanocapsulas de PCL contendo o farmaco apds as preparacGes. A medida dos
valores de pH das suspensbGes de nanocapsulas foi realizada utilizando-se um pHmétro

calibrado com solucdes tampdao padrédo em pH 7,0 e 4,0.

4.1.3 Estabilidade dos sistemas

Os testes de estabilidade em longo prazo foram avaliados as condi¢bGes das
nanocapsulas logo apos a fabricacdo e em intervalos de tempo regulares (0;7; 15;30; 45; 30;

60;90 e 180 dias).
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4.1.4 Tamanho e distribuicdo da particula

O tamanho médio e a distribuicdo das particulas foram determinados por
espectroscopia de auto-correlagdo de fotons utilizando um analisador de particulas
Zetananosizer® (Malvern), fixando o angulo de dispersdo em 90°C e as diluindo em agua.
Esses parametros foram analisados a 20°C (OLIVEIRA et al. , 2013)

4.1.5 Medidas de tamanho e polidispersao

A técnica de espalhamento dindmico de luz foi utilizada para determinacdo do
tamanho médio das particulas (diametro hidrodinamico) e polidispersdo. As analises foram
realizadas diluindo-se 1/10(v/v) as suspensdes de nanocapsulas (com o candidato a farmaco)
com agua destilada (YEDOMON et al., 2013).

4.1.6 Teor e eficiéncia de encapsulacao do farmaco

Determinou-se o teor do SB44-LSVM nas nanocapsulas utilizando-se o método de
espectrofotometria de absorcdo na regido do ultravioleta. As nanocapsulas preparadas foram
transferidas para bal6es volumétricos de 10 mL inicialmente, com banho de ultrassom e
posteriormente para baldes volumétricos de 5 mL, com banho de ultrassom , o volume
completado com &gua destilada. A absorbancia foi realizada em um espectrofotbmetro
(Thermo Scientific GENESYS™ 10S Bio) no comprimento de onda( Amax = 395 nm).
Calculou-se o teor do SB44-LSVM pela equacéo da reta obtida pela construcdo de uma curva
de calibracdo. As analises foram realizadas em triplicata e determinou-se a eficiéncia de

encapsulacdo (EE%) do farmaco por meio da seguinte equacdo (FESSI et al.,2012):

quantidade do farmaco encapsulado
E.E(%) = - — - x 100
quantidade inicial do farmaco
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4.1.7 Potencial Zeta

A carga de superficie eletrostatica das particulas foi determinada a partir da
mobilidade eletroforética através do analisador do potencial zeta no Zetananosizer®
(Malvern) (OLIVEIRA et al ,2013).

4.1.8 Determinacéo da solubilidade do SB44-LSVM em meio aquoso

A solubilidade do SB44-LSVM em &gua foi realizada de acordo com BRASIL
2010.Para o estudo de solubilidade 1mg do SB44-LSVM foi pesado para 3 frascos com 5mL
agua destilada por 72h sob agitagdo. Apods esse periodo foram coletadas aliquotas de 2000 puL
de cada um dos frascos e colocadas em eppendorfs de 2 mL. Apds as coletas, foram feitas as

quantificacbes em espectrofotometria (Thermo Scientific GENESYS™ 10S Bio) ao A:395nm.

4.1.9 Validacao de metodologia analitica

4.1.9.1 Desenvolvimento de método analitico por espectrofotometria

O desenvolvimento do método analitico por espectrofotometria foi baseado em
pardmetros como: linearidade, especificidade, precisdo, exatiddo, robustez, limite de detec¢do
e limite de quantificagdo; preconizado pela ANVISA, Resolu¢do RE n° 899, de 29 de maio de
2003.

4.1.9.2 Determinagdo do comprimento de onda
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Com o intuito de se obter o melhor comprimento de onda de detec¢do para analise, foi
realizada a varredura do candidato a farmaco diluido em &lcool metilico, na concentracdo de
1,0ug/mL de SB44-LSVM, entre os comprimentos de onda de 100 a 900nm.

4.1.9.3 Linearidade

Para a construcdo das curvas analiticas de linearidade foram preparadas seis solu¢Ges
estoque de SB44-LSVM em alcool metilico concentracdo de 0,1mg/mL, a partir das quais,
por meio de diluicBes seriadas em alcool metilico. A (Figura 3) mostra um esquema da
sequéncia utilizando este modo de preparo. Foram obtidas 7 concentragdes tedricas (0,1;0,2;
0,4; 1,0; 2,0; 40 e 6,0 pg/mL). Os dados obtidos foram tratados estatisticamente no
BioEstat® 5.0 para determinacdo do coeficiente de correlacdo atraves da regressdo linear
pelo método dos minimos quadrados e os dados foram ainda submetidos a analise de
variancia (ANOVA).

A curva de calibracdo foi construida plotando-se os valores referentes as areas dos

picos no eixo das ordenadas e as respectivas concentragdes do analito no eixo das abscissas.

Figura 3. Diluicdes a partir de uma solugéo estoque (Adaptado de RIBANI et al.,2004).
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4.1.9.4 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da comparacdo dos espectros de
absorcdo das amostras que contém o candidato a farmaco nas concentragdes (0,1;0,2; 0,4; 1,0;
2,0; 40 e 6,0 pg/mL). E com amostra que ndo contém o candidato a farmaco, obtidos na
regido de 275-500 nm.

4.1.9.5 Precisao

O teste de precisdo pode avaliar os critérios de repetibilidade e precisdo intermediaria
.(BRASIL,2003) Neste estudo, a precisdo foi avaliada quanto a precisdo intracorrida
(repetibilidade) e intercorridas (precisdo intermediaria) , sendo expressas como CV% .Em
todos os ensaios foram investigados trés niveis de concentracdo em triplicata, sendo uma
baixa (0,4 pg.mL™), uma intermediaria (1,0 pg.mL™) e uma alta (4,0 ug.mL™). O ensaio de
repetibilidade foi realizado no mesmo dia e nas mesmas condi¢cdes de analise, enquanto a

precisdo intercorridas foi realizada em intervalo de 24 h e com analistas diferentes.

4.1.9.6 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada por intermédio de analises em trés diferentes
niveis de concentracdo (0,4 ;1;4 ug/ mL), em trés repeticOes e expressa pela relacdo entre a

concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracao teodrica correspondente.

o concentracdo média experimental
Exatidao = — — x 100
concentragdo teorica
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4.1.9.7 Robustez

Neste parametro foram realizadas a anélise de 3 repeti¢Ges da solugdo do SB44-LSVM
em dois diferentes fabricantes de alcool metilico, na concentracdo do ponto médio da curva (1
ng/ mL™Y). A fim de verificar a influéncia de pequenas variaces ocasionadas pela marca do
solvente de alcool metilico adquirido por diferentes fornecedores. Os fabricantes de alcool

metilico utilizados foram Quimica Moderna e NEON (Séao Paulo).

4.1.9.8 Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccéo (a) e quantificacdo (b) foram determinados, matematicamente,
a partir da curva analitica resultante da média das trés curvas analiticas. O calculo para
determinar os valores correspondentes ao LD e LQ, baseia-se no desvio padréo do residual da
linha de regressdo e sua relacdo com a inclinacdo da reta (coeficiente angular) na curva

analitica, seguindo as relagdes:

LD = (D.P./1) x 3 (a)
LQ = (D.P./1) x 10 (b)

4.1.9.9 Andlise estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios de precisdo intra, intercorridas e de
reprodutibilidade foram submetidos ao teste t de Student para avaliar possiveis diferencas
estatisticas. Os resultados obtidos no estudo de linearidade foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) pelo software BioEstat® 5.0.

4.1.10 Andalise de citotoxicidade

Os ensaios laboratoriais referentes ao estudo da atividade antitumoral do derivado 2-

[(LH-Indol-3-il-metilideno)-amino]-5,6,7,8-tetraidro-4H-cicloepta[b]tiofeno-3-carbonitrila
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(SB44-LSVM) foram realizados no Laboratorio de Imunomodulacdo e Novas Abordagens
Terapéuticas — LINAT da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.

Para avaliar a viabilidade celular apds tratamento com as nanocéapsulas foi utilizado o
método colorimétrico do MTT (MOSMANN, 1983). A cultura foi mantida a 37°C numa
atmosfera de 5% de CO,. A atividade antiproliferativa de nanocapsulas carregadas com SB44-
LSVM foi avaliada em células mononucleadas do sangue periférico e das linhagens
(JURKAT, T47D, HEPG?2). As células foram colocadas em placas a (1 x 10*por poco) em
placas de 96 pocos. Apés 24 h de incubagdo, as células foram tratadas com diferentes
concentracdes de SB44-LSVM livre dissolvido em DMSO, e as amostras de nanocapsulas em
agua destilada. As células de controle foram incluidas e cultivadas em cada placa nas mesmas
condicBes que as células tratadas. Apds incubacgdo (72 horas), 20 ul de solucdo de MTT (5
mg/ml) foi adicionado a cada poco e incubado durante 2 horas. Depois deste periodo, 100 pl
do meio foi substituido por 130 ul de uma solucgdo de dodecilsulfato de sédio em HCI 0,01 M
para dissolver os cristais de formazan. A absorbancia foi lida a 570 nm. A citotoxicidade foi
expressa como a concentracdo inibicdo de 50% da proliferacdo celular (IC50), a qual é a
percentagem de reducdo na viabilidade das células a partir da razdo entre o namero de células
tratadas com diferentes NCs SB44-LSVM. As formulacdes de nanocapsulas e de células nédo

tratadas (controle)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo de pré-formulacdo e caracterizacdo fisico-quimica das nanocépsulas
contendo o SB44-LSVM

As nanocéapsulas foram obtidas com éxito através do método de deposicédo interfacial
de polimeros pre-formados. Este método é amplamente utilizado na producdo de
nanoparticulas poliméricas para carreamento de farmacos, onde é possivel associar ativos
hidrofilicos e hidrofébicos (RAO e GECKELER, 2011).

No estudo de pré-formulacdo, foram preparadas 13 formulagdes de nanocépsulas
poliméricas contendo o SB44-LSVM, com dois tipos distintos de tensioativos, o Pluronic-F68
e 0 Tween 80. Foi observado a presenca de precipitacdo em todas as nanocapsulas contendo o
Pluronic-F68 imediatamente apds a preparacdo. As NCs com Tween 80 conduziram a uma
estabilidade superior em comparacdo aquelas obtidas em auséncia deste tensoativo. Sabe-se
que o surfactante auxilia o processo de reducdo de particulas, promove reducdo da tensao
interfacial entre os adjuvantes da formulacio (DURAN et al, 2014), permitindo a obtengéo de
suspensdes mais estaveis. As NCs com Tween 80 apresentaram os melhores resultados
possivelmente devido a inibicdo da formacdo de agregados ou presenca de precipitacdo, este
dado pode ser confirmado observando-se a (Tabela 3). Observar que as formulagbes que

obtiveram melhores resultados foram as formulacGes F6 a F13 (Tabela 3).

Tabela 3. Estudo de pré-formula¢do com Pluronic ecom Tween 80.

FORMULACOES

ADJUVANTES .F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13
PCL
Span80
Tween80

Pluronic-F68
Fosfatidil
Mygliol
Agua
Metanol




42

Acetona X X X X X X X X X X X X X

Farmaco X X X X X X X X X X X X

Resultado  ppt ppt ppt ppt ppt sppt sppt sppt sppt sppt sppt  sppt  sppt

*F: formulacdo;**ppt: precipitado;**sppt: sem precipitado

O estudo de prée-formulacédo foi utilizado para observar as interacfes intermoleculares
entre 0 prototipo e os adjuvantes, sendo de grande utilidade nesse estudo a presenca ou

auséncia de precipitacdo, possivel indicador de estabilidade ou falta dela.

Observou-se que as melhores formulacBes foram as que continham o tensoativo
Tween 80, a partir deste resultado foi conduzindo um estudo com a presenca do protétipo nas
concentragfes de 2,5; 5,0; 7,0 e 10mg do SB44-LSVM. Ao final da caracterizagdo fisico-
quimica, avaliacdo do tamanho de particula e distribuicdo granulométrica pode-se observar

que a formulacdo com 5 mg do protétipo apresenta melhores parametros (Tabela 4).

Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas.

PARAMETROS FORMULACOES
SB44-LSVM (mg) 2,5 5,0 7,0 10
Tamanho de 151,8+15 117,623 137,243 127,644
particula
PDI * 3+0,08 0,28+0,03 0,25+0,03 0,3+0,03
pH 6,36 6,31 6,48 574
Avaliacao Ausénciade  Ausénciappt**, Presenca de Presenca
macroscopicae  ppt**, fluido e fluido e ppt**, fluidoe  deppt**, fluido
microscopica opalescente. opalescente. opalescente. e opalescente.
Estabilidade Estavel Estavel Instavel Instavel
ULt 116+00,3 99.25:+0,05 98.89:0,02 81,80+0,31

encapsulacgéo (%)

Potencial zeta - -27,2+0,56 - -

*PDI: Indice de polidisper¢do; **ppt: precipitacdo

Os resultados da (Tabela 4), mostram que a taxa de encapsulacdo das NCs varia em
funcdo da quantidade de farmaco. A diminuigdo da taxa de encapsulacéo pode ser atribuida a

formacgdo de agregados insollveis. Quando a concentracdo de um farmaco excede sua
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solubilidade no o6leo, utilizado como nlcleo das nanocépsulas, pode ocorrer formacao
simultanea de nanocristais, 0s quais podem apresentar o0 mesmo raio hidrodindmico das
nanocapsulas formadas, gerando assim uma distribuicdo de tamanho estreita, que ndo se
diferencia em relacdo a das nanocapsulas. Adicionalmente, ao longo do tempo, esses cristais

podem sofrer um aumento de tamanho, precipitando (POHLMANN et al., 2014).

De acordo com a (Tabela 4), a eficiéncia de encapsulacdo variou entre 81,80 a 116 %.
O SB44-LSVM com 5 mg, se mostrou que a taxa de associacdo obtida constitui um resultado
significativo para o presente estudo, uma vez que a eficiéncia de encapsulacao registrada foi
99,25+0,05 % , demonstrando que a formulacdo desenvolvida é eficiente para associar o
farmaco a estrutura polimeérica. De acordo com Byun 2011, as nanoparticulas com melhor
eficiéncia de encapsulacéo, junto com outros parametros analisados sdo fatores determinantes

para a escolha da melhor formulagéo.

Ademais, o método se mostrou eficiente na producdo de particulas com didmetro
reduzido, pois, a formulacdo definida como 6tima, atingiu o didmetro de 117.6£3 nm. Outros
estudos encontraram nanocapsulas poliméricas com tamanhos proximos a 170nm o quais
corroboram com os resultados encontrados (TORCHILIN et al., 2012; POHLMANN et al.,
2014)

A relativa simplicidade de reproducdo do método, as caracteristicas do farmaco que
foi encapsulado, a indicacdo para producdo de nanocapsulas a partir de polimeros
biodegradaveis, bem como, a possibilidade de controlar alguns parametros envolvidos na
preparacdo (velocidade homogeneizacdo, regulacdo da temperatura, volume das fases aquosas

ou organicas, etc), fizeram com que esse método fosse ideal para o presente trabalho.

A partir do valor de polidispersdo determinado, € possivel constatar a obtencdo de um
sistema monodisperso, com uma distribuicdo unimodal, uma vez que a literatura aponta que
as formulacbes com valores abaixo de 0,3 apresentam esta caracteristica (L1U et al., 2009). O
indice de polidispersdo também n&o apresentou uma variacdo significativa, demonstrando o

carater homogeéneo das formulacGes obtidas (Tabela 4).

O Potencial zeta ({) ¢ um indicador Gtil da carga superficial liquida da particula e pode
ser usado para prever e controlar a estabilidade de suspensdes e emulsdes coloidais. E
definido como o potencial eletrocinético da fronteira hidrodindmica do plano de cisalhamento

de uma carga da particula adjacente para uma superficie exposta em um liquido. Este
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potencial reflete a carga efetiva nas particulas e se correlaciona com a repulsdo eletrostatica
entre elas e com a estabilidade da suspensdo. Valores de potencial zeta superiores a + 30 mV
ou inferiores a -30 mV conferem uma estabilidade a suspensdo, uma vez que as particulas
carregadas se repelem umas as outras e essa forca de repulsdo supera a tendéncia natural a
agregacdo das vesiculas ou goticulas coloidais (WONGSAGONSUP et al., 2005).

O resultado apresentado na (Tabela 4) demonstra-se dentro de uma faixa de -27.2
(mV), segundo Fessi 2010 valores normalmente entre -25 e -30 mV, permitem prever uma
Otima estabilidade coloidal, devido ao elevado consumo de energia. Visto que as
nanoparticulas contendo apenas o polimero PCL apresentam potencial zeta negativo devido a
presenca dos grupos carboxilicos terminais (MORA-HUERTAS E COLS., 2010). O valor do
potencial zeta do SB44-LSVM esta dentro da faixa de estabilidade para o parametro fisico-
quimico e é considerada uma caracteristica importante, este valor da carga ndo s6 permite a
previsdo da estabilidade na formulacdo, mas também pela interacdo das nanoparticulas ao

alvo biolégico.

5.2 Avaliacao da estabilidade em funcéo do tempo

A avaliacdo da estabilidade de nanocarreadores € um estudo essencial, pois leva em
consideracdo fatores a possivel alteracdo proveniente de aditivos externos acrescentados a
formulacdo e a interacdo quimica entre os farmacos veiculados com 0s componentes da
formulacdo, que podem sofrer modificagdes com o tempo de estocagem cuja formulacédo
venha a ser submetida (LEPELTIERet al., 2014)

Este estudo foi realizado avaliando o pH e 0s aspectos macroscopicos e microscopicos

das nanocépsulas durante 6 meses (Tabela 5).
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Tabela 5. Avaliacdo da estabilidade de nanocapsula polimérica com 5mg do (SB44-LSVM).

TEMPO ASPECTOS MACROSCOPICOS E

(DIAS) MICROSCOPICOS PH
0 Auséncia de ppt**. Fluido e opalescente 6,31

7 Auséncia de ppt**. Fluido e opalescente 5,62

15 Auséncia de ppt**. Fluido e opalescente 5,48
21 Auséncia de ppt**. Fluido e opalescente 5,36
30 Presenca de ppt**. Fluido e opalescente 5,35
60 Presenca de ppt**. Fluido e opalescente 5,33
90 Presenca de ppt**. Fluido e opalescente 5,31
180 Presenca de ppt**. Fluido e opalescente 4,58

**ppt: precipitagédo

Observando os resultados obtidos na (Tabela 5), pode-se concluir que o nanosistema
de veiculacdo desenvolvido apresenta uma estabilidade termodindmica apropriada,
permanecendo com aspectos macroscopicos e microscopicos dentro de mesma faixa por 1
més no periodo avaliado. Outro dado interessante demonstrado na (Tabela 5) € o pH, que ao
longo do tempo, a formulagéo de Poli(e-caprolactona) reduz o valor de pH , que inicialmente
é de 6,31 e chega a 4,58. Essas suspensfes de nanocéapsulas preparadas com PCL
apresentaram reducdo dos valores de pH, este comportamento tem sido atribuido a degradacéo
do polimero, devido a exposicdo de maior nimero de grupos &cidos carboxilicos terminais,
quanto a hidrdlise, em fungcdo do tempo, promovida pela relaxamento das cadeias
poliméricas.(SCHAFFAZICK et al., 2003;FESSI et al., 2010).

Desta forma, a formulacdo apresentou uma estabilidade apropriada e um alto grau de
reprodutibilidade na sua producédo. Portanto, o uso das nanoparticulas poliméricas contendo o

SB44-LSVM pode ser aprovado para continuidade dos estudos.
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5.3 Determinacéo da solubilidade do SB44-L.SVM em meio aquoso

Os farmacos pouco solliveis em agua apresentam, em geral, problemas de
biodisponibilidade, sendo a dissolucdo o fator limitante para a absor¢do dos mesmos. A
solubilidade de um farmaco e seu comportamento em agua é uma importante caracteristica,

porque a &gua é o principal constituinte de toda matéria viva (MELO, 2007).

Tabela 6.Solubilidade do SB44-LSVM em meio aquoso.

Meio Solubilidade (ng/mL)

Agua 2.4273

A solubilidade do SB44-LSVM em &gua, mostrada na (Tabela 6) ,esta de acordo com
resultados previamente obtidos em nosso laboratorio.

De acordo com os termos descritivos de solubilidade na (Tabela 6) e seus significados
da Farmacopeia Brasileira. A baixa solubilidade do SB44-LSVM indica que o candidato a

farmaco é “Muito pouco solivel” em agua (BRASIL, 2012).

Dessa maneira, a problematica relacionada a baixa solubilidade do SB44-LSVM em
agua estimula a pesquisa e 0 desenvolvimento de novos carreadores, como é o caso das
nanocépsulas, que representam eficientes sistemas de liberacdo controlada, além de
melhorarem a solubilidade do farmaco e a sua distribui¢do nos alvos biologicos (SAVJANI et
al., 2012).

5.4 Validagdo do método analitico

O objetivo de uma validagdo € demonstrar que o0 método é apropriado para a finalidade

pretendida. A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o metodo
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atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados
(BRASIL, 2003).

5.4.1 Determinacédo do comprimento de onda de detec¢do

Através da varredura espectrofotométrica na faixa de 200 a 550nm, utilizando uma
solucéo de SB44-LSVM 1,0ug/mL, determinou-se o comprimento de onda A= 395nm, onde o
candidato a farmaco apresentou pico de absorcdo méaxima. Este valor de A foi considerado
adequado para deteccdo do farmaco, utilizando um espectrofotdmetro com detector UV-VIS

no desenvolvimento e validagdo do método analitico, conforme o (Gréfico 1).

Gréfico 1. Espectro de varredura do SB44-LSVM observado o comprimento de onda de 395nm correspondendo

a absorcdo maxima do farmaco
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5.4.2 Linearidade

A partir das absorbancias obtidas nas 7 diferentes concentracbes do farmaco, em

triplicata mostrados na (Tabela 7) foi construido uma curva de calibracdo de concentragédo
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versus absorbancia média (Grafico 2) e obteve-se a equagdo da reta pela regressao linear,

usando o método dos minimos quadrados, bem como o seu correspondente coeficiente de

correlacdo linear (r). A analise de regressdo linear dos minimos quadrados apresentou um

coeficiente de correlacdo de 0.9999, indicando linearidade dentro dos limites das

concentragdes estudadas, obtendo-se a equacéo da reta y = 0.0832x + 0.0384.

Tabela 7. Dados utilizados na construcédo da curva de calibracdo do SB44-LSVM

Co?:slnr;[]rf)géo ai)s alzns ags ai)s ags algs Média Desvpad C.V %
0,1 0,049 0,048 0,048 0,046 0,047 0,047 0,0475 0,001049 0,022080
0,2 0,069 0,058 0,055 0,055 0,055 0,057 0,0565 0,001761 0,031163
0,4 0,075 0,074 0,065 0,064 0,074 0,073 0,0708 0,004956 0,069974
1 0,131 0,129 0,115 0,105 0,126 0,114 0,1202 0,010237 0,085310
2 0,216 0,219 0,190 0,186 0,215 0,212 0,2063 0,014431 0,069942
4 0,400 0,391 0,330 0,327 0,385 0,376 0,3681 0,031720 0,086157
6 0595 0583 0471 0,48 0,557 0,552 0,5396 0,052283 0,096879

Abs = absorbancia; DesvPad= Desvio Padrdo; CV= Coeficiente de varia¢do

Grafico2. Curva de calibracdo do SB44-LSVM (média, n=6).A: 395 nm. Equagio da reta:y = 0.0832x + 0.0384 (r

=0,9999).
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O método espectrofotométrico, nas condi¢bes adotadas no estudo, mostrou-se em
concordancia com os critérios estabelecidos pela RE N° 899, de 29 de maio de 2003 da
ANVISA, que preconiza valor minimo de r = 0,99 (BRASIL, 2003). Os coeficientes de
determinacéo (r°) e o coeficiente de correlagdo (r) demonstram que nos intervalos de
concentracdo estudados os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao

dos farmacos na amostra e com uma excelente correlacéo devido ao r ser maior que 0,99.

Os dados foram ainda submetidos a analise de variancia conforme a (Tabela 8), a qual
demonstrou que a regressao linear foi altamente significativa e bem como nao foi evidenciado
a falta de ajustes do modelo, uma vez que, os valores de F calculados foram menores do que
os valores de F criticos no nivel de 95% de confianca. Portanto, o método analitico
desenvolvido possui faixa de linearidade entre as concentragdes do SB44-LSVM de 0,1 e 6,0

pg.mL™.

Tabela 8.Resultados da Anélise de Varidncia-ANOVA um critério (p < 0,05).

FONTES DE Graus de Soma Média F Feritico
VARIACAO Liberdade Quadratica  Quadratica
Tratamentos 5 0,009 0,002 0.0585 2,4495
Erro 42 1,347 0,032
Total 47 1,356

5.4.3 Especificidade

A metodologia desenvolvida demonstrou ser seletiva, uma vez que no comprimento de
onda encontrado para o farmaco (395nm) ndo foram evidenciados picos interferentes
relacionados as amostras de SB44-LSVM. Este fato € evidenciado ao comparar 0s espectros
das amostras contendo o farmaco com os espectros das amostras sem o farmaco, conforme

demonstrado no (Gréfico 3).
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Graéfico 3. Espectros de absor¢do do SB44-LSVM em concentra¢Besde (0,1;0,2; 0,4; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 pg/mL)
em &lcool metilico.
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5.4.4 Precisdo

A (Tabela 9), expressa os valores obtidos durante a determinacdo da precisdo do
método. Foram determinadas a repetibilidade e a precisdo intermediaria (intra-corrida).
Conforme a legislacdo vigente no Brasil (BRASIL, 2003), a repetibilidade do método foi
avaliada a partir de trés concentracGes (baixa, média e alta) da curva de calibracdo (0,4; 1,0;
4,0 pg/ mL).

Tabela 9. Resultados do ensaio para verificacdo da precisdo (repetibilidade e precisao intermedidria)

Concentracéo Concentracéo o .
) ) ] ) Precisdo  Exatidéo
Analista Dia nominal obtida
- (CV%) (%)
(ug.mL-1) (média £ DP; n=3)
0,4 0,3998 + 0,0011 1,61 99,96

Analista 1 Dial
1,0 1,92 97,67
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DP= Desvio Padrdo; CV= Coeficiente de variacdo

Os resultados obtidos no estudo de precisdo intra e intercorridas demonstraram a
precisdo do método. Em ambos os ensaios foram observados valores de coeficiente de
variacdo (CV) inferiores a 5%. Os resultados obtidos para cada concentragdo investigada nos
dois ensaios foram ainda submetidos ao teste t de Student para avaliar uma possivel diferenga
estatistica. Como demonstrado na (Tabela 10), ndo houve diferenca estatistica (p < 0,05)
entre os valores determinados no ensaio intra-corrida daqueles determinados em diferentes
dias e com diferentes analistas. O resultado da analise estatistica confirma a andlise da
precisdo do método para os diferentes ensaios.
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Tabela 10. Resultados obtidos para os ensaios de repetibilidade, precisdo intermedidria (n = 3) e Teste t Student.

Precisdo intracorrida Precisdo intercorridas

Concentracéo Teste t de

(Mg /mL™) Student (p)
Média+ DP (ug/mLY)  CV (%) Meédia£DP (ug/mL™")  CV (%)

5.4.5 Exatidao

O resultado das analises em triplicata das 3 concentracdes (baixa, média e alta) do
SB44-LSVM, conforme pode ser observado na (Tabela 11), mostra que o método em anélise
é considerado exato, visto que se encontram dentro do limite estabelecido pela RE N° 899, de
29 de maio de 2003 da ANVISA, que é de 80 a 120% (BRASIL, 2003).

Tabela 11. Resultados do ensaio para verificacdo da exatiddo do método

Concentracgéao Concentracgéao L
Exatid&do

(%0)

Parametro Nominal Obtida
(ng.mL™) (média + DP; n=3)
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DP= Desvio Padrdo; CV= Coeficiente de variacdo

5.4.6 Robustez

Ao observar os resultados apresentados na (Tabela 12), constata-se que o método
apresenta robustez intrinseca, uma vez que ao analisar amostras na concentragdo de 1,0pg/mL
em triplicata e em diferentes condicdes (diferentes fabricantes do solvente), as respostas

mantiveram-se dentro das especifica¢des exigidas pela legislagéo.

Tabela 12. Resultados do ensaio para verificacdo da robustez do método

Solvente metanol Solvente metanol

Modificagdes (F1) (F2)

F1= fabricante 1 (Quimica Moderna);F2= fabricante 2(NEON); DP= Desvio Padrdo; CV= Coeficiente de
variacao

5.4.7 Limite de detec¢do e quantificacdo
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Os resultados encontrados par limite de deteccdo, que representa a menor quantidade
gue o método é capaz de identificar foi de 0,0281ug /mL™ e para limite de quantificacdo, que
é a menor quantidade que o método pode quantificar na amostra foi de 0,09639ug/ mL™.
Conforme a (Tabela 13).

Tabela 13. Limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) obtidos para cada método desenvolvido.

Farmaco LD (pg/mL) LQ (ug/mL)

SB44-LSVM 0,0281 0,09639

5.5 Atividade antitumoral

5.5.1 Testes em células mononucleadas do sangue periférico (PBMCS) de voluntarios
sadios

ApOs a realizacdo de trés experimentos independentes, o composto SB44-LSVM
encapsulado, bem como as nanocapsulas sem compostos apresentaram um IC-50 acima de
200mg/ml, isto €, a dose necessaria para inibir 50% da proliferacdo das células sadias esta
acima de 200mg/ml. O composto ndo encapsulado apresentou um IC-50 de 37,7 mg/ml em
PBMCs (Gréfico 4).

Gréfico 4. Atividade antiproliferativa de formulagdo de NCs-SB44-LSVM e NCs sem 0 SB44-LSVM em PBMCs.
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5.5.2 Testes na linhagem JURKAT (leucemia de células T)

Apos a realizacdo de trés experimentos independentes, o composto SB44-LSVM
encapsulado, bem como as nanocépsulas sem compostos apresentaram um IC-50 acima de
200mg/ml, isto €, a dose necessaria para inibir 50% da proliferacdo das células tumorais esta
acima de 200mg/ml (Grafico 5).

Grafico 5. Atividade antiproliferativa de formulacdo de NCs-SB44-LSVM e NCs sem 0 SB44-LSVM na linhagem
JURKAT..
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5.5.3 Testes na linhagem T47D (cancer de mama metastatico)

Apos a realizacdo de dois experimentos independentes, o composto SB44-LSVM
encapsulado apresentou maior citotoxicidade em células tumorais da mama que as NCs sem
compostos, onde o primeiro apresentou um IC-50 de 29,61mg/ml, e o NCs sem composto
199,88mg/ml (Gréfico 6).
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Gréfico 6. Atividade antiproliferativa de formulagio de NCs-SB44-LSVM e NCs sem 0 SB44-LSVM na linhagem T47D.
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5.5.4 Testes na linhagem HEPG2 (hepatocarcinoma)

Apds a realizacdo de dois experimentos independentes, o composto SB44-LSVM
encapsulado apresentou um pequeno aumento na citotoxicidade em células tumorais de
hepatocarcinoma que as NCs sem compostos, onde o primeiro apresentou um IC-50 de
192,97mg/ml, e a NCs sem composto 196,78mg/ml. Esses resultados sugerem que novos
testes com doses entre 150mg/ml e 200mg/ml sejam realizados para um célculo mais preciso
do IC-50 de ambas as nanocapsulas (Gréfico 7).

Gréfico 7. Atividade antiproliferativa de formulacdo de NCs-SB44-LSVM e NCs sem 0 SB44-LSVM na
linhagem HEPG2.
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6 CONCLUSOES

O método de deposicgdo interfacial de polimeros pré-formados se mostrou adequado
para obtencdo de sistema nanoestruturado contendo SB44-LSVM. A caracterizagdo fisico-
quimica revelou tamanho médio de 117,6 nm, polidispersividade de 0,280, potencial zeta de -

27.2 mV, e eficiéncia de encapsulagédo 99.25%.

A solubilidade do candidato a farmaco SB44-LSVM, permite concluir que pode ser
classificado como farmaco muito pouco solivel em meio aquoso. Contudo neste estudo a
associacdo de nanoparticulas com o candidato a farmaco apresentou melhores resultados em
relacdo a sua estabilidade, logo conclui-se que as nanoparticulas conferem maior protecdo.

O método analitico espectrofotométrico proposto e validado para 0 SB44-LSVM em
395 nm, foi simples, rapido, preciso, exato, reprodutivel e que pode ser aplicado com
seguranca e confiabilidade. A andlise de variancia foi utilizada como ferramenta para anélise

da linearidade do método.

Quanto a atividade antitumoral do composto SB44-LSVM e encapsulado os resultados
preliminares apresentados sugerem que a incorporacdo realmente modula a atividade da
molécula, porém sdo necessarios novos testes in vivo para comprovar essa modulacdo e

avaliar a atividade do protétipo depois de encapsulado.
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7 PERSPECTIVAS

e Aperfeicoar 0os nanosistemas para que permitam a obtencdo de nanocapsulas ainda

mais potentes e avaliar sua atividade antitumoral.
e Realizar a cinética de liberacéo in vitro dos sistemas.
e Testar os nanosistemas com SB44-LSVM com a Allium cepa.

e Realizar ensaio de citotoxicidade in vitro do SB44-LSVM livre.
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