ANA CRISTINA DE MATTOS

DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO DE NANOPARTICULAS DE PLA E PLA-PEG
CONTENDO 5-FLUOROURACIL, AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE SOBRE

CELULAS TUMORAIS E FARMACOCINETICA PRE-CLINICA

GUARAPUAVA
2013



ANA CRISTINA DE MATTOS

DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO DE NANOPARTICULAS DE PLA E PLA-PEG
CONTENDO 5-FLUOROURACIL, AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE SOBRE

CELULAS TUMORAIS E FARMACOCINETICA PRE-CLINICA

Dissertacdo apresentada como requisito
parcial para a obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas, Curso
de P&s-Graduagao em Ciéncias
Farmacéuticas, area de  Concentracao
farmacos, medicamentos e biociéncias
aplicadas & farmacia, da UNICENTRO- PR.

Orientador: Profé. Dr® Rubiana Mara
Mainardes.

Co-orientador: Prof. Dr. Najeh Maissar
Kalil

GUARAPUAVA
2013



Catalogacgéo na Publicacéo
Biblioteca Central da UNICENTRO, Campus Guarapuava

M444d

Mattos, Ana Cristina de
Desenvolvimento tecnoldgico de nanoparticulas de PLA e PLA-PEG
contendo 5-fluorouracil, avaliagdo da citotoxicidade sobre células tumorais e
farmacocinética pré-clinica / Ana Cristina de Mattos. — — Guarapuava, 2013
xiii, 110 f. :il. ; 28 cm

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual do Centro-Oeste,
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, area de
concentracdo em Farmacos, Medicamentos e Biociéncias apliacadas a
Farmaécia, 2013

Orientadora: Rubiana Mara Mainardes

Co-orientador: Najeh Maissar Kalil

Banca examinadora: Ruy Beck, Marcelo Farina

Bibliografia
1. Farmécia. 2. Sistemas de liberacdo de farmacos. 3. Nanoparticulas
poliméricas. 4. 5-FU. 5. PLA. 6. PEG. 7. Delineamento fatorial. 1. Titulo.

Il.Programa de P4s-Graduacé@o em Ciéncias Farmacéuticas.

CDD 615




EPIGRAFE

“De tudo ficam trés coisas:

A certeza de que estamos sempre comecando...
A certeza de que precisamos continuar...

A certeza de que seremos interrompidos antes de terminar...
Portanto devemos:

Fazer da interrupgdo um caminho novo...
Da queda um passo de danca...

Do medo, uma escada...

Do sonho, uma ponte...

Da procura, um encontro...”

Fernando Pessoa



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Agradeco a Deus pela vida, por ter me conduzido neste caminho de sabedoria téo
desafiador, e pelas condi¢des indispensaveis que me ofereceu para que tudo fosse

concretizado.

Ao0s meus pais, pelo amor, compreensdo e por todos 0s valiosos ensinamentos que me
foram passados, por toda a base e forca para enfrentar os desafios da vida e sair

vitoriosa.
A minha prima Ana Paula, pela amizade e paciéncia diéria ao longo da graduacéo e

mestrado.

Ao Vagner, meu porto seguro e grande amor da minha vida, pela atencdo e

compreenséo.



AGRADECIMENTOS

A Prof2. Dr2. Rubiana Mara Mainardes pela oportunidade concebida desde a graduacio
até o mestrado, pela confianca, estimulo e orientacdo constante, durante todos estes anos

de convivio e pelos conhecimentos adquiridos.

Ao Dr°. Najeh Maissar Khalil pela co-orientacéo, por ter confiado em minha capacidade
de trabalho e por me proporcionar muitas oportunidades que contribuiram para a minha

vida profissional.

Aos amigos do Laboratério de Nanotecnologia da UNICENTRO, Diani, Luciana
Dalmolin, Luciana Camargo, Thaisa, Daniel, Loredngela, Clescila, Leiziane, Débora,
Juliana pela amizade e apoio. Obrigada pelas contribuicdes de cada um tanto para a
minha dissertacdo quanto para a minha vida. E a todos os outros colegas a quem ndo me

referi, mas que sempre estiveram presentes com um sorriso e uma palavra amiga.
A minha grande amiga Talita, por toda disposi¢do que teve para me ajudar nos ensaios,
pela grande amizade que nasceu entre nés, pelas longas e valiosas conversas que sempre

tivemos e pelas risadas que demos ao longo dessa jornada.

Ao Programa e ao corpo docente de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas pela

oportunidade de melhorar minha qualificacdo profissional.

A CAPES pela bolsa concebida.

A todos que de alguma maneira contribuiram para que este trabalho fosse realizado,

deixo 0s meus mais sinceros agradecimentos.



SUMARIO

RESUIMO .ttt ettt e et e sie e e beesnneene e i
ADSEFACT ..ot ii
LiSta de ADFEVIATUIEAS .......cccoiiiiiiiieieeie e ii
(TS = W [ T [ = T USROS PSRRI iv
LiSta de TaADEIAS ....cooviiieiice e %
IR 1 8 oo [U o Vo SRR 1
2. ReVis80 BIblIOgrafiCa.........cceiiiiiic e 3
A T O 14 o) ST PRSP 3
3. 2.2, O 5-FIUOIOUFACHT ... e 5
4. 2.3. Sistemas nanoestruturados carreadores de fArmacos ...........ccocoevieriienninncneee 9
2.4. Obtencdo de sistemas NANOESLIUtUrAdOS. .........ccccveeveieerie e 12
5. ODJEIIVOS ..ottt 21
6.  3.1. ODJELIVOS JEIAIS ...veviviierieiieiieiieie sttt ettt 21
3.2. ODbjetivos BSPECITICOS ... .ccuviiiiieiie ettt 21
A Y=L £ T U TSSOSO 22
4.1. SUDTANCIAS € REAGENTES ..ot 22
4.2. EQUIPAMENLOS € ACESSOMOS ....veuviviiiieiirieiieerie ettt 23
T \Y/ =1 (0T (o] [oTo [ - OSSPSR 25
5.1. Desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica por CLAE para
determinacdo de 5-FU em nanopartiCulas ..........c.coceerereinieneneiescceec e, 25
5.1.1. Preparacdo das solucGes padrdo e amostra 25 5.1.2. Condicdes
CrOMALOGIATICAS ...vevieieieieiiet ettt sttt e en s 26
5.2. Pardmetros de validag8o ..........cccooveiiiiiiiie e 27
oI R I [T g o - Vo LSS 27
5.2.2. Precisao inStrumental ...........cooviieieeieie e 27
ST TR o (=T [ To TSRS 28
OIS ) 11 o - To TSR 28
5.2.5. ESPECITICIAAAE .....coveiveeierec et 29
5.2.6. Limites de detecga@o e quantifiCaCa0 ..........ccocevvurreereriieiieieee e 30
5.2.7. RODUSIEZ ..o 30
5.3. Obtencéo de nanoparticulas contendo 5-FU ..........cccccooeveienenieninicecees 31
5.4. Caracterizagdo fisico-quimica das nanoparticulas ...........cccceeeeverieiiviinnieniiennenn 35
5.4.1. Determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo ..........ccocevcerierienieniisinniieieeniens 35

5.4.2. Determinacdo do diametro medio, distribuicdo do tamanho e indice de
polidispersdo das nanoparticulas .35  5.5. Espectroscopia na regido do infravermelho



5.6.Determinacéo do perfil de liberacdo in vitro do 5-FU a partir das nanoparticulas

A8 PLA B PLA-PEG ... ..ottt ettt sttt n et 36
5.7. Avaliacdo da citotoxicidade das nanoparticulas contendo 5-FU sobre linhagem
EUMOTAL ..ottt e bbb bbb e et e s 38
5.8. Ensaio de farmacocinética pré-CliniCa ...........ccccevevveevviiesiese e, 40
5.8.1. Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para quantificacdo de 5-
FU M plasma A FAL0 .........coueiieiieiie ittt sae e e neenes 40
5.8.1.1. Preparacéo das solucdes padréo de 5-FU e do controle de qualidade ........ 40
5.8.2. Condicdes cromatografiCas .........ccccevvevieiiieieeie e 41
5.8.3. Validacdo do método bioanalitiCo ..........c.ccceveveiieiiiie e, 41
5.8.4. Avaliacdo dos parametros farmacocinéticos ap6s administracdo oral de dose
UNICA EIM TALOS ...vivitieieetieiieie ettt sttt bbbt e st e st e s et et e b et e st b e e neaneeneenens 43
5.8.4.1. Analise dos dados € eStatiSTICA .....cc.evververieriiiinisieie e 44
6. ReSUItAd0S € DISCUSSAD ....cveiviviriiriieiieiieieie ettt st es 45

6.1. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por CLAE para

determinacdo de 5-FU em nanopartiCulas ..........cccccevveeiieiiiieesicie e 45
6.1.1. CondicBes cromatografiCas ..........cccccvveieiiieie e 45
6.2. Pardmetros de validago ............cooveieiiiiiie e 49
6.2.1. ESPECITICIAAAE .....cveieeeciice et 549
6.2.2. LINEAIUAUE ....vvevieeieieie sttt 54
6.2.3. EXALIHAD ...veiveieieiieieee e 56
I o =T (Y- To TSRS 56
6.2.5. Precisao inStrumental............cooiiieiiieieie e 57
6.2.6. Limites de deteccdo e quantifiCaCao .........ccccceevveveevvciciiece e, 58
6.2.7. Faixa de trabalno .........cccooiiiiiiic e 59
6.2.8. RODUSLEZ .....veiieiieiieee e e 59
6.3. Obtencédo de nanoparticulas contendo 5-FU ..........cccceveveveniiene s 60
6.4. Caracterizacgdo fisico-quimica das nanoparticulas ...........ccccecevevivriviieeiieriennenn, 61
6.4.1. Determinacéo da eficiéncia de encapsulagdo ..........cccocevvererenienininniicieens 61
6.4.2. Determinacdo do didmetro médio, distribuicdo do tamanho e indice de
polidispersdo das NANOPAITICUIAS ..........cccuriiiiieiieiese e 62
6.5. Planejamento fatorial ... 64
6.6. Espectroscopia na regido do infravermelho ..........ccoocooiiiiiiince 76

6.7. Determinacdo do perfil de liberacéo in vitro do 5-FU a partir das nanoparticulas
e PLA B PLA-PEG. ...ttt et e e re e san e e reenrne s 78



6.8. Avaliacdo da citotoxicidade das nanoparticulas contendo 5-FU sobre linhagem

L0011 010 ] - LTS PR R URT 83
6.9. Ensaio de farmacocinética pré-CliniCa ...........ccccovevveevveieseese e, 86
6.9.1. Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para quantificacdo de 5-

FU M plasma A FAL0 .........ccueiieiieiieiie sttt sreene s 86
6.9.1.1. Condicdes CromatografiCas .........cccevevierieieiiee e 86
6.9.1.2. Validacdo do método bioanalitiCo ..........cccceveiieiviieiiese e, 88
6.9.2. Avaliacdo dos parametros farmacocinéticos ap6s administracdo oral de dose

UNICA EIM A0S ...vivitietieiieiieie ettt sttt bbbt e bt e s e s et et e b bbbt e st eneene e e 92
7. CONCIUSOES ....viviiieiieiieie sttt ettt bbbt 97
8. Referéncias biblIOgrafiCas .........c.coviiiiiiiiiiie e 99



RESUMO

O trabalho consistiu na preparagdo, caracterizacdo e avaliacdo de sistemas de
liberacdo sustentada veiculando 5-Fluorouracil (5-FU), um agente antineoplasico. O 5-
FU foi encapsulado em nanoparticulas poliméricas preparadas a partir dos polimeros
acido polilatico (PLA) e polietilenoglicol (PEG) pela técnica da dupla emulséo-
evaporacdo do solvente, e um delineamento fatorial foi aplicado a fim de se obter
formulacBes otimizadas. Essas nanoparticulas foram caracterizadas quanto a eficiéncia
de encapsulacdo, diametro médio e distribuicdo de tamanho e perfil de liberacéo in vitro
e avaliadas quanto a citotoxicidade sobre linhagens tumorais e farmacocinética
préclinica. As formulacdes de PLA (formulacgéo 1) e de PLA-PEG (formulagédo 3) foram
escolhidas para os ensaios subsequentes devido apresentarem os melhores resultados de
eficiéncia de encapsulacdo e menor diametro médio. O ensaio de liberacdo in vitro
realizado empregando a técnica de difusdo em célula de Franz demonstrou que ap6s 320
h de ensaio, cerca de 55 e 52% do 5-FU foi liberado das nanoparticulas de PLA e PLA-
PEG, respectivamente. A cinética de liberacdo do 5-FU a partir das nanoparticulas foi
de primeira ordem, e o mecanismo de liberacdo calculado pelo modelo Korsmeyer-
Peppas foi difusdo e a erosdo. Na avaliacdo da citotoxicidade sobre células tumorais
HEP-2 verificou-se que as nanoparticulas de PLA bem como as de PLA-PEG obtiveram
a mesma eficacia que o 5-FU livre, uma vez que ndo houve diferenca estatistica
significativa em relacdo aos valores de ICso. Os parametros farmacocinéticos do 5-FU
foram melhorados pela nanoencapsulacdo. A biodisponibilidade, Cmax, Tmax, ti2 €
volume de distribuicdo foram significativamente aumentados, enquanto o clearance
foram diminuidos. O PEG néo influenciou nos parametros fisico-quimicos e bioldgicos

avaliados. O conjunto dos resultados demonstrou que as nanoparticulas de PLA e



blendas de PLA-PEG s&o potenciais sistemas de liberagdo de farmacos no tratamento de

tumores solidos.

Palavras-chave: sistemas de liberacdo de farmacos, nanoparticulas polimeéricas, 5-FU,

PLA, PEG e delineamento fatorial.



ABSTRACT
The work involved the preparation, characterization and evaluation of conveying
systems for sustained release 5-fluorouracil (5-FU), an antineoplastic agent. 5-FU was
encapsulated in polymeric nanoparticles prepared from polymers of polylactic acid
(PLA) and polyethylene glycol (PEG) by the technique of double emulsion-solvent
evaporation and a factorial design was applied in order to obtain optimal
formulations. These nanoparticles were characterized for encapsulation efficiency, mean
diameter and size distribution, and in vitro release profile and evaluation of its
cytotoxicity on tumor cell lines and preclinical pharmacokinetics. The PLA
formulations (formulation 1) and PLA-PEG (formulation 3) were selected for
subsequent tests because present the best efficiency results encapsulation and smaller
mean diameter. The in vitro release assay performed employing the technique of Franz
diffusion cell demonstrated that after 320 h of test, about 55 to 52% of 5-FU was
released from the nanoparticle PLA and PLA-PEG, respectively. The release kinetics of
5-FU from nanoparticles was first order, and the release mechanism calculated by
Korsmeyer-Peppas model was diffusion and erosion. In the assessment of cytotoxicity
on tumor cells HEP-2 was found that PLA nanoparticles had a lower ICs, than the free
drug, since there wasn’t statistically significant difference from the values of ICs.
Pharmacokinetics parameters of 5-FU were improved by nanoencapsulation. The
bioavailability and Cpax, Tmax, T1/2 @nd distribution volume were significantly increased,
while the clearance were decreased. The presence of PEG in nanoparticles didn’t
influence the physicochemical and biological parameters evaluated. The overall results
demonstrated that PLA and PLA-PEG nanoparticles can be used as potential drug

delivery systems for the treatment of solid tumors.



Keywords: drug delivery systems, polymeric nanoparticles, 5-FU, PLA, PEG and

factorial design.
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1. INTRODUCAO

O 5-fluorouracil (5-FU) é um agente antineoplésico utilizado no tratamento de
tumores solidos. Suas principais vias de administracdo sdo a intravenosa, intracavitaria,
endovenosa e via tépica (SKEEL & LACHANT, 1995) Sua administracdo endovenosa
causa diversas e importantes reaces adversas, incluindo toxicidade cardiaca, anorexia,
alteracbes das mucosas do trato gastrintestinal, que podem até mesmo levar a diarréia

fulminante, choque e morte, com isso sua utilizacdo pela via oral € mais segura.

Apos a administracdo oral, a biodisponibilidade do 5-FU é bastante variavel
devida a inconsistente absorcéo no trato gastrintestinal e pelo metabolismo de primeira
passagem atraves do figado. Seu tempo de meia-vida é extremamente curto (6-20 min),
devido ao intenso metabolismo pré-sistémico, por isso sdo necessarias altas e frequentes
doses para manter concentracBes plasmaticas adequadas (entre 0,1 a 1,0 mM). A
toxicidade ndo-seletiva entdo surge em decorréncia da sua penetracdo em tecidos e
orgaos saudaveis (COUVREUR et al., 2002), ocasionando efeitos colaterais que podem
ser tdo intensos que promovem a descontinuidade do tratamento pelo paciente
(BRANNON-PEPPAS E BLANCHETTE, 2004).

O 5-FU interfere na sintese de DNA e RNA, causando morte celular, sendo
utilizado para o tratamento de varios tipos de tumores, incluindo adenocarcinoma de
mama e cabeca. Este farmaco apresenta baixo indice terapéutico e por essa razdo,
algumas diferencas inter-pacientes em termos de toxicidade e eficacia ocorrem com
base em parametros farmacocinéticos individuais. Outro problema em relagdo ao 5-FU
é a sua toxicidade a medula dssea e ao trato gastrintestinal. Com isso, 0 emprego de
nanotecnologia no desenvolvimento de um sistema carreador de 5-FU representa uma

estratégia importante.



A pesquisa em nanotecnologia farmacéutica envolve o desenvolvimento de
sistemas nanoestruturados para o aprimoramento de farmacos consagrados
clinicamente. Uma estratégia promissora € a associacdo de agentes antineoplésicos e
sistemas nanoestruturados para minimizar os efeitos colaterais, limitacbes e as
inconveniéncias do tratamento de cancer (FERRARI, 2005; YIH & WEI, 2005). Entre
os sistemas de liberacdo de farmacos, as nanoparticulas poliméricas sdo consideradas
excelentes carreadores de farmacos, protegendo as moléculas do farmaco contra
degradagdo em meio fisiologico, liberando controladamente as moléculas do farmaco no
sitio de acdo, reduzindo os efeitos colaterais decorrentes da ampla distribuicdo do
farmaco no organismo. A associa¢do do farmaco a um sistema transportador altera a sua
distribuicdo, uma vez que este passa a depender das caracteristicas fisico-quimicas do
carreador e ndo mais de suas propriedades, promovendo assim aumento da seletividade
tecidual do farmaco, contribuindo para melhora na sua eficicia e redugdo dos seus
efeitos colaterais.

A utilizacdo das nanoparticulas poliméricas no tratamento do cancer baseia-se
no seu efeito de permeabilidade e retencdo aumentadas aos tecidos neoplasicos. Esse
efeito ocasiona o extravasamento das nanoparticulas para o intersticio de tumores
solidos liberando doses concentradas do farmaco em locais especificos, e como
consequéncia, reduz a exposi¢cdo aos tecidos saudaveis, diminuindo a possibilidade de
efeitos colaterais (BARRATT, 2003; MOHANRAJ & CHEN, 2006).

Diante destas consideracdes, entende-se como relevante o desenvolvimento de
nanoparticulas contendo 5-FU visando melhorar as suas propriedades farmacocinéticas,

como biodisponibilidade e tempo de meia-vida.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cancer

Com o0 aumento da expectativa de vida da populacdo, o cancer preocupa cada
vez mais devido ao seu alto indice e do seu perfil de morbidade e mortalidade. Segundo
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 10 milhdes de novos casos
surgem por ano, que geram mais de 6 milhGes de 6bitos. No Brasil, é a segunda causa
de morte por doenca (ALMEIDA et al., 2005). De acordo com o Instituto Nacional do
Céncer (INCA), dados de 2012, cujas estimativas também serdo validas para o ano de
2013, apontam para a ocorréncia de mais de 500.000 novos casos de cancer.

Cancer é o termo dado ao conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum
o crescimento desordenado de células que por essa caracteristica podem se espalhar para
varias regides do corpo. As neoplasias malignas podem expressar diferentes graus de
diferenciacdo, desde células semelhantes as que Ihe deram origem até células imaturas
que ndo permitem identificacdo de suas células de origem; além disso, possuem
capacidade de infiltrar-se em outros tecidos e produzir metastases em érgdos distantes
(RUDDON, 1995).

O tratamento depende do tipo e da gravidade da doenca. Ha trés possibilidades
para alcancar a estabilizacdo do tumor: técnica cirdrgica, radioterapia e/ou
quimioterapia, ou, ainda a combinacdo dessas técnicas (SANTOS-SILVA, 2002;
ALMEIDA et al., 2005). A intervencdo cirurgica remove os tumores com eficacia
quando ndo h& metastases. O tratamento quimioterapico consiste na utilizacdo de
farmacos citotoxicos para as células tumorais, porém podendo afetar células normais.
Estes farmacos podem ser administrados isoladamente (monoquimioterapia) ou

combinados (poliquimioterapia), sendo que a Ultima apresenta resultados mais eficazes,



pois consegue maiores respostas a cada aplicacdo, diminuindo o risco de resisténcia aos
farmacos e conseguindo atingir as células em diferentes fases do seu ciclo (SOUZA,
2003). A radioterapia é geralmente usada em conjunto com a cirurgia e a quimioterapia,
com o objetivo de aumentar a eficacia do tratamento. Utilizada isoladamente, a
radioterapia pode diminuir o tamanho do tumor, a recorréncia e a formagdo de
metéstases. Um terco dos pacientes sdo curados com cirurgia e radioterapia, porém,
aproximadamente em 70% dos casos é necessario o tratamento quimioterapico devido a
formacdo de metéstases (ALMEIDA et al., 2005).

Os quimioterapicos antineoplasicos podem ser classificados como agentes
alquilantes, antimetabdlitos, inibidores de topoisomerases e derivados vegetais como
alcal6ides da vinca e compostos relacionados (CUNHA & LEHMANN, 2003). Os
agentes alquilantes agem por meio da formacdo de ligagOes covalentes com 0 DNA com
0 objetivo de impedir sua replicagdo. Os compostos antimetabdlitos atuam interferindo
na sintese de RNA e DNA ou alteram a sintese das bases puricas e pirimidinicas
enddgenas uma vez que alguns farmacos desse grupo possuem estruturas quimicas
parecidas aos precursores endégenos de alguns acidos nucléicos. Ja os alcaloides da
vinca afetam a formacdo dos fusos mitdticos. Os inibidores das topoisomerases atuam
inibindo a atividade dessas enzimas, pois impedem o relaxamento do DNA que ocorre
durante a replicacdo e transcricdo, causando, consequentemente, a quebra do DNA
(RANGE, DALE & RITTER, 2007).

O tratamento antineoplésico, no entanto, ndo exerce efeito especifico sobre o
poder invasivo, a perda da diferenciagdo ou na tendéncia do tumor sofrer metéstases, e
sim, desencadeia apoptose das células neoplasicas devido ao bloqueio durante a fase S
do ciclo celular, causando lesdo do DNA. Porém, esses farmacos irdo afetar além dos

tecidos neoplasicos todos os tecidos normais que se dividem rapidamente devido ao seu



efeito ser exercido sobre a divisdo celular, produzindo os efeitos tdxicos indesejaveis

(WORKMAN & KAYE, 2002).

2.2. O 5-Fluorouracil (5-FU)

O 5-FU, cujo nome quimico é 5-fluoro-2,4(1H, 3H) pirimidina diona, e férmula
quimica é C4H3sFN,O (Figura 1), é um analogo das pirimidinas, mais especificamente
do uracil, apresentando um fllor substituindo o hidrogénio do carbono 6, e por isso
utiliza as mesmas rotas metabolicas que o uracil e a timina. E classificado como
farmaco antimetabdlito utilizado para o tratamento de vérios tipos de tumores, como
adenocarcinoma de mama, trato gastrintestinal, ovario, cabeca, pescoco (GREM et al.,
1999; NOORDHUIS et al., 2004; SEIPHE et al., 2006; RAHMAN et al., 2006) e em
tumores de medula espinhal. E utilizado tanto isolado com associado com outros

antitumorais.

Figura 1. Estrutura quimica do 5-FU (COE et al., 1996)

A atividade citotoxica do 5-FU é atribuida a trés mecanismos distintos: inibigédo

da enzima timidilato sintase relacionada a sintese de nucleotideos; incorporacdo de



fluorouracil trifosfato (FUTP) no RNA e incorporagdo de fluorodeoxiuridina trifosfato
(FAUTP) no DNA gendmico (NOORDHUIS et al., 2004). Apds ser absorvido,
aproximadamente 80% é catabolizado pela enzima diidropirimidina desidrogenase a 5-
fluorobalanina que é eliminada do organismo (MILANO & ETIENNE, 1994; MO &
PATER, 2003; ZHAO et al., 2010). O que ndo é metabolizado (cerca de 20%)
permanece inativo no organismo até alcancar o tecido-alvo, onde é convertido em um de
seus metabdlitos citotoxicos.

O 5-FU é um pro-farmaco que para se tornar ativo deve ser convertido a
nucleotideo 5-fluoro 2-deoxiuridina-5"-monofosfato (FAUMP) pela acdo da enzima
timidina quinase. A utilizacéo clinica do 5-FU ocorre no lugar do FAUMP uma vez que
0 5-FU é soltvel em &gua enquanto que o FAUMP nédo apresenta esta propriedade
(ZHAO et al., 2010).

Incialmente o seu metabdlito FAUMP, juntamente com a coenzima 5,10-
metilenotetraidrofolato (MTF), forma um complexo ternério covalente com o DNA
recém sintetizado pela enzima timidilato-sintetase (TS), inibindo sua atividade, sendo
que a TS atua na metilagio do monofosfato de desoxiuridina (dUMP) formando
timidina monofosfato (dTMP) que, inibe a sintese do DNA (ZHAO et al., 2010). A
inibicdo da enzima TS, altera a sintese de RNA e em maior proporcéo a sintese do
DNA. A incorporacdo do fluorouracil trifosfato (FUTP) no RNA acarreta a perda de sua
funcdo. No entanto, acredita-se que o principal mecanismo de citotoxicidade é a
converséo de 5-FU a FAUMP (NOORDHUIS et al., 2004; GRIVICICH et al., 2007). O
FAUMP pode se ligar a enzima TS inibindo sua atividade, o que resulta em um
desbalanco do pool de nucleotideos, pois a funcdo desta enzima é sintetizar dTMP a
partir de dUMP. Isso ocorre porque a inibicdo da TS leva a diminuicdo de 2’-
deoxitimidina-5"-trifosfato (dTTP) e aumento de 2"-deoxiuridina-5"-trifosfato (dUTP),

seguido do aumento da concentracdo intracelular de uracil, o que resulta na



incorporacdo de uracil no DNA (NOORDHUIS et al., 2004; GRIVICICH et al., 2007).
O desbalango dos nucleotideos induz vérias enzimas, como endonucleases, o que resulta
em dano no DNA seguido por mudancas em proteinas que atuam na via da apoptose, a
qual leva a célula a morte (PETERS et al., 2000), através da inducdo da quebra de uma
das hélices da cadeia de DNA. Além disso, fatores como bcl-2 e p53 podem atuar na
resposta celular ao estresse genotdxico causado por inibicdo de TS (GREM, 1997;
NITA et al., 1998). Essas lesdes desencadeiam paradas do ciclo celular, na tentativa de
reparar o dano (MEYERS et al., 2005), sendo entdo as células marcadas para a
apoptose. Portanto, o 5-FU atua como potente inibidor da enzima TS, interferindo com
isso na sintese de DNA e RNA. Uma vez que RNA e DNA séo essenciais para a divisao
e crescimento celular, o efeito desse farmaco pode gerar um deficiéncia de timina
provocando um desequilibrio no crescimento e morte da célula (MOSBY’S, 2002;
Réus, 2006). No DNA além de causar inibicdo de sua sintese, gera quebras simples nas
fitas nascentes de DNA e quebras duplas no DNA parenteral (NOORDHUIS et al.,
2004; DE ANGELS et al., 2006). Ja pela sua acdo no RNA, ocorre diminuicdo de sua
sintese, inibicdo da poliadenilagdo de RNA mensageiro e alteracdo na sintese protéica
(NOORDHUIS et al., 2004). A figura 2 representa o principal mecanismo de ac¢ao do 5-

FU na sintese e reparo do DNA.



Figura 2. Representacdo esquematica do mecanismo de acdo do 5-FU na sintese e reparo do DNA.

5-FU = FdUrd —_— FdUMP (inibe a TS)

dUMP i dUMP ——> sintese de DNA
T ~
FAUMP

reparo no DNA

Diferente de outros farmacos antimetabodlitos, o 5-FU gera uma curva dose
versus resposta linear. Possui a caracteristica de penetrar em todos os tecidos, incluindo
os tumorais. Por essa peculiaridade provoca inumeras reacGes adversas quando
administrado sistematicamente, como anorexia, ndusea, efeitos mucocutaneos como
estomatites, trombocitopenia e perda de cabelos (REUS, 2006).

Apoés a administracdo oral, a biodisponibilidade do 5-FU é bastante variavel
devido a sua absor¢do inconsistente no trato gastrintestinal e pelo metabolismo de
primeira passagem através do figado. Assim, seu tempo de meia-vida é extremamente
curto (6-20 min), e por isso sdo necessarias altas e frequentes doses para manter
concentragfes plasmaticas adequadas (entre 0,1 a 1,0 mM), por isso € administrado
preferencialmente pela via intravenosa, em doses de 10 a 15 mg/Kg. Outro
inconveniente, € que para desempenhar sua funcdo, requer uma serie de enzimas
fosforilativas para sua ativacdo. E excretado apds duas ou trés fases de eliminacdo,
sendo que mais de 80% é metabolizado em dihidrofluorouracil e excretado na urina, o
restante é excretado inalterado na urina e pela respiragdo (MURAD & KATZ,1996).

Esse composto apresenta-se na forma de poO cristalino branco, inodoro e

fotossensivel, podendo precipitar em solugdo a temperatura ambiente e decompde-se a



282°C. Em relagdo a solubilidade, um grama de 5-FU ¢é soluvel em 80,0 mL de &gua,
170,0 mL de etanol e 55,0 mL de metanol, € praticamente insolivel em cloroférmio,
éter e benzeno; a solubilidade em solugBes aquosas aumenta a medida em que se eleva o
pH da solucdo (CLARKE, 2004).

A citotoxicidade do 5-FU depende da sua concentra¢do na célula-alvo. Como
suas propriedades fisico-quimicas influenciam nas propriedades biofarmacéuticas, ha a
necessidade de administracdo de altas doses para vencer as suas limitagOes
farmacocinéticas. A sua toxicidade ndo-seletiva surge em decorréncia da sua penetracao
em tecidos e 6rgdos saudaveis (COUVREUR et al., 2002). A administracdo de altas
doses ocasiona alguns efeitos colaterais que podem ser tdo intensos que promovem a
descontinuidade do tratamento pelo paciente (BRANNON-PEPPAS & BLANCHETTE,
2004). Uma alternativa para aumentar a seletividade desse farmaco as células
neopléasicas e reduzir a sua citotoxicidade nas células sadias é associa-lo a sistemas

coloidais nanoestruturados (REJINOLD et al., 2011).

2.3. Sistemas nanoestruturados carreadores de farmacos

A associacdo de agentes antineoplasicos a sistemas nanoestruturados com o
objetivo de reduzir os efeitos colaterais, limitagdes e as inconveniéncias do tratamento
quimioterapico convencional é uma estratéegia importante (FERRARI, 2005; Yih &
WEI, 2005, LI et al., 2008, REJINOLD et al., 2011). Diversos trabalhos na literatura
relatam que a associacdo de diversos farmacos antineoplasicos, como actinomicina D,
5-FU, doxorrubicina e metotrexato as nanoparticulas, gerou aumento significativo na
eficiéncia terapéutica desses farmacos em modelo de tumores experimentais, com baixa

toxicidade (GUTERRES et al., 2006).
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Os sistemas nanoestruturados carreadores de farmacos incluem as
microemulsdes, lipossomas, complexos lipidicos, nanoesferas, nanocéapsulas, entre
outros. Podem ser administrados por diferentes vias, como intravenosa, subcutanea, oral
topica, ocular, pulmonar, nasal transdérmica e intramuscular (PICOS et al., 2000). Essas
formas farmacéuticas nanoestruturadas possuem diversas vantagens em comparagao aos
sistemas convencionais, como distribuicdo mais uniforme ao longo do trato
gastrintestinal, menor variabilidade da biodisponibilidade interindividual (LIN et al.,
1991; KAWASHIMA et al., 1993), e a principal delas é a modificacdo da penetracdo
intracelular (ALVAREZ-ROMAN et al., 2001). JAIN (2008) estimou que o0s sistemas
nanoestruturados de farmacos utilizam 100 vezes menos quantidade de principio ativo e
que sdo 100 vezes mais eficientes.

A utilizagdo das nanoparticulas no tratamento do céncer baseia-se na sua
habilidade em extravasar para o intersticio de tumores solidos liberando doses
concentradas de farmacos em locais especificos, pelo efeito de permeabilidade e
retencdo aumentadas (EPR, enhanced permeability and retention) e, consequentemente,
reduzindo a exposicao aos tecidos saudaveis e diminuindo a possibilidade de efeitos
toxicos (BARRATT, 2003; MOHANRAJ & CHEIN, 2006, DRUMMOND et al.,
2010). O efeito EPR é de fundamental importancia na distribuicdo de farmacos pelo
organismo, pois o endotélio capilar dos tecidos neoplésicos é bastante desordenado
devido a sua exposicdo aos fatores de crescimento endotelial e de permeabilidade
vascular; sendo, por consequéncia, mais permeavel as nanoestruturas do que os tecidos
saudaveis, com isso permitindo o extravasamento de uma concentracdo maior de
nanoparticulas para o interior desses tecidos neoplasicos. Como o EPR ¢ causado por
uma reducdo da drenagem linfatica, ocorre acimulo das nanoparticulas no tecido

tumoral.
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Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas coloidais matriciais ou reservatdrios,
formados por diferentes materiais, podendo apresentar uma variacdo de tamanho de 5 a
1000 nm (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998). As nanoparticulas poliméricas
apresentam propriedades fisico-quimicas que as tornam importantes sistemas de
liberacdo de farmacos, como tamanho reduzido, grande &rea superficial e diversas
caracteristicas de carga superficial. Modulando caracteristicas como sua composicao
polimérica, tamanho, carga e composicdo superficial, obtém-se diferentes perfis de
liberacdo do farmaco por elas veiculado, assim como diferencas na absor¢do e
distribuicdo das particulas in vivo (SCHAFFAZICK et al., 2003; MAINARDES et al.,
2009).

Por sua caracteristica nanometrica, as nanoparticulas proporcionam maior
capacidade de ultrapassar barreiras bioldgicas, mantém a integridade do farmaco
veiculado nos meios bioldgicos, podendo ser direcionadas para células e tecidos
especificos, além de prolongarem ou ainda retardarem a liberagdo do farmaco, bem
como podem ser administradas por varias vias, como oral, nasal, intra-ocular e
parenteral (MOHANRAJ & CHEN, 2006). O uso de nanoparticulas como vetores de
antitumorais permite a liberagdo de grande parte da concentragdo administrada nos
tecidos neopléasicos, devido a alteracdo do perfil de distribuicdo do sistema que depende
das propriedades fisico-quimicas do carreador e ndo mais das caracteristicas do
farmaco. Além disso, esses sistemas diminuem a exposicdo dos tecidos normais aos
farmacos antineoplasicos. As nanoparticulas possibilitam ainda o controle e/ou
prolongamento da liberacdo do farmaco (CSABA et al., 2006; SCHAFFAZICK et al.,
2006), protegem a molécula contra a degradacdo in vivo e durante 0 armazenamento
(VILA et al., 2002) e diminuem a toxicidade do farmaco (GUTERRES et al., 1995;

BARAN et al., 2002), aumentando consequentemente o conforto do paciente devido a
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reducdo do numero de administragdes (FONSECA et al., 2002; GREPTE & CIFTCI,
2004).

A denominacdo nanoparticulas poliméricas inclui as nanoesferas e as
nanocépsulas, que diferem por suas organiza¢Ges estruturais e composi¢Oes. As
nanocépsulas sdo formadas por uma camada polimérica disposta ao redor de um nucleo
geralmente oleoso, enquanto as nanoesferas sdo sistemas matriciais constituidos por
polimero (PUISIEUX et al., 1994; SCHAFFAZICK et al., 2003; SCHAFFAZICK,

2006). A figura 3 representa as diferengas entre nanocépsulas e nanoesferas.

Figura 3. Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas: a) farmaco dissolvido no ndcleo
oleoso das nanocapsulas; b) fArmaco adsorvido a parede polimérica das nanocépsulas; ¢) farmaco retido
na matriz polimérica das nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz

polimérica das nanoesferas.

Nanocapsulas Nanoesferas

Parede
polimérica

Matriz
polimérica

Nucleo
oleoso

a) b) c) d)

Farmaco Farmaco

Fonte: SCHAFFAZICK et al., 2003, p. 726.
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2.4. Obtencao de sistemas nanoestruturados

O mecanismo de obtencdo das nanoparticulas representa um fator crucial que
influencia as suas caracteristicas fisico-quimicas como tamanho e morfologia, 0 que em
contrapartida, determina o comportamento destas particulas em relagdo a eficiéncia de
encapsulacdo, perfil de liberacdo do farmaco e propriedades farmacocinéticas (ROSCA
et al., 2004).

H& diversos métodos de obtencdo de nanoparticulas poliméricas que sao
basicamente classificados em duas categorias, a polimerizacdo in situ de monémeros
dispersos e a precipitacdo de polimeros pré-formados (COUVREUR et al., 1995), sendo
que a escolha da técnica mais adequada depende principalmente da polaridade do
mesmo (ZAMBAUX et al., 1998). Entre os métodos descritos na literatura séo:
emulsificacdo /evaporagdo de solvente, emulsificacdo/difusdo de solvente,
nanoprecipitacdo, salting-out e polimerizacao interfacial in situ.

A polimerizacdo interfacial in situ € muito utilizada por ser um método simples
e reprodutivel. A técnica baseia-se na injecdo de gotas de um mondmero insoltvel em
agua em uma solucdo aquosa acida que contenha um tensoativo ndo-ibnico ou um
estabilizador (COUVREUR et al., 1982). Apos a formacéo das particulas, as suspensdes
sdo submetidas a evaporacdo para a remocao do solvente organico e concentracdo até
volume desejado. Entretanto, essa técnica possui a desvantagem de apresentar residuos
de mondmeros na formulacéo, o que pode resultar em toxicidade ao organismo humano
(MONTASSER et al., 2000).

A técnica de nanoprecipitagdo, também chamada de nanodeposicdo de polimero
pré-formado baseia-se na dissolu¢cdo do farmaco e do polimero em um solvente
organico miscivel em agua e sua subsequente inje¢cdo em uma fase aquosa contendo um

tensoativo hidrofilico como estabilizante. As nanoparticulas sdo formadas



14

imediatamente através da difusdo do solvente organico na agua, dando origem a uma
suspensdo coloidal de nanoesferas, com posterior evaporacdo do solvente
(MONTASSER et al., 2000). Por este método, obtém-se nanoesferas com didmetro
médio de 200 nm (PUISIEUX et al., 1994; MONTASSER et al., 2000). A formagao
dessas nanoparticulas pode ser explicada pela turbuléncia interfacial que ocorre durante
a difuséo do solvente resultado da redugéo da tenséo superficial entre as duas fases. A
utilizacdo do tensoativo promove a estabilizagcdo das pequenas gotas de solvente de
tamanho nanomeétrico até a completa difusdo do solvente e a agregacdo do polimero
ocorre com o aumento da polaridade do meio (QUITANAR-GUERREIRO et al., 1998).

O método de emulsificacdo-difusdo consiste na formacdo de uma emulsdo 6leo
em agua (O/A). Para isso, o polimero e o farmaco sdo solubilizados em um solvente
parcialmente sollvel em agua, que constitui a fase interna da emulsdo. Esta € vertida na
fase externa que € uma dispersdo aquosa de um tensoativo. A adi¢do subsequente de
agua ao sistema, provoca a difusdo do solvente organico na fase externa. Esse método
baseia-se na difusdo do solvente a partir dos glébulos, formando regides de
supersaturacdo, que origina novos globulos e agregados de polimero (QUITANAR-
GUERRERO et al., 1999).

Outro método utilizado para obtencdo de nanoparticulas é o salting-out que
também resulta de uma emulsdo O/A. No caso de nanoesferas, o polimero e o farmaco
sdo dissolvidos em acetona e ap0s essa mistura é agitada vigorosamente em um gel
aquoso contendo o agente salting-out formando a emulsdo O/A. Essa emulsdo formada
é diluida em certo volume de &gua para aumentar a difusdo da acetona na fase aquosa,
ocorrendo a formacéo de nanoesferas (ALLEMANN et al., 1992).

O método de emulsificacdo-evaporacdo do solvente envolve a formacdo de uma

emuls@o O/A ou A/O. Para a formagédo da emulsdo ha a necessidade de uma solugéo
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polimérica e uma fase imiscivel que sendo aquosa formara a emulsdo O/A, e se for
oleosa formaré a emulsdo A/O.

No caso de nanoencapsulacdo de farmacos hidrofilicos, o método que se
apresenta mais adequado € o da dupla emulsdo (YANG et al., 2001), ja que a maioria
dos métodos utilizados para a elaboracdo de sistemas nanoparticulados sdo eficientes
para a encapsulagdo de farmacos lipofilicos, e no caso de moléculas hidrofilicas,
resultam em baixa eficiéncia de encapsulacdo devido & facilidade de difusdo do farmaco
da fase aquosa interna para a externa (BALA et al., 2004). Uma representagdo

esquematica dessa técnica esta ilustrada na figura 4.

Figura 4. Representacéo esquematica do método de obtencdo de nanoparticulas pelo método da dupla

emulsdo — evaporacédo do solvente.
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Conceitualmente € um método simples consistindo na elaboracdo de uma
emulsdo A/O por meio de sonicacdo de um pequeno volume de agua contendo o
farmaco e o tensoativo e um solvente organico contendo um polimero biodegradavel.

Posteriormente, esta emulsdo que constitui a fase interna da segunda emulséo, € vertida
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em uma solucdo aquosa de tensoativo constituindo a fase externa da dupla emulséo, que
também é preparada por sonicacdo (BLANCO & ALONSO, 1997).

Para a preparacdo dessas nanoparticulas é requerido materiais poliméricos
biocompativeis e biodegradaveis que podem ser de origem natural, tais como albumina,
gelatina, colageno e quitosana, como sintéticos como os polilactideos, poliglicolideos e
seus copolimeros, os poliacrilatos e a policaprolactona. Porém, os polimeros naturais
possuem problemas quanto ao grau varidvel de pureza, alto custo de obtencdo (JAIN,
2000) e risco potencial de infecgdes e imunogenicidade (LEE et al., 2007).
Consequentemente, uma grande variedade de polimeros sintéticos tem sido
desenvolvidos e amplamente utilizados. Dentre esses polimeros, a classe dos poliésteres
é particularmente atraente devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade. Além
disso, alguns membros deste grupo possuem baixa imunogenicidade e podem ser
combinados com uma série de drogas e de outras moléculas de interesse terapéutico
(MUNDARGI et al., 2008; JAIN et al., 1998).

Dentre 0s poliésteres, destacam-se os de cadeia aberta formados por uma
sucessdo de unidades monomeéricas de poli (acido lactico) (PLA) ou de dimeros de poli
(&cido lactico-co-acido glicélico) (PLGA), pois sdo aprovados pelo FDA para uso
humano (JAIN, 2000; THOMAS & BURG, 2004) e apds sua administracdo sofrem
hidrélise formando &cido lactico e &cido glicolico que sdo removidos do organismo pelo
ciclo do &cido citrico (ATHANASIOU et al., 1996), processo que ocorre lentamente e
que ndo afeta as fungdes fisioldgicas das células saudaveis.

Um pardmetro que deve ser levado em consideragdo na escolha do polimero é o
seu peso molecular, que ira influenciar na homogeneidade da amostra. Os polimeros
com alto peso molecular geram sistemas com baixa taxa de polidispersidade

(ZAMBAUX et al., 1998). A escolha cautelosa do polimero é importante uma vez que
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ele influencia a cinética de liberagdo e estabilidade do farmaco, bem como a
compatibilidade com o organismo (ANDERSON & SHIVE, 1997).

O PLA ¢ o polimero de escolha para aplicacdo na area meédica e farmacéutica
por ser biodegradavel a subprodutos atxicos para o organismo humano. E obtido
através do 4acido lactico, tem um alto ponto de fusdo (175°C) e alto grau de
transparéncia. Possui isbmeros opticamente ativos (D e L) ou uma mistura racémica dos
mesmos. Seu produto de degradacdo é o &cido lactico gerado a partir do rompimento da
porcdo terminal da cadeia polimérica. Isso o torna interessante, uma vez que nas células
0 &cido lactico é convertido em piruvato pela lactato desidrogenase presente no coracao,
musculos e figado, sendo que sua eliminacdo via ciclo de Krebs, pelos pulmdes e rins,
principalmente, na forma de didxido de carbono e agua (BRANNON-PEPPAS, 1995;
JAIN, 2000).

As nanoparticulas poliméricas ap6s serem administradas pela via intravenosa
sdo reconhecidas como estranhas sendo por consequéncia extensa e rapidamente
removidas da circulacdo sistémica pelas células do sistema mononuclear fagocitario
(SMF), representadas principalmente pelas células de Kupffer do figado e macréfagos
da medula éssea e do bago, comprometendo a eficiéncia dos tratamentos com esses
sistemas (SANTANDER-ORTEGA et al., 2007). Para que ocorra essa captura pelas
células fagocitarias ha a necessidade da adsorcdo de proteinas plasmaticas sobre a
superficie das nanoparticulas (opsonizagdo), tais como proteinas C3b do sistema
complemento, imunoglobulinas G e M, fibronectina e apolipoproteinas, para que a
interacd0 com o0s receptores Fc, receptores para complemento ou receptores de
acucar/lecitina, situados na superficie dos macrofagos, seja efetuada (GREF et al., 1995;
MOGHIMI et al., 2001; MOSQUEIRA et al., 2001).

Segundo SOPPIMATH e colaboradores (2001) o tamanho das particulas e a

hidrofobicidade da sua superficie determinam a extenséo da opsonizagdo. De maneira
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geral, maior e mais rapida serd a adsor¢do das proteinas plasméticas quanto maior a
hidrofobicidade da nanoparticula. Outra caracteristica importante é sua carga
superficial, uma vez que quanto mais negativamente carregada for a superficie da
nanoparticula, maior serd sua eliminacdo da circulagdo sanguinea em relacdo as
nanoparticulas carregadas positivamente ou as neutras (STOLNIK et al., 1995).

Diversas doencas localizadas em ¢rgdos ricos em células do SMF podem ser
tratadas com sucesso atraves de sistemas nanoestruturados, devido ao o acumulo das
particulas e consequentemente do fa&rmaco nesses locais. Porém, em tumores localizados
em outros 6rgdos o tratamento é prejudicado devido ao baixo acumulo do principio
ativo no sitio de acdo causado pelo tempo reduzido desses sistemas na circulagao
sanguinea (BRIGGER et al., 2002).

Duas técnicas estdo sendo utilizadas para alterar a superficie das nanoparticulas
com o objetivo de evitar o seu reconhecimento e captura pelas células do SMF, as quais
sdo: a) adsorcdo de tensoativos na superficie das nanoesferas, como poloxamers, e b)
revestimento com copolimeros hidrofilicos biodegradaveis. No entanto, alguns critérios
sdao requeridos para que uma nanoparticula apresente comportamento “furtivo”, tais
como: o polimero ndo pode ser facilmente removido pelo fluxo sanguineo in vivo, a
barreira imposta pelo polimero deve ser densa o suficiente para prevenir a opsonizagédo
e a interacdo das nanoparticulas como potenciais receptores dos macréfagos
(MOGHIMI & HUNTER, 2001). O revestimento das nanoparticulas com polimeros
hidrofilicos como o polietileno glicol (PEG) e o 6xido de polietileno (PEO), impedem
estericamente a opsonizacdo (ADAMS et al., 2003, ALEXIS et al., 2008). O
revestimento das nanoparticulas com PEG ou PEO forma uma densa camada desses
polimeros com varias conformacgfes intercambidveis entre si, dependendo de sua
concentracdo e densidade, as quais dificultam a deteccdo das nanoparticulas pelo

sistema imunoldgico, uma vez que os anticorpos tém dificuldade de se modelarem em
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torno destas estruturas flexiveis (JEON et al., 1991). Estas nanoparticulas denominadas
furtivas escapam da captura dos macrofagos, permanecendo por um periodo prolongado
na circulagéo sistémica e, desta forma, podem alcangar outros locais onde a liberagéo do
farmaco é desejavel (GREF et al., 1995).

Vérios trabalhos ja descritos na literatura realizaram a nanoencapsulacdo de 5-
FU nesses ultimos anos, porém até o momento, nenhum utilizou os polimeros PLA-
PEG. LIN e colaboradores (2008) prepararam nanoparticulas poliméricas de PLGA-co-
metoxi PEG (PLGA-mPEG) contendo 5-FU. Utilizando a quitosana pode-se citar os
trabalhos de FU et al. (2007) e NAGARWAL et al. (2012). ZHANG e colaboradores
(2012) desenvolveram e caracterizaram nanoparticulas de PLLA-PEG/PEG contendo 5-
FU atraves da técnica do CO, supercritico. E o unico trabalho que utilizou PLA foi o
desenvolvido por NAGARWAL e colaboradores (2011).

Com o intuito de otimizar o projeto da formulacdo, a utilizacdo de um
planejamento fatorial € uma ferramenta muito eficiente. Esses estudos permitem
analisar todos os fatores variados simultaneamente, permitindo ainda a avaliagdo de
cada variavel em cada nivel e a inter-relacdo entre eles. Nesse tipo de trabalho, o fator
crucial para o sucesso do estudo é a escolha das principais variaveis que poderdo afetar
a formulagdo. Outro fator a ser levado em consideracdo € o numero de varidveis
selecionadas, pois sdo estas que irdo decidir o nimero de experimentos que serdo
realizados (BHAVSAR et al., 2006). Muitos trabalhos estdo utilizando essa
metodologia para aperfeicoamento de formulagdes farmacéuticas. Um exemplo é o
trabalho realizado por BHAVSAR e colaboradores (2006), que utilizou essa
metodologia para otimizar formulagdes de nanoparticulas em microesferas hibridas de
isotiocianato fluorescente para administracdo oral. FANGUEIRO e colaboradores

(2012) utilizaram o delineamento fatorial para aperfeicoar formulacGes de



20

nanoparticulas lipidicas-solidas para carreamento de biomoléculas hidrofilicas, como
proteinas e peptideos.

Assim, neste trabalho utilizou-se o delineamento fatorial para otimizar
formulacdes de nanoparticulas contendo 5-FU baseadas em PLA e blendas de PLA-
PEG. As nanoparticulas foram obtidas, caracterizadas e avaliadas in vitro quanto a
eficacia e in vivo em relacdo a farmacocinética. A utilizacdo de nanoestruturas para a
vetorizacdo de farmacos antitumorais pode representar uma alternativa as terapias
convencionais, pois pode-se obter reducdo dos efeitos colaterais do farmaco e aumento

da sua eficacia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

O trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de nanoparticulas de PLA e
de blendas de PLA-PEG contendo 5-FU utilizando delineamento fatorial para otimizar
as formulac@es. A influéncia do PEG nas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas das
nanoparticulas foi investigada. Avaliou-se a citotoxicidade das formulacbes em
linhagem tumoral bem como a farmacocinética apds administracdo de dose Unica oral

em ratos.

3.2. Objetivos especificos

e Desenvolvimento de metodologia analitica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para determinacdo de 5-FU em nanoparticulas e em plasma de
ratos;

e Desenvolvimento de protocolos de obtencdo de nanoparticulas poliméricas
contendo 5-FU por delineamento fatorial,

e Determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo;

e Caracterizacdo fisico-quimica de nanoparticulas (morfologia, didametro médio e
distribuicdo do tamanho, interagdes farmaco-polimero);

e Determinacao do perfil de liberagdo do farmaco in vitro;

e Determinacdo da atividade citotoxica sobre linhagens tumorais;

e Auvaliagdo da farmacocinética pré-clinica das nanoparticulas de PLA e PLA-PEG

contendo 5-FU apds administracédo oral de dose Unica em ratos.
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4. MATERIAIS

4.1. Substancias e Reagentes

e Acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker);

e Agua ultrapurificada;

e Alcool polivinilico (PVA) (Sigma Chemical Co.);

e Azul de Trypan(Sigma-Aldrich);

e Brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) (Sigma-
Aldrich,);

e Diclorometano (Fmaia);

e D (+) Sacarose P.A. (Vetec Quimica Fina);

e Estreptomicina (Sigma-Aldrich);

e Etanol 95% (Fmaia);

e 5-Fluorouracil (Sigma Chemical Co.);

e Isopropanol (Fmaia);

e Meio de cultura Iscov’s modificado de Dulbecco (Sigma-Aldrich) ;

e Penicilina (Sigma-Aldrich);

e Poli (DL-4cido lactico) (PLA, 85-160 MW) (Sigma Chemical Co.);

e Polietileno glicol (PEG) (Sigma Chemical Co.) (10 KDa);

e Polisorbato 80 (Sigma Chemical Co.);

e Pluronic F-68 (Sigma Chemical Co.);

e Soro fetal bovino (Gibco).



4.2. Equipamentos e acessorios

Cromatografo a Liquido de Alta Eficiéncia — Waters Alliance

- Detector PDA

23

- Coluna fase reversa C18 (25cm X 4mm) tamanho de particula Sum — Xterra

Waters®;

Aparelho de Infravermelho;

Autoclave vertical AV Plus — Phoenix;
Balanca analitica — Bel Engineering;

Banho ultratermostatico — Solab;

Bomba a vacuo — Tecnal;

Capela de fluxo laminar vertical — Veco;
Capela para exaustéo de gases — Lucadema;
Centrifuga - Centribio;

Desruptor de células ultra sénico — Unique;

Dispersor Ultrasonico - Unique;

Equipamento para medida do espalhamento dindmico da luz (Light Scattering) -

Brookhaven 90 Plus;

Estufa de CO2 - Quimis;

Evaporador rotatorio - Tecnal;

Lavadora ultrasénica — Unique;

Leitor de microplacas Spectra Max 190 — Molecular Devices;

Liofilizador — Terroni;

Membranas filtrantes (acetato de celulose 0,22 um e PTFE 0,45 um) - Millipore;

Microscopio invertido - Bel Photonics;
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Osmose reversa laboratorial — Vexer Industria e Comércio de Equipamentos
LTDA;

Pipetas monocanal - Labmate;

Sistema de filtracdo por membranas;

Sistema de ultrapurificacdo de d&gua — MilliQ Gradiente Millipore;

Sistema para topicos e transdérmicos baseado em células de Franz — Hanson
Res;

Ultracentrifuga refrigerada — Cientec.
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5. METODOLOGIA

5.1. Desenvolvimento e valida¢cdo de metodologia analitica por CLAE para

determinacéo de 5-FU em nanoparticulas

O desenvolvimento de metodologia analitica por CLAE foi realizado com o
intuito de padronizar e validar um método analitico para a quantificacdo de 5-FU
presente no sobrenadante obtido através da ultracentrifugacdo da dispersdo de
nanoparticulas e no meio de liberagdo utilizado na realizacdo do ensaio de liberagdo in
vitro. Foram padronizadas condi¢des cromatograficas tais como: composi¢cdo da fase
movel, vazao da fase movel e tipo de eluicdo.

O desenvolvimento de uma validagdo tem como objetivo demonstrar que o
método é apropriado para a determinagdo quantitativa de farmaco. A validacdo garante,
por meio de estudos experimentais, que 0 método proposto atende as exigéncias das
aplicacOes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para a validacdo da
metodologia, foram realizados os parametros de linearidade, especificidade, preciséo,
exatidao, limites de quantificacdo e deteccdo, e robustez, descritos na Resolucdo n°® 899
de 2003 da ANVISA e nas recomendacdes do guia International Conference on

Harmonization (ICH- 2005).

5.1.1. Preparacéo das solucdes padréo e amostra

Uma solucdo estoque de 10 pug/mL de 5-FU foi preparada em &gua e

subsequentes diluicdes foram feitas para obter oito solucbes padrdo ( 0,1; 0,5; 1,0; 2,0;

4,0; 6,0; 8,0; e 10,0 pg/mL). Outra solugéo estoque de 10 pg/mL de 5-FU foi preparada
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em tampéo fosfato de sédio 50mM pH 7,4 e dilui¢des seriadas foram realizadas para
obter sete solucGes padrédo (0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; e 10,0 ug/mL) para o ensaio de
liberacdo in vitro. Do mesmo modo, seis solugdes padrdo foram obtidas por diluices
seriadas de uma solucdo padrao de 5-FU (1,0 ug/mL) em &gua (50,0, 75,0, 100,0 125,0,
150,0 e 200,0 ng/mL) para determinar os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo
(LQ) deste método. As amostras foram diluidas em agua. Os padrbes e as amostras

foram previamente filtradas em membrana de poro 0,22 um antes da injecéo.

5.1.2. Condigbes Cromatogréaficas

As analises cromatograficas foram realizadas no modo isocratico. A fase moével
consistiu de uma mistura de acetonitrila e &gua (10:90, v/v), a qual foi eluida a um fluxo
de 1,0 mL/min. O volume de injecdo de amostra foi de 100 puL e o comprimento de
onda de deteccéo foi de 265 nm. O tempo de corrida do método foi de 4 minutos e todos

0s experimentos foram realizados a 25°C.
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5.2. Parametros de Validacéo

5.2.1. Linearidade

A linearidade foi verificada para as duas curvas analiticas utilizadas: i)
quantificacdo do 5-FU em nanoparticulas e ii) quantificacdo do 5-FU no meio de
liberacéo utilizado no ensaio de liberagéo in vitro.

No primeiro caso, a linearidade do método foi demonstrada atraves do célculo
da regressdo linear de uma curva obtida a partir de um grafico correlacionando a area do
pico do analito versus a sua concentracdo para as oito solu¢fes padrdo em agua
analisadas trés vezes (0,1, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 e 10 pg/mL), utilizando a metodologia dos
quadrados minimos lineares.

No segundo caso, a linearidade foi determinada através do calculo da regressdo
linear de uma curva obtida a partir de um gréafico correlacionando a area do pico do
analito versus sua concentracdo para as sete solugfes padrdo em tampao fosfato salina
(PBS) pH 7,4 (0,1, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 8,0 e 10,0 ug/mL) analisadas em triplicata,

utilizando a metodologia dos quadrados minimos.

5.2.2. Precisao Instrumental

A precisdo do equipamento foi verificada a partir de uma solugéo padrdo de 5-

FU 1,0 pg/mL analisada 10 vezes em sucessdo. Os resultados foram relatados como

desvio padréo relativo (DPR).
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5.2.3. Precisao

A precisdo de um método é a sua capacidade de aproximar entre os resultados
dos testes individuais realizados varias vezes de uma mesma amostra nas mesmas
condigdes de andlise. Esse ensaio foi realizado através da analise da precisdo intra-
corrida e inter-corridas. Para ambas as andlises foram utilizados padrdes de 5-FU em
agua nas concentracdes de 0,1, 1 e 10 pug/mL. A precisdo intra-corrida ou repetibilidade
foi realizada em um mesmo dia em triplicata, enquanto a precisdo inter-corridas ou
intermediaria, foi desempenhada em trés dias diferentes utilizando-se as amostras ja
citadas em triplicata.

Os dados obtidos foram submetidos ao calculo do percentual coeficiente de

variacdo (CV%), seguindo a seguinte equacéo (Eq. 1):

CV% = DP/CMD x 100 (Eq. 1)
onde:
DP = desvio padrao

CMD = concentracdo média determinada

5.2.4. Exatidao

A exatiddo € a comparacdo entre o valor de referéncia e o valor encontrado
durante a analise. A exatiddo foi avaliada atraves do célculo da porcentagem de
recuperacdo das médias das concentracbes de 5-FU em trés diferentes niveis de

concentracdo (0,1, 1 e 10 pg/mL) em triplicata e determinou-se o DPR. O valor da
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concentracdo meédia obtida para cada nivel foi comparado com o valor tedrico, o qual

foi considerado como sendo 100%, através da seguinte equagéo (Eq. 2):

Exatiddo = concentracdo média experimental x 100  (Eq. 2)

concentragdo tedrica

5.2.5. Especificidade

E a competéncia de um método de ndo permitir que componentes da formulacéo
interfiram na determinacdo do analito. O principal interferente na amostra é o alcool
polivinilico (PVA), que permanece no sobrenadante ap6s a ultracentrifugacdo das
nanoparticulas. Assim, foi realizado um ensaio com uma amostra composta somente por
PVA a 1%, a fim de verificar o cromatograma desse composto. Os dados foram
avaliados pela anélise de possiveis picos e seu tempo de retencdo, comparando com 0s
resultados com os de amostras contendo 5-FU.

Outro procedimento realizado para verificar a especificidade foi a submissédo dos
padrbes de 5-FU (0,1, 1 e 10 pug/mL) a condigdes de estresse. Essas condi¢des foram: i)
congelamento por 24h; ii) aplicacdo de luz visivel por 24h; iii) a alteracdo de pH, pela
adicédo de volumes de NaOH e HCI (1M) aos padrdes por 1h; e iv) oxidacao pela adigdo
de H,O, as amostras por 1h. Os resultados foram avaliados pela observacéo de picos

inesperados e pela porcentagem de recuperacdo do 5-FU das amostras.
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5.2.6. Limites de deteccéo (LD) e quantificacéo (LD)

O LD e o LQ é a menor quantidade do analito a ser detectada e quantificada pelo
método, respectivamente. Para obter-se esses parametros, construiu-se uma curva
analitica com os seguintes padrdes de 5-FU: 50, 75, 100, 125, 150 e 200 ng/mL, sendo a
menor concentracdo proxima ao valor do LQ. Com os valores calculados do desvio
padrdo médio do intercepto y e do slope da curva, foram calculados os limites, de

acordo com as equacdes 3 e 4..

LD =06/bx 3,3 (Eq. 3)
LQ=0/bx 10 (Eq. 4)
onde:

o = desvio padrdo médio do intercepto y

b = inclinacdo da curva analitica ou slope

5.2.7. Robustez

A robustez é a capacidade de um método de permanecer constante mediante
pequenas alteragdes nos parametros analiticos. A fim de se obter esses resultados, foi
realizada alteragcdo na vazéo da fase movel (de 1 mL/min para 0,9 e 1,1 mL/min), a
troca da marca da coluna de fase reversa C18 (25cm X 4,6mm) tamanho de particula
S5um — (Xterra Waters por Vertical Chromatography Co.), e a variacdo da temperatura

da coluna (de 25°C para 35°C). Para essas analises foram utilizados os padrdes de 5-FU
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nas concentracbes de 0,1, 1 e 10 pg/mL, em triplicata. A avaliacdo baseou-se na

porcentagem de recuperacgéo (Eq. 5) e do DPR:

% Recuperacdo = concentracdo média experimental x 100  (Eq. 5)

concentragdo tedrica

5.3. Obtencdo das nanoparticulas contendo 5-FU

As nanoparticulas foram obtidas pela técnica da emulsificacdo-evaporagdo do
solvente, por meio de uma dupla emulsdo A&gua-6leo-agua (A/O/A) devido a
hidrossolubilidade do farmaco. Inicialmente, 50 mg de PLA ou 50 mg de PLA e 10 mg
de PEG 10 kDa foram solubilizados em 2 mL de diclorometano, constituindo a fase
organica da emulsdo. Nesta fase oleosa acrescentou-se solugdo aquosa de PVA (1% ou
2%) contendo 2 mg de 5-FU. Submeteu-se as fases a emulsificacdo e reducdo de
tamanho dos gl6bulos através de sonicacdo por aproximadamente 3 min com o objetivo
de formar a emulséo agua-em-6leo (A/O). Esta primeira emulsdo foi vertida em 10 mL
de fase aquosa externa composta de PVA a 2% ou Polissorbato 80 a 3% e uma segunda
emulsificagédo foi realizada por 5 min para formar a dupla emulsdo A/O/A. Utilizou-se
durante todo o processo de emulsificagdo banho de gelo para evitar o aquecimento
provocado pelo processo, evitando dessa maneira, a evaporagédo antecipada do solvente.
A emuls&o resultante foi levada ao evaporador rotatorio a pressao negativa por 20 min a
37°C para evaporar o solvente organico formando uma suspensdo de nanoparticulas
contendo 5-FU.

As nanoparticulas foram submetidas a ultracentrifugacdo a 14.000 rpm a 4°C,

com o intuito de separar o farmaco encapsulado do nédo-encapsulado. Apds a primeira
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centrifugacdo foi isolado o sobrenadante para posterior analise por CLAE e foi realizada
a lavagem do precipitado resultante com &gua purificada. Uma segunda centrifugacéo
foi efetuada nas mesmas condicdes, e o sobrenadante obtido foi adicionado aquele
obtido anteriormente. As nanoparticulas resultantes foram ressuspensas em 200 pL de
solucdo de sacarose a 5%, congeladas e liofilizadas. O p6 obtido foi mantido em
dessecador a temperatura ambiente.

As formulagdes que apresentaram melhor eficiéncia de encapsulacdo e menor
tamanho de particula foram consideradas adequadas para os estudos subsequentes.

Uma analise de formulacéo foi realizada para determinar as melhores condigdes
experimentais para a obtencdo das nanoparticulas de 5-FU. Para esta determina¢do um
planejamento fatorial do tipo 2* foi utilizado, avaliando-se a influéncia de fatores da
formulacdo (varidveis independentes) sobre a eficiéncia de encapsula¢do do 5-FU nas
nanoparticulas e menor didmetro de particula (varidaveis dependentes). Os fatores
analisados foram:

A. tipo de polimero;

B. concentracdo de PVA na fase aquosa interna;

C. tensoativo utilizado na fase aquosa externa;

D. razéo de volume entre a fase oleosa e a fase aquosa externa.

Esses fatores foram avaliados em dois niveis, superior (+1) e inferior (-1). As variaveis

estdo representadas na tabela 1.

Tabela 1. Variaveis independentes avaliadas no planejamento experimental.

Variaveis Independentes -1 +1

(A) Tipo de polimero PLA PLA-PEG

(B) Concentragdo PVA na fase interna 0,1% 0,2%

(C) Tensoativo na fase externa PVA 2% Polissorbato 80 3%

(D) Razéo O/A 1:3 1:5
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Esse delineamento resultou em 16 experimentos mais a tréplica de cada ensaio,
totalizando 48 experimentos. O plano experimental realizado encontra-se demonstrado

na tabela 2. As formula¢Ges podem ser visualizadas na tabela 3:

Tabela 2: Delineamento fatorial 2* empregado para avaliar a influéncia dos fatores da formulacéo sobre a
eficiéncia de encapsulacdo de 5-FU nas nanoparticulas e seu diametro médio.

Experimento A B C D
1 -1 -1 -1 -1
2 -1 -1 -1 1
3 -1 -1 1 -1
8 -1 -1 1 1
4 -1 1 -1 -1
7 -1 1 -1 1
6 -1 1 1 -1
9 -1 1 1 1
5 1 -1 -1 -1
14 1 -1 -1 1
15 1 -1 1 -1
13 1 1 -1 -1
10 1 -1 1 1
11 1 1 -1 1
12 1 1 1 -1
16 1 1 1 1

n=3



Tabela 3: Formulagdes de nanoparticulas contendo 5-FU utilizando o delineamento fatorial.

Composicéo Polimero PVA fase Tensoativo da fase Razéo
interna externa O/A
PLA PLA- 01% 02% PVA Polissorbato 1:3 1:5
Formulagdes PEG 204, 80 3%

1 X X X X

2 X X X X

3 X X X X

4 X X X X

5 X X X X

6 X X X X

7 X X X X

8 X X X X

9 X X X X

10 X X X X

11 X X X X

12 X X X X

13 X X X X

14 X X X X

15 X X X X

16 X X X X

PLA: Poli(acido latico)
PLA-PEG: Poli(acido latico) e Polietileno glicol
PVA: Alcool polivinilico
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5.4. Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas

5.4.1. Determinacao da eficiéncia de encapsulagio

A determinagdo da concentracdo de 5-FU associado as nanoparticulas foi
realizada indiretamente. Por essa técnica, analisou-se 0 sobrenadante resultante do
processo de ultracentrifugacdo. Este foi adequadamente diluido em &gua e analisado por
CLAE. As determinacdes foram realizadas em triplicata. A eficiéncia de encapsulagéo

(EE%) foi determinada a partir da equacao 6:

EE% = quantidade inicial de 5-FU — quantidade de 5-FU no sobrenadante x 100 (Eq. 6)

quantidade inicial de 5-FU

5.4.2. Determinacdo do diametro médio, distribuicdo de tamanho e indice

de polidispersdo das nanoparticulas

Utilizou-se para esse fim a técnica de espectroscopia de correlacdo de fétons ou
quase-elastic laser light scattering (Brookhaven 90 Plus). Para as analises, as
nanoparticulas de 5-FU foram adequadamente dispersas e diluidas em &gua
ultrapurificada, As diluigdes foram armazenadas em cubetas fechadas. As amostras
foram colocadas na camara de analise de maneira que o feixe de luz atravessasse a
disperséo em toda sua extensdo. As analises foram feitas com angulo de espalhamento
de 90°, a 25°C e comprimento de onda do laser de 532 nm. Os ensaios foram realizados
em triplicata.

Foram realizadas 3 determinacdes de diametro meédio e indice de
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polidispersidade para cada amostra, calculando-se a média e os respectivos desvios

padrdo e coeficientes de variagao.

5.5. Espectroscopia na regido do infravermelho

A fim de verificar se o processo de nanoencapsulacao alterou a estrutura quimica
do farmaco através de possiveis interagdes farmaco-polimero, foram realizadas analises
na regido do infravermelho. Foram analisadas amostras de nanoparticulas de PLA e
PLA-PEG contendo 5-FU, preparadas em pastilhas de KBr (pastilhas com carga de 1%
de amostra) Os espectros de infravermelho obtidos foram avaliados frente aos espectros

do 5-FU livre, dos polimeros e das respectivas misturas fisicas.

5.6. Determinagdo do perfil de liberagdo in vitro do 5-FU a partir das

nanoparticulas de PLA e PLA-PEG

O perfil de liberagéo in vitro do 5-FU a partir das nanoparticulas foi determinado
utilizando o sistema de celulas de difuséo de Franz. Esse sistema é caracterizado como
uma célula de difusdo estatica, de dose finita, no qual a amostra é colocada sob uma
membrana que permanece em contato direto com o meio receptor, permitindo a
permeacédo de moléculas do meio doador para o meio receptor. As células possuem uma
area de difuséo de 1,76 cm? e com volume nominal do compartimento receptor de 7,0
mL.

Aliquotas de 30 pL da dispersdo de nanoparticulas contendo aproximadamente
1,5 mg de 5-FU foram colocadas na &rea doadora da célula de Franz, sob uma

membrana de acetato de celulose (0,22 pum).. O meio receptor foi composto por uma
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solugdo tampdo fosfato 50 mM e pH 7,4 contendo PVA 1%, para assegurar as
condices sink, totalizando 7 mL Os sistemas foram mantidos sob agitacdo a 400 rpm a
37°C e aliquotas de 1 mL foram coletas em tempos pré-determinados: 0; 0,3; 2; 4; 8; 12;
24; 48; 72, 120; 168; 216, 264 e 312 h. Os volumes coletados foram imediatamente
repostos com o mesmo meio de liberagdo. As amostras foram analisadas por CLAE
conforme as condigdes descritas previamente. As analises foram realizadas em triplicata
e as concentracOes de 5-FU determinadas utilizando a equacdo da reta da curva analitica
do 5-FU em tampdo fosfato pH 7,4. A partir dos resultados calculados, curvas do
percentual cumulativo de 5-FU liberado em funcéo do tempo foram plotadas.

A avaliacdo matematica dos perfis de liberacdo in vitro foi realizado pelo ajuste
dos dados experimentais ao modelo de ordem zero, de primeira ordem e a equacao de

Korsmeyer-Peppas, segundo a tabela 4.

Tabela 4. Ordem/modelos de cinética de liberacdo usados para avaliar o perfil de liberagcdo do 5-FU a
partir das nanoparticulas de PLA e PLA-PEG.

Ordem/Modelo Equacao
Ordem Zero Qt = Qo + Kot
Primeira Ordem InQ¢ = InQp + Kt
Korsmeyers-Peppas ft = at”

Q: é a quantidade de farmaco liberado ao tempo t; Q, é a quantidade inicial de farmaco no tempo zero; K,
é a constante de liberagdo de ordem zero; K; é a constante de liberacdo de primeira ordem; t € o tempo do
ensaio; ft € fragdo do farmaco dissolvido no tempo t; a é a constante que incorpora as caracteristicas
estruturais e geométricas da forma farmacéutica; e n é o expoente de liberagdo que indica 0 mecanismo de
liberacéo.

A analise matematica dos perfis de liberacdo in vitro foi realizada para ampliar

as informacdes sobre o mecanismo de liberacdo do 5-FU a partir nas nanoparticulas.
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5.7. Avaliacao da citotoxicidade das nanoparticulas contendo 5-FU sobre linhagem

tumoral

Para os ensaios de citotoxicidade utilizou-se linhagem celular de carcinoma de
laringe humana (Hep-2, ATCC-CCL-23). As células foram mantidas em cultura
continua em garrafas plasticas de cultura, com realizacdo de repiques periddicos até
atingirem a densidade de confluéncia. O meio de cultura ISCOV’S foi utilizado para
manter a osmolaridade e o pH compativeis com a viabilidade celular permitindo o
crescimento e manutencdo das células. Durante todo o experimento foi realizado o
controle da temperatura em 37°C e dos niveis de CO2 da estufa em 5% (Melo et al.,
2000). O meio de cultura foi suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 10%, 100
U/mL de penicilina ¢ 100 ug/mL de estreptomicina. Todo 0 manuseio com as células
ocorreu sob fluxo laminar e com material estéril para prevenir contaminacdo da cultura
celular.

O numero de células viaveis foi avaliado pelo método da contagem em camara
de Newbauer através do teste de exclusdo pelo corante azul de tripan (0,5%). O azul de
tripan € um corante que é incorporado seletivamente pelas células mortas nas quais a
integridade da membrana celular é danificada. Calculou-se a viabilidade celular em

porcentagem (%) através da seguinte equacao 7:

% viabilidade = numero de células ndo coradas x 100 Eq.7

ndmero total de células

Para o ensaio de citotoxicidade, volumes de 0,2 mL de uma suspensdo com
1x10° células/mL da linhagem HEP-2 foram distribuidos nos 96 pocos das microplacas,

que em seguida foram incubadas por 24 h a 37°C em estufa com 5% de CO, com o
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intuito de formar uma monocamada celular. Apos esse periodo, 0 meio de cultura foi
substituido pelas diluicBes seriadas da solucdo do farmaco livre e das dispersbes de
nanoparticulas e completou-se os volumes para 0,2 mL com meio ISCOV’S, sendo
incubadas por 24, 48 e 72 h. Depois dos periodos pré-determinados, as células foram
lavadas com tampédo PBS 50 mM, pH 7,4. Houve entdo o processamento das culturas
de acordo com os protocolos especificos para redu¢do do MTT (brometo de (3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazélio).

Inicialmente foram realizados estudos para determinar o 1Cso do farmaco livre
(concentracdo que inibe em 50% a viabilidade celular no parametro analisado). Para
este fim, as células foram tratadas com solu¢fes de 5-FU em meio nutritivo, sendo que
em cada poco da placa foram adicionados 5 pL de solugdo do farmaco resultando em
concentragdes finais nos pogos de 10, 20, 40 e 80 uM e 195 L de meio de cultura .

No ensaio com as nanoparticulas, determinadas concentracfes de nanoparticulas
contendo 5-FU foram dispersas em PBS (50 mM, pH 7,4) para preparar as
concentragdes-padrao (1, 5, 10, 20, 40 e 80 uM). Em seguida, em cada po¢o da placa foi
adicionado 5 pL das concentra¢Bes-padrao e 195 uL. de meio ISCOV’S.

A reducdo do MTT demonstra o correto funcionamento enzimatico,
principalmente a atividade de desidrogenases. O MTT €é um corante amarelo que é
reduzido a um composto azul chamado formazan (insollvel em &gua) por células que
mantém a integridade mitocondrial. A quantidade de formazan pode ser determinada
espectroscopicamente apds solubilizagdo em etanol absoluto (DENIZOT & LANG,
1986).

O teste do MTT foi realizado de acordo com a metodologia de DENIZOT &
LANG (1986). Seguindo esse método, apds os tempos de tratamento o meio de cultura
foi removido e as células foram lavadas com tampéao PBS pH 7,4, com posterior adi¢do

de meio de cultura contendo 1 mg/mL de MTT em cada cavidade. As placas foram
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incubadas a 37°C por 4 h. Posteriormente, 0 sobrenadante foi removido e 50 pyL de
etanol foram adicionados em cada cavidade e, para solubilizar completamente os cristais
apo6s 5 min adicionou-se 150 pL de uma mistura de alcool isopropilico e de tampéo
PBS pH 7,4 (1:1). As placas foram agitadas e entdo as absorbancias das solu¢des foram
analisadas em 570 e 630 nm em espectrofotdmetro de placas.

Os resultados do ensaio de citotoxicidade apds o tratamento das células HEP-2
com o farmaco livre, com as nanoparticulas brancas e contendo 5-FU foram analisados

e comparados estatisticamente pela ANOVA.

5.8. Ensaio de farmacocinética pré-clinica

5.8.1. Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para quantificacdo de

5-FU em plasma de rato

5.8.1.1 Preparacéo das solugdes padréo de 5-FU e do controle de qualidade

Uma solucdo estoque de 5-FU e de timina (padrdo interno - PI) foi preparada
dissolvendo 10 mg de cada composto em 10 mL de agua, resultando em uma solucéo
estoque de 1000 pg/mL. Para preparacdo da curva analitica, sete concentracdes foram
preparadas atraves de diluicGes seriadas da solucdo estoque obtendo-se as concentragdes
de 50, 75, 100, 250, 500, 1000 e 2000 ng/mL. A curva analitica foi preparada em
plasma branco de ratos machos Wistar.

Em cada dia de analise, realizou-se o controle de qualidade através da
preparacdo de amostras nas concentracbes de 100 ng/mL (concentracdo baixa), 500

ng/mL (concentracdo média) e 2000 ng/mL (concentracgéo alta).



41

5.8.2. Condicbes Cromatograficas

As condicBes cromatograficas consistiram em: i) fase mdvel composta de uma
mistura de metanol e agua (5:95, v/v), a qual foi eluida no modo isocratico, com fluxo
de 1,0 mL/min, ii) detector de fotodiodos (photodiode array — PDA) no comprimento de
onda de 265 nm, e iii) volume de injecdo da amostra de 20 pL.

A fase mdvel foi previamente filtrada por membrana de poro 0,45um e em

seguida degaseificada por meio de sonicacao por banho por 30 min.

5.8.3. Validacdo do método bioanalitico

A validacdo do método bioanalitico foi realizada seguindo as diretrizes do ICH

(2005) e da Resolugéo n° 899 de 2003 da ANVISA.

A linearidade do método foi verificada utilizando a metodologia dos quadrados
minimos através da construcdo de uma curva analitica contendo sete concentracdes de
5-FU em plasma de rato (50, 75, 100, 250, 500, 1000 e 2000 ng/mL) (n=10).

A precisdo foi realizado através da analise da precisdo intra-corrida e inter-
corridas. Para ambas as analises foram utilizados padrdes de 5-FU nas concentracfes de
100, 1000 e 2000 ng/mL. A precisao intra-corrida ou repetibilidade foi realizada em um
mesmo dia sendo que para tal realizou-se cinco determinagfes para cada concentragéo,
enquanto a precisdo inter-corridas ou intermediaria, foi desempenhada em trés dias
diferentes utilizando-se as amostras ja citadas e também em quintuplicata. Os resultados
obtidos foram submetidos ao calculo do CV%, seguindo a equacdo 1, ja descrita no

subitem 5.2.3.
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Avaliou-se a exatiddo através da analise da amostra de concentragdo conhecida
comparando-se o valor mensurado com o valor tedrico. Realizaram-se determinacdes de
trés amostras de concentracdo conhecida, sendo uma baixa (100 ng/mL), uma média
(1000 ng/mL) e uma alta (2000 ng/mL), contemplando o intervalo linear da curva
analitica. Cada concentracdo foi analisada cinco vezes. Os resultados foram expressos
como percentual de recuperacédo, de acordo com a Eq. 2, descrita no subitem 5.2.4.

A especificidade do método foi verificada através da comparacdo do
cromatograma de uma amostra (plasma contendo 5-FU) com o cromatograma do
plasma branco, objetivando verificar se houve interferéncia dos componentes do plasma
no tempo de retencdo do 5-FU.

O LD e LQ do método foram calculados utilizando pardmetros obtidos a partir
da curva analitica e aplicando-os nas equacdes 3 e 4, descritas nos subitem 5.2.6.

A estabilidade do farmaco no plasma foi avaliada apds 4 ciclos de congelamento
e descongelamento, utilizando trés padrGes nas concentracBes baixa, média e alta,
dentro do intervalo linear da curva (100, 1000 e 2000 ng/mL). Foram realizados testes
de curta e longa duracdo. Para realizagdo do teste de estabilidade de curta duragéo, as
amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 24 h, sendo entdo submetidas a
andlise por CLAE. Para o ensaio de estabilidade de longa duracdo, utilizou-se amostras
armazenadas a -20°C por 46 dias. Para essa finalidade, amostras de plasma contendo 5-
FU em trés concentracdes (100, 1000 e 2000 ng/mL) foram mantidas a -20°C por 46
dias, sendo entdo submetidas ao descongelamento a temperatura ambiente. Quando
completamente descongeladas, as amostras foram novamente congeladas por 24 h e,
assim sucessivamente, até completar trés ciclos de congelamento e descongelamento.
Apbs o ultimo descongelamento, as amostras foram analisadas por CLAE. Os resultados

foram comparados com os obtidos de analise de amostras recém-preparadas.
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5.8.4. Avaliacdo dos parédmetros farmacocinéticos apos administracdo oral

de dose Unica em ratos

Para realizacdo do estudo de farmacocinética pré-clinica foram utilizados ratos
Wistar machos (Biotério UNICENTRO) pesando entre 200 e 270 g. Os animais (n=15)
foram mantidos separados com livre acesso a &gua e alimentacdo, com ciclos de 12
horas claro-escuro. Apds os experimentos os animais foram sacrificados através de
deslocamento cervical. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Uso com Animais (UNICENTRO), parecer n°. 042/2012.

As formulac@es (nanoparticulas de PLA contendo 5-FU, nanoparticulas de PLA-
PEG contendo 5-FU e solucdo aquosa de 5-FU) foram ressuspensas em 1,0 mL de
tampéo fosfato de sddio 50 mM, pH 7,4 e administradas pela via oral, por meio de
gavagem (n=5). As formulacdes foram administradas na dose de 50 mg/kg de 5-FU. As
nanoparticulas foram previamente dispersas em tampdo fosfato de sédio 50 mM, pH
7,4. Amostras de sangue foram coletadas (500 pL), através de uma incisdo feita na
cauda, em intervalos de tempo pré-determinados (0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 10 e 12h),
apo6s a administracdo. As amostras foram acondicionadas em tubos heparinizados e
centrifugadas a 3500 rpm por 10 min. O plasma obtido foi acondicionado a -20°C para
posterior procedimento.

As amostras de plasma foram desproteinizadas pela adicdo de 200 pL de
acetonitrila. A mistura foi submetida a centrifugacdo a 3500 rpm por 10 min. Nos
sobrenadantes obtidos foram adicionados 100 pL de solucdo de padrdo interno na
concentracdo de 250 ng/mL. As solugGes resultantes foram filtradas em membrana de

poro 22 um e analisadas por CLAE.
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5.8.4.1. Analise dos dados e estatistica

Os parametros farmacocinéticos foram estimados utilizando o método de modelo
independente. A constante de eliminacdo (Ke) foi estimada pela anélise da regressao
linear da por¢do terminal do log da concentracdo plasmatica versus tempo do perfil do
5-FU. O tempo de meia-vida (t12) foi calculado a partir da formula ty,= 0,693/K.. A
concentracdo plasmatica maxima (Cmax) € 0 tempo necessario para alcanca-la (Tmax)
foram obtidos a partir da curva de concentracdo plasmética do 5-FU em funcdo do
tempo. A &rea sob a curva (AUC, ng/mL.h) foi calculada pelo método dos trapezoides e
extrapolado o tempo até o infinito por meio da adicdo da concentracdo final dividida
pela constante de eliminacdo (Crina/Ke). O clearance corporal aparente (CI) foi
calculado usando a equagdo Cl= dose/AUC. O volume de distribuigéo aparente (Vd) foi
calculado pela equagdo Vd=dose/Ke.AUC. A andlise estatistica dos dados foi feita
através da andlise de variancia (ANOVA). Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos se p<0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por CLAE para

determinacéo de 5-FU em nanoparticulas

6.1.1. Condic6es cromatograficas

Devido a elevada hidrossolubilidade do 5-FU solventes hidrofilicos foram
utilizados para reduzir a afinidade do farmaco pela a coluna de fase reversa C18 (25cm
X 4,6mm) tamanho de particula Sum - Waters Alliance e, assim, buscar um curto tempo
de retencéo.

Inicialmente foi utilizada a metodologia descrita na USP 34 (2010) para anélise
quantitativa de 5-FU, que descreve a agua ultrapura como fase mével, com fluxo de 1,0
mL/min. Contudo, os picos irregulares foram observados (Figura 5). Isso pode ter
ocorrido devido a diferencas instrumentais ou da coluna.

Objetivando encontrar a fase mével ideal, optou-se por adicionar acetonitrila na
fase movel recomendada pela USP 34 (2010), a fim de melhorar a resolucdo dos picos
cromatograficos de 5-FU. Eluices foram realizadas utilizando acetonitrila e &gua em
varias proporcfes, no modo isocratico, variando as proporcdes de acetonitrila:agua
(partindo de 10:90, v/v a 30:70, v/v). Observou-se a ocorréncia de picos irregulares de
5-FU quando as proporcdes de acetonitrila foram aumentando. Com o aumento da
proporcao de dgua na fase maével, o pico de 5-FU foi tornando-se mais regular e quando
foi usada a proporcdo de acetonitrila:agua 10:90 (v/v), foi observado um pico com

regular simetria. Nestas condigdes, o pico de 5-FU foi detectado em aproximadamente
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3,5 minutos (Figura 6). A andlise foi realizada de acordo com as condicdes descritas na

tabela 5.

Tabela 5. Condig6es cromatogréficas utilizadas na quantificagdo do 5-FU.

Caracteristica Condicbes Cromatograficas
Deteccéo UV (A =254 ¢ 265 nm)
Fluxo 1,0 mL/minuto

Fase Movel acetonitrila:dgua (10:90, v/v)
Volume de injecdo 100 uL

A deteccdo foi realizada inicialmente em dois comprimentos de onda, 254 nm e
265 nm, porém, observou-se que no comprimento de onda de 265 nm 0s picos eram
mais simétricos, sendo posteriormente esse comprimento de onda utilizado nas analises
(Fig. 6). O tempo de corrida determinado foi de 5 minutos, ja que o tempo de retencao

do 5-FU foi de aproximadamente 3,5 min.

Figura 5. Cromatograma da solugdo-padrdo de 5-FU 1,0 pg/mL. (Fase mével: 4gua ultrapura em 265
nm).
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A padronizacgdo e validacdo de uma metodologia analitica para quantificagdo do
5-FU foi desenvolvida uma vez que é necessaria em diversas fases do desenvolvimento

de uma formulacdo farmacéutica.

Figura 6. Cromatograma da solucdo-padrdo de 5-FU 0,1 pg/mL. (A) Fase movel: agua
ultrapura:acetonitrila (10:90,v/v) em 254 nm; (B) Fase mével: agua ultrapura:acetonitrilal (10:90, v/v) em
265 nm.
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Figura 7. Cromatograma da solugdo-padrdo de 5-FU 1,0 pg/mL. (Fase mdvel: agua 90%: acetonitrila
10% em 265 nm).
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6.2. Parametros de validagdo

6.2.1. Especificidade

Para analisar a especificidade do método realizou-se a analise do sinal produzido
pelo PVA, principal interferente presente no sobrenadante obtido do processo de
separagdo das nanoparticulas do farmaco livre. Uma solucdo aquosa de PVA 1% foi
analisada pelo método de HPLC descrito e comparou-se o cromatograma (Fig. 8) com
0s obtidos com a solucdo-padréo de 5-FU (Fig. 7) e da amostra (5-FU presente no

sobrenadante) (Fig 9).

Figura 8. Cromatograma da amostra de PVA 1%. (Fase mével: 4gua 90%: acetonitrila 10% em 265 nm).
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Figura 9. Cromatograma da amostra de 5-FU . (Fase movel: dgua 90%: acetonitrila 10% em 265 nm).
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Observou-se que o pico da solucdo aquosa de PVA ocorreu no mesmo tempo de
retencdo do pico do 5-FU, mas é muito reduzido, ndo interferindo na determinacao
quantitativa do 5-FU a partir dos componentes da formulagcdo. Para confirmar isso,
analisou-se o0 5-FU preparado em uma solucdo aquosa de PVA 1% e comparou-se com
uma solucdo padrdo de 5-FU em agua (modo habitual). A porcentagem de recuperacéo
do 5-FU, em solucdo aquosa de PVA foi 99,89% (n=3), confirmando a especificidade.
Outro procedimento realizado foi a submissdo dos padrdes de 5-FU (0,1, 1 e 10 pg/mL)
as condicBes de estresse, a fim de detectar a ocorréncia de eventuais picos de
interferéncia a 265 nm resultante da degradacdo do farmaco. Os resultados encontram-

se expressos na tabela 6.



Tabela 6. Resultados para os padrdes de 5-FU sob condic¢Ges de estresse.
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Condig0es de

Recuperacédo (%) = DPR

estresse
0,1 pg/mL 1,0 pg/mL 10,0 pg/mL Média
Referéncia 99,60 + 1,80 104,27 + 3,82 104,56 + 0,73 102,81 + 2,12
Luz Visivel 104,46 + 3,51 107,50 + 2,42 103,90 + 0,49 105,29 + 2,14
Congelamento 103,31 £ 2,65 105,36 £ 0,81 103,20 £ 1,00 103,96 + 1,49
pH Baésico 0,00 + 35,07 10,36 + 38,06 2,34 + 38,64 4,23 + 37,26
pH Acido 100,47 £ 0,33 109,06 + 3,62 103,13 £ 1,05 104,22 + 1,67
Oxidacéo 100,47 £ 0,61 106,23 £ 1,46 104,60 + 0,03 107,10 £ 0,70

Estes ensaios sdo considerados ferramentais Uteis para estabelecer vias de
degradacdo e a estabilidade intrinseca da molécula, e ajuda a validar o poder do método
para o estudo de estabilidade do farmaco (DAS NEVES et al., 2010).

A analise dessas condi¢fes demonstrou que nem todas as variaveis testadas
interferem na porcentagem de recuperacdo do farmaco, sendo que a principal
interferéncia foi verificada nas amostras tratadas com NaOH 1M; uma vez que 0s
resultados estdo de acordo com as condigdes estabelecidas pela ANVISA. A menor
porcentagem de recuperacao foi relativa a mudanca do pH da amostra para pH baésico,
além disso, houve o aparecimento de picos adicionais como pode ser observado na
figura 9 e impedimento da deteccdo do farmaco na menor concentracdo. Outra

condicdo que apresentou picos adicionais foi 0 processo de oxidacdo. As figuras 10 a 14

demonstram os cromatogramas dos padrdes de 5-FU apds as condicdes de estresse.
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Figura 10. Cromatograma do padrdo de 5-FU 1,0 pg/mL tratada com NaOH 1M. (Fase movel: agua

90%: acetonitrila 10% em 265 nm).
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Figura 11. Cromatograma do padrdo de 5-FU 0,1 pg/mL ap6s 24 horas de congelamento. (Fase movel:
agua 90%: acetonitrila 10% em 265 nm).
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Figura 12. Cromatograma do padrdo de 5-FU 0,1 pg/mL tratada com H,O,. (Fase mével: dgua 90%:

acetonitrila 10% em 265 nm).
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Figura 13. Cromatograma do padrdo de 5-FU 0,1 pg/mL tratada com HCI 1M. (Fase mdvel: dgua 90%:

acetonitrila 10% em 265 nm).
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Figura 14. Cromatograma do padrdo de 5-FU 0,1 pg/mL ap6s 24 hs de exposicao a luz. (Fase mével:
agua 90%: acetonitrila 10% em 265 nm).
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6.2.2. Linearidade

Para determinacéo da linearidade oito concentra¢des de 5-FU em solucéo aquosa
foram analisadas: 0,1, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 ¢ 10 pg/mL. A figura 15 mostra o grafico da area
do pico do 5-FU em funcgéo da sua concentracdo. Observa-se uma completa linearidade,
com coeficiente de correlagéo (r?) de 0,999.

Anélises posteriores foram realizadas utilizando solu¢es-padrdo preparadas em
tampdo fosfato de sédio 50 mM pH 7,4, meio onde as nanoparticulas contendo 5-FU
foram avaliadas quanto ao seu perfil de liberagdo in vitro. A curva analitica foi
construida na mesma faixa de concentracdo (0,1 a 10 pg/mL). O resultado equivalente
em relacdo as solugdes-padrdo anteriores mostrou que a modificagdo do meio néo

interferiu nesta técnica. O coeficiente de correlacdo obtido foi 0,999.
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A validade do método foi confirmada por analise de variancia, que mostrou que
a regressdo linear foi significativa e o desvio da linearidade ndo foi significativo
(p<0,01), garantindo confianc¢a no uso das equacOes das retas obtidas por essas curvas

analiticas (Figuras 15 e 16).

Figura 15. Curva analitica do 5-FU em &gua. (Fase mdvel: agua 90%: acetonitrila 10% em 265 nm).
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Figura 16. Curva analitica do 5-FU em tampao fosfato de sddio 50 mM pH 7,4. (Fase movel: dgua 90%:
acetonitrila 10% em 265 nm).
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6.2.3. Exatidao

A exatiddo foi calculada pelo método da porcentagem de recuperacdo e DPR da
concentracdo média do analito em trés concentracBes diferentes. Os resultados estdo

apresentados na tabela 7.

Tabela 7. Resultados da exatiddo para os padrdes de 5-FU.

Solucdo Padrdo (ug/mL) Recuperacéo (%) DPR
0,1 99,55 1,27
1,0 98,58 0,17
10 99,71 1,87
n=3

A ANVISA (2003) preconiza que o DPR méaximo seja de 5%, com isso é
possivel perceber que os resultados mostram concordancia entre os valores

experimentais e tedrico, demonstrando que o método é exato.

6.2.4. Precisao

A precisdo é uma medida para os erros relativos do método e é expressa como
DPR para a repetibilidade e precisdo intermediaria. Trés concentracdes de 5-FU (0,1, 1
e 10 pg / mL) foram preparadas em triplicada e analisadas em um dia ou trés dias
diferentes, a fim de avaliar as variagdes intra-dia e inter-dia, respectivamente. O DPR da

resposta foi calculada, em cada caso e séo apresentados na tabela 8.
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Tabela 8. Precisoes intra e inter-corridas.

Solucéo Padréo Meédia da concentracéo DP DPR
pg/mL Medida
Analise intra-corrida (n=3)
0,1 0,09 0,02 1,87
1,0 0,99 0,01 0,17
10,0 9,97 0,13 1,27

Analise inter-corridas (n=3)

Dial

0,1 0,10 0,01 1,92

1,0 0,97 0,03 2,58
10,0 10,37 0,17 1,63
Dia 2

0,1 0,09 0,00 1,46

1,0 0,95 0,02 2,11
10,0 10,14 0,07 0,70
Dia 3

0,1 0,10 0,01 1,66

1,0 1,04 0,04 3,51
10,0 10,45 0,07 0,63

n=3

O DPR maximo obtido foi de 3,51%, demonstrando que o método é preciso,
pois os valores do coeficiente de variagdo foram inferiores a 5, limite maximo

preconizado pela ANVISA (2003).

6.2.5. Precisdo Instrumental

A precisdo do instrumento é uma medida dos erros relativos do equipamento e €
expressa como DPR para a repetibilidade. Para essa anélise, uma concentracéo de 5-FU
de 1,0 ng/mL foi preparada e analisada dez vezes. Os resultados estdo mostrados na

tabela 9 e indicam a precisao.
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Tabela 9. Resultado da precisdo instrumental para a concentracdo padrao de 5-FU.

Solucao padréo Recuperacéo (%) Coeficiente de Variacao (%)
1,0 pg/mL 98,57 0,13
*n=10

6.2.6. Limites de deteccéo e quantificacdo

O LD e LQ foi calculado a partir do desvio padrdo da resposta e do declive
obtido a partir da regressdo linear de uma curva de calibracdo especifica (50,0, 75,0,
100,0, 125,0, 150,0 e 200,0 ng/mL), na regido da extremidade inferior do intervalo

previsto (ICH, 2005) (Fig. 17).

Figura 17. Curva analitica para célculo dos limites de deteccdo e quantificacdo de 5-FU em agua. (Fase
movel: dgua 90%: acetonitrila 10% em 265 nm).
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Os valores obtidos para LD e LQ foram 10,86 ng/mL e 32,78 ng/mL,

respectivamente .
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6.2.7. Faixa de trabalho

A faixa de concentragdo do metodo, definido como o intervalo que possui a
requerida linearidade, exatiddo e preciséo, situou-se entre 0 LQ e 10 pg/mL. Portanto,
as amostras que contém estes niveis de concentragdo podem ser analisadas pelo método

de CLAE proposto.

6.2.8. Robustez

Com o intuito de analisar a robustez do método, algumas variagdes foram

realizadas, e avaliou-se a percentagem de recuperacdo e o DPR. Os resultados estdo

demonstrados na Tabela 10.

Tabela 10. Resultados de robustez para diferentes concentracfes de 5-FU.

Variacoes Recuperacao (%) + DPR
0,1 pg/mL 1,0 pg/mL 10,0 pg/mL
Fluxo 0,9 mL/min 104,80 + 3,48 103,53 £ 2,22 99,23 +1,76
Fluxo 1,1 mL/min 107,37 £ 3,45 102,40 £ 2,31 100,40 £ 1,05
Coluna Vertical Chromatography 97,33 £ 0,01 105,50 + 0,07 106,56 + 0,65
Forno a 35°C 98,43 £ 0,01 105,90 £+ 0,04 97,85 +0,77

n=3
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Esse ensaio foi importante porque demonstrou que pequenas variagbes nas
condicGes de andlise do método ndo influenciam a analise quantitativa, pois todos os

valores encontrados estdo de acordo com a legislagdo vigente.

Um répido, simples e confidvel método analitico por CLAE utilizando detector
PDA foi desenvolvido e validado de acordo com as diretrizes da ANVISA e do ICH. O
método cumpriu todos os requisitos para ser considerado confiavel e viavel, que inclui
especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, robustez e LQ e LD. O procedimento
analitico teve um tempo de corrida cromatogréfica de apenas 5 minutos, o que permite a
andalise de um grande nimero de amostras em um curto periodo de tempo.

O método proposto pode ser aplicado ndo apenas para a determinacdo da
eficiéncia de encapsulacdo de 5-FU em nanoparticulas, mas para 0s outros ensaios, tais

como perfil de liberacéo in vitro do 5-FU e os estudos de estabilidade.

6.3. Obtencdo das nanoparticulas contendo 5-FU

O método da dupla emulsdo-evaporacdo do solvente (A/O/A) demonstrou ser
eficiente para a obtencdo de nanoparticulas contendo 5-FU. Esse método é
particularmente adequado para a encapsulacdo de moléculas hidrofilicas, como é o caso
do 5-FU, no qual este fica retido na fase aquosa interna, enquanto a fase intermediaria
da emulséo apresenta caracteristica apolar, o que dificulta a migracéo do farmaco para a
fase aquosa externa. Preparou-se nanoparticulas, cuja composicao polimérica foi o PLA,
como também nanoparticulas compostas por blendas (misturas fisicas) de PLA-PEG,

utilizando PEG com peso molecular de 10 kDa.
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O PEG é um polimero hidrofilico e bastante biocompativel, e sua adi¢cdo a
formulacéo foi realizada com o objetivo de verificar a sua influéncia nos parametros

fisico-quimicos e bioldgicos das nanoparticulas.

6.4. Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas

6.4.1. Determinacéo da eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada indiretamente pela leitura do
sobrenadante obtido ap6s ultracentrifugacdo das nanoparticulas. Os resultados

encontram-se na tabela 11.

Tabela 11. Valores das eficiéncias de encapsulagdo do 5-FU nas nanoparticulas de PLA e PLA-PEG

Formulacdes de PLA  Média+ DPR | Formulagdes de PLA-PEG Média + DPR
1 51,2342,26 3 55,53+9,21
2 28,90+7,05 4 52,9248,70
5 31,5648,09 7 24,08+2,99
6 17,05+2,80 8 19,67+1,57
9 53,37+10,34 11 53,76%2,18
10 34,54+14,26 12 38,70+13,10
13 24,53+4,71 15 37,13+3,09
14 19,27+2,43 16 14,82+6,24

n=3

A eficiéncia de encapsulacdo do 5-FU nas nanoparticulas variou de 14,82 a
55,53%, porém previsivel em se tratando da caracteristica hidrofilica do farmaco.
Trabalhos na literatura ja demonstraram que no caso de farmacos hidrofilicos,

como é o caso do 5-FU, que possui solubilidade em agua de 12 g/L, pode ser obtido
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uma baixa eficiéncia de encapsulacdo devido a difusdo do farmaco da fase aquosa

interna para a externa da dupla-emulséo (YEH et al., 2000; PEREZ et al., 2001).

6.4.2. Determinacdo do didametro médio, distribuicao de tamanho e indice de

polidispersdo das nanoparticulas

A determinacdo do tamanho de particula é um parametro crucial para avaliar a
qualidade da formulacgdo, visto que a estabilidade fisica das nanoparticulas depende do
seu tamanho (MULLER-GOYMANN, 2004). O tamanho das nanoparticulas também é
importante nos parametros in vivo, pois 0s vasos sanguineos que permeiam os tecidos
tumorais apresentam poros de 300 a 700 nm (LEMBO & CAVALLLI, 2010). Para essa
finalidade, as suspensfes de nanoparticulas foram diluidas em agua ultrapura, com o
intuito de diminuir 0 movimento Browniano das particulas que é dependente da
viscosidade do solvente e do tamanho da particula. Essa diluicdo é necessaria porque em
dispersbes concentradas as particulas apresentam movimento Browniano mais lento,
levando ao célculo de um didmetro maior que o real, gerando um resultado falso. Os

resultados do didmetro médio e do indice de polidispersdo encontram-se na Tabela 12.
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Tabela 12. Valores do diametro médio, da polidispersidade e distribuicdo do tamanho.

Formulagdes

Diametro Médio (nm)

Polidispersidade

Distribuicéo do tamanho (nm)

PLA
1 293,8045,43 0,173 195-233 (54%) e 398-476 (46%)
2 306,93+2,14 0,160 248-279 (73%) e 392-451 (27%)
5 350,87+81,73 0,184 264-325 (75%) e 387-438 (25%)
6 331,83+3,73 0,176 282-304 (67%) e 371-413 (33%)
9 342,23+3,85 0,226 247-295 (78%) e 381-402 (22%)
10 459,93+12,11 0,213 283-305 (18%), 386-443 (69%)
e 472-502 (13%)
13 464,87+10,78 0,106 321-385 (45%), 438-493 (45%)
e 524-568 (10%
14 327,03+10,26 0,331 232-289 (76%) e 375-397 (24%)
PLA-PEG
3 282,87+10,06 0,116 171-208 (39%) e 432-525 (61%)
4 305,60453,87 0,134 269-301 (73%) e 311-342 (27%)
348,20+11,11 0,228 231-274 (12%), 298-327 (67%)
e 368-403 (21%)
8 310,13+5,56 0,223 241-279 (70%) e 317-375 (30%)
11 307,13+6,11 0,268 248-283 (79%) e 318-337 (21%)
12 320,10+2,37 0,107 246-279 (22%), 311-353 (64%)
e 371-394 (14%)
15 333,93+7,58 0,279 253-302 (73%) e 376-391 (27%)
16 497,17+17,37 0,158 304-378 (12%), 417-489 (47%)

e 502-543 (41%)

n=3

Considerando-se o tamanho de particula, as contendo PEG tiveram um ligeiro

aumento na dimensdo das particulas em compara¢do com nanoparticulas de PLA (p

<0,05). A influéncia dos componentes da formulacdo no didmetro média das

nanoparticulas serd discuta na se¢do sobre o planejamento fatorial.
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6.5. Planejamento Fatorial

A realizacdo de um planejamento fatorial foi utilizado para otimizar a
formulacdo de nanoparticulas poliméricas contendo 5-FU. Este planejamento permite
determinar o efeito de cada variavel na formulacdo através de um numero minimo de
ensaios.

Nesse estudo realizou-se um planejamento fatorial 2* com o objetivo de analisar
a influéncia de algumas variaveis da formulacdo na eficiéncia de encapsulacdo e no
diametro médio das nanoparticulas. As variaveis independentes estudadas foram: (A)
tipo de polimero; (B) concentracdo de PVA na fase aquosa interna; (C) tensoativo
utilizado na fase aquosa externa; (D) razdo de volume da fase oleosa e da fase aquosa
externa. A eficiéncia de encapsulacdo e o tamanho de particula foram definidos como
varidveis-resposta, sendo considerados resultados positivos altos valores de eficiéncia
de encapsulacéo e baixos valores de diametro de particula. Os dados foram submetidos
a uma analise de variancia utilizando o software Statistica 7.0, onde foi possivel calcular
os efeitos de cada variavel para a eficiéncia de encapsulacdo (Tabela 13) e para o

didmetro das nanoparticulas (Tabela 14).

Tabela 13. Anélise de variancia realizada para o delineamento fatorial 2* sobre o teor de 5-FU nas
nanoparticulas.

Variaveis S.Q. Q.M. F calculado p-valor
A 3,16 3,16 0,0194™° 0,8918
B 295,07 295,07 1,8086"° 0,2057
C 1181,47 1181,47 7,2418* 0,0209
D 92,59 92,59 0,5675"° 0,4670
(A) Tipo de polimero; (B) concentracdo de PVA na fase aquosa interna; (C) tensoativo utilizado na

fase aquosa externa; (D) razdo de volume da fase oleosa e da fase aquosa externa; S.Q.= soma dos
quadrados; Q.M.= quadrado médio; Fipeiado (graus de liberdade = 15;47/ 0=0,05) = 1,92; p-valor deve ser
menor que 0,05; *Significativo; ™ N&o Significativo.
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Apos analisar os efeitos das varidveis independentes sobre os teores de 5-FU
encapsulado nas formulagBes desenvolvidas, observou-se que as varidveis estudadas
individualmente ndo se mostraram estatisticamente significativas com excecdo da
variavel C (variacdo de tensoativos utilizados na fase aquosa externa). Como pode ser
observado, 0 valor de F caculado fOI maior que o valor de F apelado (F15:47 = 1,92) € 0 p-
valor foi menor que 0,05 para a varidvel-resposta eficiéncia de encapsulagdo, mostrando
diferenga estatisticamente significativa para um nivel de 95% de confianca. Esses
resultados demonstram a influéncia do tipo de tensoativo na fase aquosa externa no teor
de 5-FU encapsulado nas nanoparticulas. De acordo com os resultados das tabelas 11 e
13, pode-se concluir que a utilizacdo de PVA a 1% na fase aquosa externa aumentou

significativamente a eficacia da formulagdo em encapsular o 5-FU nas nanoparticulas.

Tabela 14. Anélise de variancia realizada para o delineamento fatorial 2* sobre o tamanho das
nanoparticulas de 5-FU.

Variaveis S.Q. Q.M. F calculado p-valor
1858 1858 0,4624N° 0,5105
B 268 268 0,0667"° 0,8010
5285 5285 N 0,2757

1,3156
D 5758 5758 1,8225N° 0,3732

(A) Tipo de polimero; (B) concentracdo de PVA na fase aquosa interna; (C) tensoativo utilizado na
fase aquosa externa; (D) razdo de volume da fase oleosa e da fase aquosa externa; S.Q.= soma dos
guadrados; Q.M.= quadrado médio; Fiperado (graus de liberdade = 15;47/ 0=0,05) = 1,92; p-valor deve ser
menor que 0,05; *Significativo; ™ N&o Significativo.

Na tabela 14 é possivel observar que as variaveis estudadas individualmente néo
se mostraram estatisticamente significativas para um nivel de 95% de confianga, uma
vez que os valores de Feaculado para todas as variaveis foram menores que 0 Fiapelado(1,92),
e os resultados dos p-valores foram maiores que 0,05. Com isso, pode-se concluir que as

variaveis analisadas ndo influenciaram no diametro médio das nanoparticulas. .
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Continuando o trabalho, foi necessario determinar quais as melhores
formulagdes de nanoparticulas de PLA e PLA-PEG. Para isso foram realizados dois
experimentos fatoriais 23, uma para as formulagdes de PLA e outro para as de PLA-PEG
. As andlises de variancia obtidas apo6s aplicagdo do teste estatistico fatorial das
formulacGes de PLA e de PLA-PEG estdo representadas, respectivamente, nas tabelas

15¢e 16.

Tabela 15. Andlise de variancia realizada para observar a influéncia das variaveis sobre os valores de teor
de 5-FU nas nanoparticulas de PLA.

Causa da Variagao G.L. S.Q. Q.M. Fcalculado

[ ] de PVA da fase interna 1 1702,69 1702,69 31,29*
Tensoativos da fase externa 1 2947,50 2947,50 54,16*
Raz&o O/A 1 4,46 4,46 0,08"°
PVA F.I. versus Tensoativos 1 44522 445,22 8,18*
PVA F.l. versus Razao O/A 1 137,04 137,04 2,52*
Tensoativos versus Razdo O/A 1 0,10 0,10 0,18"°
PVA F.I. versus Tensoativos versus 1 19,76 19,76 0,36"°
Razéo O/A
Tratamento 7 5256,77 - -
Blocos 2 171,04 85,52 1,57
Residuo 14 761,91 54,42 -
Total 23  6189,72 - -

G.L.= Graus de Liberdade; S.Q.= soma dos quadrados; Q.M.= quadrado médio; Fipeado (graus de
liberdade = 7;23/ 0=0,05) = 2,44; *Significativo; NS Ndo Significativo.

Como pode ser observado, o valor de F calculado foi maior que o valor de F
tabelado (F7.23 = 2,44) (VIEIRA, 2003) para as variaveis diferenca da concentracdo de
PVA da fase interna e os tipos de tensoativos da fase aquosa externa, e também para a
interacdo entre eles, indicando que esses dois fatores afetam significativamente a
porcentagem de farmaco encapsulado nas nanoparticulas de PLA. Como ocorreu

interacdo entre esse dois fatores, realizou-se o desdobramento dessa interagéo.
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De acordo com os desdobramentos e andlise da tabela da eficiéncia de
encapsulacdo (tabela 11) pode-se concluir que a concentragdo de PVA a 0,2% na fase
aquosa interna teve maior efeito significativo do que na concentracdo de 0,1%,
aumentando o teor de farmaco nas nanoparticulas. O PVA na concentracdo de 0,2% na
fase aquosa interna possui efeito significativo (p<0,05) quando na presenca do
tensoativo polissorbato 80 a 3%, porém essa influéncia causa baixa eficiéncia de
encapsulacdo. Outra constatacdo foi que o PVA a 0,2% na fase aquosa interna teve
maior efeito significativo (p<0,05) quando na presenca do tensoativo PVA a 1% na fase
aquosa externa, sendo que essa influéncia resulta em aumento da eficiéncia de

encapsulacdo. Este resultado pode ser melhor representado pelo grafico de superficie de

resposta (Figura 18).

Figura 18. Superficie de resposta em funcdo das variaveis tipo de tensoativos da fase aquosa externa e
variacdo na concentracdo de PVA na fase interna aquosa das nanoparticulas de PLA. Concentracfes de

PVA na fase interna, -1 (PVA a 0,1%) e 1 (PVA a 0,2%). Tensoativos na fase aquosa externa, -1 (PVA a
1%) e 1 (Polissorbato 80 a 3%).
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Observa-se que a superficie de resposta da figura 16 apresenta uma inclinacéo

bastante pronunciada entre as concentracbes de PVA na fase aquosa interna e os
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tensoativos na fase aquosa externa em dire¢do ao ponto maximo (maior eficiéncia de
encapsulacdo) quando ocorre interacdo entre o PVA na fase aquosa interna na
concentracdo de 0,2% e o tensoativo PVA na concentracdo de 2% na fase aquosa
externa.

Tabela 16. Andlise de variancia realizada para observar a influéncia das variaveis sobre os valores de teor
de 5-FU nas nanoparticulas PLA-PEG.

Causa da Variacao G.L. S.Q. Q.M. F

[ ] de PVA da fase interna 1 1061,51 1061,51 25,48*
Tensoativos da fase externa 1 3049,98 3049,98 73,07*
Razao O/A 1 1584,03 1584,03 38,02*
PVA F.I. versus Tensoativos 1 797,27 -797,27 -19,14N°
PVA F.I. versus Razdo O/A 1 -979,93 -979,93 -23,52M°
Tensoativos versus Razdo O/A 1 -533,15 -533,15 -12,80M°
PVA F.I. versus Tensoativos versus 1 362,64 362,64 8,70*
Razdo O/A
Tratamento 7 3741,81 - -
Blocos 2 210,61 105,31 2,43\°
Residuo 14 583,27 41,66 -
Total 23 4535,69 - -

G.L.= Graus de Liberdade; S.Q.= soma dos quadrados; Q.M.= quadrado meédio; Fipeado (graus de
liberdade = 7;23/ 0=0,05) = 2,44; *Significativo; NS Nao Significativo.

Através da analise da tabela 16, observa-se que o valor de F calculado foi maior
que o valor de F tabelado (F7.23 = 2,44) (VIEIRA, 2003) para as variaveis diferenca da
concentracdo de PVA da fase interna, os tipos de tensoativos da fase aquosa externa, a
razdo do volume entre as fases organica e aquosa externa e também para a interacao
simultanea entre esses trés fatores. Esses resultados sugerem que esses trés fatores
afetam significativamente a quantidade de 5-FU encapsulado nas nanoparticulas de
PLA-PEG. Como ocorreu interacdo entre esse trés fatores, realizou-se o desdobramento
dessa interacao.

De acordo com os desdobramentos e andlise da tabela da eficiéncia de
encapsulacdo (tabela 16) pode-se concluir que a concentracdo de PVA a 0,2% na fase

aquosa interna teve maior efeito significativo do que na concentracdo de 0,1%,
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aumentando o teor de fA&rmaco nas nanoparticulas. A presenca do polissorbato 80 a 3%
na fase aquosa externa possui efeito significativo (p<0,05) na concentragéo de 5-FU
encapsulado, porém essa influéncia causa baixa eficiéncia de encapsulagdo. Outro
resultado encontrado foi que a presenca do PVA a 1% na fase aquosa externa teve
efeito significativo (p<0,05), sendo que essa influéncia resulta em aumento da eficiéncia
de encapsulacdo. A variagdo do volume entre as fases organica e aquosa externa
resultou em diferenca no teor de 5-FU encapsulado nas nanoparticulas, pois quando
aumentou o volume da fase aquosa externa de 6,0 mL para 10,0 mL ocorreu um
aumento na eficiéncia de encapsulacdo. Outra constatacdo foi que o PVA a 0,2% na fase
aquosa interna teve maior efeito significativo (p<0,05) quando na presenca de PVA a
1% na fase aquosa externa, e na razdo O/A de 1:5, resultando em um aumento da
eficiéncia de encapsulacdo. Estes resultados podem ser melhor representados pelos

graficos de superficie de resposta (Figura 19).
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Figura 19. Superficie de resposta em funcdo das varidveis (A) tensoativos da fase aquosa externa e
concentragdo de PVA na fase aquosa interna; (B) tensoativos da fase aquosa externa e razdo das fases
orgénica e aquosa externa; e (C) concentracdo de PVA na fase aquosa interna e razdo das fases organica e
aquosa externa das nanoparticulas de PLA-PEG. Concentragdes de PVA na fase interna, -1 (PVA a 0,1%)

e 1 (PVA a 0,2%). Tensoativos na fase aquosa externa, -1 (PVA a 1%) e 1 (Polissorbato 80 a 3%). Razédo
O/A, -1 (2:6) e 1 (2:10).
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Observa-se que a superficie de resposta da figura 19 (A) apresenta uma
inclinacdo bastante pronunciada entre as concentra¢cdes de PVA na fase aquosa interna e
0s tensoativos na fase aquosa externa em direcdo ao ponto maximo, ou seja, maior
eficiéncia de encapsulacéo, quando ocorre interacdo entre o PVA na fase aquosa interna

na concentragdo de 0,2% e o PVA na concentracdo de 1% na fase aquosa externa. Ja na
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figura 19 (B) observa-se também uma inclinacdo pronunciada em direcdo a maior
eficiéncia de encapsulagdo na interacdo entre o PVA na concentragdo de 1% na fase
aquosa externa e aumento do volume da fase aquosa externa de 6,0 para 10,0 mL. A
figura 19 (C) demonstra que ocorreu também interacdo entre as concentragdes de PVA
na fase aquosa interna e a variagdo entre os volumes O/A, ocorrendo maior eficiéncia de
encapsulacdo quando ocorreu interacdo entre a concentragdo de PVA a 0,2% na fase
aquosa interna e com volume da fase aquosa externa de 10,0 mL.

O nivel destas interagdes foi analisado através do teste de Tukey para determinar
quais as melhores formulacfes de PLA e PLA-PEG, baseado no célculo da diferenca

minima significativa (d.m.s) entre duas médias, através da equacéo 7:

d.m.s.= gxV\QMR/n (Eq. 7)

onde:
QMR, é o numero médio do residuo da analise de variancia;
n, € o nimero de repeti¢cdes de cada um dos tratamentos;

q, € o valor dado na tabela ao nivel de significancia estabelecida.

Nestas analises, duas médias sdo consideradas estatisticamente diferentes
quando o valor absoluto da diferenga entre elas for igual ou maior que a diferenca
minima significativa. Neste caso, o valor de d.m.s. apos realizacdo do teste de Tukey
para a eficiéncia de encapsulacao, foi de 18,72 para as nanoparticulas de PLA e 9,89
para as de PLA-PEG, para um valor de g de 3,49. As diferencas entre as médias das
eficiéncias de encapsulacdo para cada um dos tratamentos estdo demonstradas nas

tabelas 17 e 18:
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Tabela 17. Diferencas absolutas entre as médias das eficiéncias de encapsulacdo das formulacfes de
PLA.

Formulagbes 1 2 5 6 9 10 13 14
1 0,00 32,05* 32,72* 4392* 7,59 26,45* 36,42* 41,69*
2 32,05 0,00 -0,67 11,87 24,47* 5,60 4,37 9,63
5 32,72* 0,67 0,00 11,20 25,14* 6,27 3,70 8,96
6 43,92 11,87 11,20 0,00 36,33 1747* 7,50 2,23
9 759 2447 2514* 36,33* 0,00 18,87 28,83* 34,10
10 26,45* 5,60 6,27 17,47 18,87 0,00 9,97 15,23
13 36,42* 4,37 3,70 750 28,83* 9,97 0,00 5,27
14 41,69* 9,63 8,96 2,23 34,10 1523 5727 0,00

*Significativo (d.m.s. = 18,72)

Os resultados do teste de Tukey para as nanoparticulas de PLA demonstram que
as melhores formulacdes em relacdo ao teor de 5-FU incorporado as particulas foram a
1 e a 9 quando o nivel de significancia de 0,05. Esses resultados foram estabelecidos
através da comparacao entre as formulagfes, uma vez que quanto maior o nimero de
diferenca significativas de uma formulacdo em comparacdo com as demais, melhor esta
seria. Como as formulagbes 1 e 9 tiveram cada uma seis diferengas de médias
significativas, as formulacdes 2, 5, 6 e 13 tiveram duas, e a formulacdo 14 teve uma,
constata-se que os sistemas nanoestruturados 1 e 9 foram as melhores formulacdes de

nanoparticulas de PLA.

Tabela 18. Diferengas absolutas entre as médias das eficiéncias de encapsulacdo das formulagdes de
PLA-PEG.

Formulacbes 3 4 7 8 11 12 15 16
3 0,00 595 29,43* 30,87* 26,44* 16,83* 23,07* 40,04*
4 5,95 0,00 23,49* 24,92* 20,49* 10,89* 17,12* 34,10*
7 29,43* 23,49* 0,00 1,43 299 12,60 6,37 10,61*
8 30,87* 24,92* 1,43 0,00 4,43  14,03* 7,80 9,18
11 26,44* 20,49* 2,99 4,43 0,00 9,61 3,37 13,60*
12 16,83* 10,89* 12,60* 14,03* 9,61 0,00 6,23  23,21*
15 23,07 17,12* 6,37 7,80 3,37 6,23 0,00 16,98*
16 40,04* 34,10 10,61* 9,18 13,60* 2321* 16,98* 0,00

*Significativo (d.m.s. = 9,89)

Em relacdo as formulagdes de PLA-PEG, apds realizar o teste de Tukey

observa-se que as melhores foram a 3, 4 e 16 a um nivel de significancia de 0,05.
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Estabeleceu-se esses resultados através da comparagdo entre as formulagdes de PLA-
PEG, ja que quanto maior o numero de diferenca significativas de uma formula¢do em
comparagdo com as demais, melhor esta seria. As formulacgdes 3, 4 e 16 tiveram cada
uma seis diferencas de médias significativas, porém a formulacdo 16 teve diferencas
significativas em relacdo as outras formulacGes pois sua eficiéncia de encapsulagao foi
muito baixa. J& a formulacdo 7 teve quatro diferencas de médias significativas, as
formulacbes 8, 11 e 15 tiveram trés e a formulacdo 12 teve uma diferenca. Assim,
constata-se que as nanoparticulas 3 e 4 foram os melhores sistemas nanoestruturados de
PLA-PEG, em relacéo a eficiéncia de encapsulacao.

Para determinar as melhores formulacGes a partir do tamanho de particulas, o
valor da d.m.s. para as nanoparticulas de PLA foi de 9,41 e de 12,90 para as de PLA-
PEG, para um valor de g de 3,49. Os resultados estdo apresentados nas tabelas 19 e 20

para as nanoparticulas de PLA e PLA-PEG, respectivamente.

Tabela 19. Diferenca absoluta média do tamanho de particula das formulagGes de PLA.

Formulacoes 1 2 5 6 9 10 13 14
1 0,00 13,13* 57,07* 38,03 48,43* 166,13* 171,07* 33,23*
2 13,13* 0,00 43,93* 2490* 3530* 153,00 157,93* 20,10*
5 57,07* 43,93 0,00 19,03* 8,63  109,07* 114,00* 23,83*
6 38,03* 24,90* 19,03* 0,00 10,40* 128,10* 133,03* 4,80
9 48,43*  35,30* 8,63 10,40* 0,00 117,70* 122,63* 15,20*
10 166,13* 153,00* 109,07* 128,10* 117,70* 0,00 493  132,90*
13 171,07* 157,93* 114,00* 133,03* 122,63* 4,93 0,00 137,83*
14 33,23* 20,10* 23,83* 4,80 15,20* 132,90* 137,83* 0,00

*Significativo (d.m.s. = 9,41)

De acordo com os resultados apresentados na tabela 19 pode-se concluir que as
formulacdes de PLA que tiveram menores tamanho de particula foram a 1 e a 2, com
0,05 de nivel de significancia. Esses resultados foram obtidos através do teste de
Tukey, a partir da comparacdo dos didametros medios das formulagdes de PLA, uma vez
que quanto maior o numero de diferenca significativas de uma formulacdo em

comparagdo com as demais, esta nanoparticula seria consideracdo a melhor. Como as
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formulagdes 1 e 2 tiveram cada uma sete diferencas de médias significativas, e as
formulagbes 5, 6, 9, 10, 13 e 14 tiveram seis, constata-se que as formulacdes 1 e 2

foram os melhores sistemas nanoestruturados de PLA, considerando o diametro médio.

Tabela 20. Diferenca absoluta média do tamanho de particula das formula¢es de PLA-PEG.

Formulagoes 3 4 7 8 11 12 15 16

3 0,00 22,73* 6533* 27,27* 2427* 3727* 51,07* 214,30*
4 22,73* 0,00 42,60* 4,53 1,53 14,53*  28,33* 191,57*
7 65,33*  42,60* 0,00 38,07 41,07 28,07 14,27* 148,97*
8 27,27* 4,53 38,07* 0,00 3,00 10,00  23,80* 187,03*
11 24,27* 1,53 41,07* 3,00 0,00 13,00  26,80* 190,03*
12 37,27* 14,53 28,07 10,00  13,00* 0,00 13,80* 177,03*
15 51,07 28,33* 14,27 23,80* 26,80* 13,80* 0,00 163,23*
16 214,30* 191,57* 148,97* 187,03* 190,03* 177,03* 163,23* 0,00

*Significativo (d.m.s. = 12,90)

Analisando os resultados da tabela 20, observa-se que as formulagdes 3, 7, 15 e
16 tiveram os menores diametros de particula, a um nivel de significancia de 0,05. Em
relagdo as formulacdes de PLA-PEG, ap0s realizar o teste de Tukey e estabelecer as
diferencas significativas dos didmetros médios das nanoparticulas, observou-se que as
nanoparticulas 3, 7, 15 e 16 tiveram cada uma sete diferencas de médias significativas,
porém a formulagdo 16 teve diferencas significativas em relacdo as outras formulacGes
pois seu didametro médio foi alto, a formulacdo 12 teve seis, as formulacdes 4 e 11
tiveram cinco, e a formulacédo 8 teve quatro, concluindo-se que as formulagdes 3, 7 e 15
foram os melhores sistemas nanoestruturados de PLA-PEG, considerando o diametro
medio.

A partir da analise dos resultados do delineamento fatorial como um todo,
constata-se que a formulagdo 1 foi a melhor em relagdo ao polimero PLA tanto na
eficiéncia de encapsulacdo quanto para o diametro de particula. Essa formulacdo foi
composta de PVA a 0,2% na fase aquosa interna, de PVA a 1% na fase aquosa externa e
razdo entre as fases organica e aquosa externa foi de 1:5. J& para as formulacbes

contendo PLA-PEG, a melhor formulacdo foi a 3 tanto na eficiéncia de encapsulagéo
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quanto para o diametro de particula. Essa formulacéo foi composta de PVA & 0,2% na
fase aquosa interna, de PVA a 1% na fase aquosa externa e razdo entre as fases organica
e aquosa externa foi de 1:5.

Esses resultados sugerem que o maior volume da fase aquosa externa afetou o
didmetro médio das nanoparticulas, visto que quando se utilizou a razdo entre as fases
organica e aquosa externa de 1:3, observou-se que a dupla emulsdo apresentou maior
viscosidade do que quando utilizou-se a razdo 1:5. Esse aumento da viscosidade
dificultou o processo de homogeneizacao e consequentemente pode ter influenciado na
eficiéncia de reducdo do tamanho dos glébulos da emulséo.

Observou-se também que com a utilizacdo de PVA 0,2% na fase aquosa interna
houve a formacdo da primeira emulsdo (A/O) muito rapidamente em relacdo a
formulacdo que utilizou o0 PVA em menor concentragdo. Certamente no primeiro caso
houve a formagdo de um filme mais denso na interface A/O, facilitando a formacao
estabilizagéo da primeira emulsao.

O PVA a 1% gerou melhores resultados na eficiéncia de encapsulacdo e no
didmetro médio das nanoparticulas, em relacdo ao polisorbato 80. Considerando o
equilibrio hidrdfilo-lipofilo (EHL) dos referidos tensoativos, observamos que ambos sdo
ideais para estabilizarem interfaces O/A, porém o PVA (EHL=18) apresenta-se um
pouco mais hidrofilico que o polisorbato 80 (EHL=15), podendo ter contribuindo para
uma melhor e mais répida estabilizacdo da emulsdo, o que pode ter influenciado na
capacidade de encapsular o farmaco bem como na reducdo do tamanho dos glébulos da
emulsdo (NARANG et al., 2007).

As melhores formulac6es de PLA (formulacdo 1) e de PLA-PEG (formulacéo 3)

foram utilizadas nos ensaios subsequentes.
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6.6. Espectroscopia na regido do infravermelho

Esta analise foi de grande relevancia, pois teve como objetivo verificar se apds o
processo de nanoencapsulacdo o polimero e o farmaco apresentavam as mesmas
caracteristicas quimicas de quando puros.

Realizou-se a varredura na regido do infravermelho do farmaco puro, dos
polimeros puros (PLA e PEG) e das nanoparticulas de PLA e PLA-PEG contendo 5-FU.
Na figura 20, sdo apresentados os espectros dos padrdes e das nanoparticulas obtidas no

infravermelho.

Figura 20. Espectros das amostras no infravermelho: (A) 5-FU; (B) PEG; (C) PLA; (D) Nanoparticulas
de PLA contendo 5-FU; (E) Nanoparticulas de PLA-PEG contendo 5-FU.
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Observou-se para o 5-FU, bandas em 1725, 1672 e 1247 cm™* caracteristicas da
imida ciclica, referente a ligagdes CO-NH-CO, de amida priméaria e de amina terciéaria,
respectivamente (LIN et al., 2002).

Analisou-se as absorcdes caracteristicas do 5-FU, PLA, PEG e das nanoparticulas
de PLA e PLA-PEG contendo 5-FU. As absorc¢des do PLA sdo trés fortes bandas devidas a
vibragdes C-CO-O-C, sendo que a banda devida ao estiramento C=O ocorre em
aproximadamente 1751 cm™, a banda relacionada ao estiramento assimétrico de C-O em
cerca de 1195 cm™,e a banda devida ao estiramento simétrico C-O-C em 1110 cm™

Em relacdo ao PEG, observou-se banda larga e intensa caracteristica dos grupos
hidroxilas terminais da cadeia do PEG associados por pontes de hidrogénio em 3400 cm™, e

em 1110 cm™ uma banda intensa devido ao estiramento assimétrico C-O-C.
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Pode-se concluir, que os espectros das substancias isoladas apresentaram picos de
absorcdo caracteristicos de estiramentos dos atomos das moléculas em questdo conforme a
literatura.

Os espectros das nanoparticulas de PLA e de PLA-PEG contendo 5-FU mostraram a
sobreposicdo dos mesmos picos de absor¢do dos compostos isolados. Dessa forma, esses
resultados demonstram que o0 processo de nanoencapsulagdo ndo favoreceu nenhuma

alteracdo quimica que descaracterizasse 0s reagentes utilizados (polimeros e farmaco).

6.7. Determinagdo do perfil de liberagdo in vitro do 5-FU a partir das

nanoparticulas de PLA e PLA-PEG

A avaliagdo do perfil de liberagcdo ocorreu em condicfes sink através de uma
diluicdo infinita do meio de liberacdo, que objetiva ndo ocorrer saturacdo do farmaco
nesse meio, para que a solubilidade do principio ativo ndo limite a liberagdo
(WASHINGTON, 1990).

Os resultados do perfil de liberagcdo do 5-FU a partir das nanoparticulas de PLA

e de PLA-PEG podem ser observados nas figuras 21 e 22, respectivamente.



Figura 21: Perfil de liberagdo do 5-FU a partir de nanoparticulas de PLA em tampdo fosfato
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pH 7,4

contendo PVA 1% (p/v). (A) Perfil de liberacdo do 5-FU durante 320 h (B) Perfil de liberacdo do 5-FU
durante 24 h. (n=3)

5-FU liberado (%)

1®

354

35

5-FU liberado (%)

B 304
30
] 254
25
20 T T T 1
0 0 10 20 30
20 4 Tempo (h)
T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Tempo (h)

Figura 22: Perfil de liberagdo do 5-FU a partir de nanoparticulas de PLA-PEG em tampéo fosfato pH 7,4
contendo PVA 1% (p/v). (A) Perfil de liberacio do 5-FU durante 320 h. (B) Perfil de liberacéo do 5-FU
por 24 h. (n=3).
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Os resultados indicam que ambas as formulagfes de nanoparticulas foram
capazes de prolongar o tempo de liberagdo do 5-FU. No entanto, as nanoparticulas de
PLA apresentaram velocidade de liberacdo mais rapida, provavelmente devido a
diferengas na estrutura interna e externa em relagdo as nanoparticulas de PLA-PEG.

Em relacdo as nanoparticulas de PLA, na figura 21 (B) visualiza-se as primeiras
24h de ensaio. Observou-se que as nanoparticulas de PLA liberaram aproximadamente
23% de farmaco nos primeiros 30 min e apds 24 h a liberagdo cumulativa alcangou
39,5%. Ja na figura 21 (A), que representa o experimento todo, observa-se que até 125
h a concentracdo de 5-FU foi aumentando no meio receptor, mas apds a liberagdo
tornou-se lenta, atingindo aproximadamente 57% de 5-FU liberado apds 320 h de
ensaio. A figura 22 representa o ensaio do perfil de liberacdo do 5-FU a partir das
nanoparticulas de PLA-PEG. Observa-se na figura 22(B) que as nanoparticulas de PLA-
PEG liberaram cerca de 20% de farmaco em 30 min, atingindo aproximadamente 28%
apos 24 h. A figura 22 (A) representa todo o experimento e constata-se que apos 168h
houve liberagdo de aproximadamente 50% de 5-FU das nanoparticulas. Ao final do
experimento, 52% do 5-FU foi liberado para o meio receptor. Realizou-se a andlise
estatistica dos perfis de liberacdo das duas formulacBes através do teste T de student e
observou-se que as diferengas ndo foram estatisticamente significativas (p-valor =
0,1074), confirmando que as nanoparticulas de PLA e PLA-PEG promoveram uma
liberagdo semelhante do farmaco.

Para determinar a cinética de liberacdo do 5-FU das nanoparticulas os resultados
foram avaliados através de modelos matematicos, objetivando determinar as constantes
de liberacdo de ordem zero e de primeira ordem. Também aplicou-se 0 modelo de
Korsmeyer-Peppas a fim de verificar qual/quais mecanismos de liberagcdo do farmaco
predominaram durante o experimento. A tabela 21 mostra os resultados dos calculos

das constantes de liberag&o de ordem zero e de primeira ordem.
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Tabela 21. Valores das constantes de liberacdo para as nanoparticulas de PLA e PLA-PEG.
Ordem/Modelo

Amostras Ordem Zero Primeira Ordem
Nanoparticulas de PLA 0,58 0,80
Nanoparticulas de PLA-PEG 0,10 0,61

De acordo com os resultados apresentados na tabela 21, as nanoparticulas de
PLA e PLA-PEG contendo 5-FU apresentaram uma cinética de liberacdo que se
aproximou mais do modelo de primeira ordem (valor mais proximo de 1,0). As
formulagdes que seguem este perfil tem a caracteristica de liberarem o farmaco de
forma proporcional a concentracdo remanescente no seu interior, dessa forma, a
quantidade de farmaco liberado diminui com o tempo (MULYE, TURCO, 1995).

Aplicando o modelo de Korsmeyer-Peppas calculou-se 0 expoente de liberagao
(n), que ¢ indicativo dom ecanismo de liberagao . Para as nanoparticulas de PLA
contendo 5-FU o valor de n foi de 0,58, e para as nanoparticulas de PLA-PEG foi obtido
valor de n de 0,65.

Para sistemas esféricos, a equacdo de Korsmeyer-Peppas apresenta trés
interpretacdes fisico-quimicas. Quando n assume um valor inferior a 0,43, demonstra
que a liberacdo do farmaco ocorre por difusdo (mecanismo de transporte Fickiano). Ja
quando n é superior a 0,85, a liberagdo é controlada por erosdo do polimero (mecanismo
de transporte nédo-Fickiano). Valores de n entre 0,43 e 0,85 estdo relacionados com o
transporte andbmalo, no qual ocorre a associagdo dos mecanismos de difusdo e erosédo
(SIEPMANN, PEPPAS, 2001).

As formulagdes de nanoparticulas de PLA e PLA-PEG mostraram valores de n
entre 0,43 e 0,85, indicando que durante o experimento a liberacdo do 5-FU ocorreu

difusdo do farmaco através da matriz polimérica associada a eroséo do polimero.
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A répida liberacdo de 5-FU nos primeiros 30 min observada tanto a partir da
formulacdo de PLA como da de PLA-PEG é caracterizada como efeito burst, que pode
ser ocasionado pela répida dessorcdo de farmaco adsorvida ou fracamente ligada a
superficie das nanoparticulas bem como as condi¢fes sink nas quais o estudo foi
realizado, que favoreceram a solubilidade do 5-FU e sua difusdo para o meio de
liberagdo (CAMPOS et al., 2001; SOPPIMATH et al., 2001; UBRICH et al., 2004).
Segundo SOPPIMATH e colaboradores (2001) e SCHAFFAZICK et al. (2003), a
liberacdo de farmacos a partir de formulagdes poliméricas nanoestruturadas depende de
varios fatores: (A) da dessorcdo do farmaco da superficie das nanoparticulas; (B) da
difusdo do farmaco a partir da matriz das nanoesferas; (C) da erosdo da matriz
polimérica; ou (D) da combinacdo dos processos de difusdo e erosdo. Verificou-se que o
5-FU associado as nanoparticulas de PLA e PLA-PEG apresentou uma fase inicial de
liberacdo rapida, que pode ser relacionada com a quantidade 5-FU adsorvida a
superficie das nanoestruturas. Em uma segunda fase, o perfil de liberagdo tornou-se
lento, sendo essa caracteristica relacionada com a difusdo do farmaco através da matriz
polimérica e a erosdo do polimero, como confirmado pelo modelo matematico de

Korsmeyer-Peppas.

6.8. Avaliagdo da citotoxicidade das nanoparticulas contendo 5-FU sobre

linhagem tumoral

A atividade citotdxica do 5-FU livre e encapsulado em nanoparticulas de PLA e

PLA-PEG foi avaliada nos periodos pré-determinados 24, 48 e 72 h; porém, somente



83

apos 72 h é que tanto o farmaco livre quanto as formula¢Ges nanoestruturadas inibiram
50% da viabilidade celular. Esses resultados sugerem que a atividade citotoxica das
nanoparticulas podem estar relacionadas ao tempo de incubag&o das células tratadas.
Diversas concentracdes foram testadas (1 — 80 uM) em quadruplicata, ¢ os
resultados apresentados como percentual de células viaveis (média + desvio padrao).
Nanoparticulas inertes foram também ensaiadas, e as diluicGes foram realizadas para
que as quantidades das particulas fossem as mesmas nos ensaios. Os resultados

encontram-se demonstrados na figura 23.

Figura 23. Atividade citotdxica do 5-FU livre, nanoparticulas brancas de PLA-PEG e de nanoparticulas
de PLA e PLA-PEG contendo 5-FU sobre a linhagem tumoral Hep-2, ap6s 72 h de incubacéo.
Il Nanoparticula branca

[ ]5-FuUlivre
I Nanoparticulas de PLA contendo 5-FU
I Nanoparticulas de PLA-PEG contendo 5-FU
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40 4
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*p<0,05 Nanoparticulas de PLA e PLA-PEG comparadas com as nanoparticulas inertes nas mesmas
concentracdes; “p<0,05 Nanoparticulas de PLA e PLA-PEG comparadas com o 5-FU livre nas mesmas
concentragdes; **p<0,05 Nanoparticulas de PLA comparadas com as de PLA-PEG nas mesmas
concentragdes.

Os resultados mostram que tanto o farmaco livre quanto as nanoparticulas de
PLA e PLA-PEG contendo o 5-FU exibiram efeito citotoxico sobre as células tumorais
HEP-2 quando comparado com o grupo controle, em todas as concentragdes testadas.

Foi realizado um grupo controle apenas com MTT e observou-se que nao inibiram a
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morte celular. Como pode ser observado, nas concentracdes de 5 a 80 uM houve
diferenca significativa quando comparou-se as nanoparticulas de PLA, PLA-PEG e 5-
FU com as nanoparticulas brancas ; realizando a comparacgéo entre o farmaco livre e as
nanoparticulas de PLA e PLA-PEG observa-se que houve diferenca significativa nas
concentragdes de 5 a 80 pM, sendo que o farmaco livre reduziu em maior percentual o
namero de células viaveis; ja as nanoparticulas de PLA em comparacdo com as de PLA-
PEG, observa-se que para as nanoparticulas de PLA exibiram efeito citotoxico
significativamente maior (p<0,05) que as nanoparticulas de PLA-PEG somente na
concentra¢do 10 uM, nas demais concentracdes as nanoparticulas de PLA e PLA-PEG
exibiram efeito citotdxico iguais estatisticamente (p<0,05).

Ap0s essas constatacBes a concentracdo que reduziu o ndmero de células em

50% foi determinada, sendo que os ICs estdo representados na tabela 22.

Tabela 22. Valores dos 1Cs, das formulagdes utilizadas no ensaio de citotoxicidade.

Formulagdes 5-FU Livre Nanoparticulas de PLA | Nanoparticulas de PLA-PEG
contendo 5-FU contendo 5-FU

ICso 12,60+3,91 uM 19,16+2,84 uM 22,20+4,18 uM

n=6

Realizando a andlise estatistica através da ANOVA dos resultados do ICsy
constatou-se que o farmaco livre e as nanoparticulas de PLA e PLA-PEG sdo iguais
(p<0,05), portanto, tanto as nanoparticulas de PLA quanto as de PLA-PEG

demonstraram efeitos citotdxicos.
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6.9. Ensaio de farmacocinética pré-clinica

6.9.1. Desenvolvimento e validacdo de método bioanalitico para

quantificacdo de 5-FU em plasma de rato

6.9.1.1. Condigdes cromatogréaficas

Objetivando quantificar o 5-FU em amostras de plasma de rato, um método
cromatogréfico foi desenvolvido. Inicialmente utilizou-se a metodologia descrita na
USP 34 (2010) para o 5-FU, a qual descreve a agua ultrapura como fase mével e vazao
de 1,0 mL/min. Porém, observou-se que ndo ocorreu a separacdo do pico do 5-FU e do
padréo interno timina (Figura 24).

Com o prop6sito de determinar a fase movel ideal, inicialmente optou-se por
adicionar acetonitrila na fase movel descrita pela USP 34 (2010). Elui¢cdes no modo
isocraticas foram realizadas utilizando agua e acetonitrila em duas proporgdes (95:5, viv
e 90:10, v/v). Observou-se que apesar das modificacGes ainda nao foi possivel separar
0s pico do 5-FU e do padréo interno. Deste modo, optou-se por acrescentar metanol na
fase movel descrita pela USP 34 (2010). Apds, eluicdes foram realizadas utilizando
agua e metanol em varias proporcdes (de 98:2, v/v a 87:13, v/v). Com a diminui¢do da
proporcdo de metanol na fase movel, os espectros do 5-FU e da timina foram sendo
separados e quando se utilizou a propor¢do agua:metanol 95:5 (v/v), foi observado total
separacdo dos picos do 5-FU, do padréo interno e os picos apresentaram regular
simetria. Nessas condi¢fes o 5-FU foi detectado em aproximadamente 5 min (Figura 1)

e a timina em 8,2 min (Figura 25).
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Figura 24. Cromatograma da solucéo padrédo de 5-FU e timina a 1000 ng/mL em agua (Fase mdvel: agua

ultrapura em 265 nm.
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Figura 25. Cromatograma da solucdo-padréo de 5-FU e timina a 1000 ng/mL em agua (Fase movel:

agua:metanol (95:5, viv em 265 nm).
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6.9.1.2. Validacao do método bioanalitco

Uma metodologia analitica por CLAE foi padronizada e validada com o objetivo
de quantificar o 5-FU presente no plasma de ratos. O método bioanalitico foi validado
em termos de linearidade, precisdo, exatidao, especificidade, limites de deteccdo e
quantificacdo e estabilidade, segundo as recomendacdes do ICH (2005) e ANVISA
(2003).

Obteve-se uma curva analitica em plasma de rato (fig. 26) com o objetivo de

padronizar a quantificagédo de 5-FU em plasma provindo das amostras do ensaio in vivo.

Figura 26. Curva analitica do 5-FU em &gua. (Fase mdvel: agua 95%:metanol 5% em 265 nm).
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De acordo com a curva analitica pode-se observar linearidade no intervalo de
concentragdo utilizado (50 a 2000 ng/mL), o que indica confianga no uso da equacdo da

reta obtida pela regressédo linear dessa curva.
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A especificidade foi avaliada através da comparacdo do cromatograma de uma

solugéo padrdo de 5-FU (2000 ng/mL) em plasma (fig. 27) com uma amostra de plasma

puro (fig. 28).

Figura 27. Cromatograma da solucdo-padrédo de 5-FU a 2000 ng/mL e de timina 2000 ng/mL (Fase

movel: dgua ultrapura 95%:metanol 5%, em 265 nm).
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Figura 28. Cromatograma da amostra de plasma puro (Fase mével: agua ultrapura 95%:metanol:5% em
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De acordo com os cromatogramas, pode-se observar auséncia de interferentes do

plasma no tempo de retencao do 5-FU (~5min).

A exatiddo foi calculada atraves da andlise de trés solucbes-padrdo, e 0s

resultados estdo apresentados na tabela 23.
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Tabela 23. Resultados da exatiddo para os padrdes de 5-FU em plasma.

Solucdo Padréo (ng/mL)  Recuperacao (%) DPR
100 98,38 1,57
1000 99,14 0,96
2000 99,02 1,08
n=5

A ANVISA preconiza que a porcentagem de recuperacdo esteja entre 85 a
115%, com isso é possivel perceber que os resultados mostram concordancia entre 0s
valores experimentais e tedrico, demonstrando que 0 método possui 6tima exatid&o.

A precisdo foi determinada intra-corrida e inter-corrida utilizando-se 3 niveis de

concentracdo dentro do intervalo da curva analitica. Os resultados estdo expressos na

tabela 24.
Tabela 24. PrecisOes intra-corrida e inter-corrida do 5-FU em plasma.
Solucdo Padréo (ng/mL)  Meédia da Concentracgdo DPR
Analise intra-corrida (n=5)
100 99,35 1,32
1000 999,28 1,54
2000 1998,79 1,93
Anélise inter-corrida (n=5)
Dial
100 99,93 0,78
1000 1000,14 0,85
2000 1998,37 1,72
Dia 2
100 100,08 0,83
1000 1000,73 0,48
2000 1999,48 1,17
Dia 3
100 99,62 1,32
1000 998,86 1,56
2000 1999,03 1,82

O DPR méaximo obtido foi de 1,93%, demonstrando que o método foi preciso,

pois os valores foram inferiores a 15%, limite maximo preconizado pela ANVISA.



90

O LD e LQ foram calculados a partir dos dados da curva analitica, conforme as
equacOes 3e 4, mencionadas previamente na metodologia. Os valores obtidos foram
18,75 ng/mL para o LD e 37,38 ng/mL para o LQ.

A estabilidade do 5-FU em plasma apds ciclos de congelamento e
descongelamento foi avaliada através dos ensaios de curta e de longa duragdo. Os
resultados foram comparados com amostras recém-preparadas e estdo demonstrados na

tabela 25.

Tabela 25. Estabilidade de curta e longa duragdo de amostras de 5-FU em plasma.

Solucdo Padréo (ng/mL)  Média das concentracdes DPR
Controle

100 99,58 1,34

1000 999,32 1,02

2000 1998,84 1,83
Estabilidade de Curta Duracéo

100 98,12 2,93

1000 999,01 1,94

2000 1999,25 2,43
Estabilidade de Longa Duracéao

100 98,31 3,86

1000 997,93 4,61

2000 1998,48 4,37

n=5

De acordo com os resultados, as amostras foram consideradas estaveis uma vez
que o DPR maximo foi de 4,61%, ou seja, obteve-se valores inferiores ao desvio padrdo
relativo maximo preconizado pela ANVISA que é de 15% quando comparado com as
amostras controles.

A validacdo do método de quantificacdo do 5-FU em plasma por CLAE foi
avaliada em termos de linearidade, especificidade, exatiddo, precisdao, LQ e LD, e
estabilidade. O método mostrou-se especifico, uma vez que ndo houve nenhum
componente do plasma que pudesse interferir no tempo de retencdo do 5-FU. A

linearidade foi avaliada através da obtencdo de uma curva analitica que pode ser
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seguramente utilizada na quantificagdo do 5-FU em plasma de ratos no intervalo de
concentragdo utilizado. Os resultados dos céalculos dos LQ e LD do 5-FU em plasma
demonstram a sensibilidade do método. A precisdo e a exatiddo foram avaliadas e
geraram resultados que estdo de acordo com a resolugdo vigente. A partir desses
pardmetros pode-se afirmar que a metodologia para anélise de 5-FU em plasma por
CLAE com deteccdo por PDA, utilizando como fase movel uma mistura de
agua:metanol (95:5, v/v) eluida a 1,0 mL/min é segura e apresenta resultados
condizentes e verdadeiros, podendo ser aplicada em estudos de farmacocinética pré-

clinica.

6.9.2. Avaliacdo dos parédmetros farmacocinéticos apds administracdo oral

de dose Unica em ratos

As curvas das concentracGes plasmaticas médias do 5-FU versus tempo ap6s
administracdo por via oral de 50 mg/Kg de 5-FU em diferentes formulagdes (solugéo
aquosa de 5-FU, nanoparticulas de PLA e nanoparticulas de PLA-PEG contendo 5-FU)

estdo expressas na figura 29.
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Figura 29. Curvas da concentracdo plasmatica de 5-FU em funcdo do tempo a partir das diferentes
formulagdes de 5-FU (n=5).

—m— Solucdo aquosa de 5-FU
600 - —e— Nanoparticulas de PLA contendo 5-FU
—A— Nanopatrticulas de PLA-PEG contendo 5-FU

200}\ / 4
_ § §
i/ ]

—

Concentragdo Plasmatica do 5-FU (ng/mL)

A
L
0 I n [ ] [ ]
T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (h)

A tabela 26 resume os parametros farmacocinéticos relevantes. Apds
administracdo oral de uma solucdo aquosa de 5-FU, o farmaco foi rapidamente
absorvido, e uma concentracdo plasmatica maxima de 393,87 + 1,14 ng/mL foi
alcancada em 30 min. ApGs esse tempo, a concentracdo plasmatica do 5-FU decaiu
abruptamente, uma vez que o farmaco foi distribuido e rapidamente metabolizado,
resultando em uma elevada constante de eliminacdo (K.), e um curto tempo de meia-

vida (t12) de 0,57 £ 0,17 h ..
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Tabela 26. Parametros farmacocinéticos do 5-FU, ap6s administracdo oral de dose Unica de solucédo
aquosa de 5-FU, nanoparticulas de PLA e de PLA-PEG contendo 5-FU, em ratos (n=5).

Parametros Formulacdes
Farmacocinéticos Solucao de 5-FU Nanoparticulas de Nanoparticulas de PLA-
PLA contendo 5-FU PEG contendo 5-FU
Dose (mg/Kg) 50 50 50
AUC; (h.ng/mL) 492,13 £4,35 2077,12 + 1,99* 2037,99 * 3,65*
AUC iy (h.ng/mL) 542,96 £ 1,24 2200,53 + 1,82* 2281,10 + 2,08*
Cmax (Ng/mL) 393,87 £1,14 467,34 £0,75* 487,34 £1,79*
Tmax () 0,5 6* 6*
T () 0,57 +0,17 3,46 £ ,014* 3,01 £0,19*
Ke (1/h) 1,22+0,18 0,20 £ 0,37* 0,23 £0,22*
Vd (L/Kg) 83278,01 + 184,22 120358,95 + 216,39* 106669,48 + 169,22*
Cl (L/h/Kg) 101599,17 + 235,74 24071,79 + 347,24* 24533,98 + 236,83*

Valores apresentados como médiatdesvio padrdo (n=5). AUC: area sob a concentracdo plasmatica versus
tempo; Crax: CONcentracdo maxima; Ta: tempo para atingir a maxima concentracdo; Ke: constante de
eliminacéo; ty,: tempo de meia-vida; Vd: volume de distribuicao aparente; Cl: clearance.
*Diferenca significativa do 5-FU livre (p<0,05).

Uma liberacdo sustentada de 5-FU ao longo de 12 h foi observada quando

utilizou-se as formulacdes de nanoparticulas. Ap6s 30 min da administracdo oral das
duas formulagdes de nanoparticulas, ndo foi possivel quantificar o 5-FU, porém, apds
60 min a concentracdo plasmatica foi de 53,22 + 2,57 ng/mL para a formulacdo de PLA,
e de 51,29 * 3,93 ng/mL para as formulacdes de PLA-PEG. A concentracdo plasmatica
de 5-FU atingiu seu maximo de 467,34 + 0,75 ng/mL e 487,34 + 1,80 ng/mL (Cpax) €M
6 h (Tmax) a partir das nanoparticulas de PLA e PLA-PEG, respectivamente.
Comparando o 5-FU livre com as nanoparticulas de PLA e PLA-PEG, 0 Cnax aumentou
1,19 e 1,24 vezes, respectivamente. O aumento no Cnax indica que as nanoparticulas
foram eficazes no aumento da absorcdo do farmaco. O T, retardado demonstra uma
liberacdo sustentada do 5-FU a partir das nanoparticulas. O clearance do 5-FU
proveniente das nanoparticulas de PLA e PLA-PEG foi de 4,22 e 4,14 vezes menor do
que o farmaco livre, respectivamente Assim, o ty, do 5-FU a partir das nanoparticulas
de PLA foi aumentado em 6 vezes e das nanoparticulas de PLA-PEG em 5,2 vezes

comparadas com o farmaco livre. Houve diferenca significativa na AUC.ins entre a
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solucdo aquosa de 5-FU e as nanoparticulas de PLA e de PLA-PEG (p<0,05). Em
comparacdo com a solugdo aquosa de 5-FU, as formulagdes de PLA e PLA-PEG
aumentaram a biodisponibilidade do 5-FU em 4,05 e 4,20 vezes, respectivamente. Entre
as formulagGes de nanoparticulas ndo ocorreu diferenca significativa (p<0,05),
apresentando assim a mesma biodisponibilidade.

A diferenca significativa nos pardmetros farmacocinéticos entre a solucédo
aquosa de 5-FU e as dispersdes de nanoparticulas de PLA e PLA-PEG, principalmente
no que diz respeito a biodisponibilidade e tempo de meia-vida, pode ser explicada pelas
propriedades das nanoparticulas em meios bioldgicos de prolongarem a liberacdo do
farmaco e bem como da sua trajetoria in vivo.

O PEG ¢ frequentemente utilizado para a modificacdo da superficie das
nanoparticulas poliméricas porque € biocompativel e é capaz de prolongar o tempo das
nanoparticulas na corrente sanguinea (TOBIO et al., 2000; KHALIL et al., 2013). Isso
ocorre devido a reducdo das interagdes entre as nanoparticulas e as enzimas dos fluidos
digestivos, havendo consequentemente, um aumento do farmaco na corrente sanguinea
e no tecido linfatico. Embora o PEG seja utilizado para essa finalidade, neste ensaio ele
ndo fez diferenga provavelmente porque na forma de blenda as cadeias do PEG
poderiam ndo estar tdo expostas na superficie, e sim disperso em toda a matriz
polimérica, dessa maneira, ndo apresentando propriedades estéricas.

O aumento da biodisponibilidade do 5-FU obtido com as nanoparticulas
demonstra a excelente habilidade dos sistemas nanoestruturados em modular as
propriedades fisico-quimicas do farmaco, resultando em melhores perfis
farmacocinéticos. Como 0s principais problemas farmacocinéticos do 5-FU estdo
relacionados a sua biodisponibilidade variavel devido absor¢do inconsistente no trato
gastrintestinal e o curto tempo de meia-vida, devido ao seu extenso metabolismo, a

aplicacdo da nanotecnologia para aprimorar esses parametros € de grande relevancia.
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E extensamente demonstrado na literatura que mudancas em algumas
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas poliméricas, tais como tamanho,
permite modular seus pardmetros farmacocinéticos. No desenvolvimento de um sistema
coloidal para carreamento de farmacos, o qual permita uma biodistribuicdo mais ampla
e que possam alcangar alvos particulares, é necessario evitar a remocao precoce das
nanoparticulas da corrente sanguinea pelas células do SMF. Nesse caso, 0
desenvolvimento de particulas de tamanho bastante reduzido previne a precoce adsorgao
de opsoninas na superficie das particulas as quais as fazem serem reconhecidas pelas
celulas do SMF (GREF et al., 1994).

Diversos trabalhos na literatura relatam a nanoencapsulacdo de 5-FU.
REJINOLD e colaboradores (2011) desenvolveram nanoparticulas de quitosana para
transporte de 5-FU e observaram que ocorreu efeito citotoxico das mesmas sobre
linhagem tumoral PC3, KB e MCF7. ZANG e colaboradores (2012) desenvolveram um
complexo nanoparticulado formado por CS-g-PNIPAM/CMC contendo 5-FU e
analisaram seu tamanho e perfil de liberagcdo in vitro, constararam um tamanho de
particula de 200 nm e prolongaram o perfil de liberacdo do farmaco. Porém, nenhum
trabalho relatou a utilizagdo dos polimeros PLA e PEG na producdo de nanoparticulas
contendo 5-FU. Como o0s avangos tecnoldgicos visam melhorar os perfis
farmacocinéticos dos farmacos, € interessante explorar o potencial desses
nanocarreadores coloidais para tratamentos quimioterapicos.

Esse trabalho, na realidade, tinha o objetivo de demonstrar que o uso de
nanoparticulas poliméricas sdo sistemas capazes de melhorar a biodisponibilidade de
farmacos amplamente utilizados em tratamentos onerosos e que acarretam diversos

efeitos colaterais aos pacientes, fazendo muitas vezes, desistirem do tratamento.



96

7. CONCLUSOES

e Obteve-se nanoparticulas poliméricas de PLA e de blendas de PLA com PEG
contendo 5-FU com distribui¢fes granulométricas adequadas através do método
da emulsificagdo-evaporacédo do solvente;

e O desenvolvimento de protocolos de obtencdo de nanoparticulas polimeéricas
contendo 5-FU por delineamento fatorial permitiu a otimizacao das formulaces.
O PVA 1% na fase aquosa da emulsdo bem como sua presenca na fase aquosa
interna na concentracdo de 0,2% foram cruciais para reduzir o didmetro das
nanoparticulas bem como aumentar sua habilidade em encapsular o 5-FU.

e As metodologia por CLAE-PDA desenvolvidas e validadas para quantificacao
da 5-FU nas nanoparticulas e em plasma de rato mostraram-se especificas,
sensiveis, lineares, precisas e exatas.

e A liberacdo do 5-FU a partir das nanoparticulas de PLA e PLA-PEG variou
entre 50 e 60% da quantidade total de farmaco presente nas suspensdes, ap6s 13
dias de ensaio, indicando que a nanoencapsulacdo prolongou a liberacdo do 5-
FU livre. A cinética de liberacdo do 5-FU a partir das nanoparticulas foi de
primeira ordem, e 0 mecanismo de liberacéo calculado pelo modelo Korsmeyer-
Peppas foi difusdo e a eroséo.

¢ No ensaio de citotoxicidade nas células Hep-2 observou-se que tanto o farmaco
livre quando o encapsulado nas duas formulacbes de nanoparticulas
apresentaram eficacia semelhante.

e Os parametros farmacocinéticos do 5-FU foram melhorados pela
nanoencapsulagdo. A biodisponibilidade, Cpax, Tmax, tiz € volume de

distribuicdo foram significativamente aumentados, enquanto o clearance foram
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diminuidos. Entre as formulagfes de nanoparticulas ndo houve diferenca
significativa quanto a biodisponilidade. Comparando-se com a 5-FU livre, as
nanoparticulas de PLA e de blendas de PLA-PEG aumentaram a
biodisponibilidade do 5-FU em 4,05 e 4,20 vezes, respectivamente.O PEG
demonstrou ndo influenciar nos pardmetros fisico-quimicos e bioldgicos das
nanoparticulas.O conjunto dos resultados demonstrou a viabilidade tecnolégica
da preparacdo de nanoparticulas poliméricas como potenciais carreadoras de 5-
FU para administracdo pela via oral, com potencial aplicagdo no tratamento de

tumores soélidos.
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