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Sistemas mucoadesivos de gelana/amido retrogradado destinados a liberagao colénica
do bevacizumabe para o tratamento do cancer colorretal.

RESUMO

A administragdo oral de farmacos de origem proteica, como o bevacizumabe (BVZ) impde
grandes desafios, considerando sua instabilidade fisico-quimica frente as condigdes variaveis
de pH e contetido enzimdtico nos segmentos superiores do trato gastrointestinal (TGI). No
presente trabalho, nanocarreadores orais baseados em goma gelana (GG) e amido retrogradado
(AR) foram delineados como potencial estratégia tecnoldgica para a efetiva protecdo do BVZ,
bem como para a modulagao de suas propriedades fisico-quimicas, de liberagao e dos padroes
de interacdo com a interface biologica, a fim de se alcangar a liberagao célon-especifica farmaco
de origem proteica. A retrogradacdo do amido foi explorada a fim de adequar suas propriedades,
como solubilidade, intumescimento, propriedades reologicas, mucoadesividade, resisténcia
enzimadtica, de acordo com o objetivo pretendido. Os sistemas nanoestruturados foram obtidos
pela complexagao polieletrolitica dos polimeros com 0 BVZ, e o efeito da reticulagdo ionica foi
também avaliado. Os efeitos das concentra¢des da mistura polimérica (GG/AR), de BVZ e de
cloreto de aluminio (AICl3) no didmetro médio, no indice de polidispersidade (PdI) e no
potencial zeta (PZ) das nanoparticulas foram avaliados empregando um planejamento fatorial
(PF) completo 3°. Nanoparticulas com didmetro médio entre 191,7 e 629, 87 nm, reduzido PdI
(inferior 0,51) e PZ superior a -20 mV foram obtidas. O processo de reticulagdo levou ao
aumento do diametro das particulas, as quais apresentaram forma esférica. A eficiéncia de
incorpora¢do do BVZ foi elevada (56,16 % e 100 %) e os espectros de absor¢ao na regido do
IV evidenciaram que as intera¢des entre os polimeros ¢ 0 BVZ devem ser predominantemente
supramoleculares. A manutencdo das estruturas secundaria e terciaria da proteina apos a
incorporagdo nos nanocarreadores foi evidenciada pelas analises de espectroscopia de absor¢ao
na regido do infravermelho (IV) e pela espectroscopia de fluorescéncia intrinseca. A
estabilidade térmica do BVZ incorporado nas nanoparticulas reticuladas ou nado foi
demonstrada pela microcalorimetria exploratoria diferencial. A expressiva modificagdo do
comportamento reologico da mucina na presenca das nanoparticulas reticuladas ou ndo
reticuladas, evidenciou as propriedades mucoadesivas dos sistemas, sendo que a reticulagdo
10nica desfavoreceu a mucoadesdao em meio acido. A capacidade mucoadesiva associada as
reduzidas taxas de liberacdo do BVZ (<38 % em pH 1,2 e <31 % em pH 6,8) devem favorecer
0 acumulo do farmaco no sitio de acdo. A integridade estrutural do BVZ apds incubagado das
nanoparticulas nos meios de dissolugdo (HC1 0,1 N pH 1,2 e tampao fosfato 0,1 M pH 6.8) foi
evidenciada pela anélise de dicroismo circular. A baixa permeabilidade (Papp 0,5 x 1076 cm.s
1) e a reducio da citotoxicidade do BVZ incorporado as nanoparticulas reticuladas ou nio
reticuladas foram demonstradas em modelo de monocamadas de células Caco-2. A nano-
compartimentalizagdo do BVZ em nanoparticulas reticuladas ou ndo promoveu a expressiva
reducdo da angiogénese em modelo de membrana corioalantdica do embrido da galinha (CAM),
demonstrando a potencializagdo da atividade anti-angiogénica do BVZ incorporado nas
nanoparticulas.

Palavras-chave: sistemas nanoestuturados; liberagdo coOlon especifica; polissacarideos
naturais; goma gelana; amido retrogradado; sistemas mucoadesivos.
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Mucosadhesive systems of gellan/retrograde starch intended for the colonic release of
bevacizumab for the colorectal cancer treatment.

ABSTRACT

Oral administration of protein nature drugs, such as bevacizumab (BVZ) enjoin great
challenges, considering its physico-chemical instability against pH variable and enzymatic
content in the upper segments of gastrointestinal (GIT). In the present work, oral nanocarriers
based on gellan gum (GG) and retrograded starch (RS) were designed as a potential
technological strategy for the effective protection of BVZ, as well as for the modulation of its
physicochemical properties, of release and interaction with the biological interface, in order to
achieve the colon-specific release of this protein origin drug. The starch retrogradation was
exploited to suit its properties, such as solubility, swelling, rheological properties,
mucoadhesiveness, enzyme resistance, according to the intended aim. The nanostructured
systems were obtained by the polyelectrolytic complexation of the polymers with the BVZ, and
the effect of the ionic cross-linking also was evaluated. The effects of the polymer blends
(GG/AR), BVZ and aluminum chloride (AICI3) concentration on the mean diameter,
polydispersity index (PdI) and zeta potential (ZP) of the nanoparticles were evaluated using a
factorial design (FD) 3°. Nanoparticles with average diameter between 191.7 and 629, 87 nm,
reduced PdI (lower 0.51) and PZ higher than -20 mV were obtained. The cross-linking process
led to the increase in particles diameter, which presented spherical shape. The BVZ
incorporation efficiency was high (56.16% and 100%) and the absorption spectra in the infrared
(IR) region evidenced that the interactions between the polymers and BVZ should be
predominantly supramolecular. The secondary and tertiary structures maintenance of protein
after the incorporation in the nanocarreadores was evidenced by analyzes of absorption
spectroscopy IR region and by the intrinsic fluorescence spectroscopy. The BVZ thermal
stability incorporated in the cross-linked or un-cross-linked nanoparticles was demonstrated by
differential scanning microcalorimetry. The expressive modification of the mucin rheological
behavior in the presence of the cross-linked or un-cross-linked nanoparticles showed the
mucoadhesive properties of systems, so that the ionic cross-linking disturbed the mucoadhesion
in acidic medium. The mucoadhesive hability associated to low BVZ release rates (< 38 % at
pH 1.2 and < 31 % at pH 6.8) should favor the drug accumulation at the action site. The BVZ
structural integrity after nanoparticles incubation in the dissolution media (0.1 N HCI pH 1.2
and 0.1 M phosphate buffer pH 6.8) was evidenced by circular dichroism analysis. The low
permeability (Papp 0.5 x 10 cm.s-1) and reduction of BVZ cytotoxicity incorporated into the
cross-linked or non-crosslinked nanoparticles were demonstrated in a Caco-2 cell monolayer
model. Nano-compartmentalization of BVZ into cross-linked nanoparticles or un-cross-linked
promoted the expressive angiogenesis decrease in the chicken embryo chorioallantoic
membrane model (CAM), demonstrating the anti-angiogenic activity potentialization of BVZ
incorporated in the nanoparticles.

Keywords: nanostructured systems; colon specific release; natural polysaccharides; gellan
gum; retrograded starch; mucoadhesive systems.
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Introducdic

1. INTRODUCAO

O cancer representa, atualmente, um dos grandes problemas mundiais de satide publica,
cuja incidéncia vem crescendo em uma velocidade preocupante nas ultimas décadas. O aumento
no numero de casos em funcao do envelhecimento populacional ¢ alarmante. Com base nas
pesquisas da GLOBOCAN 2018, um projeto da Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(IARC do inglés, International Agency for Research on Cancer) que avalia estimativas de
incidéncia e mortalidade por cancer, mais de 1,8 milhdes de novos casos de cancer colorretal e
881.000 mortes estavam previstas para 2018, o que representa 1/10 casos e mortes por cancer
(BRAY etal., 2018).

O cancer colorretal ocupa a terceira colocagdo entre os tipos de cancer mais
frequentemente diagnosticados mundialmente, entre homens e mulheres. Pesquisas realizadas
pela American Cancer Society (2018) revelaram que o cancer colorretal, considerado o maior
problema de satde publica nos Estados Unidos, ¢ também uma das principais causas de morte
por cancer entre homens e mulheres. Segundo essa agéncia, em 2018, 97.220 pessoas foram
diagnosticadas com o cancer de colon e 43.030 com cancer de reto e 50,630 mortes foram
causadas pelo cancer colorretal (GELBAND et al., 2015; SOCIETY, 2018).

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), as estimativas para biénio
2018 - 2019 sao de aproximadamente 600 mil novos casos de cancer, dentre eles o cancer de
colon e reto, que para cada ano (2018 e 2019), devem atingir 17.380 novos casos em homens e
18.980 em mulheres. Esse cenario evidencia a gravidade do problema e a urgente necessidade
de busca por novas alternativas terapéuticas para o tratamento da doenca (INCA, 2018).

A abordagem do cancer como um problema de saude publica levou o Ministério da
Satde a estabelecer medidas de controle do cancer implementando, desde o final de 2005, a
Politica Nacional de Atengao Oncoldgica (PNAO), que abrange acdes de promogao, prevengao,
diagndstico, tratamento, reabilitacdo e cuidados paliativos (PARADA et al., 2008).

A prevengdo e controle do cancer representa, atualmente, um dos grandes desafios
enfrentados pelos sistemas de satde publica. O registro de novos casos € as estimativas sao
fundamentais para o planejamento de a¢des de controle e prevencao do cancer de acordo com
cada regido. A descri¢@o da distribuicdo dos tipos de cancer mais incidentes tem sido uma das
principais estratégias utilizadas pelo INCA, com o proposito de fortalecer a vigilancia do cancer
no Brasil e, consequentemente, favorecer a implementagao de agdes e programas de prevengao

e controle da doenga, dentre eles programas de orientacdo a populacdo quanto aos fatores de
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riscos, programas para melhoria na qualidade do atendimento nos centros oncoldgicos e
integracdo da assisténcia oncoldgica com qualidade no Brasil, bem como qualificagdo dos
profissionais da area (INCA, 2018).

Por varias décadas a quimioterapia endovenosa tem sido o recurso terapéutico mais
utilizado para tratamento de diversos tipos de cancer. Muitas vezes, dependendo do grau de
dissemina¢do da doencga, ¢ necessaria a combinagdo da quimioterapia a outras modalidades
terapéuticas, como radioterapia e a resseccao cirurgica. A escolha do esquema de tratamento
vai depender da localizacao e estagio de desenvolvimento da doenga (ASLAN et al., 2013;
MISHRA et al., 2013; TOLOUDI et al., 2015). No entanto, cada uma dessas alternativas
apresenta limitagdes e comprometem significativamente a qualidade de vida do paciente.

Na resseccdo cirurgica, sérias complicagdes poOs-operatorias, potencialmente fatais,
podem ocorrer, como infec¢do cirurgica, deiscéncia de anastomose (abertura da sutura entre
dois segmentos intestinais), abscesso intra-abdominal, altera¢do transitéria da motilidade
gastrintestinal e sangramento (KIRCHHOFF; CLAVIEN; HAHNLOSER, 2010). A
radioterapia, por outro lado, apesar de representar um tratamento localizado, agrega como
desvantagem o fato da irradiagdo direta sobre o tecido epitelial provocar importantes alteragdes
na pele, como queimaduras e lesdes cutaneas. Além disso, outros efeitos indesejaveis como
nauseas, vomitos, diarreia, incontinéncia intestinal, cansago e principalmente, irritacdo da
mucosa retal e da bexiga podem ser observados.

No caso da quimioterapia convencional, administrada pela via endovenosa, a falta de
especificidade/seletividade dos agentes antineoplasicos, a inevitavel distribui¢do do firmaco
para orgao e/ou tecidos saudaveis e a predisposicao das células tumorais tornarem-se mais
resistentes, levando a administragdo de altas doses, resultando na elevada toxicidade
(ESTANQUEIRO et al., 2015; JAIN et al., 2010; OLIVEIRA, 2014; ORIVE et al., 2005;
SINHA et al., 2006; WANG; HO; LIM, 2010) e imunossupressao (EHRKE, 2003).

Por outro lado, a terapia antineoplasica por via oral pode representar uma alternativa
para o tratamento em domicilio, que ofereca uma maior comodidade e seguranca ao paciente.
Além disso, a eliminacdo da necessidade de permanéncia do paciente no centro de
quimioterapia para administragdo endovenosa agrega importante vantagem econdmica,
reduzindo os custos do tratamento para o sistema de satide e/ou para o paciente (OLIVEIRA;
QUEIROZ, 2012). Entretanto, a existéncia dos efeitos colaterais sistémicos, infec¢des, nauseas,
vOmitos, diarreias, além da gastrotoxicidade causados pelos agentes antineoplasicos quando

administrados por via oral ndo devem ser negligenciados.
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O bevacizumabe (BVZ), um mAb recombinante humanizado do tipo IgG, tem seu uso
muito bem estabelecido na quimioterapia. Disponivel comercialmente na forma de solugdo para
infusdo endovenosa (Avastin®), o BVZ foi aprovado pelo FDA, do inglés Food and Drug
Administration, em 2004 como farmaco de primeira linha no tratamento do cancer colorretal
(FERRARA et al., 2004; SASICH; SUKKARI, 2012) e, em 16 de maio de 2005, foi registrado
(n° registro 101000637) pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(ANVISA,2005; FERREIRA, 2014). A administracdo do BVZ isolado ou em combinagao com
outros agentes antineoplasicos tem conduzido a importantes avangos na terapia antitumoral,
mostrando consideraveis beneficios que se sobrepde a toxicidade (FERRARA et al., 2004;
FERRARA; HILLAN; NOVOTNY, 2005; PAVLIDIS; PAVLIDIS, 2013).

Alvo de intensa pesquisa nos ultimos anos, o BVZ representa uma importante alternativa
de tratamento para uma ampla variedade de tumores s6lidos. Seu principal alvo € a angiogénese,
ativada por fatores de crescimento vascular endotelial (VEGF, do inglés vascular endothelial
growth factor), atuando no bloqueio da ligacao entre a isoforma VEGF-A e seus receptores de
tirosina quinase VEGFR-1 e VEGFR-2 (TAUGOURDEAU-RAYMOND; ROUBY;
DEFAULT; JEAN-PASTOR, 2012).

Estudos recentes tém evidenciado que a terapia anti-angiogénica pode melhorar
substancialmente a sobrevivéncia global (tempo decorrido entre o diagndstico € o 6bito) e a
sobrevivéncia livre de progressao da doenga em pacientes com cancer colorretal (GARCIA et
al., 2008; GIANTONIO et al., 2007, GROTHEY et al., 2008; GUSTAVSSON et al., 2015;
HURWITZ et al., 2004; MA; WAXMAN, 2008; Ml et al., 2015; SALTZ et al., 2008).

Apesar do BVZ apresentar um perfil aceitavel de risco-beneficio aos pacientes em
tratamento do cancer, os efeitos adversos relacionados a administragdo endovenosa, como
hipertensdo, tromboembolismo venoso, disfungdo ventricular esquerda, infarto do miocardio,
proteintria, hemorragia, e principalmente a perfuragdo gastrointestinal, ndo devem ser
ignorados (SASICH e SUKKARI, 2012). Nesse sentido, o desenvolvimento de sistemas de
liberacdao inovadores para administra¢ao oral, capazes de promover o controle temporal e/ou
espacial da liberacdo do BVZ, representa uma alternativa racional para a otimizacao da eficacia
terapéutica e reducdo dos efeitos colaterais.

Dentro do contexto da nanotecnologia farmacéutica, as possibilidades de vetorizagao,
controle das taxas de liberacdo e protecdo do farmaco ou biomolécula contra os ataques
enzimaticos nas porg¢des superiores do TGI tornam os nanocarreadores sistemas altamente

promissores para veiculacdo de farmacos destinados ao tratamento de diversas tipos de doencas
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do TGI, como por exemplo, o cancer. As reduzidas dimensdes desses sistemas sdo favoraveis
a sua penetracdo no muco, aderido ao epitélio intestinal, o que contribui para o aumento do
tempo de residéncia e consequente acimulo do farmaco no local de agdo e/ou absorgao,
melhorando a eficacia da terapia local antitumoral (HUA et al., 2015).

Adicionalmente, o desenvolvimento de sistemas de liberacdo para veiculagdo de
biomoléculas e anticorpos monoclonais (mAbs, do inglés monoclonal antibodies) como BVZ
para terapia ou diagnéstico de doencgas, representa um grande desafio, particularmente,
considerando-se a via oral de administragdo, ja que essas biomacromoléculas apresentam
grande instabilidade fisico-quimica frente as condigdes fisiologicas variaveis ao longo do TGI,
como pH e contetido enzimdtico, bem como em determinadas condi¢des envolvidas nas
diferentes etapas de um processo produtivo (ex. elevadas temperaturas, uso solventes
organicos) (SCHWEIZER; SCHONHAMMER; et al., 2013).

A utilizagdo de polissacarideos de origem natural no delineamento de nanocarreadores
para a veiculacdo de farmacos e/ou biomoléculas pode agregar importantes vantagens devido a
atoxicidade, biocompatibilidade e ampla disponibilidade e baixo custo desses materiais
(ALVAREZ-LORENZO et al., 2013; BHARDWAI et al., 2000; KULKARNI et al., 2011;
SINHA; KUMRIA, 2001). No entanto, polissacarideos na sua forma nativa possuem
propriedades fisico-quimicas inadequadas para fins especificos, como por exemplo, problemas
relacionados a solubilidade, intumescimento, propriedades reoldgicas, mucoadesividade,
resisténcia enzimatica, dentre outros. Nesse sentido, processos de reticulacdo idnica e/ou
covalente t€ém demonstrado papel determinante na modulagio das propriedades dos sistemas de
liberacao obtidos a partir de polissacarideos naturais modificados (BONI et al., 2018; BONI et
al., 2016; CARBINATTO et al., 2012; CARBINATTO et al., 2014, CARBINATTO et al.,
2016; DE OLIVEIRA CARDOSO et al., 2017; MENEGUIN et al., 2018; MENEGUIN et al.,
2014; OLIVEIRA; FERRARI; et al., 2010; PREZOTTI; BONI; FERREIRA; SILVA; et al.,
2018; PREZOTTlI et al., 2014; RECIFE et al., 2017; SOARES et al., 2013).

Misturas de polissacarideos mucoadesivos, seletivamente degradéaveis pela microflora
coldnica, tem sido exploradas com sucesso por nosso grupo de pesquisa para o delineamento
de sistemas para liberacdo cdlon especifica de farmacos. Tais associacdes tem permitido a
modulagdo das propriedades fisico-quimicas (hidrofilica, potencial zeta, capacidade de
intumescimento, degradabilidade enzimaética, adesividade) e das propriedades de liberagao
(prolongada, retardada, sitio-especifica) dos sistemas obtidos com esses materiais (BONI et al.,

2018; BONI et al.,, 2016; CARBINATTO et al., 2012; CARBINATTO et al., 2014;
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CARBINATTO et al., 2016; DE OLIVEIRA CARDOSO et al., 2017; MENEGUIN et al.,
2018; MENEGUIN et al., 2014; OLIVEIRA; FERRARI; et al., 2010; PREZOTTI; BONI,
FERREIRA; SILVA; et al., 2018; PREZOTTI et al., 2014; RECIFE et al., 2017, SOARES et
al., 2013).

O amido, um polissacarideo natural atdxico, biodegradavel e biocompativel, tem sido
amplamente empregado na industria alimenticia e farmacéutica (DENARDIN; SILVA, 2009;
DONA et al., 2010; KULKARNI et al., 2011; OLIVEIRA CARDOSO; CURY; et al., 2017;
PARAGINSKI et al., 2014; SINGH et al., 2003). Todavia, o amido nativo ndo apresenta
propriedades fisico-quimicas adequadas (por exemplo, elevada solubilidade em meio aquoso)
para determinadas aplicagdes, ¢ por isso, modificagdes fisicas, quimicas ou enzimaticas sdo
realizadas com o proposito de modificar/adequar suas propriedades (solubilidade, estabilidade,
textura, a capacidade adesiva) a aplicagdes especificas (ZAVAREZE; DIAS, 2011).

A modificagdo fisica do amido nativo, através da retrogradacao, permite obter elevadas
quantidades de amido resistente tipo 3, uma fragdo do amido que escapa da digestao enzimatica
nos segmentos superiores do TGI, a qual apresenta baixa solubilidade em meio aquoso e ¢
seletivamente degradada pela microbiota colonica, caracteristicas importantes que fazem desse
material um potencial candidato para aplicagdo em sistemas de liberacdo coélon especifica
(CHUNG; LIM; LIM, 2006, HARALAMPU, 2000; HTOON et al., 2010; THOMPSON,
2000).

A goma gelana (Kelcogel®), um exopolissacarideo anidnico hidrofilico linear obtido
pela da fermentacdo pelo microrganismo Sphingomonas elodea (GIAVASIS; HARVEY;
MCNEIL, 2000), tem sido explorada no delinecamento de sistemas de liberacdo controlada
devido a sua habilidade em formar redes estruturais fortes na presenca de cations mono, di ou
trivalentes (AGNIHOTRI; JAWALKAR; AMINABHAVI, 2006; BABU et al., 2010;
NARKAR; SHER; PAWAR, 2010; PATIL et al.,, 2006; PREZOTTI et al.,, 2014;
RAJINIKANTH; MISHRA, 2007). Sua reconhecida propriedade mucoadesiva agrega
importante vantagem aos sistemas de liberagdo, pois favorece a interagdo bioldgica com a
mucosa do TGI (LEE; PARK; ROBINSON, 2000; NARKAR et al., 2010; SALAMAT-
MILLER; CHITTCHANG; JOHNSTON, 2005).

Em recente trabalho de nosso grupo de pesquisa, hidrogéis e microparticulas a base de
GG e AR foram obtidos com sucesso por meio da técnica de geleificacdo ionotrdpica,
utilizando-se AICIs, e pela dupla reticulagdo, com AlCI3 e glutaraldeido. Os resultados obtidos

revelaram a elevada resisténcia enzimatica e capacidade mucoadesiva dos sistemas. Além disso,
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as reduzidas taxas de liberagdo do faArmaco em meio acido e o significativo controle da liberagao
em tampao fosfato pH 7,4 e pH 6,8 indicaram o potencial do sistema para liberagdo célon
especifica de farmacos (CARDOSO, 2014).

A utilizagao das técnicas de complexacao polieletrolitica, entre os polianions GG e AR
e o polication BVZ, associada a reticulacdo i6nica, utilizando-se cloreto de aluminio (céations
AI*") para obtencdo de nanocarreadores, representam vantagens tecnolégicas, uma vez que o
processo ocorre em condigdes reacionais amenas, sem a utilizagdo de solventes organicos e
elevadas temperaturas, além de serem técnicas relativamente simples, de baixo custo e facil
execucao.

Com base nos fatos expostos, o desenvolvimento de nanocarreadores orais, com
propriedades mucoadesivas, baseados em GG e AR representa uma estratégia tecnologica
promissora para a libera¢do célon especifica do BVZ, considerando a necessidade de protecao
contra a degradacao/desnaturacdo ao longo do TGI. A capacidade mucoadesiva dos sistemas

devem favorecer a interagdo bioldgica com tecido tumoral.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos epidemiolégicos do cancer colorretal

Cancer, neoplasia ou tumor maligno sdo termos sinénimos que denotam um grupo
heterogéneo de doengas malignas em que as células normais sofrem mutagdes em seu material
genético devido a estimulos agressivos internos e/ou externos ao organismo, resultando no
crescimento desordenado e acimulo de células anormais, ou com defeito genético, originando
o tumor. Essas células apresentam elevada capacidade de invadir outras regides do corpo,
desenvolvendo as chamadas metastases Na maioria das vezes, o diagndstico e o tratamento do
cancer ocorre tardiamente, quando as metastases ja foram estabelecidas (ESTANQUEIRO et
al., 2015; KOZOVSKA; GABRISOVA; KUCEROVA, 2014; LABIANCA et al., 2010).

O céancer colorretal possui relevancia epidemioldgica em nivel mundial e, normalmente,
verifica-se uma grande variacdo geografica de sua incidéncia, com taxas mais elevadas nos
paises mais desenvolvidos, em comparacdo aos paises subdesenvolvidos (BRAY et al., 2018;
CENTER; JEMAL; WARD, 2009), provavelmente devido aos maus habitos alimentares, como
consumo em excesso de carnes vermelhas e processadas, baixa ingestdo de frutas, legumes e
verduras, alta prevaléncia de obesidade e sobrepeso, inatividade fisica, consumo de alcool e
tabagismo (INCA, 2018).

Segundo dados da GLOBOCAN 2018, baseados em estudos estatisticos realizados pela
agéncia da Organiza¢do Mundial de Satde, Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céancer
(IARC, do inglés International Agency for Research on Cancer), mais de 1,8 milhdes de novos
casos de cancer colorretal ocorreram este ano (Figura 1), sendo 881.000 mortes ocorreram nesse
mesmo periodo. Entre os diferentes tipos de neoplasias malignas, o cancer colorretal ocupa o
terceiro lugar em termos de incidéncia e o segundo em termos de mortalidade (BRAY et al.,

2018).
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Figura 1. Estimativa mundial para o nimero de novos casos, em 2018, para todos os tipos de cancer, ambos os
sexos e todas as idades.

Fonte: Organizacdo Mundial de Saude. Disponivel em http://gco.iarc.fr/today/online-analysis-pie. Acesso _em
08/01/2019.

No Brasil, para os anos do biénio 2018-2019 as estimativas foram de 17.380 e 18.980
novos casos da doenca para homens e mulheres, respectivamente, o que representa um risco de
16,83 novos casos a cada 100 mil homens e 17,90 para cada 100 mil mulheres. Para a populagao
masculina, é considerado o segundo tipo de cancer mais frequente na Regido Sudeste
(23,29/100 mil) e o terceiro nas Regides Sul (22,17/100 mil) e Centro-Oeste (16,95/100 mil).
Em contrapartida, nas Regides Nordeste (7,98/100 mil) e Norte (4,97/100 mil) ocupa a quarta
posi¢do. Para a populacdo feminina, ¢ o segundo mais frequente nas Regides Sudeste
(23,86/100 mil) e Sul (22,92/100 mil); enquanto nas Regides Centro-Oeste (17,98/100 mil),
Nordeste (9,52/100 mil) e Norte (7,38/100 mil) € o terceiro tipo de cancer mais frequente
(Figura 2) (INCA, 2018).
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Figura 2. Representagéo espacial das taxas ajustadas de incidéncia do cancer de colon e reto, estimadas para o ano
de 2018, segundo Unidade da Federagdo.
Fonte: Adaptado de: INCA, 2018.

2.2 Desenvolvimento do cincer colorretal

A carcinogénese (processo de formagdo do cédncer) ocorre a partir de alteragdes
genéticas em duas classes de genes especiais presentes em células normais, os proto-oncogenes
e os genes supressores de tumor. Os proto-oncogenes a principio estdo inativos em células
normais € sdo responsaveis pela regulacdo natural da proliferagdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular. Quando ativados, esses proto-oncogenes transformam-se em oncogenes,
responsaveis por transformar células normais em malignas. Por outro lado, os genes supressores
de tumor (anti-oncogenes) sdo responsaveis pela regulagdo e/ou inibi¢do da multiplica¢do de
células anormais ou de células que apresentem algum defeito no material genético (ALBERTS
et al., 2010). A ativagdo dos proto-oncogenes concomitantemente a inativacdo dos genes
supressores de tumor sdo os principais responsaveis pelo desenvolvimento tumoral (LODISH
et al, 1995) e esse processo pode ser induzido por agentes carcinogénicos internos
(predisposicao genética) ou externos (ligados ao meio ambiente e aos maus héabitos e costumes
socioculturais) ao organismo (ALBERTS et al., 2010).

A carcinogénese ¢ um processo complexo e envolve trés estdgios: a iniciagdo,

promocao, progressao (Figura 3) (SIDDIQUI et al., 2015).
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Figura 3. Etapas de desenvolvimento do cancer.
Fonte: Adaptado de SIDDIQUI et al., 2015.

Na iniciagdo as células sdo frequentemente expostas aos agentes carcinogénicos que
promovem alteragdes permanentes no DNA (mutagdes), enquanto a promogao, considerada um
processo relativamente longo e reversivel, baseia-se na proliferacdo ativa e no acumulo das
células pré-neoplasicas ou precursoras do cancer. Nesse periodo € possivel reverter o processo
através da utilizagao de agentes quimioterapicos e alterar as taxas de crescimento dessas células
(SIDDIQUI et al., 2015).

A progressdo representa a fase final de transformagdo neoplasica, onde ocorrem
mudangas genéticas e fenotipicas, bem como a proliferagao descontrolada e progressiva das
células tumorais. Nessa fase, as células podem sofrer novas e sucessivas mutacdes ampliando
seu potencial invasivo e metastatico (SIDDIQUI et al., 2015). Em sintese, uma unica célula
tumoral maligna ¢ capaz de se replicar em uma taxa muito maior que as células normais e, a
partir de ciclos sucessivos de mutacgdes, evoluir para uma massa tumoral contendo células mais
resistentes e capazes de escapar dos mecanismos de defesa do organismo (BRANNON-
PEPPAS; BLANCHETTE, 2004).

Finalmente, a disseminacao das células malignas a partir do tumor primario para outros
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orgdos e tecidos mais distantes ocorre, basicamente, através do destacamento das células
tumorais e sua entrada para o sistema circulatdrio e linfatico. Uma vez na corrente sanguinea,
essas cé€lulas sdo capazes de escapar das cé€lulas de defesa do sistema imune (macréfagos),
extravasando dos vasos e capilares para os tecidos adjacentes, desenvolvendo as chamadas
metastases (ALBERTS et al, 2010; BRANNON-PEPPAS; BLANCHETTE, 2004;
SEYFRIED; HUYSENTRUYT, 2013).

No cancer colorretal o processo de carcinogénese inicia-se predominantemente a partir
do tecido epitelial, e na grande maioria dos casos provém de pequenas elevacdes presentes na
parede do colon e/ou do reto, denominados polipos, um termo genérico para o crescimento
saliente a partir de uma membrana mucosa (Figura 4) (MARKOWITZ; BERTAGNOLLI,
2009; SOCIETY, 2018).

disseminacdo para
outros orgios

Figura 4. Estagios de desenvolvimento do cancer colorretal.
Fonte: Adaptado de SOCIETY, 2018.

Os polipos geralmente sdo benignos e seu potencial de transformagao maligna varia de
acordo com seu tamanho, estrutura e grau de displasia epitelial (desenvolvimento anormal de
células e tecidos). E preciso ressaltar que nem todo polipo tem caracteristicas neoplasicas, pois
existem polipos inflamatorios e linfoides que ndo apresentam atipia ou displasia celular,
entretanto, polipos epiteliais que apresentam proliferacdo anormal e elevado grau de displasia

denominam-se adenomas e sdo consideradas lesdes neoplasicas pré-malignas do colon (DE
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CASTRO COTTL G. C. et al., 2000).

Durante o crescimento tumoral, a falta de nutrientes e de oxigénio no interior do tumor
leva a formacao de um ntcleo necroético hipoxiado e para suprir as demandas de nutrientes e
oxigénio, necessarias para progressao da doenga, o tumor recruta a formagao de novos vasos
(neovascularizagdo) através de um processo chamado angiogénese (FERRARA, 2004;
MORBIDELLI; DONNINI; ZICHE, 2003; NEUFELD et al., 1999; TIAN; BAE, 2012;
WEHLAND et al., 2013; WEIS; CHERESH, 2011).

2.3 Angiogénese tumoral

A angiogénese, que ocorre naturalmente em varios processos fisioldogicos como
desenvolvimento embrionario, crescimento normal e diferenciacdo celular, cicatrizagdo e no
ciclo reprodutivo feminino, consiste na formagdo de novos vasos sanguineos a partir da
vascularizagdo pré-existente (WEHLAND et al., 2013) e, basicamente, compreende as etapas
de ativagcdo das células endoteliais, vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e
neovascularizagdo. Na angiogénese tumoral (Figura 5), todo esse processo pode ser
desencadeado por diferentes vias de sinalizagdo intracelular, sendo o 6xido nitrico e 0 VEGF
(fator pré-angiogénico), os principais agentes bioquimicos envolvidos (MORBIDELLI,

DONNINI; ZICHE, 2003).
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Figura 5. Etapas envolvidas na angiogénese
Fonte: Adaptado de Amngiogenesis. Disponivel em https://www.tocris.com/literature/product-guides/cancer.
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A expressdo de VEGF ¢ estimulada por alguns fatores de crescimento epitelial (Figura
5) como PDGF (do inglés, Platelet-derived Growth Factor), FGF (do inglés, Fibroblastic
Growth Factor), EGF (do inglés, Endothelial Growth Factor), fator de necrose tumoral (TNF)
(do inglés, Tumoral Necrose Factor), interleucina-1(IL-1) e hipéxia (DE FATIMA; DE
CARVALHO, 2018). As formas soluveis de VEGF, VEGF-A, sdo as principais estimuladoras
do crescimento de vasos sanguineos em condi¢des normais e patologicas (PETERS et al., 2007).

A familia de VEGF, uma glicoproteina dimérica, que possui uma massa molar de
aproximadamente 50 kDa, compreende cinco classes de glicoproteinas nomeadas VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e PIGF (do inglés, placenta growth fator), os quais podem se
ligar a trés receptores, VEGFR-1 (ou Flt-1, receptor tirosina-quinase), VEGFR-2 (ou KDR) e
VEGFR-3 (ou Flt-4) (HANRAHAN et al., 2003; RANIERI et al., 2006).

O VEGFR-1 esta relacionado a migracdo celular e pode ser um regulador da
angiogénese em processos fisiologicos normais, porém tem papel importante na angiogénese
em condigdes patoldgicas. A presenga do VEGFR-1 na superficie de células do cancer
colorretal, bem como sua ativagao, sdo induzidas por alteragdes fenotipicas relacionadas a
progressdo e metastase tumoral. Por outro lado, o receptor VEGFR-2 atua na inducdo da
permeabilidade vascular e proliferagdo de células endoteliais, enquanto o VEGFR-3 ¢
responsavel por regular o desenvolvimento e a manutengdo do sistema linfatico (KLEIN;
LOEWENSTEIN, 2010).

A multiplicagdo desordenada e descontrolada das células tumorais leva a formagao de
nucleos necréticos, presentes na massa tumoral, devido a falta de oxigénio. O tecido hipoxiado
libera uma proteina chamada fator de transcricdo induzivel por hipdxia (HIF-la - hypoxia
inducible factor-1o) que € responsavel pelo estimulo da transcrigao de fatores pro-
angiogénicos, sendo o principal deles o VEGF (VEGF-A). Uma vez aumentada a producao de
VEGF-A, este se liga aos receptores de tirosina quinase (VEGFR), regularmente expressos na
superficie de células endoteliais porém superexpressos em tecidos tumorais hipoxiados,
promovendo a producdo de oOxido nitrico e de enzimas proteoliticas, denominadas
metaloproteases de matriz (MMPs) (ALBERTS et al., 2010a; FATIMA; PAPA, 2010;
FERRARA et al., 2004), os quais sdo responsaveis pela degradacdo da membrana basal dos
vasos pré-existentes (Figura 5).

Uma vez degradada a membrana basal, os pericitos (célula do tipo mesenquimal,
associadas a parede dos vasos) se destacam do vaso permitindo o extravasamento de proteinas,

citocinas e elementos celulares para a matriz extracelular que, consequentemente, atrai células
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endoteliais que sobre a agdo do VEGF se diferenciam e se proliferam levando a formagdo do
novo vaso. Em seguida, através do processo de maturagdo e estabilizagdo dos vasos recém-
formados o proprio VEGF estimula, naturalmente, a producao de citocinas que bloqueiam os
receptores de VEGFR (NEUFELD et al., 1999; WANG et al., 2005; WEHLAND et al., 2013;
WEIS; CHERESH, 2011). Ao final de todo o processo, os pericitos sao novamente recrutados,
pela ativacdo do fator PDGF, se ligam a parede externa do vaso proporcionando a sustentacao
dos vasos, tornando a rede vascular mais estavel (NEUFELD et al., 1999; WANG et al., 2004;
WEHLAND et al., 2013; WEIS; CHERESH, 2011).

A ativagdo da angiogé€nese também desencadeia a produgdo de Oxido nitrico,
responsavel pela dilatagdo dos vasos e diminuicdo da resisténcia vascular, tornando a estrutura
anatomica dos vasos neoformados diferentes daqueles presentes nos tecidos normais, com
ramificacdes aberrantes, espagos intercelulares maiores € com poros na superficie dos vasos, o
que garante o suprimento nutricional e de oxigénio ao tumor (FANG; NAKAMURA; MAEDA,
2011; IYER et al., 2006). Esse processo também ¢ responsavel pelo efeito de permeabilidade e
retengdo aumentados (EPR, do inglés enhanced permeability and retention), presente
exclusivamente em tumores solidos, responsavel pela hipervascularizagdo do tecido tumoral
(ASLAN et al., 2013; MATTOS, 2013; SINHA et al., 2006).

Todo esse processo angiogénico tém sido alvo de intensa pesquisa, uma vez que esté
diretamente relacionado com a agressividade tumoral e maior ocorréncia de metéstases
(PEREIRA et al., 2008). Nesse sentido, o bloqueio da angiogénese deve contribuir para a
regressao dos vasos tumorais e, consequentemente, a regressao do tumor.

Com o avango da biotecnologia farmacéutica a produgdao de medicamentos biologicos,
que incluem desde estruturas mais simples (peptideos) até as mais complexas (anticorpos
monoclonais) e de elevada especificidade, abre caminhos para produgdo de novos produtos
biotecnoldgicos, criando possibilidades inéditas de desenvolvimento para a industria
farmacéutica (ELBAKRI; NELSON; ODEH, 2010). Essas moléculas sdo capazes de inibir a
angiogénese por diferentes mecanismos, como o bloqueio na sintese de proteinas angiogénicas,
produzidas pelas células tumorais; a neutralizagdo dos receptores de angiogénese expressos no
endotélio; e a inducdo direta da apoptose de células endoteliais (BRANNON-PEPPAS;
BLANCHETTE, 2004; RIANNA; KUMAR; RADMACHER, 2018).

Os mAbs anti-VEGF representam uma importante abordagem para o tratamento de uma
ampla variedade de tumores solidos. O uso dessas biomoléculas, isoladamente ou em

combina¢do com a quimioterapia e/ou radioterapia, tem contribuido significativamente para
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aumento da sobrevida global do paciente e da sobrevida livre da progressao da doencga (periodo
de tempo apo6s o tratamento do cancer, durante o qual o paciente sobrevive sem nenhum sinal
da doenga) (GARCIA et al., 2008; GIANTONIO et al., 2007, GROTHEY et al., 2008;
GUSTAVSSON et al., 2015; HURWITZ et al., 2004; MA; WAXMAN, 2008; Ml et al., 2015;
SALTZ et al., 2008).

Diversos farmacos destinados a terapia anti-angiogénica, por atuarem contra os fatores
pro-angiogénicos e/ou contra seus receptores de superficie endotelial ja foram aprovados pelo
FDA, dentre eles, pequenas moléculas inibidoras dos receptores de fatores pro-angiogénicos
como o Sitvarga (Regorafenibe) da Bayer® e Sutent (Sunitinibe) da Pfizer®; os inibidores da
mTOR, uma proteina alvo da rapamicina em mamiferos, representados pelos farmacos Afinitor

®; € mais recentemente, oS

(Everolimus) da Novartis® e Endostar (Endostatisna) da Simcere
mAbs como Cyramza (Ramucirumabe) da empresa Eli Lilly® e o Avastin (Bevacizumabe) da
Genentech® (BHISE et al., 2011).

Os mAbs representam um grupo heterogéneo de imunoproteinas extremamente
importantes na pesquisa cientifica, no diagndstico clinico, na imunoterapia e, mais
recentemente, no tratamento de diversos tipos de cancer (CHEN et al., 2016; DE MUYNCK;
NAVARRE; BOUTRY, 2010). Sua habilidade em reconhecer antigenos tumorais, com elevada
especificidade, desencadeando respostas imunologicas com menos efeitos colaterais
comparado aos quimioterapicos convencionais, tem resultado em grandes avancos no campo
da oncologia (TONON; SECOLI; CAPONERO, 2007). Nesse sentido, o uso de mAbs

representam um avango no tratamento bem sucedido de diferentes tipos de canceres, de forma

mais especifica e eficaz.

2.4 Bevacizumabe

O BVZ, disponivel comercialmente na forma de solugdo transparente para infusdo
endovenosa (Avastin®) foi o primeiro mAb usado na terapia anti-VEGF aprovada pelo FDA,
em 2004 (FERRARA et al., 2004; SASICH; SUKKARI, 2012), sendo utilizado em
combinag¢do com o 5-fluoruoracil para tratamento do cancer colorretal, cAncer de mama, cancer
de pulmao e cancer de ovario. Em 2009, o FDA liberou o uso do BVZ também no tratamento
do glioblastoma multiforme (KAZAZI-HYSENI; BEIJINEN; SCHELLENS, 2010)

No Brasil, o BVZ foi registrado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA) em 2005 para o tratamento do cancer colorretal e, desde entdo, sua administragdo
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isolada ou em combinacdo com outros agentes antineoplasicos, como irinotecan, 5-fluorouracil
e leucovorin, tem conduzido a importantes avancos na terapia antitumoral, mostrando
consideraveis beneficios, em relagao sobrevida global e sobrevida livre de progressao da
doenca, que se sobrepde a toxicidade (FERRARA et al., 2004; FERRARA et al., 2005;
GALFRASCOLI et al., 2011; PAVLIDIS; PAVLIDIS, 2013).

O BVZ é um mAb recombinante humanizado do tipo IgG produzido pela tecnologia do
DNA recombinante, a partir de um sistema de expressao em célula de ovario de Hamster
Chinés. Derivado do mAb murino VEGF, o BVZ ¢ constituido por aproximadamente 93% da
sequéncia proteica humana e 7% da proteina murina. Possui uma massa molar de
aproximadamente 149 kDa e estruturalmente apresenta uma forma semelhante a letra “Y”, com
duas cadeias polipeptidicas leves, contendo 214 residuos de aminoacidos (25 kDa), e duas
cadeias pesadas com 453 residuos (50 kDa). As cadeias pesadas sdo unidas por duas ligacdes
dissulfeto e uma regido flexivel denominada hinge region (regido de dobra) (Figura 6)
(BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989; JANEWAY JR etal., 2001; ZHANG; PAN; CHEN,
2009).

= Fab

Pontes dissulfeto

Regido /

de dobra

. Fracdo humana

. Fracdo murina

Figura 6. Estrutura do Bevacizumabe.
Fonte: Adaptado de: KIM; PARK; HONG, 2005.

O mecanismo de acdo do BVZ consiste na neutralizacao especifica do VEGF,
impedindo sua ligagdo com seus receptores tirosina-quinase Flt-1 (VEGFR-1) e KDR
(VEGFR-2), os quais sdo predominantemente encontrados na superficie das células endoteliais
(Figura 7). Ao inativar a acao do VEGF, a cascata de sinalizac¢do celular mediada por esse fator
¢ atenuada/bloqueada levando a reducao do crescimento microvascular e, consequentemente, a

interrupcao do fornecimento de sangue aos tecidos tumorais. Adicionalmente, além dos efeitos
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sobre a vasculatura, o BVZ pode reduzir a pressdo intersticial, aumentar a permeabilidade
vascular e favorecer a apoptose das células endoteliais tumorais (CHEN et al., 2016; KAZAZI-

HYSENI et al., 2010; KOTOWSKI et al., 2018).

nn
|

VEGF
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SINALIZAGAO

v

ANGIOGENESE

Figura 7. Inibicdo VEGF pelo BVZ.
Fonte: Adaptado de: KOTOWSKI et al., 2018.

Apos exercer seu mecanismo de agdo, o metabolismo e a eliminagdo de BVZ ¢
semelhante ao da IgG enddgena, através do catabolismo proteolitico que ocorre em todo o
corpo, inclusive nas células endoteliais, e ndo depende fundamentalmente da eliminagdo renal
ou hepatica (WANG et al., 2011). Assim, 0 BVZ ¢ absorvido por pinocitose endossomal e, em
seguida, se liga ao receptor Fc neonatal (FcRn), que possui alta afinidade por proteinas do tipo
IgG. Esta ligacao retarda a degradagdo do anticorpo, protegendo-o da eliminagdo sistémica o
que, consequentemente, resulta em uma meia-vida relativamente longa (YAN; HSU;
BECKMAN, 2008; KAZAZI-HYSENI; BEIJNEN; SCHELLENS, 2010).

De acordo com Lu e colaboradores (2008), apos a administracao endovenosa de BVZ
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(1 420 mg/kg) em 491 pacientes, durante uma, duas ou trés semanas, foi verificado uma meia
vida de aproximadamente 20 dias.

Efeitos adversos associados a agao sistémica do BVZ quando administrado pela via
endovenosa, como hipertensao, eventos tromboembdlicos, proteinuria, insuficiéncia cardiaca
congestiva, hemorragia, perfuragdo gastrointestinal foram observados nos pacientes em
tratamento (SHIH; LINDLEY, 2006; TURNER et al., 2014). A dose maxima de BVZ tolerada
¢ de 20 mg/Kg e dependendo da gravidade dos efeitos colaterais, a administracao de BVZ deve
ser descontinuada temporaria ou permanentemente (KAZAZI-HYSENI; BEIINEN;
SCHELLENS, 2010).

O BVZ ¢ responsavel por inibir mais de 97% do VEGF sérico, o qual ¢
predominantemente derivado de plaquetas, porém esse bloqueio resulta no desenvolvimento de
sérios efeitos colaterais, como hipertensdo, cicatrizagdo prejudicada de feridas, sangramento e
perfuragdes gastrointestinais (VERHEUL et al., 2007; KAZAZI-HYSENI; BEIJNEN;
SCHELLENS, 2010). O efeito adverso mais frequentemente observado ¢ a hipertensao arterial
(TURNER et al., 2014; CHELLAPPAN et al., 2018; RANIERI et al., 20006).

A terapia anti-VEGF isolada ou combinada com outros agentes quimioterapicos e/ou
com a radioterapia representa uma abordagem promissora no tratamento de diversos tipos de
tumores solidos em estagio inicial de desenvolvimento e em processos de metastases (KIM et
al., 2005; WARREN et al., 1995); entretanto, a existéncia dos diversos efeitos colaterais acima
citados, associado a predisposi¢do das células tumorais tornarem-se mais resistentes a esses
agentes quimioterapicos (ESTANQUEIRO et al., 2015; JAIN et al., 2010; OLIVEIRA, 2014;
ORIVE et al., 2005; SINHA et al.,, 2006; WANG et al., 2010) demonstram a urgente
necessidade de se buscar novas alternativas para melhorar a terapia antitumoral anti-
antiogénica.

Propriedades intrinsecas do BVZ como elevada massa molar, hidrofilia e carga de
superficie pH dependente, bem como a baixa permeabilidade sdao fatores limitantes quando o
objetivo ¢ a absorc¢ao e sua biodisponibilidade oral. Além disso, sua elevada instabilidade fisico-
quimica nos segmentos superiores do TGI, onde a condi¢des acidas, presenga de sais biliares e
suco pancreatico sdo responsaveis por provocar alteracdes fisicas (como auto-agregacdo e
precipitacdo) e quimicas (alteracdes nas ligagdes quimicas como desamidagdo, oxidacao,
hidrélise) nas proteinas impde grandes dificuldades para sua administracdo oral (COSTA;
SILVA, 2017; LIECHTY; PEPPAS, 2012; SILVA et al., 2002).

Em busca de novas alternativas a terapia anti-angiogénica convencionalmente
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administrada por via endovenosa, novos sistemas de liberacao tém sido desenvolvidos para a
veiculagdo do BVZ. Andrew e colaboradores (2010) demonstraram que filmes de silica
mesoporosa nanoestruturados permitiram a liberagao sustentada do BVZ por um periodo de
aproximadamente 30 dias. O controle das taxas de liberagdo do BVZ por 91 dias, em tampao
fosfato salino (PBS) 10mM, também foi relatado por Li e colaboradores (2012), em estudos
com nanoparticulas de poli (L-4cido lactico-co-acido glicélico) (PLGA) para administragdo
intravitreal para tratamento da degeneracdo macular. Em estudos mais recentes, Ferreira e
colaboradores (2017) demonstraram que a veiculagio do BVZ em hidrogéis de alginato
permitiu a preservagdo da conformacdo estrutural dessa proteina, em meios como diferentes
valores de pH (4,8 e 7,4), considerando biorrelevantes para o microambiente tumoral,
demonstrando a potencialidade dos sistemas para a aplicacdo local em diferentes tipos de
tumores solidos.

Apesar do desenvolvimento de sistemas de liberagdo para administracdo oral de
proteinas representar um grande desafio, considerando as diversas barreiras impostas pelos
ambientes do TGI, o desenvolvimento de nanoparticulas mucoadesivas baseadas na mistura dos
polissacarideos naturais, GG e AR, para a liberacdo coélon especifica do BVZ constitui uma
estratégia racional e inovadora que pode repereesentar uma nova alternativa para o tratamento
local do cancer colorretal, visando a otimizacao da eficicia terap€utica e reducao dos efeitos

colaterais.

2.5 Sistemas para liberacao colon-especifica de farmacos

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos representa uma estratégia
racional, uma vez que esses sistemas permitem o controle temporal e/ou espacial das taxas de
liberacdo de farmacos (COIMBRA, 2010), contribuindo para a manuten¢do dos niveis
plasmaticos, reducdo dos efeitos colaterais e da frequéncia de administragdo, ao contrario das
formas farmacéuticas convencionais, que liberam o farmaco logo apds sua
desintegracdo e dissolucdo (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000; BASIT, 2005; LYRA et
al., 2007).

A escolha do codlon como sitio para liberagao, agao e/ou absorcao de farmacos baseia-
se nas suas caracteristicas particulares, como pH préoximo da neutralidade e baixa atividade
proteolitica, as quais tornam o ambiente colonico menos hostil para farmacos de origem

proteica, como BVZ. Além disso, seu tempo de transito mais prolongado deve aumentar o
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tempo de retengdo do sistema de liberacdo nesse orgao (BASIT, 2005; WILSON, 2010;
WILSON; BASIT, 2005).

Anatomicamente, o colon possui uma extensao de aproximadamente 1,5 metros de
comprimento e compreende desde a valva ileocecal até o 4nus. E subdividido em ceco,
apéndice, colon ascendente, colon transverso, colon descendente, colon sigmoide, reto e canal
anal, como mostra a Figura 8 (FADDA; BASIT, 2005; FREIRE et al., 2006). A absorcao de
farmacos no colon ocorre particularmente na regido ascendente, devido a baixa viscosidade do
conteudo intestinal nesta por¢do. Em contrapartida, absor¢ao de fairmacos ¢ mais restrita no
coOlon transverso e descendente, possivelmente devido a reduzida quantidade de agua e a

solidificagdo do conteudo fecal (FREIRE et al., 2006).
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Figura 8. Anatomia do célon.
FONTE: Adaptado de Sobotta, 2000.

A liberagdo cdlon especifica representa uma abordagem promissora para o tratamento
de diversas doengas intestinais como a doeng¢a inflamatdria intestinal (DII), sindrome do
intestino irritavel (SCI) e, particularmente, o cancer colorretal (BONI, 2017).

De acordo com as estratégias exploradas para o desenvolvimento dos sistemas de
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liberagdo coldnica, esses podem ser denominados como sistemas tempo-dependente, pH-
dependente, microflora-dependente e pressdo intraluminal-dependente (CHEN et al., 2016;
FERRARI et al., 2013; FRIEND, 2005; PRASANTH; JAYAPRAKASH; MATHEW, 2012;
RANGARI; PURANIK, 2015; SOWMAYA; REDDY; NEELABOINA, 2012).

Independentemente da estratégia explorada, para se alcancgar a liberagdo coldnica de
farmacos, as barreiras impostas pelas condigdes variaveis nas por¢des superiores do TGI, em
relagdo ao pH, tempo de transito e atividade proteolitica devem ser superadas.

Com o avango da tecnologia farmacéutica no sentido de buscar novas alternativas
terapéuticas para o tratamento do cancer colorretal, diferentes sistemas tém sido desenvolvidos
como as microesferas (ZHAO et al., 2013), pellets (ELYAGOBY; LAYAS; WONG, 2013),
hidrogéis (SHANTHA; RAVICHANDRAN; RAO, 1995), microparticulas (CHAURASIA et
al., 2008), nanoparticulas (BONI et al., 2018) lipossomas (OGAWARA et al., 2009),
nanoparticulas lipidicas s6lidas (YASSIN et al., 2010) nanosuspensdes (DOS SANTOS et al.,
2017).

A vetorizagdo do BVZ em nanoparticulas pode agregar importantes vantagens no
tratamento do cancer colorretal, uma vez que os sistemas possuem um grande potencial para
proteger o farmaco e superar as limitagcdes impostas pelo TGI e, dessa forma, promover a
liberagdo colon especifica do BVZ. E importante destacar que caracteristicas como hidrofilia,
elevada massa molar e a baixa permeabilidade/biodisponibilidade de farmacos de origem
proteica, como o0 BVZ, devem reduzir a absor¢ao do farmaco, e tais caracteristicas sdo atributos
favoraveis ao objetivo pretendido, uma vez que deve favorecer o acimulo do BVZ no local de

acao.

2.5.1 Nanoparticulas como sistemas de liberacio de farmacos

Um dos pioneiros no campo da nanotecnologia foi o professor Peter Paul Speiser, do
Instituto Federal Suico de Tecnologia, em Zurique, que no final da década de 1960 foi
responsavel pelo desenvolvimento das primeiras nanoparticulas para liberagcdo de farmacos e
vacinas. O final do século XX e inicio do século XXI foram marcados pelo desenvolvimento
de nanoparticulas capazes de transportar de forma especifica, farmacos, biomacromoléculas e
vacinas objetivando a redugdo dos efeitos toxicos e maximizagdo da eficacia terapéutica
(KREUTER, 2007). Desde entdo, varios estudos tém sido realizados para a aplicagdo de

nanoparticulas no transporte de farmacos antineopldsicos, fadrmacos antiretrovirais,
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antibacterianos, entre outros (BONI et al., 2018; BRANNON-PEPPAS; BLANCHETTE,
2004; DING et al, 2016; DUDHANI; KOSARAJU, 2010; FONSECA-SANTOS;
GREMIAOQO; CHORILLI, 2015; HANS; LOWMAN, 2006)

A liberacdo sitio-especifica de farmacos a partir de sistemas nanoestruturados pode
apresentar importantes vantagens biofarmacéuticas e farmacocinéticas em relagdo aos sistemas
convencionais, uma vez que a nano-compartimentalizagdo do farmaco permite a modulagdo das
propriedades fisico-quimicas e de liberagdo, bem como de suas interacdes com a interface
biologica sem causar alteracdes em suas propriedades estruturais (BONI, 2017; OLIVEIRA;
SANTOS; et al., 2010; SOLARO; CHIELLINI; BATTISTIL 2010; SURI; FENNIRI; SINGH,
2007).

Nanoparticulas sao caracterizadas como sistemas coloidais com tamanhos inferiores a
1000 nm, sendo esse parametro de grande importancia nas aplicagdes clinicas, uma vez que
estdo diretamente relacionadas com as interagdes fisicas e quimicas com as biomoléculas
presentes no organismo (LIMA, 2018).

A utilizagao de nanoparticulas para a vetorizacdo de farmacos apresentam varias
vantagens, como as reduzidas dimensdes, os quais devem favorecer o acimulo do firmaco no
local de agdo e/ou absor¢do, podem influenciar nos perfis de distribui¢do, destino bioldgico,
toxicidade e na capacidade de direcionamento para alvos especificos. A composicao, a carga
de superficie, porosidade, cristalinidade e hidrofilia podem ser moduladas para atender
necessidades especificas agregando propriedades particulares aos sistemas, tornando-os
capazes de responder a estimulos especificos. Adicionalmente, a capacidade de estabelecer
interacdes fisico-quimicas com as biomoléculas ird influenciar no comportamento bioldgico
dos sistemas nanoestruturados (BONI, 2017; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010;
SINGH; LILLARD, 2009).

O comportamento biologico dos sistemas nanoestruturados depende das interacdes entre
0 nanosistema e as interfaces bioldgicas, que constituem a chamada nano-biointerface que
representa uma importante area de pesquisa que visa o uso seguro da nanotecnologia e design
de nanomateriais para aplicagdes bioldgicas (BONIL, 2017, MOHAPATRA; NAGARAJ;
MOHAPATRA, 2013; NEL et al., 2009)

O conhecimento dos fatores envolvidos na nano-biointerface ¢ de fundamental
importancia para propor melhores estratégias terapéuticas e compreende trés componentes
principais que interagem de forma dindmica: (a) a superficie de nanoparticulas, em que as

caracteristicas sdo determinadas pela sua composicdo e estrutura; (b) a interface solido-liquido
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e as alteracdes que podem ocorrer quando a particula interage com os componentes do
organismo; € a (c¢) zona de contato da interface solido-liquido com substratos bioldgicos (NEL
et al., 2009).

Em estudos recentes, Sharma e colaboradores (2013) desenvolveram nanosistemas
baseados em goma guar, contendo metotrexato, marcado com acido folico com intuito de
direcionar o farmaco para o cancer colorretal. Os autores verificaram que os sistemas exibiram
um perfil de liberagdo pH dependente, demonstrando potencial para liberagdo colonica, além
de conferir a protecdo do farmaco contra a degradagao nos segmentos superiores do TGI.
Adicionalmente, a citotoxicidade das nanoparticulas marcadas com écido f6lico foi maior em
relacdo aquelas ndo marcadas e ao farmaco livre, indicando a capacidade dos sistemas de se
ligar aos receptores de folato, superexpressos nas células tumorais e escassos nos tecidos
saudaveis.

Em recente trabalho de nosso grupo de pesquisa, nanoparticulas de quitosana e acido
hialuroénico, com ou sem hidroxipropilmetilcelulose foram projetadas para a liberagdo colon-
especifica do metotrexato. Os nanosistemas foram obtidas com sucesso através da técnica de
complexagdo polieletrolitica e os resultados evidenciaram a capacidade dos nanosistemas para
liberagdo e/ou absor¢do de farmacos no co6lon, demonstrando o potencial para o tratamento
patologias coldnicas locais ou sistémicas (BONI et al., 2018).

As nanoparticulas poliméricas ocupam uma posi¢ao de destaque entre os sistemas de
liberagdo de farmacos atualmente disponiveis, devido a sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade, em condigdes biologicas (BANERJEE et al., 2017), e de acordo com o
processo de obtencdo, composicao e organizacdo estrutural podem apresentar propriedades
fisico-quimicas modulaveis de acordo com necessidades especificas (BONI et al., 2018).

Em relagdo ao processo de preparacdo adotado e a composi¢do ¢ possivel obter dois
tipos de nanoparticulas: aquelas em que o firmaco pode estar molecular ou fisicamente disperso
em uma matriz polimérica (nanoesferas); e aquelas em que o farmaco encontra-se encapsulado

em um sistema reservatorio (nanocapsulas) (Figura 9) (FONTE et al., 2018).
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Farmaco disperso Farmaco encapsulado

- Matriz polimérica

Parede polimérica

Farmaco adsorvido

Nanoesfera Nanocapsula

Figura 9. Representag@o esquematica das nanoesferas e nanocéapsulas poliméricas.
FONTE: <http://www.camelcitydispatch.com/can-winston-salem-based-alt-energy-nano-tech-be-used-to-
combat-cancer/nrmicro2437-f2/>. Acessado em 12/03/2019.

Diversas técnicas podem ser empregadas para a obtencdo das nanoparticulas, dentre
elas, a emulsificacdo/microemulsificagdo seguida da extracdo do solvente por evaporagao
(VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009), a emulsificacdo sob alta pressdo (KOHLER et al., 2010),
polimerizacdo interfacial (MAHESH D et al.,, 2010), o nanospray-drying (SADEGH
POURSHAHAB et al., 2011), entre outros. No entanto, todas estas técnicas possuem algumas
desvantagens como alto custo, o uso de solventes organicos, aplicacao de elevadas temperaturas
e/ou agitagdo, os quais podem causar a degradagdo do farmaco incorporado, principalmente os
de origem proteica como o BVZ.

Como alternativa aos diferentes métodos citados, as técnicas de complexacdo
polieletrolitica e reticulacdo idnica tem se destacado e podem contribuir para o desenvolvimento
de novos nanocarreadores poliméricos com atividade mais especifica e efetiva.

A obtencdo de nanoparticulas empregando o método de complexacdo polieletrolitica
baseia-se na interagdo entre polimeros de carga oposta (Figura 10), podendo ocorrer por
interacdes supramoleculares, como interagdes eletrostatica, hidrofobicas, dipolo-dipolo e
ligagcdes de hidrogénio, resultando na formacao de particulas coloidais (BEZERRA, 2016;
LUO; WANG, 2014; VAN DER GUCHT et al., 2011).
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Figura 10. Nanoparticulas obtidas por complexagdo polieletrolitica (A) e por reticulagdo idnica (B).
Fonte: Adaptado de MIZRAHY; PEER, 2011.

Na escolha por esse método de obtengdo deve-se levar em conta algumas caracteristicas
relacionadas aos polimeros e aos solventes utilizados, como massa molar, densidade de cargas
dos polieletrolitos, pH do meio, propor¢ao da mistura ¢ temperatura (BEZERRA, 2016;
KIZILAY; KAYITMAZER; DUBIN, 2011; WOITISKI et al., 2009).

A formacdo de nanoparticulas de quitosana e ftalato de hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC), contendo insulina, por complexacdo polieletrolitica foi estudada por Makhlof e
colaboradores (2011), e a capacidade mucoadesiva e mucopenetrante dos sistemas, bem como
seu potencial para liberagdo oral da insulina foi demonstrado.

Em estudos mais recentes, Tan e colaboradores (2016) desenvolveram nanoparticulas
utilizando quitosana (catidnica) e goma ardbica (anidnica) para encapsulacdo do antioxidante
curcumina. Os resultados mostraram que as nanoparticulas foram capazes de promover a
liberacdo retardada de curcumina ao longo do TGI. Da mesma forma, nanoparticulas
poliméricas foram desenvolvidas por Pedreiro e colaboradores (2016), através da complexacao
polieletrolitica de diferentes propor¢des entre a zidovudina (anidnica) e os polimeros quitosana
(QS) (catidnica) e ftalato de HPMC (anidnico), e os resultados demonstraram que o aumento
da biodisponibilidade do farmaco foi alcancado.

A reticulacdo i0nica baseia-se na interagdo entre polieletrolitos carregados positiva ou
negativamente (macromoléculas anidnicas ou cationicas) e ions de cargas contrarias (Figura
10). Assim, diferentemente da complexagdo polieletrolitica, a adicdo dos agentes reticulantes
(por exemplo Ca?", Zn**, AI*"), normalmente moléculas de baixa massa molar, levam a
interacdes com os grupos funcionais (-OH, -COOH e NH2) ionizados dos polimeros
estabelecendo interagdes entre as cadeias poliméricas (BEZERRA, 2016; RAMPINO et al.,
2013; VIMAL etal., 2012).
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Recentemente em nosso grupo de pesquisa, Meneguin ¢ colaboradores (2018)

13* e revestidas

demonstraram que microparticulas de GG obtidas pela reticulacdo com ions A
com filmes de amido resistente/pectina permitiram a modulacdo de propriedades fisico-
quimicas e de liberagdo da insulina. Os dados in vivo demonstraram que a duracao da atividade
hipoglicemiante da insulina foi de até 7 horas, e a redug¢do da glicemia de até 50% foram
verificados em ratos diabéticos, demonstrando o potencial dos sistemas para administracao
dessa proteina. Da mesma maneira microparticulas de GG/AR, reticuladas com Al **, foram
obtidas por Cardoso (2014) e o potencial das microparticulas no controle de liberacao do
farmaco foi evidenciado pelas reduzidas taxas de liberagdo em meio dcido e manutencdao do
controle em pH 7,4.

Com base nos fatos expostos, a complexacao polieletrolitica e a reticulagdo idnica
representam estratégias tecnoldgicas vantajosas para obtengdo de nanoparticulas poliméricas,
uma vez que os processos ocorre em condi¢des reacionais amenas, evitando uso de solventes
organicos e elevadas temperaturas, além de serem técnicas financeiramente acessiveis
(BERGER; REIST; MAYER; FELT; GURNY, 2004; MAKHLOF; TOZUKA; TAKEUCH]I,
2011), o que deve permitir a incorporagdo e protecdo de farmacos de origem proteica como

BVZ.

2.5.2 Nanoparticulas poliméricas mucoadesivas

A camada viscoelastica de muco que reveste a maioria das superficies epiteliais do
corpo (tratos respiratorio, gastrointestinal, reprodutivo e superficie ocular) possuem papel
fundamental na fun¢do de protecdo contra agentes patogénicos ou outros agentes nocivos, ao
mesmo tempo que representa uma potencial barreira para liberagdo de farmacos na superficie
mucosal (BANSIL; TURNER, 2006).

Para o desenvolvimento de um sistema com caracteristicas mucoadesivas ¢ importante
conhecer as propriedades do muco ao longo do TGI e compreender as forgas responsaveis
pelas interagdes com a biointerface.

A mucoadesdo ocorre através da adesao do sistema ao muco intimamente aderido a
superficie da mucosa e esse processo envolve 3 etapas principais (Figura 11), sendo a primeira
relacionada ao contato intimo entre o sistema polimérico mucoadesivo e o muco. Em seguida,
esse contato com o muco (composto por 95% de agua) promove o intumescimento € o
relaxamento das cadeias poliméricas, favorecendo a interagdo com a mucina (principal proteina

do muco) através da interpenetracdo de cadeias. Finalmente, uma vez estabelecido o contato
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intimo entre o nanosistema e as membranas biologicas, interagdes supramoleculares (ligagdes
de hidrogénio, idnicas, covalentes, forcas de Van der Waals e interagdes hidrofobicas) entre os
nanosistemas e a interface bioldgica (nano-biointeface) (AHUJA; KHAR; ALI, 1997
ANDREWS; LAVERTY; JONES, 2009; CARVALHO et al., 2010; FIGUEIRAS;
CARVALHO; VEIGA, 2007; HAGESAETHER; HIORTH; SANDE, 2009; SMART, 2005).

Qade'@as : Interacdo com
poliméricas Contato intimo ¢d
as cadeias da
mucina
Cadeias da

—_—

mucina intumescimento

Figura 11: Representacdo esquematica das etapas de mucoadesao.
Fonte: Adaptado de: JAFARI et al., 2017.

Os mecanismos envolvidos no processo de mucoadesdo sdo complexos e ndo sdo
totalmente esclarecidos. Algumas das teorias descritas na literatura podem ajudar na
compreensdo do processo, dentre elas a teoria eletronica (interacdo eletrostatica entre as cargas
elétricas opostas do sistema e a mucina presente no muco), da adsorcao (interacdo por ligagdes
de hidrogénio e van der Walls), da molhabilidade (aplicada a sistemas liquidos capazes de se
dispersar sobre a mucosa), da difusdo (intumescimento dos polimeros hidrofilicos e adesdo a
superficie da mucosa através da interpenetracao das cadeias), da fratura (relacionada a forga de
adesdo entre duas superficies) e a mecénica (interagdo através do preenchimento de
irregularidades presentes na superficie do sistema) (AHUJA et al., 1997, ANDREWS et al.,
2009; CARVALHO et al., 2010; HAGESAETHER et al., 2009).

A habilidade e intensidade das propriedades bio/mucoadesivas das nanoparticulas sao
fortemente influenciadas pelas caracteristicas dos polimeros que compde o sistema (massa
molar, hidrofilica, cargas de superficie, porosidade, cristalinidade, concentragdo, flexibilidade,
conformacdo espacial das cadeias poliméricas e grau de intumescimento), pelo ambiente (pH,
forca aplicada) e pelas variaveis fisiologicas (espessura e tempo de renovacao do muco, tempo
de contato do sistemas com o muco e condi¢des patoldgicas) (AHUJA et al., 1997, ANDREWS
et al., 2009; CARVALHO et al., 2010; HAGESAETHER et al., 2009). Assim, baseado na

composi¢ao e nas estratégias para modificagdes fisico-quimicas dos materiais que compdem os
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sistemas, todas essas propriedades citadas podem ser moduladas para atender as necessidades
especificas, incluindo a possibilidade de modificagdes nos padrdes de interagdo com a interface
biologica (BONI et al., 2018; BONI et al., 2016; CARBINATTO et al.,2012; CARBINATTO
et al., 2014; CARBINATTO et al., 2016; DE OLIVEIRA CARDOSO et al., 2017;
MENEGUIN et al., 2018; MENEGUIN et al., 2014; OLIVEIRA; FERRARI; et al., 2010;
PREZOTTI; BONI; FERREIRA; SILVA; et al., 2018; PREZOTTI et al., 2014; RECIFE et
al., 2017; SOARES et al., 2013).

A mucina, principal componente do muco, esta diretamente relacionada a malignidade
de diferentes tipos de tumores, uma vez que no microambiente tumoral verifica-se a
hiperproducao dessas moléculas como forma de protegdo (JOHANSSON et al., 2013). Nesse
sentido, o aumento na producao e secre¢ao de mucina no cancer colorretal deve ser considerada
e pode ser explorada como estratégia no desenvolvimento de sistemas de liberagdo, aumentando
a eficécia terapéutica.

A capacidade dos sistemas poliméricos mucoadesivos em prolongar o tempo de
residéncia intestinal e favorecer a interacdo com membrana bioldgica deve contribuir para o
acimulo do farmaco no sitio de agdo e/ou absor¢io (HAGERSTROM, 2003;
HAGESAETHER; HIORTH; SANDE, 2009; NARKAR; SHER; PAWAR, 2010; BONI et al.,

2018), favorecendo a terapia local antitumoral.

2.6 Polimeros

2.6.1 Goma gelana

A goma gelana (GG) ¢ um exopolissacarideo linear anidnico (DUAN et al., 2015;
JANA et al.,, 2013; SARKAR et al., 2017, WANG; WEN; BAIL 2016) que, estruturalmente,
apresenta quatro unidades repetidas, incluindo uma a-L-ramnose, duas B-D-glicose e um -D-
acido glucuronico (MA; LIU, 2010; MA; COOMBES, 2014; MORRIS; NISHINARI;
RINAUDO, 2012; SALUNKE; PATIL, 2016; SONJE; MAHAJAN, 2016; WANG et al.,
2016). Possui uma massa molar de at¢ 500 kDa (DUAN et al., 2015) e sua forma nativa ¢
representada por dois tipos de substituintes, um acila com L-gliceril na posi¢ao 6 e um L-acetil
localizado na posigao 2 (Figura 12), ambos removidos através do processo de hidrélise alcalina
para gerar duas formas comercialmente disponiveis: a Gelrite™ (CHAKRABORTY et al.,
2014; WARREN; IN HET PANHUIS, 2015) representada pela GG de alta acetilagdo e a
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Kelcogel™ também conhecida como GG desacetilada (ou de baixa acetilagdo) (MAHDI;
CONWAY; SMITH, 2015; ROSAS-FLORES; RAMOS-RAMIREZ; SALAZAR-
MONTOYA, 2013).

D-glicose D-acido glucurénico D-gllicose D-ramnose
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Figura 12. Estrutura quimica da GG nativa (A), acetilada (B) e desacetilada (C).
Fonte: Adaptado de: ZIA et al., 2018.

Com respeito as suas propriedades fisico-quimicas, a GG ¢ estavel sob condi¢des acidas
e elevadas temperaturas (MORI; BARTH, 2013), sendo um polimero termo responsivo,
biocompativel, biodegradavel (KANG et al., 2015; WANG et al., 2016) e atoxico (SALUNKE;
PATIL, 2016; SONIJE; MAHAJAN, 2016). Possui reconhecida propriedade mucoadesiva
(BONI et al., 2016; LEE et al., 2000; MAHDI et al., 2015; NARKAR et al., 2010;
PREZOTTI, 2017; PREZOTTI et al., 2014; SALAMAT-MILLER et al., 2005) e sua
caracteristica anidnica contribui para formagdo de complexos polieletroliticos com polimeros
de carga oposta, como por exemplo a quitosana (VILELA et al., 2015). Em relagdo as suas

propriedades reoldgicas, a GG apresenta comportamento pseudoplastico, sob altas taxas de
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cisalhamento (HASHEMINYA et al., 2013). Em ambiente fisiologico, sua capacidade de
formar hidrogéis sob condi¢des acidas do estomago (NAG; HAN; SINGH, 2011) garante a
protecao de farmacos ou biomoléculas contra a degradacao quimica e enzimatica (KUMAR et
al., 2016; LIU etal., 2013; ZIA etal., 2018).

A GG possui um pKa de 3,5 e sua capacidade de geleificacao depende de varios fatores,
como a presenga e tipo de cations, pH, temperatura e concentragdo de polimero. A dispersdo
aquosa de GG apresenta um pH natural em torno de 5,0 e as cadeias da GG se encontram em
um estado desordenado, devido a repulsdo dos anions carboxilatos laterais das cadeias intra e
intermolecular, o que impede a agregagdo das hélices e formagdo de gel. Essa conformacao
também ¢ verificada sob condigdes basicas, baixas concentra¢des, auséncia de cations ¢
aquecimento. Em contrapartida, a reducdo de pH, maior concentragdo do polimero,
resfriamento e/ou presenca de cations leva ao aumento do nimero de zonas de juncio,
resultando na agregacao das duplas hélices e formagao de uma estrutura tridimensional de géis
fortes e resistentes (KIRCHMAIJER et al., 2014; OSMALEK; FROELICH; TASAREK, 2014;
PATIL et al., 2006; PICONE; CUNHA, 2013; PRAJAPATI et al., 2013; PREZOTTI et al.,
2014; RAJINIKANTH; MISHRA, 2007; ZIA et al., 2018).

Estudos recentes em nosso laboratério, mostraram que a utilizagdo da GG associada ao
AR pode contribuir para melhoria das propriedades mecénicas (dureza, adesividade e
coesividade) e reologicas dos hidrogéis. A maior concentragdo dos polimeros, bem como a
reticulagdo i0nica e covalente, contribuiram para a formagao de estruturas fortes e resistentes,
com caracteristicas predominantemente elasticas (CARDOSO et al., 2017).

Além disso, estudos desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa tém demonstrado que
os sistemas baseados em GG permitiram alcancar elevados teores de incorporagao de diferentes
de farmacos, bem como o efetivo controle das taxas de liberacdo (BONI et al., 2016;
CARDOSO, 2014b; MENEGUIN et al., 2018; PREZOTTI; BONI; FERREIRA; DE SOUZA
E SILVA; etal., 2018; PREZOTTI et al., 2014).

2.6.2 Amido Retrogradado

O amido nativo ¢ um polimero semicristalino formado por granulos compostos

predominantemente por um nucleo amorfo (amilose) envolto por anéis concéntricos cristalinos

(amilopectina) alternadas com regides amorfas (WANG et al., 2015).
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A amilose possui uma massa molar de aproximadamente 105 e 106 Da e apresenta um
grau de polimerizagdo de 6000. Estruturalmente, suas cadeias sdo organizadas essencialmente
de forma linear, com baixo grau de ramificacdo, sendo constituidas por unidades de glicose
unidas por ligagdes glicosidicas a-D-(1-4). Por outro lado, a amilopectina possui uma estrutura
altamente ramificada, constituida por liga¢des glicosidicas a-D-(1,4) e a-D-(1,6), com massa
molar variando entre 107 ¢ 109 Da e grau de polimerizacao de aproximadamente 2 milhdes

(Figura 13) (FREIRE et al., 2009; HARALAMPU, 2000; RODRIGUES; EMEJE, 2012).

Cadeia ramificada de amilopectina - ligcdes a- D - (1-6)

Figura 13. Estruturas da amilose e amilopectina.
Fonte: Adaptado de: TESTER; KARKALAS; QI, 2004.

Apesar de ser um material muito utilizado na industria alimenticia e farmacéutica devido
a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade (RASHID et al., 2011) e relativo baixo custo
(RANA et al., 2011), o amido nativo frequentemente ndo apresenta propriedades fisicas e
quimicas adequadas para determinadas finalidades. Nesse sentido as modifica¢des fisicas,
quimicas devem melhorar a estabilidade, adesdo e textura, levando a formacdo de um material
mais resistente a degradacdo enzimadtica, tornando o amido um potencial candidato para

aplicacdo em sistemas especificos de liberagdo de colon (CARBINATTO et al., 2012;
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CARBINATTO et al., 2014; CHUNG et al., 2006; CURY et al.,, 2009b;2009c;
HARALAMPU, 2000; HTOON et al., 2010; MENEGUIN et al., 2014; OLIVEIRA
CARDOSO; STRINGHETTTI ; et al., 2017; OLIVEIRA; FERRARI; et al., 2010; PREZOTTI;
CURY; EVANGELISTA, 2014; PREZOTTlI etal., 2012; RIOUX et al., 2002; THOMPSON,
2000; ZAVAREZE; DIAS, 2011).

A alta amilose (Hylon VII - ~ 68 % amilose - National Starch & Chemical) tem sido
explorada como como matéria prima para produ¢ao de AR devido ao seu elevado contetido de
amilose, o qual ap6s o tratamento hidrotérmico permite a obten¢ao de um material retrogradado
com elevado teor de amido resistente. Nesse sentido, considerando a capacidade do AR de
escapar da digestdo enzimatica nas regioes superiores do TGI e sua degradacao pela microbiota
especifica do célon, o AR obtido a partir da alta amilose ¢ considerado um material promissor
para obtencdo de sistemas para liberagdo colon especifica de farmacos (DIMANTOV et al.,
2004; HTOON et al., 2009; SHAMAI BIANCO-PELED; SHIMONI, 2003).

O AR (tipo 3) pode ser obtido por meio do tratamento hidrotérmico, que envolve ciclos
de aquecimento/resfriamento das dispersoes. De acordo com Tester and Morrison (1990),
durante a gelatinizag¢do, a amilose ¢ lixiviada dos granulos de amido intumescidos, enquanto
grande parte da amilopectina permanece no interior dos granulos. A quebra das ligagdes de
hidrogénio das cadeias de amilose e amilopectina e a ruptura de estruturas amorfas e cristalinas
permite interacdo e absor¢do de agua, que atua como plastificante. Nestas condigdes, a
dispersao formada ¢ caracterizada por uma rede mais flexivel, predominantemente amorfa, com
maior mobilidade de cadeias de polimeros (BEMILLER, 2011; DONA et al., 2010;
HARALAMPU, 2000; LIU et al., 2007; WANG et al., 2015; ZHANG et al., 2011).

Quando o amido gelatinizado €, subsequentemente, armazenado em condi¢des de
resfriamento (4 °C), as cadeias de amilose e amilopectina podem sofrer um rearranjo gradual
originando uma estrutura cristalina empacotada e mais resistente (WANG et al., 2015). Esta
reassociacdo inter e intra-molecular € estabilizada por interagdes supramoleculares, tornando-
se uma estrutura termodinamicamente mais estavel (CHUNG et al., 2006; DONA et al., 2010;
HARALAMPU, 2000; LIU et al., 2007). Esse processo promove a expulsdo da dgua, em um
processo denominado sinérese, resultando no aumento da viscosidade e na formagao de um gel
mais eldstico e resistente contra a deformagdo (BEMILLER, 2011; DONA etal.,2010; WANG
etal., 2015).

O AR tem sido extensivamente estudado em nossos laboratorios. Diferentes tipos de

sistemas contendo AR foram desenvolvidos e caracterizados, e seu potencial como excipiente
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para sistemas de liberagdo de farmacos foi evidenciado. Meneguin e colaboradores (2014)
demonstraram que filmes obtidos com a mistura de AR/Pectina apresentaram propriedades
mecanicas (resisténcia a perfuracdo e alongamento durante a perfuracao), de absor¢dao de
liquidos e de barreira (permeabilidade ao vapor d'dgua) adequadas para aplicagdo como
revestimento para sistemas de liberacdo. Posteriormente, esses filmes foram utilizados como
material de revestimento para microparticulas de GG contendo insulina. O potencial dos
sistemas para liberagdo oral da insulina foi demonstrado (MENEGUIM et al., 2018).

Em outros estudos, Cardoso e colaboradores (2017) e Recife e colaboradores (2017)
demonstraram que a retrograda¢dao do amido em ciclos alternados de temperatura (4 °C/30°C,
2 dias em cada temperatura) restringiu a digestibilidade pela enzima pancreatica a-amilase, de
modo que o teor de amido resistente foi superior a 50%.

Neste estudo, o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas (GG/AR) foi explorada
como potencial estratégia para administragao oral do BVZ para o tratamento local do cancer
colorretal. A escolha dos polissacarideos GG e AR baseou-se na potencialidade destas matérias-
primas para a obten¢ao de sistemas para liberagdo célon especifica de farmacos, devido a suas
propriedades mucoadesivas, de intumescimento e de liberagdo modulaveis, atoxicidade e
biodegradabilidade especifica desses polimeros por bactérias da microbiota colonica. As
técnicas de complexagdo polieletrolitica, associada a reticulacdo i6nica, exploradas para a
obten¢do das nanoparticulas foram racionalmente selecionadas por permitirem o uso das

condicdes reacionais amenas e evitarem o uso de solventes organicos.
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3. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi o delineamento de nanoparticulas mucoadesivas
baseadas em goma gelana e amido retrogradado para administragdao oral e liberagao coélon

especifica do bevacizumabe.

Etapas para alcancar o objetivo proposto

e Anadlise de propriedades fisico-quimicas da GG e do AR a fim de otimizar as
condigdes para obtencao das nanoparticulas;

e Preparagdo e caracterizagdo das nanoparticulas;

e Avaliagdo do percentual do farmaco incorporado as nanoparticulas;

e Analise da estrutura conformacional do BVZ;

e Avaliar a capacidade mucoadesiva dos sistemas através da reologia;

e Determinagao do perfil de liberagao in vitro do BVZ;

e Analise da citotoxicidade e permeabilidade in vitro do BVZ livre e incorporado nas
nanoparticulas, em monocamadas de células Caco-2;

e Analise da atividade anti-angiogénica através do ensaio de membrana corioalantdica

(CAM) em ovos de galinha.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Principais matérias-primas e reagentes

Alta amilose (Hylon VII®; ~68 % amilose — National Starch & Chemical); acido
cloridrico, teor 37% (Quimis); 4cido linoleico (Synth, Brasil); Acido poliacrilico (carbopol®
974P NF polymer) (Lubrizol); cloreto de aluminio (AICl3) (Vetec); cloreto de sodio (NaCl)
(Synth®); colesterol (Sigma-Aldrich®); fosfatidilcolina de soja (Sigma-Aldrich®); fosfato de
potéassio monobasico (Vetec); fosfato de sodio tribasico (Henrifarma); goma gelana (Kelcogel®
CG-LA - NP Kelco); linhagem de células Caco-2 (SigmaAldrich®); tampido HEPES
(SigmaAldrich®); mucina tipo II (Sigma-Aldrich®); ovos fertilizados; polissorbato 80; Avastin
(Roche®) (Composigdo: fosfato de sédio 51 mM pH 6,2, 60 mg/mL de o,a-trehalose di-
hidratada, 0,04% polysorbate 20); solu¢do de antibidticos estreptomicina 100pg/mL/penicilina
100UI (Cultilab); solugdo de glutamina 200mM (Sigma Aldrich); solu¢do de tripsina 0,25% e
EDTA 1 mM; soro fetal bovino (SigmaAldrich®); meio DMEM (Cultilab).

4.1.2 Cultura celular

Linhagem celular Caco-2 Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ n° 0059); Meio de
cultura DMEM (do inglés Dulbecco‘s modified Eagle médium) (Gibco) suplementado com
20% (v/v) de soro fetal bovino (Gibco), L-glutamina 2 mM, 1% de solu¢do antimicotica-
antibidtica (5 mg/mL penicilina, 5 mg/mL estreptomicina e 10 mg/mL de neomicina), 4,5 g/L
de glicose e 3,7 g/L de NaHCOs; frascos de cultura celular e placa de 96 pocos (Corning Inc.);
Placas de 12 pogos Transwell™ (Corning) com suporte de policarbonato de 0,4 um de poro, €
dreade 1,12 cm?, numa densidade de 5 x 104 cel/cm?; reagente Azul de tripano (Sigma); solugio

salina balanceada de Hanks (HBSS); tampao fosfato salino (PBS).

4.1.3 Principais equipamentos

Agitador magnético (Quimis); analisador de particulas ZetaSizer Nano-ZS, Malvern

Instruments acoplado a um MPT — Multi Purpose Titrator; analisador para calorimetria
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exploratdria diferencial (DSC), Mettler Toledo (Gieben, Suica); analisador termogravimétrico,
Mettler Toledo (Gieben, Suica); autoclave (Fabbe®, modelo 103); balanga analitica (Owa labor;
Bel Engineering); centrifuga (Sorvall TC); equipamento para ensaio de dissolucdo Hanson
Research modelo New Hanson SR-8 Plus; fluorimetro F4500 (Hitachi); espectropolarimetro
(Jasco J-815) acoplado a um sistema de controle de temperatura; analisador por
microcalorimetria exploratéria diferencial (nanoDSC) (TA Instruments); microscopio
eletronico de transmissdo Phillips CM 200; estufa com circulagdio forcada de ar (Fabbe®);
homogeneizador ultra-turrax (IKA); microscopio eletronico de varredura (JEOL JSM-7500F);
microscopio-estereoscopio com dispositivo de captura e analise de imagens (Leica MZAPO);
peagometro (Micronal); refrigerador; redmetro Haake Rheostress 1, acoplado a um banho
HAAKE C25P; fluxo laminar classe Il tipo A1 (Veco®, Campinas, Brasil); estufa (Forma Series
II, Water Jacket CO; Incubator (ThermoFisher Scientific - Waltham, Massa chusetts, Estados
Unidos).

4.2 METODOS

4.2.1 Obtencio e caracterizacio fisico-quimica dos polimeros

4.2.1.1 Retrogradacdo do amido

A retrogradacdo do amido foi realizada através da adaptagcdo dos métodos propostos por
por Park e colaboradores (2009), Oliveira Cardoso e colaboradores (2017) e por Meneguin e
colaboradores (2014), com adaptagdes. Dispersdes aquosas de alta amilose (5%) em agua
purificada, previamente aquecidas (80°C), foram obtidas sob agitagdo mecanica (700 rpm)
durante 15 minutos. Em seguida, essas dispersdes foram submetidas a autoclavagao (121°C/1
atm) durante 15 min, para gelatinizagdo do amido. Ao final do processo de gelatinizacdo o
amido gelatinizado foi resfriado a 30 °C, sob agitacdo mecanica, e submetida ao processo de
retrogradacdo em ciclos alternados de temperatura (4°C/30 °C) durante 16 dias (2 dias em cada

temperatura).

4.2.1.2 Birrefringéncia das dispersoes de amido

A birrefringéncia das dispersdes de alta amilose, antes e apds o processo de
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retrogradacdo (item 4.2.1.1), foi analisada em microscopio optico (Leica Microsystems, Inc.,
Germany), equipado com dois polarizadores, um posicionado sobre a amostra e outro
localizado entre a objetiva e os tubos de observacao. As fotomicrografias foram obtidas sob luz

normal e luz polarizada, no aumento de 40x.

4.2.1.3 Determinacdo da massa molar dos polimeros utilizando espalhamento de luz

estatico

A massa molar ponderal média (Mw) e o segundo coeficiente virial (A2) dos polimeros
(GG e AR) foram determinados por meio da técnica de espalhamento de luz estatico (SLS, do
inglés, Static Light Scattering), em equipamento Zetasizer Nano Series (Nano-ZS, Malvern
Instruments), utilizando-se software Zetasizer nano ZS v7.11. O dn/dc (indice de refra¢do
diferencial do polimero em determinado solvente) dos polimeros (GG e AR) foi selecionado
com base no valor adotado para polissacarideos anidnicos (0,146 mL.g"') (MORI; BARTH,
2013).

Para realizagao das medidas, foi utilizado como padrao interno o tolueno, previamente
filtrado em membrana de politetrafluoretileno (PTFE, 0,2 um), pois devido a sua elevada pureza
e RO (razdo de luz espalhada pela amostra em relacao a luz incidente) conhecido (MURPHY,
1997), € possivel o alinhamento dptico mais preciso do equipamento por meio de uma medida
da variacdo angular da intensidade de espalhamento (BANTLE; SCHMIDT; BURCHARD,
1982). O dimetilsufoxido (DMSO) (90 %) e a 4gua purificada utilizados para o preparo das
dispersdes de AR e GG, respectivamente, foram filtrados em membrana 0,2 um. A partir de
uma dispersao dos polimeros (1 mg/mL) foram obtidas dilui¢cdes de GG (0,05; 0,1; 0,2; 0,3 ¢
0,4 mg/mL) e de AR (0,025; 0,05; 0,2; 0,3 e 0,4 mg/mL). Para evitar qualquer tipo de
contaminagdo por material particulado de qualquer natureza, todo processo de preparo das
amostras foi realizado em capela de fluxo unidirecional (laminar) (VECO).

As medidas foram realizadas em temperatura de 25°C e os resultados foram obtidos a
partir da equagdo de Rayleigh (Equacdo 1), que descreve a intensidade da luz dispersa a partir
das moléculas do polimero presentes na solugio aquosa (PUSKAS et al., 2013).

KC 1 ~
e (M_w + ZAZC) P (6) Equagao 1

Em que, Ry € a fracao de Rayleigh determinada pela proporcao entre luz dispersa e luz incidente
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na amostra; Mw ¢ a massa molar média da amostra; 4> representa o segundo coeficiente virial;
C ¢ a concentragdo do polimero; P(6) é a dependéncia angular da intensidade de espalhamento

na amostra ¢ K a constante otica definida de acordo com a Equagao 2:

_ap? dn)? N
K = TN (no dc) Equagdo 2
Em que, Na ¢ a constante de Avogadro; A o comprimento de onda do laser; ny indice de refragao
do solvente ¢ o Z—Z ¢ incremento do indice de refragdo diferencial (MURPHY, 1997).

As medidas da intensidade de espalhamento foram realizadas em triplicata, resultando
na constru¢do do grafico de Debye, correlacionando a concentragdo com a intensidade de

espalhamento, que permite a determinacao da massa molar média dos polimeros.
4.2.2 Desenvolvimento de nanoparticulas reticuladas e nao reticuladas

4.2.2.1 Preparo da dispersdo de BVZ

A dispersdo aquosa de BVZ (1 mg/mL) foi preparada a partir da diluicdo da solugao

comercial do farmaco (Avastin®) (25 mg/mL).

4.2.2.2 Preparo das dispersoes de goma gelana e amido retrogradado

A partir das dispersdes do AR, obtidas de acordo com o item 4.2.1.1, foram preparadas
dispersdes (1 mg/mL) em homogeneizador ultra-turrax (IKA) (11.000 rpm), por 20 minutos em
temperatura ambiente.

Dispersodes aquosas de goma gelana (GG) (1 mg/mL) foram preparadas sob agitacao

magnética (400 rpm), durante 30 minutos, na temperatura de 80°C.

4.2.2.3 Analise do PZ das dispersoes poliméricas em funcdo do pH

O estudo da influéncia do pH na carga superficial dos polimeros isolados foi realizado
segundo método proposto por Picone e Cunha (2013), com adaptagdes. O teste, que baseia-se

na titulagdo acido-base dos polimeros (GG e AR), foi realizado em analisador de particulas
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Zetasizer Nano Series (Nano-ZS, Malvern Instruments), com angulo de deteccdo de 173°,
equipado com um Autotitulador MPT-2 (Multi Purpose Titrator), em temperatura de 25 °C. As
medidas do PZ das dispersdes poliméricas (I mg/mL) foram obtidas através da titulagao de
NaOH (0,01 e 0,25M) e/ou HCI (0,1M). Neste estudo, foi explorada a faixa de pH de 1,2 a 7,4,
consideradas biorrelevantes para o TGI, e o PZ foi medido em intervalos de 0,7 (no pH), com

uma tolerancia requerida de 0,1. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

4.2.2.4 Analise da influéncia das proporcoes de polimeros e farmaco na formacdo das

nanoparticulas

Para a otimizagao das condi¢des de obtencao das nanoparticulas, foi realizado um estudo
preliminar com diferentes propor¢des da mistura de polimeros (1:1) e BVZ (1:9 a 9:1, v/v)
(Tabela 1), considerando a concentragdo total de 0,5 mg/mL. O efeito da variacdo destas
proporgdes na formagao das nanoparticulas foi avaliado.

As nanoparticulas foram obtidas por complexagao polieletrolitica, de acordo com o
método proposto por Picone e Cunha (2013), com modificacdes. As dispersoes poliméricas
(GG e AR) foram preparadas separadamente, conforme item 4.2.2.1, e misturadas na propor¢ao
de 1:1 (v/v). Em seguida, foi preparada uma diluicdo do BVZ (1 mg/mL), e o pH da dispersao
polimérica e da solu¢do de BVZ foi ajustada para 6,2. As nanoparticulas foram preparadas pela
mistura dos polidnions GG/AR (1 mg/mL) a um volume de dgua MiliQ, seguida pela adi¢cdo do
polication BVZ (1 mg/mL), de modo que as concentragdes finais estdo descritas na Tabela 1.
A proteina foi adicionada por gotejamento, sob agitagdo magnética (400 rpm), a qual foi

mantida por 10 min.
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Tabela 1. Propor¢des de GG/AR e BVZ exploradas para formagdo das nanoparticulas.

Concentracao da mistura

Proporc¢oes Concentracao de BVZ
Polimeros: Farmaco polimérica (GG:AR; 1:1, viv) (mg/mL)
(mg/mL)
1:9 0,05 0,45
2:8 0,1 0,4
3:7 0,15 0,35
4:6 0,2 0,3
5:5 0,25 0,25
6:4 0,3 0,2
7:3 0,35 0,15
8:2 0,4 0,1
9:1 0,45 0,05

Apo6s a formagao dos complexos, o diametro médio hidrodinamico, Pdl ¢ PZ foram
determinados pela técnica de espalhamento de luz dindmico, do inglés Dynamic Light
Scattering (DLS), em equipamento Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, UK) a 25°C. As
medidas foram realizadas em triplicata com 10 determinac¢des do diametro para cada uma das

amostras.

4.2.2.5 Planejamento fatorial completo 3’ para obtencdo das nanoparticulas

reticuladas

Com base nos resultados do estudo da influéncia das propor¢des de GG/AR e BVZ na
formagdo de nanoparticulas (item 4.2.2.4), foram selecionadas para o delineamento fatorial as
formulacdes com maiores valores de PZ (em moddulo) e menores valores de PdI. Os fatores, ou
variaveis independentes, escolhidos para este estudo foram concentragdo da mistura polimérica
(GG/AR) (variavel 1 (v1)), concentragdo de BVZ (variavel 2 (v2)) e de agente reticulante AICl3
(varidvel 3 (v3)), nos niveis baixa, médio e alta, os quais foram transformados em valores
codificados —1, 0 e +1, respectivamente (Tabela 2). As respostas de interesse (variaveis
dependentes) avaliadas foram didmetro médio hidrodinamico, Pdl e PZ. Um planejamento
fatorial (PF) do tipo completo 3%, com 27 experimentos e com ponto central (n=3), foi realizado

com intuito de avaliar a influéncia das variaveis independentes sobre as respostas de interesse.
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Para cada experimento, as amostras foram preparadas em triplicata. O planejamento fatorial
(PF) do tipo completo 33 foi delineado e analisado utilizando-se o sofiware livre Gui Octave v.
1.0.14, para avaliar a influéncia das concentragdes de farmaco, polimeros e AlCI; na formagao

das nanoparticulas reticuladas.

Tabela 2. Niveis dos fatores selecionados e respostas avaliadas no PF completo 3°.

Variaveis independentes Niveis
Variaveis dependentes
(concentracoes)
-1 0 +1
Mistura polimérica (1:1, v/v) 0,15 025 035 Potencial Zeta
BVZ 0,15 0,25 035 Diametro médio
AICl3 0,015 0,02 0,025 PdI

Estudos preliminares foram realizados para determinar qual concentracdo de AICl3
utilizar na obten¢@o das nanoparticulas. Com base nos dados obtidos, foram selecionadas trés
concentragdes, 0,015 mg/mL, 0,02 mg/mL e 0,025 mg/mL de AICIls, as quais correspondem a
5%, 6% e 7%, respectivamente, em relagdo a massa total de polimeros.

Para o preparo das nanoparticulas reticuladas (Figura 14 a), seguiu-se procedimento
descrito no item 4.2.2.4; no entanto, uma solucdo de AICl3 (I mg/mL) foi previamente
adicionada a solug¢do de BVZ (Figura 14 b), de modo que ao final de cada preparagdo as
concentragdes finais de AlICl3 foram 0,015 mg/mL, 0,02 mg/mL e 0,025 mg/mL. Em seguida,
essa mistura foi adicionada por gotejamento a dispersao polimérica (GG/AR, 1:1, v/v) e o
conjunto foi mantido sob agitacdo magnética (400 rpm) por 10 minutos. As concentragdes finais
da mistura polimérica, BVZ e AICl; estdo apresentadas na Tabela 2.

As concentragdes de polimeros e farmaco foram previamente determinadas através das

analises das proporcdes descritas no item 4.2.2.4.
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Figura 14. Representagdo esquematica do processo de obtencdo das nanoparticulas nio reticuladas (A) e
reticuladas (B).
Fonte: autoria propria.

4.2.3 Caracterizacido fisico-quimica das nanoparticulas reticuladas e néo

reticuladas

4.2.3.1 Anélise do didmetro médio hidrodindmico e Pdl

O diametro médio hidrodinamico e PdI das nanoparticulas reticuladas e nao reticuladas
foram determinados utilizando-se a técnica de DLS, em equipamento Zetasizer Nano-ZS em
temperatura ambiente (25 °C), em um 4ngulo de detecgdo de 173°. A partir da relagdo de Stokes-
Einstein (Equacao 3) o equipamento ¢ capaz de medir o movimento browniano das particulas
em meio dispersante, ou seja, movimento em direcdes aleatdrias provocado pela colisdo entre
as particulas. As informagdes sobre o didmetro médio hidrodinamico e distribui¢ao de tamanhos
foram obtidas com o auxilio do software Zetasizer nano ZS v7.11. As medidas foram realizadas
em triplicata, com 10 determinagdes para cada amostra.

KT

Dh = po——s Equagao 3

Em que, Dh ¢ o diametro hidrodinamico, K a constante de Boltzman, T a temperatura absoluta,

n a viscosidade do meio dispersante ¢ D € o coeficiente de difusao.
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4.2.3.2 Analise do PZ das nanoparticulas

Para determinagao do PZ das nanoparticulas reticuladas e nao reticuladas, foi utilizado
analisador de particulas Zetasizer Nano-ZS, sob angulo de 173°, que através da equacgdo de
Smoluchowski (Equagao 4), fornece informagdes sobre as flutuagdes da luz espalhada em razao
da mobilidade eletroforética das particulas. Os resultados foram obtidos com auxilio do
software Zetasizer nano ZS v7.11 e as medidas foram realizadas em triplicata, com 10

determinagdes para cada amostra.

(== Equagdo 4

Em que, { ¢ o potencial zeta, p estd relacionado a mobilidade eletroforética, n indica a

viscosidade do meio dispersante e € a constante dielétrica.

4.2.3.3 Analise da morfologia e tamanho das nanoparticulas por microscopia

eletronica de varredura de alta resolucdao (MEV-FEG)

A morfologia e estrutura das nanoparticulas foram analisadas por microscopia eletronica
de varredura de alta resolucdo (FEG-MEV) em equipamento Jeol JSM-7500F. As
nanoparticulas ndo-reticuladas e reticuladas, obtidos no item 4.2.2.4 ¢ 4.2.2.5, respectivamente,
foram diluidas (1:25, v/v) em uma dispersao de Tween 20 (0,25 %, v/v), para evitar a
aglomeracdo das particulas durante o processo de secagem. As amostras foram dispostas em
suporte metalico (substratos) e secas em dessecador por 3 dias. Para anélise, o suporte contendo
as nanoparticulas secas foi submetido a um revestimento com material condutor (Carbono).
Para obter as fotomicrografias e realizar as medidas de tamanho das nanoparticulas foi utilizado

o Software Image J.

4.2.3.4 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (IV) com refletdncia

total atenuada (ATR).

As andlises foram realizadas em parceria com os Laboratério de Analises Quimicas do
Instituto de Quimica de Araraquara — IQ UNESP. Este estudo foi realizado com intuito de
avaliar possiveis interacdes entre polieletrolitos apds a complexacdo polieletrolitica e

reticulacao i0nica.
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Os espectros do BVZ, polimeros (GG e AR), nanoparticulas reticuladas e ndo
reticuladas, foram obtidos em espectrofotometro de absor¢ao na regido do infravermelho médio
com transformada de Fourier - VERTEX 70 (BRUKER), equipado com acessorio para reflexao
atenuada total (Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR-
FTIR), a uma resolugdo de 4 cm™!, 64 scans, na regido de 4000 cm™ — 400 cm™.

Para realiza¢do dos testes foram preparados 2 mL de solugdo de BVZ, da dispersao
polimérica (GG e AR), e das nanoparticulas reticuladas e nao reticuladas em suspensao, que
foram posteriormente congeladas (- 80 °C/24 horas) e liofilizadas (por 24 horas) utilizando-se
Liofilizador Micromo6dulo Thermo Scientific. Para liofilizacdo das amostras foi utilizado
crioprotetor (Trealose) (60 mg/mL), uma vez que o processo de congelamento pode afetar a

estrutura de proteinas.

4.2.4 Validacio da metodologia analitica para quantificacio de BVZ por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A validacdo foi realizada seguindo as normas da ANVISA, Farmacopeia Americana e
Conferéncia Internacional de Harmoniza¢ao (BRASIL, 2017; ICH, 2005; USP, 2011). Os
parametros de validacao avaliados a partir da deteccao por fluorescéncia foram: conformidade
do sistema, linearidade, precisdo intra e intercorrida, exatidao, especificidade/seletividade,
limite de deteccao (LD), limite de quantifica¢dao (LQ) e robustez.

Com objetivo de padronizar um método de quantificacdo do BVZ, incorporado as
nanoparticulas reticuladas e ndo reticuladas, bem como para os ensaios de dissolucdo e
eficiéncia de incorporacdo, foi desenvolvido e validado um método analitico utilizando-se
equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), modelo 1220 Infinity LC
(Agilent Technologies), com amostrador automatico e detector UV-Vis e Fluorescéncia, com
os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo ajustados para 280 nm e 360 nm,
respectivamente. As dilui¢gdes foram obtidas a partir de uma solugdo estoque de BVZ (1,25
mg/mL) em dgua ultrapura (Milli Q) e as condi¢des empregadas na metodologia estdo descritos

na Tabela 3.
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Tabela 3. Condi¢des empregadas na metodologia analitica.

PARAMETROS

Coluna HPLC 250 x 4, 6 mm; 3,6 um Phenomenex

Fase estacionaria .
C18, mantida a 80 °C.

Agua ultrapura (eluente A) e Acetonitrila (eluente
B) ambos com 0,1 % de acido trifluoroacético
(TFA), nas propor¢des de 97:3 (v/v) em modo

F ovel . . .
ase move gradiente de 0 — 8 min, seguindo com modo
isocratico até 13 min, até atingir propor¢ao 10:90
(v/v)
Fluxo 1,0 mL/min

A de excitagdo e emissdo (fluorescéncia) 280 nm e 360 nm

Volume de injecao 20 uL
Temperatura 80 °C
Tempo de corrida 13 Min

4.2.4.1 Conformidade do método cromatogrdfico

A conformidade € uma andlise integrante dos ensaios analiticos realizada para assegurar
a confiabilidade do meétodo cromatografico e, assim, assegurar que o0s parametros sao
apropriados para analise quantitativa do BVZ. Realizou-se a andlise de seis inje¢oes da solugao
de BVZ (200 pg/mL) preparada em fase mével (Agua+TFA (0,1%)), a partir da solugdo estoque
de BVZ (1,25 mg/mL).

Para o desenvolvimento deste método analitico alguns parametros cromatograficos
foram investigados como tempo de reten¢do (k) das areas, fator de cauda (FC), nimeros de

pratos (N) e simetria do pico (10%), todos fornecidos pelo software OpenLab LC.

4.2.4.2 Especificidade/Seletividade

A especificidade foi avaliada a partir da comparagao dos cromatogramas das amostras
contendo possiveis substancias interferentes (excipientes utilizados na composi¢ao do sistema),
em comparagdo com a amostra contendo somente BVZ. Nesse sentido, para verificar a
interferéncia dos polimeros e das nanoparticulas no comprimento de onda de méxima absorg¢ao

da proteina, a especificidade/seletividade foi determinada a partir da comparagdo entre os
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resultados cromatograficos obtidos com a mistura polimérica (0,35 mg/m) e da mistura
polimeros/AlCI3 (reticulante na concentragdo de 0,02 mg/mL). As analises foram realizadas em

triplicata.

4.2.4.3 Linearidade

A linearidade do método foi determinada a partir da constru¢do de uma curva analitica
do BVZ (4rea do pico versus concentragdo), partindo-se de uma solugdo estoque de BVZ (1,25
mg/mL). Foram preparadas oito diluigdes cujas concentragdes variaram entre 20 e 350 pg/mL
(20, 50, 100, 150, 200, 250, 300 e 350 pg/mL), em triplicata. A linearidade foi avaliada
utilizando-se a média dos valores das areas obtidas e a equagao da reta foi adquirida através do
estudo da regressao linear utilizando-se o método dos minimos quadrados e analise de variancia

(ANOVA) com auxilio do software livre Gui Octave v. 1.0.14.

4.2.4.4 Precisdo

A precisdo foi determinada por dois métodos, a precisdo intracorrida (repetibilidade) e
intercorrida (precisdo intermediaria), a partir de trés inje¢des das solugdes de BVZ nas
concentragdes 25, 200 e 350 pg/mL, obtidas a partir da solucao estoque de BVZ (1,25 mg/mL).
Para repetibilidade, as inje¢des foram realizadas no mesmo dia, sob condi¢des de trabalho
idénticas, enquanto na precisdo intermediaria, as andlises foram realizadas por analistas
diferentes e em dois dias diferentes, sob as mesmas condi¢gdes experimentais. O ensaio foi

realizado em triplicata e os valores de desvio padrao relativo (DPR%) foram avaliados.

4.2.4.5 Exatidao

Para o ensaio de exatiddo foram realizadas nove determinagdes de modo que foram
avaliadas dilui¢do de trés concentracdes diferentes, 50, 200 e 350 ug/mL (baixa, média e alta,
respectivamente), abrangendo a faixa de linearidade do método. As medidas foram realizadas
em quintuplicata e o valor da concentracdo média obtida para cada nivel foi comparado com o
valor teorico, considerado 100%, e a exatidao foi calculada através da Equagdo 6, em que C
expressa a concentracdo média determinada experimentalmente e C; a concentragdo teorica

correspondente.
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Exatiddo (5)= CE x 100 Equagédo 6
t

4.2.4.6 Limite de deteccao (LD) e de quantificacdo (LO)

O LD e LQ foram determinados utilizando-se solu¢des de BVZ nas concentra¢des
crescentes de 10, 15, 20, 25, 30 pg/mL, préximos ao limite inferior da curva analitica. Trés
curvas analiticas foram obtidas em triplicata e o LD e LQ foram calculados de acordo com a

Equagado 7 e 8, em que DP expressa o desvio padrdo e a a inclinagdo da reta.

LD= —x3 Equacao 7

LQ= —x10 Equagdo 8

4.2.4.7 Robustez

A robustez € um parametro avaliado durante o desenvolvimento do método analitico e
que representa a capacidade do método em resistir a pequenas e deliberadas variagdes das
condig¢des analiticas. Assim, a robustez foi avaliada a partir da inje¢do de uma diluicao de BVZ
na concentragdo de 200 pg/mL. Os fatores considerados para andlise da robustez foram
variagdes na temperatura da coluna (78 °C e 80 °C) e no fluxo (0,8; 1,0 e 1,2 mL/min) (BRASIL,
2017).

4.2.5 Eficiéncia de incorporacao (EI %)

A quantidade de BVZ incorporado foi avaliada pelo método indireto a partir da
quantificagdo do BVZ livre no sobrenadante. Assim, apds o preparo das nanoparticulas
reticuladas e ndo reticuladas, estes foram submetidos a centrifugacdo (15.000 rpm) em
ultracentrifuga (Thermo Scientific), em temperatura ambiente, por 30 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi coletado e a proteina foi quantificada por CLAE, a partir da equacdo da reta
da curva analitica obtida com método cromatografico previamente validado (item 4.2.4). A
determinagdo da EI (%) do farmaco nas nanoparticulas foi calculada pela Equacao 9, em que
M, indica a massa total do BVZ adicionado e Mp ¢ a massa de BVZ quantificado (livre no

sobrenadante).
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Ma—Mq

El (%) =

x 100 Equacao 9

4.2.6 Analises da estrutura conformacional do bevacizumabe

Diferentes técnicas foram exploradas para avaliar a conformacao estrutural da proteina
apos a obtengdo das nanoparticulas reticuladas e nao reticuladas e liberacdo do BVZ, ja que a
manutengao da estrutura de proteinas ¢ de fundamental importancia para garantir a eficacia e a

seguranca de produtos biofarmacéuticos.

4.2.6.1 Analise da estrutura secundaria do BVZ por espectroscopia de absorcdo na

regido do infravermelho (1V)

As andlises foram realizadas no laboratorio multiusuario de andlises quimicas do
Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara. O equipamento utilizado foi o VERTEX 70
(BRUKER).

A estrutura secundaria do BVZ incorporado as nanoparticulas foi avaliada pela
espectroscopia de absor¢do na regido do IV por transformagdes de Fourier, equipado com
acessorio para reflexdo atenuada total - ATR-FTIR (do inglés, Attenuated Total Reflectance-
Fourier Transform Infrared Spectroscopy). Os espectros do BVZ livre e das nanoparticulas
reticuladas e ndo reticuladas foram obtidos a uma resolucdo de 4 cm™!, 64 scans, na regido de
600 — 4000 cm™'.

Previamente ao teste, as nanoparticulas e a solu¢do de BVZ (1 mg/mL) foram
preparadas, congeladas (- 80 °C/24 horas) e liofilizadas (por 24 horas), em Liofilizador
Micromddulo Thermo Scientific. Para liofilizacdo das amostras foi utilizado crioprotetor
(Trealose) (60 mg/mL), uma vez que o processo de congelamento pode afetar a estrutura de
proteinas (JAIN; ROY, 2009). A escolha da Trealose com crioprotetor ¢ devido a sua presenga
na composicdo do farmaco (Avastin®).

Para avaliar a estrutura secundaria da proteina, utilizando-se o software Origin Pro 9.0,
foi aplicada a segunda derivada aos espectros obtidos na faixa de 1700 a 1500 cm™!, relativa a
regido da banda de amida I, que est4 diretamente relacionada a estrutura secundaria da proteina

(SOUSA; SARMENTO; NEVES-PETERSEN, 2017).
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4.2.6.2 Andlise da estrutura terciaria do BVZ por espectroscopia de fluorescéncia

As andlises de fluorescéncia foram realizadas em parceria com o Departamento de
Quimica e Fisica Molecular do Instituto de Quimica de Sao Carlos (USP), sob a supervisao do
Prof. Dr. Julio César Borges utilizando-se fluorimetro F400 (Hitachi).

Para avaliar a estrutura tercidria local do BVZ livre e incorporado as nanoparticulas,
utilizou-se como sonda a fluorescéncia intrinseca do triptofano. Os espectros foram obtidos
utilizando-se um comprimento de onda de excitagdo de 280 nm e acompanhou-se a emissao em
comprimentos de ondas na faixa de 300 nm a 420 nm, a uma velocidade de 240 nm/min, fenda
de excitagdo de 5 nm e de emissdo de 10 nm, sob uma voltagem PMT 700 w. Amostras contendo
a mesma concentracdo de polimero (0,35 mg/mL) e agente reticulante (0,015 mg/mL e 0,02
mg/mL) foram utilizadas como branco. As medidas de fluorescéncia de todas as amostras foram
realizadas em triplicata, utilizando-se cubeta de quartzo de 10 mm. A partir dos espectros foi
calculado o centro de massa espectral ([A]) que reflete o grau de exposi¢ao do triptofano ao

solvente aquoso (Equagao 10).

[A] =— Equacao 10

Em que, i corresponde aos comprimentos de onda utilizados para aquisi¢do dos espectros de

fluorescéncia; Fi € a intensidade de fluorescéncia em Ai e XFi € a somatoria de Fi.

4.2.6.3 Analise da desnaturacdo térmica do BVZ por microcalorimetria Exploratoria

Diferencial

As alteragoes estruturais devido a desnaturacao térmica da proteina foram analisadas em
equipamento de Microcalorimetria Exploratoria Diferencial (nanoDSC) (TA Instruments, New
Castle, DE), a uma taxa de aquecimento de 1°C min! e faixa de aquecimento de 0 - 100°C.
Imediatamente antes das andlises todas as amostras foram degaseificadas, utilizando-se
equipamento Degassing Station (TA instruments, USA). As curvas de nanoDSC obtidas para
BVZ livre, mistura de polimeros (GG/AR) e nanoparticulas reticuladas e nao reticuladas foram
avaliadas utilizando-se Software NanoAnalyze v. 2.1.13, o qual permitiu a aquisi¢do de

parametros termodinamicos relacionados ao processo de desenovelamento proteico.
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4.2.7 Analises térmicas

As andlises térmicas de DSC e TG/DTG foram realizadas em parceria com o Prof. Dr.

Edson A. Ticianelli do Grupo de Eletroquimica do Instituto de Quimica da USP de Sao Carlos.

4.2.7.1 Andlises de DSC e TG/DTG

As curvas de DSC e de TG/DTG do BVZ, mistura polimérica (GG/AR) das
nanoparticulas foram registradas em equipamento Mettler Toledo (Gieben, Suiga) a uma taxa
de aquecimento de 10 °C/min, sob fluxo de nitrogénio de 50 mL/min, na faixa de aquecimento
de 30 °C a 500 °C. Os experimentos foram conduzidos utilizando cadinho de aluminio contendo

aproximadamente 5 mg de amostra.

4.2.8 Estudo reologico para avaliacdo das propriedades mucoadesivas

4.2.8.1 Preparo das amostras

4.2.8.1.1 Preparo das dispersoes de mucina

A mucina (tipo II; Sigma-Aldrich®) foi dispersa em dgua MilliQ (5%; m/v), sob agitagio

magnética (700 rpm) durante 3 horas, em temperatura ambiente (~25 °C).
4.2.8.1.2 Preparo da mistura nanoparticulas/mucina
Apds o preparo das dispersdes de mucina (5 %), 5 mg das nanoparticulas reticuladas e
nao reticuladas liofilizadas foram adicionadas a dispersao de mucina, sob agitacdo magnética
(700 rpm), por 30 min. Em seguida, as misturas permaneceram em repouso por 30 min, antes

da realizacdo das medidas reoldgicas

4.2.8.2 Ensaios oscilatorios dindmicos

Os ensaios oscilatérios dinamicos foram realizados em redmetro Discovery Series

Hybrid Rheometer (DHR-1) (TA Instruments Ltd. Leatherhead, UK), acoplado a um banho
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termostatizado (Malgene®) em temperatura de 37 + 0,1°C. Os testes foram realizados
utilizando-se geometria cone—placa (SST ST) de 40 mm, com angulo 2 um e gap fixo de 52
um. As medidas foram obtidas pelo software HRI — 5332-1380: TA Instruments Trios
v.4.1.0.31739.

Os testes foram conduzidos com as misturas de nanoparticulas/mucina em diferentes
valores de pH (1,2 e 6,8), os quais foram considerados biorrelevantes para o TGIL. Antes da
realizagdo de cada medida, as amostras foram mantidas em repouso sobre a placa do redmetro

por 3 minutos, a 37 °C. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.2.8.2.1 Determinagdo da regido de viscoelasticidade linear

A regido de viscoelasticidade linear, para a selecdo da tensdo a ser empregada nas
analises de varredura de frequéncia, foi determinada para cada amostra, a partir da varredura de

tensdo, na faixa de 0,1 — 10 Pa, em frequéncia fixa de 1 Hz.

4.2.8.2.2 Determinagdo dos espectros mecdnicos (varredura de frequéncia)

Os espectros mecanicos foram obtidos variando-se a frequéncia oscilatoria na faixa
entre 0,1 e 100 Pa, sob tensdo constante previamente determinada a partir da regido de
viscoelasticidade linear de cada amostra (0,003 — 10 Pa). Foram avaliados os moddulos G’
(modulo elastico ou de armazenamento) e G” (mddulo viscoso ou de perda), em funcdo da

frequéncia.

4.2.8.2.3 Avaliagdo das propriedades mucoadesivas através do calculo do

modulo de interacdo

A partir da determinagao dos mdédulos G’ e G” (item 4.2.7.2.2) das dispersdes de mucina
e das misturas de nanoparticulas/mucina, o sinergismo reolégico foi determinado através do
calculo do médulo ou termo de interacao (AG’) das misturas (Equagao 11). (HAGERSTROM
et al., 2000).

G’mis = G’nano + G’muc + AG’ Equag:éo 11
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Em que, G’mis, G” nano € G’ muc $20 0s modulos elésticos da mistura nanoparticulas/mucina, das

nanoparticulas e da mucina, respectivamente e 0 AG’ ¢ o modulo de interagdo entre as misturas.

4.2.9 Estudo de dissolucio do BVZ

4.2.9.1 Determinacdo do perfil de liberacdo in vitro do BVZ

O perfil de liberagado in vitro do BVZ livre e incorporado as nanoparticulas reticuladas
e ndo reticuladas foi avaliado em HCI1 0,1 N (pH 1,2) durante 120 minutos e tampao fosfato (pH
6,8), por 240 minutos, a fim de mimetizar o gradiente de pH ao longo do TGI. Uma massa pr¢é-
determinada do BVZ livre e das nanoparticulas liofilizadas (NP1, NPIR1, NP1R2 e NP3)
respectiva a 0,6 mg de BVZ foi adicionada a 1,5 mL dos respectivos meios de dissolucdo em
tubos eppendorf e incubados em incubadora com agitagdo orbital (digital shaker MA 420 —
Marconi®), a 37 £ 0.1°C, sob agitacdo de 60 rpm, de acordo método proposto por Ferreira e
colaboradores (2017), com modificacdes. As condigdes sink foram mantidas durante todo teste.

As coletas foram realizadas em tempos pré-determinados (15, 30, 60 e 120 min para
HCl pH 1,2 e 15, 30, 60, 120, 240 min para tampao fosfato pH 6,8) e o meio
coletado foi filtrado em membrana de acetato de celulose 0,20 pm. A quantidade de farmaco
liberada foi quantificada por meio do método analitico previamente desenvolvido e validado
em CLAE (item 4.2.4). Os testes foram realizados em triplicata para cada meio de dissolugdo e

cada tempo de coleta.

4.2.9.2 Andlise da cinética de liberacdo do farmaco

Os mecanismos envolvidos no processo de liberagdo do farmaco foram avaliados
através da aplicagdo dos diferentes modelos matematicos (Primeira ordem, Weibull, Higuchi,
Korsmeyer-Peppas e Hixon & Crowell) aos dados de liberagdo, utilizando o software Sigma

Plot 10.0.

4.2.10 Analise da estrutura secundaria do BVZ por Dicroismo Circular apos a

incubacio em meio acido (pH 1,2) e tampao fosfato (pH 6,8)

As analises por dicroismo circular (DC) foram realizadas em parceria com o

Departamento de Quimica e Fisica Molecular do Instituto de Quimica de Sao Carlos (USP),
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sob a supervisdio do Prof. Dr. Julio César Borges, utilizando-se equipamento
espectropolarimetro (Jasco J-815), acoplado a um sistema Peltier de controle de temperatura.

Os espectros foram obtidos na faixa de 200 — 260 nm, em temperatura de 25 °C,
utilizando-se tempo de resposta de 2 s, data pitch (numero de pontos avaliados durante o scan)
de 0,5 nm, velocidade de aquisicdo de 50 nm/min e cubeta de quartzo de 0,1 cm. O volume de
amostra utilizada foi de aproximadamente 250 pL e todos os espectros foram obtidos com a
média de 36 varreduras. Foram avaliados as nanoparticulas reticuladas e ndo reticuladas,
contendo concentragdes conhecidas do BVZ (0,15 mg/mL e 0,35 mg/mL) e o BVZ livre (0,15
mg/mL e 0,35 mg/mL).

Para avaliacdo da estrutura secundaria do BVZ, os nanoparticulas e proteina livre foram
previamente incubados em HCI1 0,1 N pH 1,2 e tampao fosfato pH 6,8, em tubos eppendorf, os
quais foram colocados em incubadora com agitacdo orbital (digital shaker MA 420 —
Marconi®), em 37,0 + 0,1°C, sob agitagio de 60 rpm, de acordo da metodologia descrita para o
ensaio de dissolugdo. Apods 120 min de incubagao em HCI pH 1,2, e 240 min em tampao fosfato
pH 6,8, uma aliquota (1 mL) foi retirada, filtrada em membrana de acetato de celulose 0,45 um
e a quantidade de farmaco liberado foi quantificada em CLAE utilizando-se um método
analitico previamente validado (item 4.2.4).

Os espectros dos meios HCI 0,1 pH 1,2 e do tampao fosfato pH 6,8 foi subtraido dos
espectros das nanoparticulas, por meio do tratamento dos dados no software OriginPro 2015 v.
9.2.257. As analises foram realizadas em triplicata. Os valores obtidos foram normalizados pela

elipticidade residual molar (8) descrita pela Equagao 12:

_ (6x 100 x MM)

(cxIxn)

0 Equacdo 12

Em que, 0 ¢ a elipticidade em graus (Deg), MM ¢ a massa molar da proteina (g/mol), ¢ € a
concentragdo da proteina (mg/mL), 1 é o caminho dptico (cm) e n ¢ o numero de residuos de
aminoacidos.

O conteudo de estrutura secundaria da proteina foi estimado pelo software CDNN

Deconvolution.
4.2.11 Ensaios Celulares

Os ensaios celulares foram realizados em parceria com o Departamento de Ciéncias
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Biologicas da FCFAR-UNESP, coordenado pelo Prof. Dr. Fernando Rogério Pavan, com a

colabora¢do do doutorando Roni De Grandis.

4.2.11.1 Cultivo da célula Caco-2

Células de adenocarcinoma de c6lon humano (Caco-2) obtidas do Banco de Células do
Rio de Janeiro (BCRJ n° 0059) foram cultivadas em meio de cultura Meio Eagle Modificado
por Dulbecco (DMEM) (Gibco) suplementado com 20% (v/v) de soro fetal bovino (Gibco), L-
glutamina 2 mM, 1% de solucdo antimicética-antibidtica (5 mg/mL penicilina, 5 mg/mL
estreptomicina e 10 mg/mL de neomicina), 4,5 g/L de glicose e 3,7 g/L. de NaHCO3. Todas os
experimentos foram realizados em fluxo laminar classe II tipo A1 (Veco®, Campinas, Brasil) e
mantidas em estufa (Forma Series II, Water Jacket CO; Incubator (ThermoFisher Scientific -
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos)) com 5% de CO», a 37°C e 95% de umidade, de
acordo com os procedimentos para manutencdo de linhagens celulares propostos por BAL-
PRICE & COECKE (2011). Os experimentos foram conduzidos entre a terceira e a oitava
passagem, apos o descongelamento, com subcultivos a cada 3-4 dias para manter o seu
crescimento exponencial. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de exclusao por
azul de tripan e apenas as culturas com viabilidade superior ou igual a 90% foram utilizadas

nos experimentos.

4.2.11.2 Ensaios de Viabilidade Celular em monocamadas de células Caco-2

A atividade do BVZ livre e incorporado as nanoparticulas reticuladas e nao reticuladas
foi avaliada utilizando-se como substancia indicadora o cloridrato de resazurina (Sigma-
Aldrich), que possui potencial redox (6xido-redugdo), com mudancga colorimétrica e indicador
de fluorescéncia em resposta ao metabolismo celular de acordo com o protocolo de Page e
colaboradores (1993). As células foram semeadas em microplacas de 96 pogos obtendo uma
concentracdo celular de 1,5 x 10* células/poco, e incubadas sob as condi¢des padronizadas de
cultivo (5% de COz a 37°C e 95% de umidade), durante 24 horas para permitir a aderéncia
celular. Para o teste, as amostras foram preparadas, liofilizadas, ressuspensas em agua e as
diluicdes foram realizadas em microplaca, obtendo-se concentragdes de 25 - 300 pg/mL. Como
controle positivo foram utilizadas as células tratadas com metilmetanosulfonato (MMS, 300
uM) e para controle negativo as células sem qualquer tipo de tratamento. Novamente as células
foram incubadas por 4 e/ou 24 horas e apds esse periodo, o meio de cultura foi removido. Em

seguida, foram adicionados 50 puL de cloridrato de resazurina 0,01% (m/v) e as placas foram
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novamente incubadas por 2 horas. As leituras da fluorescéncia foram realizadas em um
espectrofluorimetro CaryEclipse (Agilent Technologies - Santa Clara, EUA) nos comprimentos

de excitagao e emissao de 560 e 590 nm, respectivamente.

4.2.11.3 Resisténcia elétrica transepitelial (TEER)

Previamente ao ensaio de permeabilidade, a monocamada de células foi lavada com
solugdo balanceadas Hank’s (Gibco), contendo 200 mM de HEPES (Sigma) com pH ajustado
para 7,4. As células foram mantidas neste tampao por 20 minutos a 37° C e, em seguida, as
medidas de TEER (do inglés, transepithelial electrical resistance) (Q x cm?) foram realizadas
sob o sistema Transwell®, utilizando-se um minivoltimetro Millicell ERS® - Millipore, através
da inser¢do do eletrodo no compartimento basolateral e compartimento apical, como mostra a
Figura 15. As medidas foram realizadas nos 10°, 15° e 21° dias de cultivo (YU; HUANG, 2011),
com intuito de avaliar a integridade das monocamadas, e os resultados de TEER > 200 Q.cm?2

foram consideradas adequadas para os estudos de permeabilidade (FERNANDES et al., 2015).

4.2.11.4 Permeabilidade intestinal in vitro em monocamadas de células Caco-2

Para o ensaio de permeabilidade, as concentragdes das amostras e dos controles
foram determinadas nos ensaios de citotoxicidade, garantindo a viabilidade da monocamada.

Os estudos de permeabilidade em células Caco-2 foram realizados com solucdo
de BVZ livre (200 pg/mL) e com as nanoparticulas reticuladas e ndo reticulada (NP3, NPIR1
e NP1R2) contendo 300 pg/mL de BVZ. Apos a lavagem com tampao Hank’s e realizacdo das
medidas de TEER, os experimentos foram iniciados a partir da adi¢do de 1,0 mL de tampao de
Hank’s pH 7,4 no compartimento basolateral (receptor), e de 500 pL das nanoparticulas (300
pg/mL) e do BVZ livre (200 pg/mL) dispersos em tampao Hank’s nos compartimentos apicais
(doador) das placas Transwell®. Como controles de permeabilidade e da integridade da
monocamada foram utilizadas solug¢des padronizadas de 10 pg/mL de cloridrato de verapamil
(Sigma) e fluoresceina (Sigma), como marcadores padrdes de transporte transcelular e
paracelular, respectivamente.

As placas foram mantidas sob agitagcdo, incubadora com agitacao orbital (digital shaker
MA 420 — Marconi®), a 37 £ 0.1°C, sob agitagcdo de 25 rpm. Nos tempos pré-determinados (0,
15, 30, 60, 120, 180 e 240 min), aliquotas de 200 pL das amostras foram coletadas a partir do
compartimento basolateral, seguida pela reposi¢ao reposicao de 200 pL de tampao de Hank’s

fresco, mantido a 37° C, com a finalidade de manutencao do volume do meio no compartimento.
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A permeacdo do BVZ para o compartimento basolateral foi detectada por CLAE. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata.

Os resultados foram expressos em porcentagem de permeabilidade, porcentagem de
farmaco no compartimento apical do inserte.

Calculou-se também a permeabilidade aparente (Papp) utilizando a Equagao 13.

Papp (cm.s) = Z—f X %Co Equacdo 13.

Em que, dQ/dt representa o fluxo do fairmaco do lado mucosal para o lado serosal; C0, ¢
concentragdo inicial de BVZ no compartimento luminal e 4 ¢ a 4rea da membrana, a qual

corresponde a A = extensdo x diametro.

Eletrodo

Inserto

Compartimento
Apical

l

40 R O
| .

Monocamada de ‘3.....'.,.in (|8 n a s
células Caco-2 \

Compartimento
Basolateral

Membrana microporosa

Figura 15. Esquema ilustrativo da medida de resisténcia transepitelial (TEER) em monocamadas de células Caco-
2, utilizadas nos estudos de permeabilidade.
Fonte: Adaptado de:ALI; RYTTING (2014).

4.2.12 Analise da atividade anti-angiogénica utilizando modelo membrana

corioalantoica (CAM) em ovos de galinha

As analises utilizando a CAM foram realizadas em parceria com o Centro de Pesquisa
em Otica e Fotonica do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (USP), sob a supervisio do Prof. Dr.
Vanderlei Salvador Bagnato e colaboragdo da Dra. Hilde Buzza.

Um total de 150 ovos de galinha fertilizados foram fornecidos pela granja da empresa
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A’doro SA (Sao Carlos, SP, Brasil). No primeiro dia do desenvolvimento embrionario (ED, do
inglés embryo development) os ovos foram limpos com alcool 70 % e, em seguida, incubados
verticalmente (37°C e 70% de umidade relativa), por um periodo de 3 dias. Durante esse
periodo, os ovos foram mantidos em um suporte que efetua meia rotagcdo a cada 30 min, com
intuito de evitar a formagao de membrana na casca do ovo.

No terceiro dia do experimento (ED3), a rotagdo foi interrompida, e antes de realizar a
abertura do orificio nos ovos, estes foram novamente limpos com alcool 70 % e, sob o fluxo
laminar e condi¢des assépticas, foram abertas janelas circulares (aproximadamente 2 cm?) na
casca dos ovos, possibilitando o acesso a CAM e a retirada de 3-4 mL de albumina (com agulha
25G e seringa). Posteriormente, esses orificios foram selados com a utilizacdo de uma fita
transparente (Fita adesiva mdgica 25x65 Scotch® 3M), para evitar a desidratacio e
contaminagdo dos ovos, que foram novamente colocados na estufa até o sexto dia do
experimento (ED6), em que foram adicionadas 200 pL de cada formulagao.

Seis grupos experimentais (n = 3) foram testados onde os ovos foram incubados com o
soro fisiologico (0,9 %), utilizado como controle negativo, solu¢cdes do BVZ, nas concentracdes
de 0,15 mg/mL e 0,35 mg/mL como controles positivos, a dispersdo polimérica (GG/AR (1:1),
1 mg/mL), as amostras ndo reticuladas (NP1 e NP3) e reticuladas (NP1R1 e NP1R2).

Foram registradas imagens da vasculariza¢do, utilizando-se uma cdmera com aumento
de até¢ 200x (USB Digital Microscope - AVANTGARDE, China), sempre antes da adi¢do das
amostras e a cada 24 horas.

As etapas experimentais seguiram os principios €ticos da experimentag¢do animais, apos
a analise e aprovagdo do projeto pelo Comité de ética no uso de animais da USP - IFSC
(CEUA/IFSC-USP parecer n° 7210310718) (documento em anexo).

Uma analise qualitativa dos dados foi feita considerando o tempo de viabilidade dos ovos
e pela analise das imagens obtidas pds aplicacdo da formulagdo comparada a imagem anterior.
Uma analise quantitativa também foi realizada a partir das imagens, usando software ImageJ v.
1.48 e a medida dos diametros e comprimentos de cada vaso individualmente. A partir dos
valores obtidos, um histograma com distribui¢cao do niumero de vasos foi construido com o uso
do software Origin 9.0, para avaliagdo da resposta correlacionando didmetro do vaso com seu
respectivo comprimento. Essa andlise foi realizada para cada imagem em cada tempo pds
aplicacdo, sempre usando como referéncia os valores encontrados no primeiro dia do ensaio
(imagem realizada antes da aplica¢do das amostras).

A viabilidade dos ovos foi verificada antes da aplicacdo das amostras e todos os dias
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durante o experimento, através da observacdo da membrana, que apresenta cor amarelada pela
auséncia de vasos sanguineos, caso o embrido esteja inviavel. Nesse caso, eles foram retirados
da estufa, colocados na geladeira e, posteriormente, devidamente descartados no Incinerador
Publico de Sao Carlos. Os ovos vidveis submetidos aos procedimentos experimentais foram
descartados da mesma maneira ao final dos testes.

O protocolo foi realizado com os embrides até o 14° do desenvolvimento embrionario,
usando como base o que estabelece a recomendagdo norte americana Policy for Use of Avian
Embryos Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC; USA). O artigo 2 dessa norma
(IACUC/item 2) define textualmente que “embrides de galinha mais jovens que 15 dias (ED15)
sdo considerados incapazes de sentir dor (ndo susceptiveis a experiéncia nociceptiva),
recomendando que os embrides mais jovens (ED14 ou menos) sejam submetidos a eutandsia

por meio da hipotermia, tipicamente pela disposi¢cdo dos ovos em freezer a -20 °C”.
4.2.13 Analise estatistica

Quando aplicavel, as diferencas significativas entre os valores obtidos foram avaliadas
por andlise de varidncia (ANOVA) seguida por comparacdes multiplas pelo método de Tukey
(p <0,05), com auxilio do software Origin 9.0, Statistica 10.0, GraphPad Prism 5 e Sigma Plot
10.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao e caracterizacgao fisico-quimica dos materiais poliméricos

5.1.1 Retrogradaciao do amido

A retrogradagdo € uma técnica amplamente empregada para melhorar as propriedades
fisico-quimicas do amido (solubilidade, intumescimento, propriedades reologicas,
mucoadesividade, resisténcia enzimatica) (ASHWAR et al., 2016; CHUNG et al., 2006;
MENEGUIN et al., 2018; MENEGUIN et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2017; ZHOU et al.,
2010) para promover modificagdes fisico-quimicas no amido, levando a formag¢ao de um novo
material, com propriedades modulaveis, o qual pode ser utilizado para aplicagdes especificas.
A taxa de retrogradacdo depende de varios fatores, incluindo a origem, tipo e concentragdo do
amido, o tempo e a temperatura de aquecimento ¢ resfriamento (WANG; COPELAND, 2013).

No processo de retrogradagao (Figura 16), na etapa de gelatinizacdo, o aquecimento do
amido em excesso de dgua promove a absor¢do de agua e o intumescimento dos granulos,
levando a quebra das ligacdes de hidrogénio entre as cadeias poliméricas e rompimento dos
granulos, perturbando a estrutura granular que perde sua organizagdo molecular e,
consequentemente, a birrefringéncia. O intumescimento continuo leva a um fendmeno
irreversivel de ruptura dos granulos e lixiviagdo dos polimeros (amilose e amilopectina) para
fora da estrutura, resultando no visivel aumento da viscosidade. Possivelmente, a gelatinizagao
aconteca primeiro nas regides amorfas (cadeias amilose), onde as ligagdes de hidrogénio sdo
menos numerosas € o polimero mais susceptivel a dissolugdo. Por outro lado, o aquecimento
continuo promove a gelatinizacdo das regides cristalinas (amilopectina) (CEREDA et al.,
2001).

Durante a retrogradagdo, com o resfriamento do amido gelatinizado, as cadeias de
amilose e amilopectina perdem energia e tendem a se reassociar e, através de interagdes
supramoleculares (ligagdes de hidrogénio e forcas de van der Waals), passam por um processo
de reorganizagdo estrutural e recristalizagdo, resultando na formag¢do de zonas de jung¢do entre
as moléculas que originam estruturas, completa ou parcialmente ordenadas, as quais diferem
dos granulos nativos (BEMILLER, 2011; DONA et al.,, 2010 HARALAMPU, 2000;
HOOVER etal.,2010; LIU etal., 2005; POLESI, 2009; WANG; COPELAND, 2013; WANG
et al., 2015).
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A retrogradagdo ¢ um processo irreversivel em que ocorre a transicdo do estado
altamente intumescido e solubilizado do amido (amido gelatinizado) para o estado insoluvel,

contraido e semicristalino (POLESI, 2009).
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Figura 16. Etapas da gelatinizag@o e retrogradag@o da alta amilose (High amylose — Hylon VII).
Fonte: Adaptado de FOOD-INFO. Starch. Disponivel em: http://www.food-info.net/uk/carbs/starch.htm. Acesso
em 02/02/2018.

O método de retrogradagdo utilizado neste estudo (ciclos térmicos alternados durante
16 dias), baseado no procedimento proposto por Park e colaboradores (2009) foi previamente
explorado em outros trabalhos de nosso grupo de pesquisa e demonstrou ser eficiente para a
obtencdo de um material com elevado teor de amido resistente (> 50%) (CARDOSO, 2014;
MENEGUIN et al., 2014). Os estudos evidenciaram ainda que a retrogradagdo resultou em um
material com maior adesividade e com a presenca de estruturas cristalinas do tipo B (duplas
hélices) e tipo V (hélices simples) diferentemente do amido nativo (alta amilose - Hylon VII®).

A recristalizagdo lenta e continua do amido, ao longo dos 16 dias de retrogradacao,
favoreca uma maior reorganizacao estrutural levando a reassociagdao das cadeias poliméricas
em um estado mais ordenado. Park e colaboradores (2009), com base nas analises de DSC,
sugeriram que a retrogradacdo em ciclos alternados de temperatura durante 16 dias, resulta na

formagdo de cristais imperfeitos (durante o armazenamento em baixa temperatura - 4 °C), os
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quais se fundem quando armazenados em 30 °C. Assim, essa sequéncia de eventos permite que
os cristais formados tornem-se cada vez mais perfeitos, e ao final do processo uma rede
estrutural de elevado nivel de organizagao seja formada.

Durante a retrogradagao, a amilose € capaz de recristalizar mais rapidamente, em relagao
a amilopectina, e se reassociar formando estruturas em duplas hélices, estabilizadas por ligagdes
de hidrogénio, originando estruturas cristalinas termicamente mais estaveis (DENARDIM E
SILVA, 2008). Os cristalitos formados ficam embebidos em uma matriz amorfa que dificulta o
acesso de enzimas digestivas (DIMANTOV et al., 2004; HTOON et al., 2009). Assim, o
elevado contetdo de amido resistente obtido a partir da retrogradagdo da alta amilose (Hylon
VII), representa um material promissor para o desenvolvimento de sistemas para liberacao
colonica de farmacos, devido a sua potencial capacidade de ser metabolizado somente por
enzimas colOnicas, escapando da digestdo no estomago e intestino delgado (DIMANTOV et

al., 2004; HTOON et al., 2009; WALTER; SILVA; DENARDIN, 2005).

5.1.2 Birrefringéncia das dispersdes de alta amilose, amido gelatinizado e amido

retrogradado

Devido a sua natureza semicristalina, os granulos de amido exibem diferentes niveis de
organizagdo, 0s quais sdo responsaveis pelas propriedades de birrefringéncia e cristalinidade
desse material. A alta amilose (Hylon VII) ¢ um homopolissacarideo semicristalino constituido
por cadeias de amilose (regides amorfas) e amilopectina (regides cristalinas) (DENARDIN;
SILVA, 2009; DONA et al., 2010; PARAGINSKI et al., 2014; SINGH et al., 2003), e devido
ao seu elevado conteudo de amilose (~68 %) € capaz de, apds a retrogradagdo, originar uma
estrutura organizada em que os cristalitos estdo distribuidos ao longo de uma matriz amorfa
(DIMANTOV et al., 2004; HTOON et al., 2009).

A refragdo através dos dominios cristalinos resulta em uma estrutura tipica de “Cruz de
Malta”, caracterizada pela orientacdo radial das macromoléculas, centralizada no ‘“hilum”
(centro da cruz), regido considerada como ponto de crescimento do granulo (ELIASSON, 2004;
PASCOAL, 2014).

As fotomicrografias das dispersdes de alta amilose em 4gua, antes e apds a

gelatinizagdo, e apos a retrogradagdo estdao apresentadas na Figura 17.
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Figura 17. Fotomicrografias dos granulos de alta amilose antes e apods a gelatinizagdo, e ao final do processo de
retrogradagdo, sob luz normal (A, C e E) e luz polarizada (B, D e F).

Para a alta amilose (AA) dispersa em 4agua em temperatura ambiente, verificou-se a
presenca dos granulos integros (Figura 17 A), cujas caracteristicas ndo foram perdidas, uma vez
que o comportamento birrefringente com “Cruzes de Malta” bem definidas (Figura 17 B) foi

evidenciado. Essa birrefringéncia refere-se ao elevado grau de organizagao das macromoléculas
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arranjadas em orientacdo radial no interior dos granulos, uma caracteristica inerente ao amido,
de acordo com Biliaderis (2009) e Dernardim e Silva (2009).

ApoOs a gelatinizacao da alta amilose, através do tratamento hidrotérmico (121 °C/15
min), as imagens revelaram a presenca simultdnea de granulos integros intumescidos e
rompidos (Figura 17 C), provavelmente devido a heterogeneidade de cristais presentes nos
granulos, os quais se fundem em temperaturas diferentes.

A quantidade de “Cruz de Malta” diminuiu, provavelmente devido a fusdo de cristalitos
e perda da organizacao estrutural o que, consequentemente, resulta na reducao da
birrefringéncia (Figura 17 D), sendo essa reducdo mais evidente no centro do granulo (“hilum”),
pois segundo Singh e colaboradores (2003), a gelatinizagdo ocorre inicialmente no “hilum” e
tende a se expandir para a periferia, de modo que o processo ocorre primeiro nas regides
amorfas, devido a fragilidade das ligagcdes de hidrogénio nessa regido.

As fotomicrografias do AR revelaram um material com maior quantidade dos granulos
rompidos (Figura 17 E), enquanto a microscopia de luz polarizada exibiu uma menor
birrefringéncia, comparada a alta amilose em dispersdo e gelatinizada, com a presenca de
diferentes tipos de estruturas cristalinas (Figura 17 F). Esse comportamento ndo
necessariamente indica que houve a amorfizagdo do material, mas sim, que ap6s o processo de
retrogradacdo, as cadeias de amilose e amilopectina recristalizaram formando estruturas
parcialmente ordenadas, com um nivel de organiza¢do diferente daquele observado nos
granulos integros, onde as moléculas de amilopectina estdo arranjadas radialmente (WANG et

al., 2015).

5.1.3 Determinacio da massa molar média dos polimeros utilizando espalhamento

de luz estatico (SLS)

O SLS ¢ uma técnica muito utilizada na caracterizagdo de materiais poliméricos e mede
o excesso de intensidade da luz dispersa por uma solucao em relacdo a intensidade da luz
espalhada por um solvente puro (MERTINS, 2008). A partir do conhecimento do incremento
do indice de refragdo (dn/dc) de um sistema polimero-solvente € possivel, através da técnica de
SLS, determinar a massa molar ponderal média e o segundo coeficiente virial (A2) dos
materiais.

A massa molar média dos polimeros representa o tamanho da cadeia do polimero e ¢é

um parametro importante capaz de influenciar diretamente as propriedades fisicas desses
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materiais (BRUNER; DAUSKARDT, 2014). O A; ¢ uma propriedade importante que descreve
a magnitude da interacdo entre solvente e a cadeia polimérica, ou seja, interagdes polimero-
polimero e polimero-solvente (MURPHY, 1997). O A, pode assumir valores positivos ou
negativos, os quais estdo diretamente relacionados as forgas atrativas ou repulsivas entre as
particulas, além de permitir avaliar como essas interacdes podem ser influenciadas por
diferentes solventes (ENOKI, 2010).

Dentro do contexto da nanotecnologia, o conhecimento da massa molar média de
materiais poliméricos ¢ fundamental, uma vez que esse parametro pode afetar os mecanismos
de formacgdo e a estabilidade das nanoparticulas, além de influenciar no tamanho da particula,
na eficiéncia de encapsulacao de farmacos, nas interagdes fisico-quimicas, na taxa de liberacao
do farmaco aprisionado e nas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas do farmaco
liberado a partir de nanocarreadores (GUPTA, 2016; KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

Considerando que a intensidade da luz dispersa através das particulas, em um meio
dispersante, ¢ proporcional a sua concentragdo, os valores de massa molar média foram
determinados a partir da intensidade da luz espalhada (Kc/RO) medida em varias
concentragdes, a um determinado angulo. Sendo assim, o intercepto no grafico de Debye
(Kc/RO versus a concentragao) (Figura 18) representa a massa molar média e a inclinagdo da

reta o As.
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Figura 18. Grafico de Debye apresentando a massa molar média dos polimeros.

A GG apresentou massa molar média de aproximadamente 158,25 + 42,68 kDa (r

2:

0,89), valor préximo aquele relatado pelo fabricante (200 — 300 kDa) (KELCOGEL:GELLAN
GUM BOOK) e por Prezotti (2017), em estudos com nanoparticulas a base de GG e pectina.
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De acordo com o valor obtido, a GG pode ser considerada um polimero de elevada massa molar
composta por unidades repetidas de a-L-ramnose, B-D-glicose e B-D-acido glucurénico nas
propor¢des 1:2:1(ALVAREZ-LORENZO et al., 2013; OSMALEK et al., 2017). Varios
estudos relatam que a massa molar média da GG varia entre 70 e 500 kDa e essa variagao pode
estar relacionada a fonte de extracdo e/ou processo de obtencdo (MEHBOOB et al., 2015;
MORRIS et al., 2012; PRAJAPATI et al., 2013).

O DMSO ¢ um solvente bastante utilizado e capaz de solubilizar o amido sem causar
degradacao, como poderia acontecer com outros solventes (HAN; LIM, 2004). Assim, para
avaliar a massa molar média do AR, uma mistura de 4gua:DMSO (1:9) foi utilizada, pois
segundo Han e Lim (2004) e Peng e Perlin (1987) essa mistura é capaz de aumentar a eficiéncia
na solubilizacdo do amido devido ao rompimento dos granulos remanescentes.

A massa molecular média do AR foi de 1803 + 605,34 kDa (r*> = 0,87), 11 vezes maior
que a massa molar média da GG. Segundo Trinh (2015) esse comportamento ¢ caracteristico
de amidos que possuem elevado contetido de amilose (Hylon VII).

Polimeros de baixa massa molar contribuem para a formacao de particulas menores,
porém apresentam em sua estrutura cadeias poliméricas menores que degradam-se mais
rapidamente. Em contrapartida, polimeros de alta massa molar dispdem de cadeias mais longas
e flexiveis e apesar de formar particulas maiores, devido a maior viscosidade das dispersdes,
sdo capazes de diminuir o efeito busrt e controlar as taxas de liberagdao do fArmaco (GUPTA,
2016; HANS; LOWMAN, 2006; KUMARI et al., 2010). Oliveira e colaboradores (2011), em
estudos com microesfera de acetobutirato de celulose contendo cetoprofeno, avaliou o efeito da
massa molar desse polimero nas propriedades de liberacao do farmaco, e concluiram que a
elevada massa molar média do polimero reduziu o efeito burst e prolongou a liberagdo do
cetoprofeno.

Polimeros de elevada massa molar sdo capazes de produzir uma dispersdo fisicamente
mais estavel, em comparagdo aos polimeros de baixa massa molar (SEPASSI et al., 2007).
Nesse sentido, os materiais estudados (GG e AR) podem ser considerados materiais
promissores para produ¢do de nanocarreadores para liberagdo controlada do BVZ.

Valores positivos de Az indicam uma maior interagdo entre polimero e solvente, sendo
este apropriado para a solvatagdo das cadeias poliméricas. De modo oposto, se 0 A2 possuir
valor negativo a interagdo inter e intramolecular ¢ elevada, podendo levar a agregacao
(MURPHY, 1997, RODEMBUSCH, 2001). Neste sentido, o valor de A2 da GG e do AR foram
positivos, 0,253 + 0,0043 mL. Mol/g?> e 0,0005 +0,0004 mL. Mol/g?, respectivamente,
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indicando que as interagdes entre polimeros e solventes sdo favoraveis, evitando a agregacao e
demonstrando que os solventes utilizados (4gua para GG e DMSO para o AR) foram adequados
para solvatacao das cadeias poliméricas.

5.2 Desenvolvimento das nanoparticulas reticuladas e nao-reticuladas

5.2.1 Estudos para otimizac¢ao das condicées para obtencao das nanoparticulas

5.2.1.1 Analise da influéncia do pH na formacdo dos sistemas

A complexac¢do polieletrolitica ocorre pela associacdo entre polieletrolitos de cargas
opostas em meio aquoso (polimero-polimero, polimero-farmaco e polimero-fArmaco-polimero)
através de interagdes intermoleculares, como ligagdo de hidrogénio, forcas de Coulomb e de
Van der Waals (BERGER; REIST; MAYER; FELT; PEPPAS; et al., 2004). Alguns parametros
podem influenciar a formagao das nanoparticulas, como concentragdo do polieletrélito, forca
i6nica, massa molar, pH do meio dispersante, distribui¢do e densidade de carga, tempo e
temperatura de agitacdo (LANKALAPALLI; KOLAPALLI, 2009).

A densidade de carga dos polimeros depende da capacidade de ionizagdo desses
materiais, sendo que essa propriedade pode ser influenciada pelo pH do meio dispersante. Nesse
sentido, o objetivo deste estudo foi determinar o valor de PZ dos polidnions (GG e AR) e
policdtion (BVZ) em fung¢do do pH do meio, para verificar em que regido de pH os
polieletrolitos exibiriam maior densidade de carga para favorecer a interagao entre eles.

Inicialmente, a medida do PZ da solu¢do aquosa do BVZ (1 mg/mL), obtida a partir da
dilui¢io comercial de BVZ (Avastin®), e a variacdo de pH (1,2 a 7,4) na solugdo de BVZ levou
a instabilidade da proteina, que apresentou grandes varia¢des de carga e formacao de agregados,
exibindo resultados inconsistentes. Assim, a medida do PZ do BVZ foi realizada somente no
pH original da solu¢do comercial de BVZ (Avastin®) (pH 6,2), e foi encontrado o valor de + 9
mV.

A Figura 19 mostra os valores de PZ das dispersdes poliméricas em funcao do pH.
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Figura 19. PZ (média e DP) das dispersdes de GG e AR em fun¢do do pH.

A GG e o AR apresentaram-se negativamente carregados em toda faixa de pH estudado,
provavelmente devido a ionizagdo dos grupos carboxilicos (COOH) da GG e dos grupamentos
hidroxilas (OH) do AR presentes nas estruturas poliméricas.

Entre o pH 1,5 e 4,8 houve um aumento significativo da carga negativa da GG, de -5
mV (pH 1,5) para aproximadamente -35 mV (pH 4,8). Entre pH 5,0 e 7,7 os valores de PZ
permaneceram constantes (aproximadamente -37 mV). Em valores de pH mais elevados, acima
do pH 6,0, que ¢ superior ao pKada GG (pKa=3,5), as cadeias poliméricas estdo negativamente
carregadas, em razdo da ionizagdo dos grupos carboxilicos (COOH) em anions carboxilatos
(COO0.).

Os resultados encontrados neste estudo estdo de acordo com dados reportados na
literatura para estudos com sistemas contendo GG (FASOLIN et al., 2013; PICONE; CUNHA,
2013; PREZOTTI, 2017; VILELA et al., 2015). A GG possui um pKa préximo a 3,5,
determinado pela presenca dos residuos de acido glucurdnico. Em valores de pH acima de seu
pKa, a densidade de carga negativa da GG aumenta devido a ionizagdo dos grupos carboxilicos
do écido glucurénico (JONG; VAN DE VELDE, 2007; PICONE; CUNHA, 2013). Em valores
reduzidos de pH (abaixo do seu pKa = 3,5), a ionizagdo ocorre nos grupos carboxilicos laterais

das moléculas da GG, reduzindo seu carater anionico. Os fons H' se ligam a superficie das
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hélices individuais da GG, o que diminui sua densidade de carga, reduzindo a mobilidade das
cadeias, o que pode ainda favorecer a agregacao (GIAVASIS et al., 2000; HORINAKA et al.,
2004).

O AR apresentou valores de PZ proximo a -8 mV acima do pH 6,0, demonstrando que
esse polimero também apresenta-se negativamente carregado em meio aquoso. Abaixo do pH
6,0, € possivel verificar uma leve reducao da densidade de carga. Esse comportamento deve-se
ao fato de que a medida que o pH aumenta, os grupos hidroxilas (OH) do AR se desprotonam
e a densidade de carga negativa aumenta, conforme relatado em estudos recentes
(ROMDHANE et al., 2015; WEI et al., 2014).

Assim, os maiores valores de PZ dos polimeros apresentaram-se na faixa de pH 6 — 7,4
(Figura 19), indicando a maior densidade de carga nessa regido ¢ resultante da ionizacdo dos
grupos carboxilicos e hidroxilas dos polieletrélitos. Nessas condicdes, a interacdo entre as
moléculas dos polimeros (através de ligagdes de hidrogénio) pode ter favorecido a formagao
das nanoparticulas. Nesse sentido, os sistemas foram obtidos em meio aquoso, em pH 6,2, em
que ambos polimeros e proteina apresentaram maior densidade de carga (BVZ +9 mV; AR -6
mV; GG -37 mV; GG/AR ~ -23 mV), devido ao maior nimero de grupamentos ionizaveis das

cadeias poliméricas correspondentes no meio.

5.2.1.2 Analise da influéncia da proporcdo de polimero e farmaco no didametro

médio hidrodindmico, Pdl e PZ das nanoparticulas

O interesse no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados baseados em mistura de
polissacarideos, como GG e AR, fundamenta-se nas caracteristicas particulares que esses
materiais apresentam, como ampla biodisponibilidade e biocompatibilidade, atoxicidade e
especialmente o baixo custo, além da capacidade mucoadesiva e de degradagdo seletiva pela
microflora colonica. Tais propriedades contribuem para a vetorizacao do sistema para célon e
para a interacdo com a mucosa intestinal possibilitando a liberagao sitio especifica do farmaco,
além de garantir a sua protecdo contra a degradacdo enzimatica nos segmentos superiores do
TGI (FERRARI, 2005; GUPTE; CIFTCI, 2004; MA; COOMBES, 2014).

A interacdo entre os polieletrdlitos ocorre principalmente através de atracao
eletrostatica; entretanto, outros tipos de interagdes supramoleculares podem estar envolvidos
no processo, como ligacdes de hidrogénio, for¢as de Van der Waals e intera¢des hidrofobicas

(AHMADI et al, 2015; GUBBALA, 2012; INAMDER; MOURYA, 2010;
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LANKALAPALLI; KOLAPALLI, 2009; VASCONCELOS, 2007).

A formacao e estabilidade das nanoparticulas dependem de varios fatores, como o tipo
dos polieletrolitos, seu grau de ionizagdo, massa molar, concentragao e propor¢ao das misturas
de polieletrolitos, distribui¢ao de cargas ao longo das cadeias poliméricas, natureza e a posi¢ao
dos grupos ionizados, flexibilidade das cadeias, temperatura, for¢ca idénica, pH do meio de
reacdo, ordem de adi¢do, razdo e propor¢do das misturas poliméricas (DAKHARA;
ANAJWALA, 2010; MEKA et al., 2017b).

O processo de formagao das nanoparticulas compreende trés passos, sendo o primeiro
relativo a formacdo dos complexos primérios randdmicos, que ocorre em um tempo
relativamente curto, envolvendo o entrelagamento entre as cadeias dos polimeros,
especialmente através de ligacdes secundarias (for¢as de Coulomb), que se estabelecem mais
rapidamente. O segundo passo envolve a formag¢ao de novas ligacdes (for¢as de van der Waals,
ligagdes de hidrogénio e hidrofébicas), em que o sistema tende a sofrer uma adaptagdo
conformacional, através do rearranjo das cadeias poliméricas em busca de condigdes
termodindmicas intracomplexos e maior estabilidade. No terceiro e ultimo passo ocorre a
interacao intercomplexos, ou formag¢ao das nanoparticulas propriamente ditos, que leva ao
aumento do didmetro médio da particula (DAKHARA; ANAJWALA, 2010; INAMDER;
MOURYA, 2010; LANKALAPALLI; KOLAPALLI, 2009; MEKA et al., 2017a; SCHATZ
et al., 2004).

Na fase preliminar ao desenvolvimento das nanoparticulas, foi determinado a massa
molar dos polimeros e o valor de pH 6,2 foi considerado mais adequado para formacdo das
nanoparticulas, uma vez que nesse pH os polimeros apresentaram a sua maior densidade de
carga negativa (GG -37 mV e AR -8 mV) e o BVZ carga positiva (+9 mV). Assim, os sistemas
foram obtidos pela técnica de complexacao polieletrolitica e o didmetro médio, o Pdl, o PZ de
todas as propor¢des estudadas foram analisados e os resultados estdo apresentados na Tabela 4.

O aspecto macroscopico dos sistemas formados foi avaliado para permitir a
classificagdo visual das amostras, os quais foram adotadas as siglas 4 para agregado, O para

dispersao opalescente e L para limpido (Tabela 4).
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Tabela 4. Efeito das diferentes propor¢des polimeros: farmaco nos valores de didmetro médio, Pdl e PZ das
nanoparticulas formadas.

Proporgoes GG/AR  BVZ  Classificacio Pz Diametro
(GG/AR:BVZ) (mg/mL) (mg/mL) Visual my) ~ medio rdl
(nm)
19 0.05 0.45 0 1507 29697 0,13
2:8 0,1 0,4 0 1573 262,13 0,08
3.7 0,15 0,35 0 21,77 220,00 0,19
4:6 0.2 03 0 20,67 199,03 024
5:5 0,25 0,25 0 2437 191,70 026
6:4 03 0,2 0 2020 19407 026
7:3 0,35 0,15 0 2477 20997 035
8:2 0,4 0,1 0 17,87 40480 0,75
9:1 0,45 0,05 A 786 589,13 091

Verificou-se que a formagdo das nanoparticulas ocorreu de forma espontanea, apés a
adi¢do do BVZ (polication) a mistura polimérica (polidnions), visualizada pelo efeito de
turvagao do meio. A associacao entre polimeros e proteina nas diferentes proporgdes resultou
na alteracao dos valores de PZ (Tabela 4) em relagdo aos materiais isolados (BVZ + 9mV; GG
-37mV e AR -9 mV), indicando a ocorréncia da interacao eletrostatica entre os eles.

Em valores de pH mais elevados (acima de pH 3,5), os polimeros encontram-se
carregados negativamente, devido a ioniza¢do dos grupamentos carboxilicos da GG e hidroxila
do AR. Assim, ¢ possivel sugerir que durante a formacdo das nanoparticulas, em pH 6,2, os
grupamentos ionizados das cadeias poliméricas conferiram uma maior densidade de carga aos
materiais (PZ da GG =—- 37 mV; PZ do AR =— 8 mV), ¢ a medida em que o BVZ (PZ=+9
mV) foi adicionado a dispersdo polimérica, a carga positiva dos grupos aminas laterais,
principalmente dos aminoacidos arginina e lisina da proteina em ambiente aquoso favoreceu a
interagdo eletrostatica com os grupamentos ionizados da mistura polimérica GG/AR (PZ =~ -

23 mV) (Figura 20).
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Figura 20. Representacdo esquematica da formagao das nanoparticulas.
Fonte: Autoria propria.

Além de aminoacidos hidrofobicos, as proteinas possuem aminoacidos hidrofilicos
responsaveis pela solubilidade da macromolécula em 4gua. Os trés principais aminodcidos
hidrofilicos, arginina, lisina, histidina e o &cido aspartico e glutdmico, sdo responsaveis pela
densidade de carga superficial positiva da proteina, pois de acordo com os pKas dos
aminodacidos das cadeias laterais arginina (pKa = 12,5) e lisina (pKa = 10,8), em pH 6,2 estes
estdo carregados positivamente, enquanto o 4cido aspartico (pKa = 3,86)eo
acido glutamico (pKa = 4,25) em valores acima do seu pKa tornam-se carregados
negativamente (aspartato e glutamato) (LODISH et al., 2000).

De acordo com dados da Tabela 4 e Figura 21, as nanoparticulas apresentaram diametro
médio variando entre 191,70 nm — 589,13 nm, sendo que as proporgdes 8:2 e 9:1
(polimeros:BVZ), exibiram os maiores valores de diametro médio, 404,80 nm e 589,13 nm,

respectivamente (p < 0,05).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/mcb/A7315/def-item/A7712/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/mcb/A7315/def-item/A7318/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/mcb/A7315/def-item/A7318/
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Figura 21. Didmetro médio hidrodinamico (nm) e indice de polidispersdo (PdI) das nanoparticulas (n=3).

Para as amostras que apresentaram perfil de distribui¢do de tamanho homogénea e
unimodal (com PDI < 0,3) foi considerado a média do didmetro hidrodindmico (Z-average). As
demais amostras (propor¢des 7:3, 8:2 e 9:1), consideradas polidispersas (PDI > 0,3), os valores
de tamanho de particula referem-se ao tamanho médio da maioria das particulas, representado
pelo pico de maior area no grafico de intensidade (Figura 22), uma vez que a distribuicdo de

tamanho destas amostras foi bastante heterogénea e multimodal.
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Figura 22. Grafico de distribui¢do de tamanho por intensidade de espalhamento de luz das proporgdes estudadas

Em relag@o ao PdI, o menor valor de PdI foi verificado para propor¢ao 2:8 (PdI=0,08)
(p <0,05), indicando a quase monodispersidade dessa amostra, enquanto as proporgdes 8:2 e
9:1 (Figura 22) apresentaram os maiores valores de PdI (0,75 e 0,91, respectivamente), sendo
consideradas muito polidispersas. As demais amostras exibiram valores de PdI entre 0,1 — 0,35,
indicando uma menor polidispersidade. Assim, essas amostras ndo poderiam ser consideradas
monodispersas, pois de acordo com Gaumet e colaboradores (2008) e Avadi e colaboradores
(2010), a monodispersidade esta relacionada a valores de PdI < 0,1 e quando os valores de PdI

estao acima de 0,5 sdo consideradas de média polidispersidade (CHO et al., 2013; SHARMA
etal., 2014).
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O PZ ¢ um pardmetro extremamente importante relacionado a densidade de carga
superficial das particulas. Neste estudo, os valores de PZ de todas as amostras foram negativos
(Figura 23), sendo que as propor¢des 3:7, 5:5 e 7:3, exibiram os maiores valores (em modulo),
-21,77 mV, 24,37 mV e -24,77 mV, respectivamente (Tabela 4; Figura 23) (p < 0,05).
Provavelmente, a carga residual negativa das nanoparticulas ¢ resultante da grande quantidade
de grupamentos negativamente carregados presentes nas cadeias dos polimeros, que possuem
elevada massa molar.

A densidade de carga negativa das nanoparticulas ¢ um atributo favoravel a estabilidade
fisica dos sistemas. De acordo com Parveen e Sahoo (2010) valores elevados de PZ indicam
elevado grau de ionizacdo e, consequentemente, maior repulsdo eletrostatica entre as particulas,
e sob tais condi¢cdes a agregacdo pode ser reduzida, melhorando a estabilidade elétrica dos

sistemas.
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Figura 23. Potencial zeta das nanoparticulas.
Na proporg¢ao 9:1 foi verificado o menor PZ, atribuido a menor quantidade de cargas

negativas dos polimeros. Nesse caso, a reduzida densidade de carga diminuiu a repulsdo

eletrostatica, favorecendo a aglomeragao intermolecular, o que explica o0 maior tamanho desse
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NP.

Assim, com base nas caracteristicas fisico-quimicas de diametro médio, Pdl e PZ, pode-
se observar que em todas as proporg¢des foram obtidas particulas de dimensdes nanométricas, €
as proporg¢oes 3:7, 5:5 e 7:3 foram selecionadas como as mais promissoras para a continuidade
dos estudos, ja que os valores de PZ proximos a -23,64 mV e PdI abaixo de 0,5 foram
considerados atributos favordveis para a obtengdo das nanoparticulas com maior

homogeneidade de tamanho e estabilidade fisica do sistema.

5.2.2 Preparo das nanoparticulas reticuladas utilizando planejamento fatorial completo

33

Nanoparticulas sao consideradas sistemas termodinamicamente instaveis e tendem a
agregacdo e crescimento naturalmente. Um dos grandes desafios da nanotecnologia ¢
desenvolver sistemas que sejam capazes de se manter estaveis por longos periodos de tempo,
sem sofrer alteracdes estruturais ou variagdes de suas propriedades fisico-quimicas
(TURKOGLU; TASCIOGLU, 2014).

A reticulacdo idnica pode ser utilizada para construgdo de estruturas mais fortes,
possibilitando a formagdo de um material fisicamente mais estdvel e com propriedades
adequadas para atender as necessidades terapéuticas especificas. O fortalecimento da rede
estrutural de sistemas nanométricos utilizando a reticulagdo i0nica representa uma estratégia
racional, uma vez que a obten¢do dos sistemas ocorre em condi¢cdes amenas, evitando o uso de
solventes organicos ou elevadas temperaturas, e possibilitando a incorporagdo de farmacos,
células, enzimas (YEO; BAEK; PARK, 2001) e proteinas (MA; LIU, 2010).

Para obten¢do das nanoparticulas reticuladas, utilizou-se a reticulagdo com AICl3, uma
vez que a trivaléncia do ion AI*" permite estabelecer ligagdes com mais de um &nions
carboxilatos dos polimeros, podendo resultar em uma malha mais rigida e estavel, contribuindo
para o aprisionamento mais efetivo do farmaco na matriz reticulada (BONI et al., 2016;
MENEGUIN et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2017; PREZOTTI; BONI; FERREIRA; DE
SOUZA E SILVA; et al., 2018; PREZOTTI, 2017, PREZOTTI et al., 2014).

Assim, estudos preliminares sobre o efeito da concentragdo de AlCI; na formacao dos
complexos evidenciaram que concentracdes acima de 0,025 mg/mL resultaram na formagao de
particulas micrométricas e/ou agregados. Com base nos dados obtidos, foram selecionadas trés

concentragdes, 0,015 mg/mL, 0,02 mg/mL e 0,025 mg/mL de AICI3, as quais correspondem a
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4%, 6% e 7%, respectivamente, em relagdo a massa total de polimeros. Em seguida foi realizado
o planejamento fatorial (PF) do tipo completo 33, utilizando-se o software livre Gui Octave v.
1.0.14, para avaliar a influéncia das concentragdes de farmaco, polimeros e AlCI; na formagao
das nanoparticulas reticuladas.

O desenvolvimento das nanoparticulas reticuladas utilizando-se o PF baseia-se na
possibilidade de explorar de maneira mais efetiva a influéncia das varidveis, ou da interagdo
entre elas, sobre os resultados obtidos, através de um numero reduzido de experimentos. Além
disso, o PF permite que os experimentos sejam realizados de forma racional, evitando gastos
excessivos de materiais € tempo, 0 que na maioria das vezes ndo ocorre quando se escolhe
realizar os experimentos através de tentativas e erros (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010).

O PF ¢é descrito como x*, onde x representa o numero de varidveis independentes
(fatores) e k os niveis em que estas sdo estudadas (BARROS NETO; et al., 2010). Assim, no
PF 33, totalizando 27 experimentos, foram estudados trés fatores independentes (x=3) em trés
niveis diferentes (k=3), alto, médio e baixo, codificados como +1, 0 e -1, respectivamente.

Ap6s definir os fatores (concentracdes de fdrmaco, polimeros e AlCl3) e as respostas
(variaveis dependentes) (diametro médio hidrodinamico, Pdl e PZ), todos os ensaios foram
realizados aleatoriamente e listados em uma matriz de planejamento, especificando todas as
possiveis combinagdes entre os niveis e os fatores escolhidos (Tabela 5). A matriz dos fatores
com os valores codificados (+1, 0, -1) representa a matriz x e as respostas obtidas para cada
experimento formam a matriz y. Ambas matrizes foram utilizadas como parametros de entrada

(inputs) para o software Gui Octave v. 1.0.14, utilizado no delineamento e analise do PF.
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Tabela 5. Fatores ou varidveis independentes, com seus valores codificados, e as respostas aplicadas no PF completo 3°.
Fatores ou variaveis independentes Respostas
Composicao das amostras (mg/mL) Valores codificados Diimetro médio
Amostras  GG/AR  BVZ AIC; GG/AR BVZ  AICk  hidrodindmico@mm) T91 ~ PZmV)

1 0.15 0.15 0.015 -1 -1 -1 266.83 0.37 -21.30
2 0,15 0,25 0,015 -1 0 -1 206,07 0,22 -20,23
3 0,15 0,35 0,015 -1 1 -1 273,57 0,13 -14,37
4 0,25 0,15 0,015 0 -1 -1 292,70 0,41 -22,20
5 0,25 0,25 0,015 0 0 -1 226,77 0,26 -20,10
6 0,25 0,35 0,015 0 1 -1 236,93 0,23 -18,80
7 0,35 0,15 0,015 1 -1 -1 347,10 0,43 -24,07
8 0,35 0,25 0,015 1 0 -1 265,70 0,29 -24,20
9 0,35 0,35 0,015 1 1 -1 268,57 0,26 -24,87
10 0,15 0,15 0,02 -1 -1 0 660,90 0,63 -27,17
11 0,15 0,25 0,02 -1 0 0 3420,33 0,54 -22,53
12 0,15 0,35 0,02 -1 1 0 3251,67 0,28 -20,27
13 0,25 0,15 0,02 0 -1 0 493,03 0,38 -24,50
14 0,25 0,25 0,02 0 0 0 936,40 0,68 -28,10
15 0,25 0,25 0,02 0 1 0 646,40 0,78 -28,20
16 0,25 0,25 0,02 1 -1 0 629,87 0,89 -29,70
17 0,25 0,35 0,02 1 0 0 508,33 0,50 -22,93
18 0,35 0,15 0,02 1 1 0 416,67 0,51 -24,93
19 0,35 0,25 0,02 -1 -1 1 5284,00 0,41 -30,47
20 0,35 0,35 0,02 -1 0 1 5845,00 0,28 -25,43
21 0,15 0,15 0,025 -1 1 1 5275,67 1,00 -16,30
22 0,15 0,25 0,025 0 -1 1 450,30 0,45 -13,37
23 0,15 0,35 0,025 0 0 1 550,10 0,15 -10,44
24 0,25 0,15 0,025 0 1 1 572,30 0,60 -16,40
25 0,25 0,25 0,025 1 -1 1 581,70 0,59 -19,57
26 0,25 0,35 0,025 1 0 1 550,47 0,43 -18,17
27 0,35 0,15 0,025 1 1 1 567,67 0,52 -20,49
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Os efeitos dos fatores analisados sobre as respostas obtidas foram os efeitos principais
(variagdo dos fatores isoladamente), os efeitos quadraticos (fatores nas maximas concentragdes)

e os efeitos de interagdo (efeito combinado de dois ou mais fatores) (Tabela 6).

Tabela 6. Efeitos principais, quadréticos e de interagdo das variaveis analisadas no PF completo 33

Variaveis analisadas

vl (concentragao de GG/AR)
Efeitos principais V2 (concentragdo de BVZ)

v3 (concentragao de AICI3)

v1? (méaxima concentracio GG/AR)

Efeitos 9 ~
v2© (maxima concentragdao de BVZ)
drati .
quadraticos v3?2 (maxima concentracio de (AICI5)
v12 (concentragdo de GG/AR x concentracao de BVZ)
v13 (concentragdo de GG/AR x concentracao de AICl3)
Efeitos de
v23 (concentragao de BVZ x concentragao de AlCl3)
interacio

v123 (concentracao de GG/AR x concentragdo de BVZ x concentracao

de AICI3)

A analise de variancia demonstrou que os efeitos principais vl (concentragdao de
polimeros) e v3 (concentragio de AICI3), o efeito quadratico v3? (méaxima concentragio de
AICl3) e de interagdo v1-v3 (interacdo polimeros-AlClz) foram estatisticamente significativos
em relacdo ao didmetro médio das nanoparticulas reticuladas (p < 0,05). Esses comportamentos

estdo apresentados nos graficos de superficie e resposta (Figura 24).
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Figura 24. Grafico de superficie de resposta (A, B e C) e de contorno (a, b e ¢) dos efeitos das concentragdes de

polimeros, farmaco e AICl; no diametro médio das nanoparticulas reticuladas.

Os resultados revelaram que, independente da concentracdo de BVZ, o menor diametro

médio foi exibido nas maximas concentra¢des de polimeros (0,35 mg/mL) (Figura 24 A ¢ a)

(area azul) e minimas de AICI3 (0,015 mg/mL) (Figura 24 B e b) (area verde) (p < 0,05). Esse

comportamento pode estar relacionado a maior concentracdo de polimeros que deve ter

assumido uma conformacao mais enovelada interagindo fortemente com o BVZ levando a

formagdo de uma estrutura mais compacta. Além disso, acredita-se que, mesmo em menor

concentracdo, o agente reticulante pode ter favorecido a formacdo de estruturas muito

Cuardase. O W O,
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compactadas e, consequentemente, particulas de tamanho mais reduzido.

De modo geral, a concentragdo de farmaco nao influenciou de maneira significativa no
diametro médio das particulas (p < 0,05) (Figura 24 A, a; Figura 24 C, c).

Para o Pdl, a andlise de variancia demonstrou que somente os efeitos principais v2
(concentragao de BVZ) e v3 (concentragdao de AlCl3) foram estatisticamente significativos (p <

0,05). Tal comportamento pode ser observado nos graficos de superficie e resposta da Figura
25.
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Figura 25: Grafico de superficie de resposta (A, B e C) e de contorno (a, b e c) dos feitos das concentragdes de
polimeros, farmaco e AICl; no PdI.

Os resultados mostraram que a variacdo na concentracdo de polimeros (vl) ndo
influenciou de maneira significativa os valores de PdI (p > 0,05) (Figura 25 A, a; Figura 25 B
e b). Por outro lado, foi observado que a maior concentragdo de BVZ (0,35 mg/mL) e menor
concentragdo de AICl;3 (0,015 mg/ml) levaram a menores valores de PdI (entre 0,1 — 0,35) (p <
0,05). Esse comportamento esta representado pela area roxa na Figura 25 A, a e na Figura 25
C, c e pela area verde na Figura 25 C, c, e indica uma maior homogeneidade de tamanho dessas
amostras. Segundo Avadi e colaboradores (2010), valores de PdI abaixo de 0,5 indicam

homogeneidade de tamanho (CLAYTON et al., 2016; GAUMET et al., 2008). Assim, as
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nanoparticulas reticuladas que apresentaram valores entre 0,1 — 0,35 sdo consideradas
polidispersas; entretanto, apresentam homogeneidade de tamanho, que pode ser um atributo
favoravel para a estabilidade fisica.

Para o PZ, a partir da andlise de variancia, verificou-se que os efeitos que influenciaram
de maneira significativa nos resultados foram o efeito principal v1 (concentragdo de polimeros),
o efeito quadratico v3? (maxima concentragio de AlCI3) e o efeito de interagdo v1-v2 (interacdo
polimero-BVZ) (p < 0,05). Esses comportamentos estdo ilustrados nos graficos de superficie e

resposta na Figura 26.
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Figura 26: Grafico de superficie de resposta (A, B e C) e de contorno (a, b e c¢) dos efeitos das concentragdes e
polimeros, farmaco e AlCl; no PZ.

De maneira geral, a Figura 26 mostra que a maior concentragdao de polimeros (0,35
mg/mL) e de BVZ (0,35 mg/mL) (Figura 26 A e a) (area azul) resultou em elevados valores de
PZ (aproximadamente - 31 mV) (p < 0,05). O mesmo comportamento foi verificado na
concentracdo intermediaria de AICl3 (0,02 mg/mL) (Figura 26 B e b; Figura 26 C e c) (area
azul), onde os valores de PZ apresentaram-se em torno de -30 mV. Considerando a elevada
massa molar média (GG com ~160 kDa e AR com ~1803 kDa), em relagdo ao BVZ (149 kDa),

esse comportamento pode ser atribuido & maior densidade de carga negativa proveniente da
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maior quantidade de anions carboxilatos e hidroxilas presentes nas cadeias poliméricas, em
excesso.

O conjunto dos resultados permitiu concluir que as condigdes mais favoraveis para
obtencdo das nanoparticulas reticuladas foram maxima concentragdo de polimero (0,35
mg/mL), independente da concentragao de BVZ e minima (0,015 mg/mL) e intermediaria (0,02
mg/mL) concentragdo de AICI;. Nessas condigdes os nanoparticulas reticuladas obtidos
apresentaram didmetro médio de dimensdes nanométricas (< 700 nm), com baixa
polidispersidade (PdI < 0,5) e PZ negativo (em torno de - 20 mV). Assim, para a continuidade
do estudo, as nanoparticulas reticuladas selecionadas a partir do PF completo 33 (Tabela 7) e as
respectivas nanoparticulas serdo caracterizadas e a analise comparativa entre os resultados
obtidos para as nanoparticulas ndo reticuladas e reticuladas sera realizada a fim de verificar a
influéncia do processo de reticulagdo nas propriedades fisico-quimicas dos sistemas.

A denominagdo e composicao das amostras estdo sumarizadas na Tabela 7, sendo que
para as amostras reticuladas foram adicionados os sufixos R1 e R2, quando reticuladas com

0,015 mg/mL e 0,02 mg/mL de AICI3, respectivamente.

Tabela 7. Composi¢do e nomenclatura das nanoparticulas e das nanoparticulas reticuladas selecionados com o PF
completo 3°.

Polimeros GG/AR(1:1) BVZ AlCI3
Amostras
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

NP1 0,35 0,15 -
NP1R1 0,35 0,15 0,015
NP1R2 0,35 0,15 0,020

NP2 0,35 0,25 -
NP2R1 0,35 0,25 0,015
NP2R2 0,35 0,25 0,020

NP3 0,35 0,35 -
NP3R1 0,35 0,35 0,015
NP3R2 0,35 0,35 0,020

5.3 Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas reticuladas e nio reticuladas

5.3.1 Analise de tamanho, PDI e potencial zeta
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Um dos desafios no desenvolvimento de sistemas nanestruturados consiste em obter um
sistema fisicamente estdvel e com potencial para interagcdo bioldgica (KUMARI et al., 2010).
Neste sentido, a modulacdo de caracteristicas como tamanho da particula e PZ pode favorecer
as interagdes na nano-biointerface (NEL et al., 2009).

As amostras selecionadas pelo PF foram caracterizadas quanto ao diametro médio

hidrodinamico, PdI e PZ e os resultados estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Diametro médio hidrodindmico (nm), Pdl e PZ das nanoparticulas reticuladas e ndo reticuladas (em pH
6,2), selecionadas com PF completo 3°.

Diametro médio

Amostras hidrodinamico Pdl z
(am) (mV)
NP1 260,08 +76,59 0,26 + 0,04 -22,79 £ 0,63
NP1R1 347,10 £ 5,30 0,43 £ 0,01 -24,07 £ 0,91
NP1R2 629,87 + 27,57 0,51 +0,06 -20,33 £ 1,19
NP2 299,57 + 33,51 0,39 + 0,09 -30,50 + 1,19
NP2R1 265,70 + 3,22 0,29 +0,01 -24,20 + 0,87
NP2R2 508,33 + 3,79 0,41 +£0,04 -23,40 +£ 0,92
NP3 276,61 + 70,53 0,18 +0,06 -23,39 £ 2,51
NP3R1 268,57 + 1,08 0,26 + 0,00 -24,.87 £1,07
NP3R2 416,67 £ 12,72 0,28 £ 0,01 -23,90 +£ 0,52

De maneira geral, as nanoparticulas formadas apresentaram diametro médio na faixa de
260,08 £76,59 nm — 629,87 + 27,57 nm (Tabela 8).

Os menores valores de diametro foram verificados para as nanoparticulas nao
reticuladas (p < 0,05) (Figura 27 A), o qual deve ser atribuido a forte interag¢do entre farmaco-
polimeros que favoreceu a formagdo de uma estrutura mais compactada. Entre essas amostras
nao houve diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) (Tabela 8).

Nesse caso, pode-se concluir que a concentracdo do BVZ nao influenciou no didmetro
médio das nanoparticulas ndo-reticuladas (p > 0,05).

Entre as nanoparticulas reticuladas os maiores valores de didmetro foram exibidos pelas
amostras com maior concentragdo de reticulante (0,02 mg/mL) (R2) (NP1R2, NP2R2 e NP3R2)
(Figura 27 A), sendo o maior valor (629,87 + 27,57 nm) (Tabela 8) exibido pela amostra




D)) 500 -
ggﬁ)’ll/fdf/ﬁo' e :@0)’(4{/)340 87

NPIR2. Provavelmente, a elevada concentragdo de agente reticulante deve favorecido o
aprisionamento de maior quantidade de moléculas do farmaco no interior da matriz, levando a
forma¢ao de uma rede mais expandida e rigida, consequentemente, particulas com didmetro
maiores. Esse resultado corrobora os dados de EI%, em que verificou-se que na maxima

concentragdo de agente reticulante maior quantidade de fArmaco foi encapsulado (Tabela 17).
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Figura 27. Diametro médio (nm) e indice de polidispersdo, representado pelas barras e pontos, respectivamente
(A); e potencial zeta (B) de todas as nanoparticulas reticuladas e ndo reticuladas.

Entre as amostras reticuladas com 0,015 mg/mL de AICI3; (R1) ndo houve diferencas

estatisticamente significativas para o diametro (p > 0,05).
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Os valores de PdI entre todas as amostras estudadas variou entre 0,18 - 0,51,
demonstrando uma distribui¢ao do tamanho mais homogénea (AVADI et al., 2010; GAUMET
et al., 2008), sendo que os maiores valores de PdI foram exibidos pelas amostras NP2, NP1R1,
NP1R2 e NP2R2 (p < 0,05), indicando a polidispersidade dessas amostras (Figura 27 A).

No caso do PZ, de maneira geral, o carater anionico das nanoparticulas foi evidenciado
pelos valores de PZ maiores que -20 mV (Tabela 8) (Figura 27 B), o que representa um atributo
favoravel que pode contribuir para estabilidade fisica e elétrica dos sistemas e as interagdes
com as superficies biologicas, como por exemplo, 0 muco intestinal.

Entre as nanoparticulas ndo reticuladas, nenhuma diferenga estatistica foi verificada
entre NP1 e NP3; entretanto, NP2 foi a que exibiu o maior valor de PZ (-30,50 + 1,19 mV) (p
<0,05), o que pode ser devido a menor quantidade de moléculas do farmaco para interagir com
os grupamentos carboxilicos e hidroxilas dos polimeros, que em excesso resultaram no elevado
valor de PZ.

Para as nanoparticulas reticuladas ndo houve diferenca estatisticamente significativa
para o PZ (p > 0,05), exceto para NP1R2 que apresentou o menor valor de PZ (-20,33 + 1,19
mV) (Tabela 8) (Figura 27 B). Provavelmente, a maior concentragdo de AICl; dessa amostra
deve ter favorecido a interagdo farmaco-polimero, reduzindo a quantidade de grupos
carboxilicos e hidroxilas ionizados disponiveis, reduzindo a densidade de carga superficial.

O conjunto de dados revelou que, de maneira geral, a concentragdo do farmaco nado
influenciou nos parametros de didmetro, Pdl e PZ; entretanto, verificou-se que a maior
concentracdo de AICI; levou ao aumento do didmetro das nanoparticulas e a reducao do carater
anidnico, provavelmente devido a intera¢do com maior quantidade de cargas negativas

presentes nas cadeias poliméricas.

5.3.2 Analise da morfologia e tamanho das nanoparticulas reticuladas e nao

reticuladas por microscopia eletronica de varredura de alta resolu¢io (MEV-FEG)

Diferentes técnicas de microscopia podem ser utilizadas para observar a
morfologia das nanoparticulas e suas estruturas. A microscopia eletronica de varredura de alta
resolugdo (MEV) ¢ uma das mais versateis técnicas disponiveis para a observacao e analise de
caracteristicas estruturais de materiais solidos. A aparéncia tridimensional das imagens ¢
resultante da grande profundidade de campo, permitindo obtencdo de imagens de alta

resolucao (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).
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Neste estudo, a morfologia e o tamanho das nanoparticulas reticuladas e nao reticuladas
foram avaliadas a partir das fotomicrografias (Figura 28) e os resultados de distribui¢ao de

tamanho das amostras estdo apresentados na Figura 29.

Figura 28. Microscopia eletronica de varredura das nanoparticulas reticuladas e ndo reticuladas nos aumentos de
25,000x e 50,000%, respectivamente. Legendas A: NP1; B: NP1R1; C: NP1R2; D: NP2; E: NP2R1; F: NP2R2; G:
NP3; H: NP3R1; I: NP3R2.
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Através da analise qualitativa verificou-se que, de maneira geral, as fotomicrografias
evidenciaram a a formagao das estruturas nanométricas e a forma esférica das nanoparticulas.

Para as nanoparticulas ndo reticuladas (NP1, NP2 e NP3), observou-se que o didmetro
foi proporcional a concentragdo do BVZ, ou seja, quanto a maior a concentragdo de BVZ maior
foi o didmetro das nanoparticulas (p < 0,05) (Tabela 9). Esse comportamento pode ser atribuido
a distribui¢do das moléculas de BVZ entre os espagos intersticiais das cadeias poliméricas
levando a expansao da estrutura e, portanto, aumento do didmetro.

Essa tendéncia de aumento de didmetro com aumento de concentragao de farmaco foi
descrita por Boni e colaboradores (2018), em estudos com nanoparticulas a base de quitosana

e acido hialurdnico carregadas com metotrexato.

Tabela 9. Valores de didametro médio das nanoparticulas reticuladas e nao reticuladas

Amostras Didmetro médio (nm) (Média = DP)

NP1 58,72 +£19,03

NP1R1 84,09 + 36,42

NP1R2 74,03 +17,28
NP2 85,66 + 23,59

NP2R1 99,85 + 26,14

NP2R2 95,44 +£21,99
NP3 104,31 £ 24,30

NP3R1 97,30 £ 21,51

NP3R2 88,82 + 18,24

As nanoparticulas reticuladas, de modo geral, apresentaram maior didmetro que suas
contrapartidas nao reticuladas (NP1, NP2 e NP3), independente da concentragdo do farmaco (p
< 0,05). Provavelmente, a reticulacdo deve ter contribuido para o aprisionamento de maior
numero de moléculas do farmaco permitido a constru¢do de uma estrutura mais volumosa e
rigida, e consequente aumento do tamanho. Adicionalmente, a reticulagdo deve contribuido
para a formagdo de uma rede estrutural mais expandida e rigida.

Esse comportamento também foi relatado por Cardoso (2012), em estudos com
microparticulas a base de GG/AR, e por Prezotti e colaboradores (2014), em estudos com

sistemas microparticulados a base de GG e pectina, os quais observaram que a maxima
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concentracdo de AI** (5%) levava ao aumento do tamanho das particulas.

As imagens (Figura 28) revelaram ainda a presenca de alguns aglomerados,
provavelmente atribuido ao processo de secagem das nanoparticulas, durante o preparo das
amostras, ou ainda devido a preseng¢a de polimeros ndo complexados.

A partir das fotomicrografias obtidas, realizou-se a medida do didmetro de Ferret 0° para

uma populacao de 100 nanoparticulas, e os perfis de distribuicao de tamanho das amostras estao

apresentados na Figura 29.
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Figura 29. Distribuicdo granulométrica das nanoparticulas reticuladas e ndo reticuladas.

De modo geral, os perfis de distribuicdo demonstraram que o tamanho das
nanoparticulas reticuladas ou ndo variaram entre 50 — 247 nm.

As nanoparticulas ndo-reticuladas NP1, NP2 e NP3 (Figura 29) apresentaram percentual
de 71, 83 e 99 % das nanoparticulas com diametros de 49 — 155 nm.

A NP1 foi a que exibiu menor diametro (< 105 nm), como mostra a Figura 29, com uma

distribui¢do deslocada para uma faixa de diametros menores. Aproximadamente 71 % da
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populacdo de nanoparticulas apresentaram tamanhos variando entre 48 — 80 nm.

A concentragdo de BVZ dessa amostra ¢ menor (0,15 mg/mL) em relagdao a mistura
polimérica (0,35 mg/mL) e, provavelmente, nesse caso a maior quantidade de grupamentos
ionizaveis disponiveis nas cadeias poliméricas deve ter permitido uma maior interagdo com as
moléculas de BVZ levando a formagao de uma estrutura mais compactada.

Para as amostras reticuladas (Figura 29), de maneira geral, os perfis de distribuigao
foram semelhantes, com percentuais de 73% a 94% da populacdo de nanoparticulas com
tamanhos variando entre 51 e 247 nm.

Os diametros observados nos perfis de distribuicio de tamanho (Figura 29) foram
aproximadamente trés vezes menores que aqueles observados na andlise de tamanho pela
técnica de DLS (item 4.2.3.1). As medidas obtidas com essa técnica correspondem ao didmetro
hidrodinamico das nanoparticulas dispersas em meio liquido. Nesse sentido, os maiores valores
de didmetro observados durante a andlise em DLS pode ser atribuido ao intumescimento das
nanoparticulas em meio liquido, decorrente da ionizagdo dos grupos carboxilicos (COOH) e
dos grupos hidroxilas (OH) presentes nas cadeias dos polimeros anidnicos, GG ¢ AR
respectivamente, que promoveram a repulsio das cadeias poliméricas e dilatagdo da rede. Nesse
sentido, as medidas obtidas com a andlise por DLS devem ser mais representativas do tamanho

das particulas quando em ambiente fisiologico.

5.3.3 Espectroscopia de absorcio na regidao do infravermelho (IV) com refletincia

total atenuada (ATR) das nanoparticulas reticuladas e nao-reticuladas

A espectroscopia de absor¢do na regido IV ¢ uma técnica analitica capaz de fornecer
informagdes importantes sobre a composicdo quimica, grupos funcionais, tipos de ligagdo e
conformagdes moleculares de substancias quimicas (TALARI et al., 2017).

O processo de absorcao na regido do IV ocorre quando as moléculas absorvem radiagao
e passam do estado fundamental para o estado excitado. Essas alteragdes de energia sdo da
ordem de 8 a 40 KJ/mol, e a radia¢do nessa faixa de energia engloba, basicamente, frequéncias
vibracionais de estiramento (ou deformacdes axiais) e dobramento (ou deformagdo angular) das
ligacdes estruturais das moléculas (PAVIA et al., 2010).

Os espectros de IV do BVZ, dos polimeros (GG e AR) e das nanoparticulas reticuladas
e ndo reticuladas estdo representados na Figura 30, 31 e 32, respectivamente.

As bandas encontradas no espectro do BVZ (Figura 30), apresentadas na Tabela 10,

estdo de acordo com os valores relatados na literatura (BARTH, 2000; FABIAN; MANTELE,
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2002; KONG; YU, 2007). Uma das bandas mais importantes, tipicas de proteinas como BVZ,
¢ a banda da amida I que corresponde a 80% do estiramento do grupo carbonila (C=0), 10%
de deformacdo angular CNH e 10% de estiramento CN. Essa banda estd diretamente
relacionada a estrutura em folha-f (DONG; HUANG; CAUGHEY, 1990; MURPHY et al.,

2012), caracteristico de proteinas globulares.

— BVZ

Transmitancia (u.a)

| I |
4000 3000 2000
Numero de ondas (cm™)

Figura 30. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do BVZ.
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Tabela 10. Bandas caracteristicas do BVZ.

Picos na Frequéncia
Bandas Descricio
Figura 30 (em™)
1 Amida A 3273 Estiramento da ligagdo N-H
2 Amida B 2930 Estiramento da ligacdo N-H
3 Amida I 1638 Estiramento da ligacdo C=0
4 Amida I1 1545 Estiramento da ligagdo C-N e

dobramento no plano N-H

Residuos do ‘ _
5 . ‘ . 1436 Estiramento da ligagdo C-N
aminoacido prolina

1320 Estiramento da ligagao C-N
6 Amida III
1230 Dobramento no plano da ligagdo N-H
Residuos de 1030 Estiramento da ligagao C-O
’ aminoacido serina 982 Estiramento da ligagdo C-O ou da
ligacao C-C
3 Amida V 300 Dobramento fora do plano da ligacdo
N-H
9 Amida VI 516 Estiramento fora do plano de ligagao
C=0

No espectro da GG (Figura 31) foram observadas bandas em 3300 cm™!, referente ao
estiramento dos grupos OH dos &cidos carboxilicos presentes no anel de glicopiranose da GG.
As bandas em 2900 cm™!, 1596 cm™, 1402 cm™ e 1018 cm™ correspondem a vibragdo de
estiramento de C-H do grupo CHz do aldeido, do estiramento C-C, do estiramento simétrico dos
anions carboxilatos (COO-) e do estiramento C-O do 4cido carboxilico, respectivamente. Essas
bandas sdo caracteristicas da GG de baixa acetilacdo e semelhantes aquelas relatadas por
Agnihotri e colaboradores (2006) e Pereira e colaboradores (2011).

No caso do amido, alguns autores sugerem que a faixa espectral entre 800-1300 cm™
pode ser considerada uma "impressao digital" do amido e apresenta bandas de vibragdes dos

estiramentos C-O e C-C, relacionadas as mudancas conformacionais que o polimero sofre apds




) o X )
@fdll/fﬂﬂ/&/} e @?Jﬁ//éj(iﬁ 95

o processo de hidratacao (HTOON et al., 2009; WANG et al., 2015).

O espectro do AR (Figura 31) exibiu bandas em 3285 cm™, 2926 cm™!, correspondentes
as vibragoes de estiramento dos grupos O-H da hidroxila e do C-H de alcanos, respectivamente.
Além disso, a banda em 1365 cm! refere-se ao dobramento C-H do grupo CH3 do alcano, e as
bandas em torno de 1047 e 1000 cm™' sdo atribuidas as regides cristalinas e amorfas presentes
na estrutura do amido, ap0s a retrogradacao. Esses valores estdo de acordo com aqueles citados
por Karim e colaboradores (2000), Wang e colaboradores (2015) e Ashwar e colaboradores
(2016).

O espectro da mistura GG/AR foi bastante semelhante aquele obtido para GG, porém
com leve deslocamento para comprimentos de ondas maiores, em relacdo aos polimeros

isolados (Figura 31), indicando a interagao entre GG ¢ AR.

Transmitancia (u.a)
il

f T T T T T T T 1
2000 1800 L1600 1400 1200 1000 800 600 400

- i .y
Comprimento de onda (em™)

2926 cm’!

/g- 3285cm’!

g Wi .cm'l AR

2 bl

:cg

= 3328cm’!

= GG/AR
r 1.~ 1.~ 1 1 1 1 1 - 1T 1
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Comprimento de onda (cm'l)

Figura 31. Espectros de absor¢do na regido do infravermelho dos polimeros isolados (GG e AR) e misturas
poliméricas GG/AR.

Nao foi identificado aparecimento de novas bandas nos espectros das nanoparticulas
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(Figura 32), uma vez que farmaco e polimeros apresentam bandas de absor¢do em regioes
semelhantes e, de maneira geral, verificou-se que as bandas espectrais do farmaco e polimeros
isolados foram mantidas nos espectros das nanoparticulas reticuladas e ndo reticuladas. Além

disso, verificou-se um aumento na intensidade dos picos, sugerindo a interacdo fisica entre

farmaco-polimeros.

‘Transmitancia (u.a)
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Figura 32. Espectros de absorc¢ao na regido do infravermelho do BVZ, polimeros (GG e AR), misturas poliméricas

(GG/AR) e todas as nanoparticulas reticuladas e ndo-reticuladas.

5.4 Valida¢ao da metodologia analitica para quantificacio de BVZ por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Atualmente, a CLAE de fase reversa tem sido o método mais comumente utilizado na

quantificagdo e caracterizagdao de fArmacos proteicos, incluindo mAbs, permitindo uma analise
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de alta resolugdo em um curto periodo de tempo (SOUSA; GONCALVES; SARMENTO,
2017).

5.4.1 Conformidade do método cromatografico

De acordo com Comité Internacional em Harmonizacdo (do inglés, International
Conference on Harmonisation - ICH) (2005), os ensaios de adequabilidade do sistema
cromatografico sao parte integrante de inimeros procedimentos analiticos e sdo realizados com
a finalidade de garantir que o equipamento, bem como as operacdes analiticas e o método
validado estejam em conformidade com seus requisitos, a fim de garantir que a resolugdo ¢ a
reprodutibilidade do sistema cromatografico sejam pertinentes as analises pretendidas
(BRASIL, 2017; ICH, 2005; LANCAS, 2009; SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2011; USP,
2011). A adequabilidade do sistema cromatografico foi analisada e os resultados estdo

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Adequabilidade do sistema cromatografico: pardmetros avaliados.

Parametros Resultados Critério de aceitabilidade®
Tempo de retencdo do BVZ (min) 6,098+ 0,028 -
Fator de assimetria (10 %) 2,278 = 1,157 <2
Fator de cauda (T) 2,571 + 0,644 T<2
Numero de pratos (N) 66.314,83 + N > 2000

% (SHABIR, 2003).

Na pratica, normalmente, proteinas sdo separadas a partir do modo gradiente de eluigao
sob elevadas temperaturas. Para garantir o sucesso da metodologia desenvolvida alguns
critérios foram respeitados, dentre eles, o uso de uma coluna maior e com poros maiores, devido
a elevada massa molar do BVZ. O modo gradiente (Agua:Acetonitrila, ambos contendo TFA
0,1%; 97:3, v/v) foi utilizado até 8 min, para completa eluicdo do BVZ, pois pequenas variagdes
na forca de eluicdo do solvente podem interferir no processo de retencao da proteina. Em
seguida foi mantido modo isocratico até 13 min.

O reagente de pareamento de ions, no caso acido trifluoroacético (TFA 0,1 %) (v/v), foi

adicionado a fase movel com intuito de diminuir as interagdes i0nicas e hidrofobicas entre o
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BVZ e os grupos silanois da fase estacionaria e, assim, aumentar a resoluc¢ao do pico (FEKETE
et al., 2012; FEKETE et al., 2013; SOUSA; GONCALVES; SARMENTO, 2017). A
temperatura da coluna escolhida na metodologia empregada foi 80 °C, uma vez que, segundo
Fekete e colaboradores (2012, 2013) a temperatura mais elevada ¢ capaz de aumentar o tempo
de retenc¢do, reduzir as interagdes secundarias entre mAbs e silanodis residuais da coluna,
garantindo a simetria e resolu¢ao do pico (FEKETE et al., 2012; FEKETE et al., 2013;
SOUSA; GONCALVES; et al., 2017).

Com modo gradiente o BVZ foi eluido com um tempo de reten¢do de aproximadamente
6,10 = 0,029 min (Figura 33), indicando que o método foi rdpido, atributo importante para
qualidade das analises laboratoriais.

O pico observado em aproximadamente 2,02 min pode ser resultante das alteragdes
conformacionais e/ou desdobramento parcial da proteina, ou mesmo devido a formagao de
agregados, em razdo da elevada temperatura resultando no aparecimento de novos picos
resultando. Esse comportamento também foi observado por Sousa e colaboradores (2017),
durante o desenvolvimento e validacdo de um método de quantificagcdo do BVZ a partir de

nanoparticulas a base de acido poli (acido lactico-co-glicolico).

10 L
0 . ‘ L) -
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Figura 33. Cromatograma do BVZ (350 pg.mL-1) obtido pelo método cromatografico proposto CLAE com
deteccdo por fluorescéncia (A excitacdo= 280 nm e A emissdo= 360 nm), em fase movel ACN:H,O (97:3).

5.4.2 Especificidade/Seletividade

A especificidade/seletividade baseia-se na capacidade do método em quantificar com
exatiddo o analito de interesse na presenca de substancias interferentes (BRASIL, 2017), tais
como componentes da matriz, impurezas e produtos de degradacdo. Os resultados foram
analisados através da comparacdo entre os dados obtidos com cromatogramas dos excipientes
(Figura 34 A) com o cromatograma do BVZ (Figura 34 B) (BRASIL, 2017).

Os resultados demonstraram que o método foi seletivo e especifico, ja que ndao foram

identificados qualquer tipo de interferéncia dos polimeros no tR do BVZ (Figura 34).
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Figura 34. Sobreposi¢io dos cromatogramas da mistura GG, AR e AI’** (A) e do BVZ (B) (25 pg.mL-1), obtidos
em CLAE-fluorescéncia em 280 nm.

5.4.3 Linearidade

Para garantir a linearidade do método de quantificagdo, ou seja, demonstrar que, dentro
de um intervalo de concentragdes pré-determinadas, os resultados obtidos sdo diretamente
proporcionais a concentragdo do farmaco (BRASIL, 2017; ICH, 2005; USP, 2011), foi
construida uma curva analitica das areas em funcdo da concentragdo de BVZ (Figura 35). A
curva foi obtida pelo método dos minimos quadrados, onde a equagdo da regressdo e o

coeficiente de correlacio (r?) foram calculados a partir da Equagio 14.

y=0,8948x + 18,119 (r* = 0,999) Equacao 14

Sendo y = 4rea do pico e x = a concentragdo da solu¢do padrao (ng/mL).

%{//f(/(fo(;, (7)/ % @
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Figura 35. Curva analitica do BVZ obtida a partir do método cromatografico proposto.

O método analitico desenvolvido apresentou-se linear na faixa de concentragdo de BVZ
de 20 a 350 pg/mL. Através dos estudos quimiométricos, utilizando-se software livre Gui
Octave, verificou-se que a regressdo linear foi altamente significativa, a partir dos
dados obtidos, ja que F calculado foi muito maior do que o valor de F tabelado, para um nivel

de 95% de confianca (Tabela 12).

Tabela 12: Analise de variancia dos valores de area determinados na obtengdo da curva.

Fonte de variacio Soma quadratica Graus de liberdade F calculado F tabelado

Regressao 236229,3758 1 9035* 2,92 x 10
Residuo 575,1663238 22
Total 236804,5421 23

*Significativo para p < 0,05

5.4.4 Precisao

A precisdo foi avaliada através da repetibilidade ou precisdo intra-corrida, em que os

resultados sao obtidos no mesmo equipamento, em curto espaco de tempo, pelo mesmo analista,
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e através da precisdo intermediaria ou inter-corridas, avalia-se os resultados obtidos em dias
diferentes, por analistas diferentes (BRASIL, 2017; ICH, 2005; USP, 2011).

A partir dos resultados obtidos (Tabela 13 e 14), concluimos que o método proposto foi
preciso para a quantificagdo do BVZ, ja que os coeficientes de variacdo apresentaram valores

de DPR menores do que 5%, conforme preconizados pela Anvisa (2017).

Tabela 13. Resultados obtidos pelo teste de precisdo intra-corridas.

] Concentracoes Concentracoes Conce’ndt.r agoes
Areas tedricas reais explelll';nl:r?tais D.P DPR (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
33,259 16,92
34,355 25 18,15 17,59 0,62 3,531
33,969 17,71
177,370 177,97
177,583 200 178,21 177,46 1,10 0,622
175,775 176,19
348,077 368,75
345,048 350 365,37 365,46 3,25 0,888
342,270 362,26

Tabela 14. Resultados obtidos pelo teste de precisdo inter-corridas.

Analistas e Conce'n.tracoes Concentra.g:oes medias D.P.R
dias teoricas experimental D.p (%)
(ng/mL) (ng/mL)

1 25 17,71 0,73 4,104

2 20,01 0,87 4,372

1 198,95 5,22 2,622
200

2 195,79 8,73 4,458

1 385,00 7,24 1,879
350

2 369,02 5,99 1,624
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5.4.5 Exatidao

A exatidao representa a proximidade dos resultados obtidos em relagdo ao valor real
(BRASIL, 2017; ICH, 2005) e os valores obtidos (Tabela 15) demonstraram que a metodologia
analitica empregada foi adequada para a quantificacdo do BVZ, uma vez que os valores estao

entre 80 — 120 %, conforme preconizado pela Anvisa (2017).

Tabela 15. Valores de exatidao.

Concentracoes tedricas Concentracoes médias experimental Exatiddo (%)
(ng/mL) (ng/mL)
50 47,04 94,09
200 194,79 97,39
350 367,02 104,86

5.4.6 Limite de detecciio (LD) e de quantificacio (LQ)

O LD, que representa a menor quantidade do analito capaz de ser detectada, e o LQ, que
corresponde a menor quantidade do analito que pode ser quantificada com precisao e exatidao
pelo método (BRASIL, 2017) foram avaliados e os valores calculados a partir das equagdes
foram 8,4419 ng/mL e 25,1397 pg/mL para LD e LQ, respectivamente. Esses resultados
demonstraram que a metodologia empregada foi capaz de detectar e quantificar baixas

concentragoes de BVZ.
5.4.7 Robustez

A robustez do método pode ser mensurada a partir da andlise do efeito de pequenas
variagdes durante os ensaios sob alguns parametros cromatograficos, como tempo de retengao
do pico, exatiddo e valor DPR (SILVA et al., 2012).

Os resultados (Tabela 16) mostram que o método foi robusto uma vez que os valores de

exatiddo estdo dentro do intervalo preconizado pela Anvisa (80 %— 120 %).
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Tabela 16: Valores de robustez.

Parametros Tempo de retencio (min) Exatidao (%)
0,8 mL/min 6,304 86,08
Fluxo 1,0 mL/min 5,775 85,25
1,2 mL/min 6,34 94,42
78 °C 6,041 86,15
Temperatura
80 °C 6,0978 94,09

5.5 Avaliacao da eficiéncia de incorporacao (EI %)

A capacidade de encapsulagdo de uma determinada quantidade de fArmaco no interior
de uma particula em relagdo a massa real adicionada, corresponde a eficiéncia de encapsulagao
(AHUJA; YADAV; KUMAR, 2010; CHAN, 2011).

Os valores de E1% do BVZ nos nanosistemas estao apresentados na Tabela 17. O efeito
da concentragdo farmaco e agente reticulante (AICl3) na eficiéncia de encapsulagdo foi
avaliado.

A El% das nanoparticulas reticuladas e ndo reticuladas foi elevada variando entre 56,16
% e 100 %, demonstrando a elevada capacidade dos sistemas em incorporar o BVZ (Tabela

17).

Tabela 17. Eficiéncia de incorporagdo nanoparticulas reticuladas e néo reticuladas.

Amostras EI (%) + DP
NP1 56,23 £2.47
NP1R1 85,24 £ 1,91
NP1R2 100,02 +0,18
NP2 56,16 + 0,50
NP2R1 91,37+ 0,44
NP2R2 87,67 +0,93
NP3 67,81+ 0,30
NP3R1 93,04 +0,16
NP3R2 96,42 + 0,19
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Entre as amostras ndo reticuladas, a maior EI % foi observada para NP3 (67,81% =+
0,30%) (p <0,05), que possui maior concentracdo de BVZ (0,35 mg/mL). A maior concentragdo
de BVZ dessa amostra deve ter contribuido para maior EI%, uma vez que o elevado numero de
molécula do farmaco com carga positiva deve ter interagido com os grupamentos ionizados dos
polimeros negativamente carregados até a saturacao dos sitios de ligagao.

Comportamento semelhante foi relatado por Luangtana-anan e colaboradores (2005),
em estudos com nanoparticulas de quitosana contendo albumina obtidas pela complexagao
polieletrolitica. Os autores verificaram que para sistemas contendo quitosanas de diferentes
massas moleculares (35 kDa — 800 kDa) quanto maior a massa molar da quitosana maior era a
incorporagao do farmaco, sendo que nas nanoparticulas contendo a quitosana de maior massa
molar (800 kDa) a eficiéncia de incorporagao foi em torno de 100%.

Ao comparar todas as amostras reticuladas com AICI;, nenhuma diferenga
estatisticamente significativa foi observada (p > 0,05), independente da concentracdo de AlCls.
Entretanto, entre as amostras reticuladas com 0,02 mg/mL de AICI3 (R2), aquela com menor
concentragdo de BVZ (0,15 mg/mL), NP1R2, exibiu a maior EI % (100,02 +0,18 %) (p <0,05).
Provavelmente, maior quantidade de ions Al**deve ter contribuido para formagdo de uma malha
estruturalmente mais rigida e estavel, onde o farmaco, fortemente ligado aos polimeros,
permanece aprisionado (Figura 36). Esse dado corrobora os dados de tamanho dessa amostra
(629,87 £ 27,57 nm) (Tabela 8), uma vez que esta exibiu o maior didmetro médio

hidrodinamico, provavelmente devido a maior quantidade de moléculas de BVZ encapsulada.
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Figura 36. Localiza¢do do BVZ na rede estrutural das nanoparticulas reticuladas.
Fonte: Adaptado de: SCHWEIZER; SCHONHAMMER; et al. (2013).
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Através da comparagdo entre as nanoparticulas ndo-reticuladas e reticuladas, verificou-
se que, de maneira geral, o processo de reticulacdo idnica aumentou (~ 2 vezes) a El%,
independentemente da concentracdo do AICI; (0,015 ou 0,02 mg/mL) (p < 0,05). Esse
comportamento pode ser devido a répida reticulagio promovida pelos ions trivalentes (A1*"),
minimizando a perda do farmaco para meio dispersante. Esses resultados sdo coerente e
corroboram aqueles verificados no item 5.3.1 (Tabela 8), os quais as nanoparticulas reticuladas
exibiram maior didmetro.

Comportamento descrito acima também foi relatado por Reddy e Tammishetti (2002),
em estudos com particulas de goma guar contendo albumina. Os autores verificaram que a
reticulacdo utilizando ions Al ocorre de maneira mais efetiva, em relacdo aos ions divalentes,
promovendo a maior encapsulagdo da albumina.

A elevada eficiéncia de incorporacdo de farmacos de origem proteica utilizando as
técnicas de complexagao polieletrolitica e reticulagdo ionica associadas foi demonstrada em
estudos recentes. Aproximadamente 67,6 + 6,7 % do BVZ foi incorporado em nanoparticulas
de quitosana obtidas através da reticulacdo ionica (BADIEE et al., 2018). Adicionalmente, em
estudos com nanoparticulas de quitosana carregadas de insulina obtidas por complexagao
polieletrolitica os percentuais de eficiéncia de incorporacao foram elevados, variando entre 62,4
—80,5 % (NAM et al., 2010).

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que reticulagdo idnica das
nanoparticulas obtidas pela complexagdo polieletrolitica permitiu a formagao de uma estrutura

que pode ser fisicamente mais estavel e capaz de incorporar maior quantidade do BVZ.

5.6 Estudos da estrutura conformacional do BVZ apés obtencido das nanoparticulas e

nanoparticulas reticuladas

5.6.1 Analise da estrutura secundaria do BVZ por espectroscopia de absorciao na

regiao do infravermelho (IV)

A espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) ¢
uma técnica experimental muito bem estabelecida que permite uma analise rapida com amostras
no estado liquido, sélido ou semissolido. A técnica, que se baseia na interacdo da radiacdo IV
com a amostra, mede o comprimento de onda e a intensidade de absor¢do dessa radiagao,
estimulando movimentos vibracionais na molécula, o que permite a obtencao de informacdes

importantes, em nivel estrutural e molecular, de compostos quimicos pequenos e até mesmo de
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sistemas mais complexos como células, tecidos e proteinas (BERTHOMIEU;
HIENERWADEL, 2009; DUYGU et al., 2009; IOANNOU; DONALD; TROMP, 2015;
KONG; YU, 2007; MOVASAGHI; REHMAN; UR REHMAN, 2008).

Os dados espectrais de IV foram obtidos a partir do acessério ATR (do inglés,
Attenuated Total Reflection), pelo método de reflexdo total atenuada (cristal de diamante), que
tem demonstrado ser bastante util em estudos da estrutura secundéria e outras propriedades das
proteinas em diferentes ambientes (KONG; YU, 2007).

Os aminoacidos de uma proteina sdo unidos por ligagdes peptidicas, as quais envolvem
a perda de uma molécula de dgua apds a ligag@o entre grupo amino (-NHz) de um aminoacido
e o grupo carboxilico (-COOH) do outro. A modificacdo da ligacdo peptidica apds essa

interagdo da origem a fun¢do quimica amida (Figura 37) (GALLAGHER, 2009).

Perda H>O Ligacdo amida

Figura 37. Formagdo da ligagdo amida. (Fonte: autoria propria).
Fonte: Autoria propria

Nos dados espectrais de proteinas, as vibragdes dessa unidade de repeticdo originam
nove bandas de absor¢ao IV nomeadas amidas A, B e I — VII (KONG; YU, 2007). As bandas
amidas I e Il sdo as duas mais importantes bandas do esqueleto da proteina, pois referem-se a
informacdes relacionadas a estrutura secundaria de proteinas, uma vez que ambas as ligacdes
C=0 e N-H estdo envolvidas na ligacdo de hidrogénio que ocorre entre os aminoacidos da
cadeia estrutural. As demais bandas de vibracdo da amida sdo muito complexas e de pouca
utilidade pratica nos estudos conformacionais de proteina (GALLAGHER, 2009; MATHEUS;
FRIESS; MAHLER, 2006; SOUSA; SARMENTO; NEVES-PETERSEN, 2017).

As bandas amida I (1700 cm™ - 1600 cm™) sdo correspondentes as vibragdes do
estiramento da ligacdo C=0, e sdo sensiveis as pequenas variagdes na geometria da molécula e
nos padrdes das ligacdes de hidrogénio das ligacdes peptidicas de uma determinada proteina.
Por outro lado, a banda da amida II ¢ proveniente da vibragao resultante do dobramento no
plano de N-H, que corresponde a 40 - 60% do potencial energético da molécula, e da vibragao
resultante do estiramento de C-N, correspondente a 18 — 40 %. Entretanto, a banda amida II

apresenta menor sensibilidade a mudangas conformacionais da proteina em relagdo a amida I
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(GALLAGHER, 2009; MATHEUS et al., 2006; SOUSA; SARMENTO; et al., 2017). Dessa
forma, neste estudo o foco foi a andlise da banda da amida I, uma vez que esta vem sendo a
mais utilizada para demonstrar a integridade estrutural de folhas-B de proteinas, como mAbs
(MURPHY et al., 2012).

Considerando a complexidade da banda de amida I, métodos para aumentar a resolugao,
como a segunda derivada obtida a partir dos espectros de IV sdo amplamente utilizados para
garantir a separagao dos picos e melhorar a resolucdo, bem como a correlagao de suas areas, ou
intensidade das bandas, os quais podem trazer informagdes importantes em relacao ao conteudo
da estrutura secundaria de proteinas.

A Figura 38 mostra a segunda derivada dos espectros de IV da banda da amida I, entre

1700 — 1600 cm™!, do BVZ, nanoparticulas reticuladas ou nio.
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Figura 38. Segunda derivada dos espectros de FTIR do farmaco e amostras.

Considerando que o BVZ ¢ uma imunoglobulina do tipo G (IgG) foram verificadas duas
bandas caracteristicas, uma entre 1630 e 1640 cm™! e outra entre 1690-1700 cm’!, relativo as
estruturas em folhas-f (DONG et al., 1990; MURPHY et al., 2012; SOUSA; SARMENTO;
etal., 2017; YANG et al., 2015).
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A Figura 38 mostra que a estrutura secundaria do BVZ foi mantida em todas as amostras,
sugerindo que os processos de complexacdo polieletrolitica e reticulagdo i10nica, nao
danificaram a estrutura secundaria do BVZ, que ¢ dominada por folhas-f intramolecular, cuja
banda foi exibida em 1637 cm!, caracteristico de proteinas globulares, e por volta-p (ligagdes
entre duas folhas B) cujas bandas foram exibidas em 1666 cm™ e 1688 cm™'. Esses valores sio
semelhantes aqueles relatados por Kong e Yu (2007) e Yang e colaboradores (2015).

A intensidade da banda em 1637 cm™!, relacionada a folha-B antiparalela, variou entre
as amostras, sendo a maior intensidade observada em NP3R1, NP3R2 e NP2R2.
Provavelmente, essas variagdes na intensidade dos picos estdo relacionadas as modificagdes
especificas nos percentuais de estruturas secundarias de proteinas devido as interagdes
intermoleculares, que ocorrem apos a formagao dos complexos, ou ainda devido a uma possivel
reorganizagdo estrutural do BVZ no sistema sem, no entanto, perder sua conformacao
estrutural. De acordo com Ioannou e colaboradores (2015) ¢ possivel que essas variagdes na

intensidade dos picos também ocorram em fungdo da concentragao da proteina.
5.6.2 Analise da estrutura terciaria do BVZ por espectroscopia de fluorescéncia

A fluorescéncia ¢ uma transi¢do radioativa que envolve a liberacdo de fotons, e baseia-
se em trés eventos importantes, sendo eles a excitacdo, relaxacdo e emissdo do foton. A
excitacdo (processo de absorcdo de luz) ocorre quando o fluoréforo absorve um féton levando
o elétron do orbital de nivel mais baixo (estado fundamental) ao nivel vibracional mais alto
estado eletronico excitado. Em seguida, ocorre o processo de relaxagdo (conversao interna) e a
energia ¢ dissipada levando o fluoréforo ao nivel vibracional do estado fundamental. Por fim,
ocorre a emissdo do foton (processo de fluorescéncia propriamente dito), que baseia-se no
retorno da molécula ao estado fundamental, resultando na dissipacdo de energia, parte na forma
de calor e parte na forma de luz (SABATINI, 2012; VENTURINI, 2017).

Em compostos organicos, o fendmeno de fluorescéncia ocorre principalmente nas
estruturas aromaticas. Nas proteinas, os fluor6foros intrinsecos sdo compostos, principalmente,
pelos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, sendo este tltimo o fluoréforo
mais importante (GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014). Nesse sentido, a fluorescéncia do
triptofano, que absorve luz na faixa de 280 nm e emite entre 320-350 nm, ¢ a mais relevante
para investigar alteragdes conformacionais em proteinas (CAMPANA, 1998; ROYER, 2006).

Ao entrar em contato com o ambiente aquoso, o triptofano emite fluorescéncia, sendo

esta altamente sensivel a polaridade do meio em que estd disperso. Segundo Huang e
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colaboradores (2016), os residuos de triptofano podem apresentar emissao de fluorescéncia em
comprimentos de onda de maxima absor¢ao (Amax) que variam entre 307 e 355 nm, de acordo
com as propriedades do solvente, do grau de exposicao ao solvente e de outras interagdes locais,
sendo categorizados em cinco classes, A (Amax =307 nm), S (Amax =316-317 nm), I (Amax entre
330-332 nm), II (Amax entre 340-342 nm) e III (Amax entre 350-353 nm) (RESHETNYAK;
BURSTEIN, 2001).

Nesse estudo, para avaliar a integridade da estrutura terciaria do BVZ utilizou-se como
sonda a fluorescéncia intrinseca dos residuos de triptofano do BVZ livre, nas concentracdes
0,15 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,35 mg/mL, e incorporado nas nanoparticulas reticuladas e nao-
reticuladas. Outro parametro avaliado foi o centro de massa espectral [A], média ponderada dos
espectros que reflete o grau de exposicao do triptofano ao ambiente polar e alteragdes sofridas
na estrutura de proteinas (BALNY; MASSON; HEREMANS, 2002).

A Figura 39 mostra os espectros normalizados de fluorescéncia intrinseca do BVZ, das

nanoparticulas reticuladas e nao reticuladas.
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Figura 39. Espectros de fluorescéncia intrinseca do BVZ livre e incorporado nas nanoparticulas reticuladas e ndo
reticuladas.
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A Figura 40 mostra que o BVZ livre nas diferentes concentragdes (0,15 mg/mL, 0,25
mg/mL e 0,35 mg/mL) apresentou Amax emissdo e [A] em torno de 336 nm e 345 nm,
respectivamente (Tabela 18), valores caracteristicos de proteinas do tipo IgG, sendo os picos
relativos aos residuos de triptofano da classe II, categorizados por aqueles presentes
naturalmente na superficie de proteinas em contato com grupos polares da agua (HUANG et

al., 2016).

346.,0 q
3455 -
—
E F
E 3450 - . -
‘3 o o ﬁnﬂﬁ
a []
3445
344’0_||||||||||||
© 9 £z 2 88 EF 88 & &
SSSfEEfEEZEE
N N N 7z 7 zZ 4 7z 7
A
m m M

Figura 40. Centro de massa espectral do BVZ livre e das nanoparticulas reticuladas e néo reticuladas.

Para todas as nanoparticulas, reticuladas e ndo reticuladas, ndo foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas para os valores de Amax € [A], mesmo em relacdo ao
BVZ livre (p > 0,05) (Tabela 18), indicando que os residuos da classe II foram mantidos na
superficie da proteina em todas as amostras e que o processo de complexagao polieletrolitica e

reticulacdo i0nica ndo afetaram sua estrutura nativa.
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Tabela 18. Dados espectrais de fluorescéncia do BVZ, nanoparticulas reticuladas e ndo-reticuladas (n=3).

Amax €missao

Amostras [£] (nm)
(nm)

BVZ (0,15 mg/mL) 337+1 3448
BVZ (0,25 mg/mL) 335+2 3449
BVZ (0,35 mg/mL) 336 £ 1 345,0
NP1 336 £ 1 3448
NPI1R1 335+2 3449
NP1R2 336 £ 1 3448

NP2 337+1 3449
NP2R1 337+ 1 3449
NP2R2 337+ 1 3449

NP3 335+2 3449
NP3R1 336 £ 1 345,0
NP3R2 336 £ 1 345,0

Os resultados evidenciaram que as técnicas de complexagao polieletrolitica e reticulagao
10nica mostraram-se adequadas, pois a estrutura terciaria do BVZ foi mantida ap6s a obtengao
das nanoparticulas reticuladas e ndo-reticuladas, corroborando os resultados da analise por
espectroscopia de absor¢do na regido do IV (item 5.6.1) que revelaram que a integridade da
estrutura secundaria do BVZ foi preservada.

A técnica de complexagao polieletrolitica, bem como a reticulagdo i16nica, apresentam
vantagens tecnoldgicas como condi¢des reacionais amenas, evitando o uso de solventes
orgéanicos, meio com valores extremos de pH e elevada temperatura, os quais normalmente sao
responsaveis por processos de desnaturacdo de proteinas. Nesse sentido, sugere-se que as
interacdes entre polimeros e BVZ pode ter levado a formagao de uma estrutura mais organizada,
o qual deve ter sido fortalecida pela presenca do agente reticulante, promovendo o

aprisionamento do BVZ no interior da particula, como mostra a Figura 20 do item 5.2.1.2.

5.6.3 Analise da conformacgdo estrutural do BVZ por microcalorimetria

exploratoria diferencial (nanoDSC).

A andlise por nanoDSC ¢ uma técnica que permite avaliar diretamente a capacidade de
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absor¢ao de energia térmica de uma determinada substancia, a partir do aumento ou diminuigao
da temperatura de maneira controlada. Como uma poderosa ferramenta analitica, a nanoDSC ¢
uma técnica amplamente utilizada para obter informagdes do estado nativo, de enovelamento
ou desenovelamento de proteinas, bem como da estabilidade térmica dessas biomacromoléculas
(GILL; MOGHADAM; RANJBAR, 2010b), que pode ser fortemente influenciada pela sua
associacao com matrizes poliméricas durante a obtengao de nanoparticulas (ANDREANI et al.,
2015).

A técnica fundamenta-se no registro de eventos térmicos em fungdo da variagdo da
temperatura, associados a desnaturacao térmica ou rompimento das interagdes, que mantém a
estrutura das biomoléculas, quando esta ¢ submetida a uma taxa de aquecimento. Parametros
termodinamicos obtidos a partir das analises de nanoDSC dizem muito a respeito do estado
estrutural de proteinas. Alteragdes na capacidade calorifica de uma proteina, por exemplo,
podem indicar a quebra das ligacdes que estabilizam sua estrutura, como interagdes de van der
Waals, interagdes hidrofobicas e eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio (CHIU; PRENNER,
2011; GILL et al., 2010b).

A anélise foi realizada em uma faixa de temperatura de 25 °C — 100 °C, de acordo com
método proposto por Andreani e colaboradores (2015). A Figura 41 mostra as curvas de

nanoDSC do BVZ livre e incorporado as nanoparticulas reticuladas e ndo-reticuladas.
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Figura 41. Curva de nanoDSC do BVZ em solu¢do aquosa e das nanoparticulas reticuladas e ndo reticuladas.
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O BVZ apresenta quatro cadeias polipeptidicas, caracteristicas de imunoglobulinas do
tipo IgG, que estdo unidas por ligagdes dissulfeto e outras ligagdes supramoleculares. Essas
quatro cadeias polipeptidicas estdo agrupadas em fragmentos, sendo dois fragmentos Fab
(fragmento de ligacdo do antigeno) idénticos e um fragmento Fc (fragmento cristalizavel), os
quais dao origem a conformagdo estrutural em “Y” da proteina (Vermeer ¢ Norde, 2000;
Ionescu et al., 2008). Na curva de nanoDSC do BVZ verificou-se que transi¢des endotérmicas
que correspondem ao desdobramento dos dominios do fragmento de ligagdo ao antigeno Fab e
Fc ocorreram em temperaturas distintas, em 72,5 °C e 83,5 °C, respectivamente. Esses
resultados ja foram previamente relatados em outros estudos (IONESCU et al., 2008;
VERMEER; NORDE, 2000).

Os picos relacionados aos dois eventos endotérmicos do BVZ nao foram exibidos na
curva de nanoDSC das nanoparticulas reticuladas e ndo-reticuladas, indicando o deslocamento
da temperatura de desnaturacdo (Tm) para temperaturas mais elevadas (acima de 100 °C) (como
mostra a seta na Figura 41), o que indica que a complexacdo do BVZ com polidnions (GG e
AR) pode ter aumentado a estabilidade térmica da proteina, em que maior energia térmica foi
necessaria para promover a desnaturagdo do BVZ quando complexado aos polimeros. Esse
resultado corroboram os dados de fluorescéncia (item 5.6.2).

O efeito de polissacarideos naturais na estabilidade térmica de sistemas de liberagdo
também foi evidenciado em outros trabalhos por nosso grupo de pesquisa (Cardoso, 2014;
Ferreira et al., 2017).

Com o propdsito de avaliar a ocorréncia de outros eventos térmicos, que provavelmente
ocorrem em temperaturas mais elevadas, a andlise através DSC foi realizada, uma vez que essa

analise permite avaliar os eventos em uma faixa de temperatura mais ampla.
5.6.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A DSC, que consiste no aquecimento ou resfriamento de uma determinada substancia
quimica, tem sido bastante empregada no sentido de obter informagdes sobre eventos térmicos
de materiais, como fusdo, cristalizagdo, transicdo vitrea e reagdes de decomposi¢dao
(READING; CRAIG, 2006).

A técnica baseia-se na medida da diferenga entre o fluxo de calor de uma determinada
substancia ¢ um material de referéncia termicamente inerte (BOND et al., 2002; CLAS;
DALTON; HANCOCK, 1999), possibilitando a identificacdo e transicdo de polimorfos,

caracterizacdo de materiais poliméricos, determinagdo da pureza de firmacos e interagdes entre
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farmaco e excipientes, bem como o estudo de compatibilidade entre componentes das
formulagoes (BHARVADA; SHAH; MISRA, 2015; STORPIRTIS et al., 2000).

Os eventos térmicos registrados pela técnica DSC sdo temperatura de fusdo
endotérmica, ou seja, temperatura de inicio da fusdo dos cristais (Tonser), a
temperatura do pico (Tpeak), relativo ao ponto de fusdo da maioria dos cristais; a
temperatura final (Tendset), que representa a fusdo dos cristalitos mais perfeitos e a
entalpia de fusdo (AH) correspondente a area de transicdo endotérmica (READING; CRAIG;
2007; ZHOU; DI VONA; KNAUTH, 2010).

Neste estudo, as analises de DSC foram empregadas para avaliar a compatibilidade entre
os componentes das amostras, a estabilidade térmica dos materiais, bem como as possiveis
alteragdes fisico-quimicas ap6s a formacao das nanoparticulas.

As curvas de DSC obtidas para o BVZ, polimeros isolados e misturas poliméricas estao
apresentadas nas Figuras 42. Os valores dos parametros calorimétricos estao listados na Tabela

19.
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Figura 42. Curvas de DSC do BVZ, polimeros isolados (AR e GG) e mistura GG/AR.
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Tabela 19. Parametros calorimétricos da GG, AR, BVZ e das nanoparticulas reticuladas e ndo-reticuladas.

Amostras Tonset (OC) Tpeak (OC) Tendset (OC) AH (J/g)
39,62 54,46 84,33 -72,69
AR 273,71 283,53 289,19 -209,39
294,29 302,04 318,07 -121,51
GG 38,57 61,34 101,07 -125,42
234,55 247,48 257,17 256,21
40,51 60,72 91,30 -64,56
GG/AR 232,15 245,96 260,62 99,38
379,41 441,77 482,19 4818,52
BVZ 75,06 88,43 100,92 -97,05
92,18 99,67 106,88 -158,46
NP1
269,21 287,27 316,32 -151,56
88,55 97,38 106,02 -250,99
NP1R1
257,86 280,83 310,36 -155,09
91,34 96,7 102,68 -24,89
NP1R2
261,67 287,31 313,77 -88,81
88,75 97,19 104,47 -271,81
NP2
260,46 277,74 319,64 -268,09
39,31 92,55 114,58 -93,35
NP2R1
283,24 299,04 313,57 -156,62
89,75 96,64 103,43 -49,96
NP2R2
252,52 275,88 298,43 -115,9
90,3 99,42 107,72 -146,17
NP3
263,48 280,58 302,22 -163,53
87,81 95,29 101,93 -46,3
NP3R1
254,29 278,86 304,87 -128,29
88,84 95,3 102,85 -24,46
NP3R2
254,23 2717,2 294,11 -132,52

A curva de DSC do BVZ exibiu uma transi¢do endotérmica com um pico alargado em
aproximadamente em 88,43 °C, tipico de anticorpos monoclonais (SIGNORELLO et al., 2014).

Esse evento endotérmico ¢ atribuido a desnaturacao da proteina, devido a quebra das ligacdes
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de hidrogénio e das ligagdes covalentes do tipo dissulfeto responsdveis pela manutengao
estrutural da proteina.

O BVZ possui uma elevada complexidade estrutural e apresenta em seus dominios duas
cadeias pesadas idénticas (Fab) e duas cadeias leves idénticas (Fc), os quais originam duas
transi¢des térmicas, em aproximadamente 70 °C e 80 °C, relacionadas aos desdobramentos de
ambos fragmentos Fab e Fc, respectivamente (ZHANG et al., 2012). De acordo com Matsuura
e colaboradores (2015), um pico endotérmico relativo a desnatura¢do ocorre em temperaturas
proximas a 80 °C, pois nessa condi¢ao, as proteinas geralmente comecam a agregar € 0 processo
de desnaturacao ocorre irreversivelmente.

O pico amplo observado na curva do BVZ (Figura 42), provavelmente, deve ter
englobado os dois eventos térmicos relatados acima, os quais foram exibidos na curva do
nanoDSC (item 5.6.3).

Para o0 AR, a curva de DSC (Figura 42) apresentou uma transicdo endotérmica trifasica,
em 5446 °C, 283,53 °C e 302,04 °C (Tabelal9), valores proximos aqueles
encontrados por Cardoso (2014) para o amido retrogradado. O primeiro pico em ~54,46 °C esta
relacionado com a desor¢do da agua quimicamente ligada. O segundo e terceiro picos
verificados em 283,53 °C e 301,88 °C, estdo relacionados a decomposi¢do do amido. Segundo
Liu e colaboradores (2005), acima de 260 °C ocorre a fusdo dos cristalitos, homogeneamente
dispersos na matriz polimérica, e as cadeias de amilose e amilopectina e de glicose sdo
quebradas levando a decomposi¢ao do amido através da carbonizagao.

A curva de DSC da GG (Figura 42) exibiu um pico endotérmico alargado em 61,34 °C
e outro exotérmico em 247,48 °C, relacionados ao processo de desidratacdo e de desintegracao
das cadeias poliméricas (degradacao) (CARDOSO, 2014; PREZOTTI et al., 2014),
respectivamente, ambos valores semelhantes aqueles encontrado por Xu e colaboradores
(2007), em estudos com filmes a base de GG e konjak glucomanana.

Para a mistura GG/AR observou-se trés transi¢oes térmicas, uma endotérmica ¢ duas
exotérmicas. O primeiro evento apresentou-se como um pico endotérmico alargado em 60,72
°C, valor intermediario aqueles encontrados para GG e AR isolados (Tabela 19) e que estdo
relacionados com a desor¢do de dgua e um pico exotérmico em 245,96 °C, correspondente a
degradagao da GG. Esses dois picos foram mantidos em relagao aos polimeros isolados, porém
verificou-se uma reducdo na intensidade desses picos, que pode ser um indicativo da interagao
entre GG e AR. Excepcionalmente, verificou-se um largo pico exotérmico em 441,77 °C com

AH de 4818,52 J/g. Esse comportamento, evidencia que provaveis interagdes devem ocorrer
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entre GG e AR resultando em uma rede mais forte e estavel, onde uma maior energia térmica
foi necessaria para romper as ligagdes formadas. Além disso, segundo Zhu e colaboradores
(2018), em estudos sobre a estrutura, degradacdo térmica e comportamento de combustdo de
diferentes tipos de amido, verificaram que na faixa de temperatura de 260 — 450 °C primeiro
ocorre a despolimerizacao da cadeia polimérica, seguida pela extensa degradacao térmica dos
anéis de glicose, com liberagao de grande quantidade de gases e formagao de carvao, ja que o
amido ¢ um carboidrato constituido principalmente de moléculas de glicose unidas por ligagdes
glicosidicas.

As curvas de DSC obtidas para as nanoparticulas estdo apresentadas nas Figura 43 e os

valores dos parametros calorimétricos estao listados na Tabela 19.
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Figura 43. Curva de DSC das nanoparticulas reticuladas e ndo-reticuladas.

As curvas de DSC das nanoparticulas reticuladas e ndo-reticuladas (Figura 43) o
primeiro evento endotérmico observado apresentou valores de Touses variando entre 87,81 °C —
107,72 °C, com Tpear de ~100 °C (Tabela 19), temperaturas maiores em relacdo ao fadrmaco
(Tabela 19) (Figura 42). Esse comportamento deve estar relacionado ao processo desnatura¢ao

da proteina, que ocorreu em temperaturas maiores, em relacdo ao BVZ isolado (Figura 42).
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Esses resultados corroboram os estudos de nanoDSC (item 5.6.3), que demonstrou que o
desenovelamento da proteina ocorreu em temperatura proxima a 100°C.

Apesar de verificar um leve aumento da temperatura de degradacdo dos sistemas, para
as amostras reticuladas, com exce¢do de NP1R1, verificou-se que na maior concentragdo de
reticulante e, principalmente, de BVZ (NP1R2, NP2R2, NP3R1 ¢ NP3R2), menores valores de
AH (Tabela 19) foram encontrados (24,46 — 49,96 J/g), razao pela qual nao se deve sugerir que
houve um aumento de estabilidade térmica nessas amostras. Em contrapartida, as amostras nao
reticuladas NP1, NP2 e NP3 apresentaram maiores valores de AH, variando entre 146,17 —
271,81 J/g, o que mostra mais uma vez a existéncia de uma forte interagdo farmaco-polimero,
o qual foi necessaria maior energia térmica para romper as ligagdes. A capacidade dos materiais
poliméricos, principalmente das blendas poliméricas em aumentar a estabilidade térmica ja foi
demonstrada em outros estudos por nosso grupo de pesquisa (CARDOSO, 2014; PREZOTTI
etal., 2014).

As diferencas de intensidades dos picos entre todas as amostras estudadas podem estar
relacionadas a desnaturacdo de moléculas de BVZ que estdo adsorvidas a superficie das
nanoparticulas, o que explica a redugdo dos picos nas nanoparticulas reticuladas, em que as
moléculas do BVZ estdo aprisionadas no interior da estrutura.

O segundo evento endotérmico cujos valores Tonser € Tpear apresentaram-se na faixa de
252,52 °C 4 283,24 °C e de 275,88 °C 4 299,04 °C, respectivamente (Tabela 19), demonstrou
que as nanoparticulas degradaram em temperaturas proximas aquelas verificadas para os
materiais poliméricos isolados.

De maneira geral, observou-se que a intensidade dos picos em aproximadamente 100
°C foram maiores para nanoparticulas ndo reticuladas (NP1, NP2 e NP3). Em contrapartida,
para as nanoparticulas reticuladas, com exce¢dao de NP1R1, houve uma redu¢do na intensidade
dos picos. Esse comportamento ¢ coerente, uma vez que a reticulacdo das nanoparticulas deve
promover um aprisionamento mais efetivo das moléculas do farmaco no interior das

nanoparticulas, como pode ser observado pelos dados de E1%.

5.6.5 Termogravimetria (TG) e Termogravimetria Derivada (DTG)

A Termogravimetria ¢ considerada uma técnica extremamente importante para analises

de sistemas poliméricos. Amplamente utilizada no campo farmacéutico, a TG € uma técnica

que baseia-se na medida da variacdo de massa (perda ou ganho) da amostra em fun¢do da
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temperatura, a partir do aquecimento programado, fornecendo informagdes da temperatura de
decomposicdo, desidratacao, oxidacdo, combustdo de materiais, bem como interagdes entre
farmaco e excipientes (GALWEY; CRAIG, 2007; STORPIRTIS et al., 2000). Para auxiliar a
visualizacdo dos eventos, foram calculadas as derivadas a partir da TG, o qual expressa a
primeira derivada da variacdo de massa em relagdo ao tempo (dm/dt). As curvas da DTG
permitem obter informagdes sobre os picos cujas as areas sao proporcionais a variacao de massa
da amostra tornando mais facil a visualizacao dos eventos (OLIVEIRA et al., 2011).

As curvas de TG/DTG obtidas para o BVZ, polimeros isolados (GG e AR), mistura
GG/AR, nanoparticulas reticuladas e nao-reticuladas estdo apresentadas nas Figura 44 e os

dados obtidos pela analise estao apresentados na Tabela 20.
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Figura 44: Curvas de TG/DTG do BVZ, polimeros isolados e mistura polimérica GG/AR. polieletroliticos.
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Tabela 20. Percentual de perda de massa dos polimeros isolados (GG e AR), mistura GG/AR (1:1), BVZ, nanoparticulas reticulada e ndo reticuladas

N Primeiro evento Segundo evento DTG o Massa

Temperatura °C)  Perda de massa (%)  Temperatura (°C)  Perda de massa (%) CC) residual
AR 43,82 - 73,60 9,17 242,57 - 260,30 73,94 250,86 16,89
GG 45,67 - 88,06 9,72 299,14 - 321,81 53,99 311,34 36,29
GG/AR 44,86 - 77,41 8,93 235,37 - 257,94 54,15 245,45 9,33
BVZ 40,10 - 58,45 6,45 258,82 - 320,22 47,08 280,81 46,47
NP1 92,94 - 110,36 5,66 279,03 - 314,99 65,06 297,86 29,28
NP1R1 92,07 -117,81 8,81 272,43 - 312,34 67,59 292.45 23,60
NP1R2 70,60 - 123,91 6,51 268,95 - 316,81 68,60 293,81 24,89
NP2 57,50 - 113,06 7,42 285,67 - 312,94 69,45 300,57 23,13
NP2R1 92,71 - 114,59 8,57 272,89 - 313,73 61,22 293,82 30,21
NP2R2 79,16 - 121,45 7,32 266,83 - 310,78 63,74 289,24 28,94
NP3 93,16 - 130,45 6,86 276,31 - 305,74 65,50 291,50 27,64
NP3R1 85,12 - 123,38 6,87 271,03 - 308,08 64,16 290,64 28,97
NP3R2 91,23 -123,77 6,28 266,55 - 308,75 63,61 289,04 30,11
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A curva de TG do BVZ (Figura 44) apresenta uma regido de perda de massa de 6,45 %
entre 40,10 °C e 58,45 °C, relativo a evaporagdo da agua. Um segundo evento de perda de
massa de 47,09 % ocorreu entre 258,82 °C e 320,22 °C, com 7Tpear de DTG em 280,81 °C,
atribuido a decomposicdo do farmaco. Esses valores foram préximos aqueles relatados por
Gomes (PAULA et al., 2011), em estudos com implantes intraoculares a base de poliuretano
biodegradavel contendo BVZ.

A curva de TG da GG (Figura 44) exibiu dois eventos de perdas de massa, sendo o
primeiro entre 45,67 °C e 88,06 °C, exibindo uma perda de massa de 9,72 % atribuida ao
processo de desidratacdo, e o segundo entre 242,57 °C e 260,30 °C, com 53,99 % de perda de
massa, relacionada a ruptura das ligacdes entre as cadeias polimérica e degradagdo, confirmado
pelo pico exotérmico em 247,48 °C na curva de DSC da GG (Figura 44). O pico da curva de
DTG da GG ocorreu em 250,86 °C. Esses valores foram semelhantes aqueles encontrados por
Cardoso (2014) em estudos com microparticulas de GG e AR.

Para o AR, a primeira regido de perda de massa de 9,17 %, referente a desidratacao,
ocorreu entre 43,82 °C e 73,60 °C, enquanto o evento entre 299,14 °C e 321,81 °C, com perda
de massa de 73,93 % e pico de DTG em 311,34 °C, que corresponde a decomposicao térmica
do AR. Esses dados corrobora o comportamento observado na curva de DSC do AR (Figura
44) (item 5.6.4). Esses valores sdo proximos daqueles relatados por Varma, Panpalia e Jayaram
(2014), Tita e colaboradores (2011) em estudos com sistemas solidos contendo amido, e por
Cardoso (2014), em estudos com microparticulas a base de GG e AR contendo cetoprofeno.

Para mistura GG/AR (1:1), o primeiro evento endotérmico observado na curva de TG
ocorreu entre 44,86 e 77,41 °C, com uma perda de massa de 8,93 %, que corresponde ao
processo desidratagdo. O segundo evento ocorreu entre 235,37 € 257,94 °C, com um percentual
de perda de massa de 54,15 %. A DTG exibiu um pico endotérmico em aproximadamente 250
°C, sendo provavelmente relacionado com a degradagdo da mistura polimérica. O terceiro
evento (dados ndo apresentados na Tabela 20) entre 403,26 °C —461,76 °C corresponde a perda
de massa de 20,75 % e pode ser devido a despolimerizagdo e carbonizagdo das moléculas do
AR, que ndo interagiu com a GG. Esse comportamento corrobora com os dados observados na
analise por DSC, em que um largo pico exotérmico relativo a degradagao foi exibido acima de
350 °C (item 5.6.4).

Considerando que a temperatura de degradacdo/carbonizacdo da GG ocorre em 257,17
°C e do AR em valores acima de 280 °C, esperava-se que pelo menos dois eventos de perda de

massa fossem observados nas curvas de TG/DTG das amostras; entretanto, um Unico evento
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com perda de massa maior de 50% foi verificado em 250 °C evidenciando a presenca de
interacdes entre os materiais poliméricos. Assim, de maneira geral, os resultados evidenciaram
0 aumento da estabilidade térmica das nanoparticulas em relacdo a proteina isolada.

Para as nanoparticulas reticuladas e ndo-reticuladas (Figura 45), de maneira geral,
verificou-se duas regides de perda de massa, a primeira com uma discreta perda de massa entre
5,66 % e 8,81 %, na faixa de temperatura de 57,5 °C a 130,45 °C, correspondente a desidratacao
dos materiais devido ao processo de aquecimento (CARDOSO, 2014b; PREZOTTI et al., 2014;
SOARES et al., 2013; STORPIRTIS et al., 2000) ou ainda devido a degradagdo da proteina
que ocorre nessa mesma regido. Segundo Dudhani e Kosaraju (2010), as perdas de massa
relativas a desidratacdo justifica-se pela elevada afinidade que os polissacarideos tém pela dgua
e, portanto, facilidade de hidratagao.

O segundo e principal estdgio de perda de massa das amostras, relacionado a
decomposi¢do, ocorreu em uma unica etapa no intervalo entre 266,55 °C ¢ 316,81 °C,
apresentando um pico de DTG em 300 °C, com perdas de massa na faixa de 63,26 % a 69,45
%. Conforme verificado nas curvas de DSC das amostras (item 5.6.4) (Figura 45) esse evento

refere-se a degradacao das nanoparticulas.
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Figura 45. Curvas de TG/DTG das nanoparticulas reticuladas e ndo-reticuladas.
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Em estudos recentes em nosso grupo de pesquisa, as analises de TG/DTG de
microparticulas de GG e AR revelaram uma redugao de 150 °C na temperatura de degradacao
das microparticulas em relagdo aos polimeros isolados (300 °C) (CARDOSO, 2014). Nesse
estudo, a perda de massa relacionada a degradagdo das nanoparticulas reticuladas e nao-
reticuladas ocorreu em temperaturas mais elevadas (aproximadamente 300 °C), 150 °C acima
da temperatura verificada para microparticulas citadas. Esse comportamento, indica a
capacidade dos sistemas desenvolvidos em aumentar a estabilidade térmica.

Esse comportamento pode ser devido a possibilidade de formacao de uma estrutura com
maior grau de cristalinidade, apds a complexacdo polieletrolitica e reticulacdo idnica com
AICl3, em que maior energia térmica foi necessaria para romper a estrutura formada.

Os valores de massa residual (%) das nanoparticulas apds o processo de aquecimento
(500°C) apresentaram-se entre 23,13 % e 30,21 %. A massa residual do BVZ, GG e AR foi de
46,47%, 36,29% e 16,89%, respectivamente. Esses residuos sdo subprodutos inorginicos

remanescentes da degradacdo térmica dos materiais poliméricos que constituem os sistemas.

5.7 Avaliacao das propriedades reolégicas e mucoadesivas

O termo “reologia” ¢ a ciéncia que estuda o fluxo e deformagdo dos materiais. A técnica
baseia-se na andlise comportamental dos materiais frente a aplicacio de uma forca ou
deformacao (SCHRAMM, 2006).

A caracterizagdo do comportamento viscoelastico pode ser realizada através da
determina¢do dos moddulos de armazenamento (G’), o qual representa a energia de tensdo
temporariamente armazenada durante a andlise (resposta s6lida), e de perda (G”), que se refere
a energia dissipada para iniciar o fluxo, a qual € irreversivelmente perdida sendo transformada
em calor de cisalhamento (resposta liquida) (BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989; JONES,
1999; SCHRAMM, 2006). Esses parametros podem ser determinados em fungao da frequéncia
(Hz), possibilitando a obten¢do de informagdes estruturais de polimeros, bem como de suas
misturas (SCOTT, 2000; SCHRAMM, 2006).

As propriedades mecanicas do muco gastrico sao fundamentais para o desempenho de
suas propriedades protetoras e sdo determinadas, principalmente, pelas glicoproteinas mucinas
que compde a matriz do muco (SELLERS et al., 1988).

As interagdes mucina-mucina que levam a agregacdo e gelatinizagdo sdo fortemente

influenciadas pelo pH, ja que a mudanga da conformacao espiral randomica em pH neutro para
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globular em pH acidico ¢ esperada (BANSIL; TURNER, 2006; CELLI et al., 2007).

As mucinas sao constituidas por um ntcleo proteico com dominios interdispersos ricos
em prolina, serina e treonina ou cisteina (dominios PTS), além de cadeias laterais de
polissacarideos que constituem 80% da sua massa molecular. Essas glicoproteinas formam
grandes agregados poliméricos com massa molar de até 20 MDa, através de ligacdes dissulfeto
(BANSIL; TURNER, 2006).

A interacdo entre polimeros e mucina, através de interpenetragdo de cadeias e/ou
interagdes supramoleculares influencia diretamente nas propriedades reoldgicas dos materiais
poliméricos (THIRAWONG; KENNEDY; SRIAMORNSAK, 2008).

Neste estudo, o comportamento reoldgico de dispersdes aquosas de mucina e das
misturas nanoparticulas/mucina foi avaliado através de ensaios oscilatorios dinamicos, em pH
1,2 e pH 6,8, os quais foram considerados biorrelevantes, de acordo com gradiente de pH do
TGI. O moédulo de interagdo (AG’) foi calculado, a fim de se estabelecer uma anélise
comparativa das propriedades mucoadesivas das nanoparticulas (reticuladas e nao-reticuladas)

avaliadas.
5.7.1 Testes oscilatorios dinamicos

A regido de viscoelasticidade linear (RVL) das dispersdes estudadas variou entre 0,01
— 1 Pa em pH 1,2 e entre 0,003 — 0,02 Pa no pH 6,8 (Figura 46), indicando a formacao de
estruturas fracas (OLIVEIRA CARDOSO et al., 2017).
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Figura 46: Espectros da varredura de tensdo da mucina e das misturas nanoparticulas/mucina em pH 1,2 e pH 6,8.
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Nos espectros mecanicos, em pH 1,2, verificou-se que todas as misturas
nanoparticulas/mucina (nanoparticulas reticuladas e ndo reticuladas), exibiram valores de G’
superiores a G” (1,3 — 8 vezes) (Tabela 21), (Figura 47), demonstrando o comportamento
predominantemente elastico dessas amostras em ambiente acido (GRASSI et al., 2006;
WALTER, 1997). Além disso, os valores de G’ ¢ G” para uma determinada frequéncia foram
sempre maiores em relacdo a mucina (Tabela 21), o que mostra que a incorporacao das
nanoparticulas as dispersdes de mucina levou a modificagdes estruturais na dispersdo de mucina
tornando a rede estruturalmente mais rigida. Esse comportamento deve contribuir para a
reducdo nas taxas de liberacdo do BVZ em meio 4cido, uma vez que essa estrutura mais rigida

deve impor uma maior resisténcia a difusao do farmaco para meio de dissolugao.

Tabela 21. Valores de stress critico, G’ ¢ G’ do teste oscilatorio da mucina e das misturas nanoparticulas/mucina
(frequéncia 1 Hz).

- pH12  pH68
Amostras

G’ (Pa) G” (Pa) G’ (Pa) G” (Pa)

Mucina 0,0311 0,0538 0,0354 0,0461
NP1/mucina 4,0601 1,3283 0,9514 0,6791
NP1R1/mucina 1,2128 0,6606 3,9779 0,9079
NP1R2/mucina 0,7625 0,2077 6,9813 0,9024
NP2/mucina 0,6592 0,5270 0,7968 0,5941
NP2R1/mucina 0,7298 0,0945 0,2373 0,3036
NP2R2/mucina 0,7384 0,1218 0,1853 0,2254
NP3/mucina 0,3493 0,2769 2,6871 0,6424
NP3R1/mucina 0,8438 0,1602 0,2908 0,2999

NP3R2/mucina 0,7303 0,1115 0,4844 0,2537




) .0
ggﬁd/{/fm/wj e @Zﬁmﬁ(iﬁ

128

1000 5 . )
Mucina 5% = a2
P68
100 4 e Gplild
o GUpHOS
104
013 cE?
R
g ®
01 R
" L]
(]
171 [
.
L
1E-4 T 1
u1 1
Frequéncia (H7)
1000 oo
NP1 = G'pH12 NPIR1 —=—G'pHI12
= G'pH 12 G'pH 12
« G'pHES G pH 68
- o GUpHGS 1004 = G'pH68
PL P 10
£ - .
e,
o0t a1
0,01 0,01+ T 1
o4 1 10 01 1 10
Frequencia (Hz) Frequencia (Hz)
1000 5 1000 g
NP2 © G L2 NP2RI iEe
W GpH L2 G"pH 1.2
o GpHGS © GpHed
1005 - G'pH 68 100 G'pH 68
N
1'..
10 .
. .
Y o
.
1
-
01 e 0t
S :
.01 0012
0.1 1 10 01 1 D
Frequencia (He) Trequencia (Hz)
1000 10003 =—G'pH 12
NP3 ——Gi'pH 12 NP3R1 wGUpH 2
—e—G'pH 6,8
100 G'pl 68
-
o

GG ()

1000

NP1R2

100

e ee-s & s e e—e

G'pH 1.2
G'pH 1,2
—e—G'pH 6%
——G"pH 6,8

I i S

0.1
L
o - *

001 ,
01 1 10
Frequencia (Hz)

1000 = Gpilz

NPZR2 -

- Gpllag

100 ——G'pHo63
.

1000+

NP3R2

Frequencia (He)

= GpH12
——GpH 12
+— G pH 68

—s— G pH 6,8,
-

1 B
TFrequencia (Hz)

Trequencia (Hz)

Trequencia (Hz)

Figura 47. Espectros de varredura de frequéncia da mucina e das misturas nanoparticulas/mucina em pH 1,2 ¢ 6,8.
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Os espectros mecanicos da mucina (Figura 47) evidenciaram o comportamento
altamente dependente da frequéncia de ambos 0os mddulos G’ ¢ G*’, de forma que G’ foi maior
que G’ em baixas frequéncias e G’ maior que G’ em frequéncia mais elevadas, com cross-over
proximo a 1 Hz. A ocorréncia do cross-over com sobreposi¢ao dos valores de G’ aos valores
de G’ em frequéncias mais elevadas ¢ caracteristica de solugdes semidiluidas de polimeros
altamente entrelagados (MOHAMMADIFAR et al., 2006). Dessa forma, podemos inferir que
para ambos os valores de pH, uma estrutura fraca, caracteristica de um gel fisico deve ter sido
formada, o que se confirma com seus reduzidos valores de G’ (11 - 133 vezes menores) em
relacdo as demais dispersdes.

Estudos realizados por Maleiki e co-autores (2008) demonstraram que em pH proximo
a 1,2, a mucina géstrica de porco encontra-se protonada, de forma que complexos de cadeias
poliméricas compactadas com cargas positivas em sua superficie podem ser formados pela
associacdo dos dominios hidrofébicos ndo glicosilados e entrelagamentos fisicos, os quais
sofrem o efeito repulsivo das cargas positivas de superficie, resultando em uma interagao fraca.
Quando em valores mais elevados de pH, proximos a 6,8, a mucina deve apresentar densidade
de carga negativa elevada, o que levam a expansao de rede polimérica por repulsdo das cadeias,
o que também desfavorece as interagdes intercadeias, resultando na formacdo de uma rede
fraca.

Para as amostras nao reticuladas (Figura 47), nos espectros de NP1/mucina, G’ manteve-
se superior a G” (3 vezes) (Tabela 21), durante toda faixa de frequéncia, caracterizando o
comportamento predominantemente elastico dessa amostra. Além disso, observou-se que em
pH 1,2, G’ e G’ foram praticamente independentes da frequéncia até a frequéncia de 1,5 Hz,
indicando que a interagdo entre nanoparticulas € a mucina deve ter levado a formagao de um
gel fisico, através de interacdes fracas (interacdes van der Waals, dipolo-dipolo, hidrofobicas e
ligacdes de hidrogénio), porém mais forte e estdvel em relagdo a mucina. Segundo Khondkar e
colaboradores (2007), esse tipo de géis possuem propriedades reoldgicas intermedidrias entre
solucdes e géis fortes, em que sob baixas tensoes de deformacao, os géis fracos apresentam um
comportamento mecanico de géis fortes, porém com o aumento da deformagdo as redes
tridimensionais passam por uma quebra progressiva de seus aglomerados maiores em estruturas
menores, reduzindo seu carater elastico. Em pH 1,2 os valores de G’ foram bastante superiores
(4,2 vezes maior) aos valores de G’ em pH 6,8, indicando que naquele pH as interagdes
nanoparticulas/mucina foram mais fortes.

Nos espectros mecanicos de NP2/mucina e NP3/mucina, os valores de G’ ¢ G”
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praticamente se sobrepde, em ambos os valores de pH, demonstrando o equilibrio entre os
componentes viscosos e elasticos, e os valores de G’ foram relativamente dependentes da
frequéncia, indicando a formacao de estruturas mais fracas. Os valores de G’ em pH 1,2 foram
significativamente inferiores (6,6 a 11,7 vezes menores) em relacao aqueles apresentados pela
NP1, indicando que o aumento da concentragdo de firmaco desfavoreceu a interacdo
nanoparticula/mucina nesse pH. Particularmente para NP3, os valores de G’ em pH 6,8 foram
superiores aos valores em pH 1,2, indicando que as interagdes nanoparticula/mucina foram mais
efetivas em pH 6,8, quando o BVZ se apresenta em sua maxima concentracao.

Entre as amostras reticuladas, o espectro mecanico de NP1R1/mucina, mostrou que G’
permaneceu acima de G (aproximadamente 2 vezes), em toda a faixa de frequéncia, indicando
o comportamento predominantemente eldstico dessa amostra. Os valores de G’ maiores e
menos dependentes da frequéncia em pH 6,8 do que em pH 1,2, indicam que ao contrario do
observado para as nanoparticulas nao reticuladas, estruturas mais fortes e¢ estdveis foram
formadas em pH 6,8, o que deve estar relacionado com interacdes mais fortes entre
nanoparticulas € mucina, as quais sdo representativas do processo de mucoadesdo. Esse
comportamento deve promover um contato mais intimo do farmaco com a mucosa intestinal,
por periodos de tempos prolongados, favorecendo o aumento da concentragado local do farmaco
e, consequentemente, um efeito terapéutico prolongado.

Para NP1R2/mucina, observa-se que os valores de G” em pH 6.8 foram superiores (~7
vezes) aos respectivos valores em pH 1,2. Além disso, deve-se observar que em pH 6.8, o
moddulo G’ foi praticamente independente da frequéncia, enquanto em pH 1,2 os valores foram
altamente dependentes da frequéncia, com ocorréncia de cross-over em baixa frequéncia. Tal
comportamento evidencia que as interagdes nanoparticulas/mucina foram desfavorecidas em
pH 4acido, enquanto a formacdo de estruturas mais fortes e estaveis em pH 6,8 deve estar
relacionado com a forte interagdo nanoparticulas/mucina.

Para as demais amostras reticuladas (NP2R 1/mucina, NP2R2/mucina, NP3R1/mucina
e NP3R2/mucina), em pH 1,2, G’ foi maior que G’’ e quase toda a faixa de frequéncia estudada,
caracterizando o comportamento predominantemente eldstico das amostras. No entanto, os
valores foram altamente dependentes da frequéncia, caracterizando a formacao estruturas de
gel fraco, com reduzida estabilidade mecanica.

Em pH 6,8, as amostras NP2R1/mucina, NP2R2/mucina e NP3R1/mucina exibiram
comportamento viscoso (G maior que G”’) abaixo de 1 Hz, seguido por um cross-over onde

G’ torna-se maior que G” (3 — 8 vezes), sendo ambos dependentes da frequéncia, exibindo um
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comportamento predominantemente eldstico em elevadas frequéncias. Essa mudanga do
comportamento viscoso em baixa frequéncia para o comportamento elastico em alta frequéncia
¢ caracteristica de solugdes semidiluidas de cadeias poliméricas altamente enoveladas. A
amostra NP3R2/mucina apresentou G’ superior a G’’ na maior parte da faixa de frequéncia
estudadas, indicando a formagao de estruturas mais fortes que para as amostras NP2R 1/mucina,
NP2R2/mucina e NP3R1/mucina.

O conjunto de comportamentos observados demonstra que para as nanoparticulas nao
reticuladas, de modo geral, o aumento das concentragdes de farmaco promoveu a formacao de
estruturas mais fracas. Para a nanoparticulas reticuladas observou-se que o aumento da
concentragio de agente reticulante (AI*"), particularmente para a minima concentracio de
farmaco, promoveu a formacao de estruturas mais fracas, o que indica a reducao das interacdes
nanoparticulas/mucina no meio acido. Para a minima concentragdo de reticulante, o aumento
da concentragdo de farmaco também promoveu a formagao de estruturas mais fracas.

Deve-se considerar que em pH 1,2, ambos polimeros GG, AR e mucina devem
apresentar densidade de carga negativa reduzida, em funcdo da protonacao de seus grupamentos
funcionais. Assim, uma rede mais compacta ¢ formada, ja que a repulsdo eletrostatica entre as
cadeias ¢ reduzida. No entanto, para as amostras nao reticuladas, as cadeias devem apresentar
mobilidade suficiente para que efetivas interagdes sejam estabelecidas através da
interpenetracao das cadeias dos polimeros que compdem a nanoestrutura, bem como por outras
subsequentes interagdes supramoleculares, as quais sdo atribuidas ao processo de mucoadesao.

Quando essas estruturas que ja apresentam certo grau de compactacdo sdo
adicionalmente reticuladas, as cadeias podem perder a mobilidade estrutural necessaria para
que as citadas interagdes sejam efetivamente estabelecidas, ja que a interpenetracao das cadeias
e a disponibilidade dos grupamentos funcionais, bem como de eventuais dominios hidrofébicos
das estruturas poliméricas envolvidas, pode ser restrita. Tais fatores devem desfavorecer a
formagdo de uma rede mais forte e estavel. Da mesma forma, o aumento da concentragcdo do
BVZ na nanoestrutura pode resultar na formac¢ao de uma estrutura mais compacta e rigida que
afeta as possibilidades de interagdo com a mucina, como observado para a minima concentragao
de reticulante.

Em pH 6,8, o elevado grau de ionizagdo dos grupamentos funcionais dos respectivos
polimeros (GG, AR e mucina), naturalmente, permite a formacao de uma estrutura mais dilatada
e frouxa, com elevada densidade de carga negativa. Dessa forma, apenas na maxima

concentragdo de BVZ observou-se um expressivo aumento de G’ para as amostras nao
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reticuladas, o qual esta relacionado com a formagao de estruturas mais fortes, devido a maior
intera¢do nanoparticulas/mucina. Para as nanoestruturas reticuladas, somente observa-se um
expressivo aumento de G’ quando o agente reticulante estd em sua maxima concentragao,
quando o farmaco esta em sua concentragdo mais baixa. Estruturas mais fortes foram originadas
na presen¢a da menor concentragdo de BVZ, para a maxima concentracdo de reticulante,
provavelmente porque o aumento da concentragdo de farmaco aliado ao aumento da
concentracdo de reticulagao desfavoreceu as interagdes nanoparticula/mucina, ja que nesse pH,
os polimeros apresentam elevada densidade de carga negativa o que deve favorecer as
interagdes intercadeias.

Como tendéncia geral de comportamento, observa-se que o processo de reticulagdo e o
aumento da concentragdo do BVZ desfavoreceram as interagdes nanoparticulas/mucina em pH

1,2, sem prejudicar as referidas interacdes em pH 6,8, perfil favoravel ao objetivo pretendido.

5.7.2 Calculo do mddulo de interacao

O aumento na resposta reoldgica da dispersao de mucina quando sistemas poliméricos
sdo adicionados ¢ designado como sinergismo reologico ou moédulo de interagdo (AG’)
(CARVALHO et al., 2010; CEULEMANS; VINCKIER; LUDWIG, 2002; HASSAN;
GALLO, 1990). Esse modulo ¢ utilizado como uma medida da for¢a da interagdo mucoadesiva
entre grupos funcionais dos nanoparticulas e mucina. Para um sistema ser considerado
mucoadesivo, a resposta reoldgica, no caso o médulo de armazenamento (G’ e AG’) da mistura
com a mucina deve ser maior que o da mucina isolada (HASSAN; GALLO, 1990).

Diversos autores t€ém sugerido que o AG’ entre sistemas poliméricos € mucina pode ser
considerado um moédulo in vitro para determinagao das propriedades mucoadesivas de diversos
materiais, sendo um modelo muito bem estabelecido (BONACUCINA; MARTELLI,
PALMIERI, 2004; CARAMELLA et al., 1994, CARAMELLA; ROSSI; BONFERONI, 1999;
HAGERSTROM; PAULSSON; EDSMAN, 2000; HASSAN; GALLO, 1990; MADSEN;
EBERTH; SMART, 1998; MORTAZAVI; CARPENTER; SMART, 1992; ROSSI et al.,
2001).

Considerando que as medidas reologicas das dispersdes de nanoparticulas (5 mg/mL)
foram inviaveis, ja que seus valores de viscosidade foram negligenciaveis, gerando dados
reoldgicos inconsistentes, no presente trabalho, para o calculo do médulo de interagdo, o termo

G’nano foi excluido da Equagdo 11. Os valores dos modulos de interagcdo das nanoparticulas
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estudadas estdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22. Médulo de interacdo (AG”) das misturas nanoparticulas/mucina (Frequéncia 1 Hz).

AG’ (Pa)
Amostras
pH 1,2 pH 6,8
Mucina - -

NP1 4,035+ 1,796 0,917 + 0,383
NP1R1 1,187 + 0,654 3,944 + 1,434
NP1R2 0,737 = 0,004 1,295+ 0,103

NP2 0,634+ 0,273 0,763 + 0,280
NP2R1 0,704 + 0,006 0,203 + 0,031
NP2R2 0,713 £ 0,003 0,184 + 0,085

NP3 0,324 + 0,127 3,465 + 0,464
NP3R1 0,818+ 0,214 0,266 + 0,159
NP3R2 0,705 + 0,003 0,553 + 0,262

De maneira geral, os valores de AG’ foram sempre positivos em ambos valores de pH
(Tabela 22), evidenciando modificagdes estruturais em fungdo da intera¢do nanoparticulas-
mucina.

Em pH 1,2, entre todas as amostras, reticuladas e nao reticuladas, o maior valor de AG’
foi verificado para NP1/mucina (p<0.05), enquanto em pH 6,8, os maiores valores de AG’
foram exibidos por NP1R1/mucina, NP1R2/mucina e NP3/mucina (p<0.05) corroborando os

comportamentos demonstrado nos testes oscilatorios dinamicos.
5.8 Estudo de dissolucio do BVZ
5.8.1 Ensaio de liberacao in vitro do BVZ

O ensaio de liberagdo representa uma importante ferramenta para predizer o controle
espacial e/ou temporal das taxas de liberacao de fArmacos. Basicamente, as taxas de liberagao
do farmaco dependem de alguns fatores como a solubilidade do fArmaco; desor¢ao de farmacos
adsorvidos a superficie do sistema; difusdo, erosdao ou degradacdo da matriz polimérica e/ou a
combinac¢do desses processos (BONI et al., 2018; BONI et al., 2016; CARBINATTO et al.,
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2014; CARBINATTO et al., 2016; CARDOSO, 2014b; MENEGUIN et al., 2018;
PREZOTTI; BONI; FERREIRA; SILVA; et al., 2018; PREZOTTI et al., 2014; RECIFE et
al., 2017). O estudo da liberagao in vitro do BVZ foi realizado para as amostras NP1R1, NP1R2
e NP3, consideradas mais mucoadesivas (item 5.8) e com NP1 para avaliar a influéncia da
concentragcdo de BVZ na liberacdo. Os perfis de liberagdo estdo apresentados nas Figuras 47 e
48. A influéncia da reticulagdo, bem como das concentragdes de farmaco e reticulante foram
avaliadas.

Os perfis de liberagao in vitro do BVZ a partir das nanoparticulas reticuladas e nao-
reticuladas, de modo geral, demonstraram uma reduc¢ao significativa das taxas de liberagdo, em
relacdo ao BVZ livre, em ambos os meios de dissolugdo (Figuras 47 e 48), demonstrando a
habilidade dos sistemas em modular as taxas de liberacdo do farmaco. Levando em
consideragdo a elevada massa molar dos polimeros, em relagdo ao BVZ, ¢ provavel que maior
quantidade de grupos funcionais estejam disponiveis para interagir fortemente com o fAirmaco
e, dessa forma, levar a formagdo de estruturas mais compactas, com elevado nivel de
organizag¢do estrutural, que restringiu a difusdo do farmaco para meio de dissolugao.

Durante todo ensaio em meio acido (pH 1,2) verificou-se que as taxas de liberagao do
BVZ a partir das nanoparticulas foi significativamente reduzida em relagcdo ao BVZ livre (p <

0,05) (Figura 48), com valores de reducao de 55,57-70,18 %.
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Figura 48. Perfil de liberagdo do BVZ a partir das nanoparticulas de GG/AR (reticuladas e ndo reticuladas) em
HCl pH 1,2 (0-120 min).

De maneira geral, ao término do ensaio (120 minutos) as taxas de liberagdo do BVZ
incorporado as nanoparticulas foram menores que 37 % (Tabela 23), enquanto para BVZ livre
foi aproximadamente 84 %. Considerando que o BVZ possui carga positiva em valores de pH
abaixo do seu ponto isolelétrico (pI = 8,3), € possivel que em pH 1,2 interagdes fortes entre
farmaco e polimeros tornou as estruturas mais fortes e compactadas, em que as cadeias
poliméricas, provavelmente, apresentam menor mobilidade impondo maior resisténcia fisica a
difusdo do BVZ. Esse comportamento também foi verificado por Souza e colaboradores (2017),

em estudos com nanoparticulas de PLGA contendo BVZ.
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Tabela 23. Percentual de BVZ liberado em meio acido (pH 1,2) e em tampao fosfato (pH 6,8) (n=3).

% de BVZ liberado

Amostras 15 min 30 min 60 min 120 min 240 min

pH 1,2 pH 6,8 pH 1,2 pH 6,8 pH 1,2 pH 6,8 pH 1,2 pH 6,8 pH 6,8

BVZlivre 39,75+0,89 21,70+0,71 62,35+2,97 62,36 + 1,12 75,79 + 2,32 64,34+ 0,68 83,60+ 1,23 65,22 +0,68 66,74 + 0,31
NP1 27,44 + 8,98 17,65+ 10,74 34,52+ 1,96 19,64 + 0,83 35,29+ 0,16 22,63 +£1,55 37,18+0,41 23,53+426 26,43 +0,53
NP1R1 18,22 £4,80 12,02 +6,75 26,67+1,25 15,50+ 7,49 26,93 +3,16 18,11 +4,71 27,00+ 1,88 17,94+2,40 19,80+9,14
NP1R2 13,51 +£435 16,73 +7,54 2244 +1,33 15,73 +6,18 24,15+1,45 20,25+2,64 2493+043 16,13+3,34 2691 +2,38

NP3 2390+ 1,63 12,00=+5,62 26,69+0,62 18,75+ 1,78 30,14+2,99 19,97+0,13 32,89+0,80 21,94+0,90 30,41 +4,02
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As menores taxas de liberagdo foram verificadas para as nanoparticulas reticuladas,
(NP1R1 e NP1R2) (Tabela 23) (p < 0,05), independente da concentracdo de reticulante (p <
0,05). Apo6s 120 min de ensaio, os percentuais de redugdo dessas amostras em relacao ao BVZ,
foram de 67,7 % e 70,18 % para NP1R1 e NP1R2, respectivamente. Esse resultado € coerente,
uma vez que a reticulagdo com o AICI3 pode favorecer a formac¢do de uma estrutura mais
compacta, promovendo o efetivo aprisionamento do BVZ na rede polimérica, que
provavelmente dificultou a difusdo do farmaco através da matriz polimérica.

Um burst de liberacdo de 13-28 % foi observado para todas as amostras (Figura 48)
(Tabela 23) nos primeiros 15 minutos de ensaio em meio acido, que pode ser atribuido a
desor¢ao do BVZ adsorvido a superficie das nanoparticulas (BANERJEE et al., 2017; Ll et al.,
2005). A regido de platd observada apds 30 minutos provavelmente se deve a uma possivel
reorganizacdo estrutural da rede que promoveu um maior controle das taxas de liberacdo do
farmaco em meio acido.

Analisando as taxas de liberagdo em funcao das diferentes concentragdes de BVZ (0,15
mg/mL e 0,35 mg/mL) e de reticulante (0,015 mg/mL e 0,02 mg/mL), nenhuma diferenga
estatisticamente significativa foi observada (p > 0,05) (Tabela 23).

Nos ensaios de liberagdo conduzidos em tampao fosfato pH 6.8 verificou-se que as
nanoparticulas exibiram reduzidas taxas de liberagdo (na faixa de 54,43-70,35 %), em relagao
ao BVZ livre, durante todo o ensaio (p < 0,05) (Figura 49). Nao foram verificadas diferengas

estatisticamente significativas (p > 0,05) (Tabela 23).
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Figura 49. Perfil de liberagdo do BVZ a partir das nanoparticulas de GG/AR (reticuladsa e ndo reticulada) em
tampdo fosfato pH 6,8 (0-240 min).

Em pH 6.8 a carga negativa dos grupos ionizados dos polimeros leva a repulsdo das
cadeias reduzindo as interagdes entres as cadeias poliméricas das particulas, favorecendo a
entrada do meio de dissolu¢do na nanoparticula e a difusdo de moléculas de farmaco.
Entretanto, possivelmente, a forte interagdo do fArmaco com a mistura polimérica foi capaz de
impor uma maior resisténcia a difusdo do farmaco mantendo as taxas de liberacdo, ao final de
240 minutos, que foram inferiores a 31 %, comparadas ao BVZ, em que nos primeiros 15
minutos de ensaio, aproximadamente 60 % do farmaco ja estava em solugdo.

O burst de liberagdo de 12-17,65 % observado para todas as amostras (Figura 49)
(Tabela 23) pode ser atribuido a rapida ionizag¢do dos grupamentos ionizaveis (carboxilicos e
hidroxilas) nos primeiros 15 minutos de ensaio, em pH 6,8. Além disso, conforme descrito
anteriormente, esse comportamento também pode estar relacionado com a liberagdo do BVZ
adsorvido a superficie da nanoparticulas e a provavel reorganizacao estrutural da rede, que
resultou no controle das taxas de liberagao.

De maneira geral, os dados mostram que tanto as nanoparticulas reticuladas como as
ndo reticuladas contribuiram para o controle das taxas de liberacdo do BVZ e demonstram o
potencial dos nanosistemas para liberacao de farmacos no colon, e dessa forma possibilitar o

tratamento local do cancer colorretal e de outras doencgas do célon.
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5.8.2 Analise dos mecanismos de liberac¢do “in vitro” do BVZ

Os modelos aplicados aos perfis de liberagdo de farmacos podem descrever
matematicamente os mecanismos envolvidos no processo de liberagdo, como intumescimento,
difusdo do farmaco e erosdo da matriz polimérica ou pela combinacdo de todos esses
mecanismos (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; PEPPAS; NARASIMHAN, 2014).

Para avaliar os mecanismos envolvidos nos processos de liberacdo do BVZ a partir das
nanoparticulas, os modelos matematicos de Baker-Lonsdale, Higuchi, Korsmeyer-Peppas,
primeira ordem, Hixson-Crowell e Weibull foram aplicados aos dados de liberagdo e os
coeficientes de correlagdo ajustados (7°) foram obtidos para os diferentes modelos estio

apresentados na Tabelas 24 ¢ 25.

Tabela 24. Coeficientes de correlagdo e parametros matematicos dos dados de liberagdo do BVZ a partir das
nanoparticulas em HCI 0,1 M (pH 1,2), para os diferentes modelos matematicos.

Modelos Amostras
Matematicos NP1 NPI1R1 NP1R2 NP3
k 0,0004 0,0002 0,0002 0,0003
Baker-Lonsdale
r 0,7159 0,7033 0,8129 0,7705
k 43378 3,2045 2,8241 3,6998
Higuchi
r 0,6466 0,6567 0,7831 0,7203
k 20,95 14,24 8,9838 15,83
Korsmeyer-Peppas  7° 0,9848 0,9436 0,9298 0,9996
n 0,1249 0,1455 0,2261 0,1542
k 0,0062 0,0040 0,0035 0,0014
Primeira ordem
r 0,0564 0,0001 0,2337 0,1213
k 0,0018 0,0012 0,0011 0,0015
Hixson-Crowell
r 0,0000 0,0000 0,1802 0,0421
k 0,3000 <0,0001 <0,0001 0,1635
Weibull r 0,7723 1,0000 1,000 0,9996
b 2,0179 0,2320 0,3012 0,2804
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Tabela 25. Coeficientes de correlagdo e parametros matematicos dos dados de liberagdo do BVZ a partir das
nanoparticulas em tampao fosfato 0,1 M (pH 6,8), para os diferentes modelos matematicos.

Modelos Amostras
Matematicos NP1 NP1R1 NP1R2 NP3
k 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Baker-Lonsdale
r 0,5477 0,5424 0,5924 0,8692
k 2,1904 1,6667 1,9385 2,1835
Higuchi
r 0,4858 0,4971 0,5571 0,8423
k 12,2582 8,9285 9,4164 6,1744
Korsmeyer-Peppas P 0,9971 0,9755 0,8682 0,9674
n 0,1403 0,1500 0,1698 0,2850
k 0,0019 0,0013 0,0016 0,0020
Primeira ordem
r 0,0000 0,0000 0,0000 0,2768
k 0,0006 0,0004 0,0005 0,0006
Hixson-Crowell
r 0,0000 0,0000 0,0000 0,2270
k 0,1891 0,1667 0,1643 0,3229
Weibull r 0,9950 0,9901 0,7266 0,9143
b 0,2779 0,2357 0,2200 0,4434

De acordo com o valor de 7°, os modelos que melhor se correlacionaram com os dados
de liberagdo das nanoparticulas estudadas foram Korsmeyer-Peppas e Weibull.

O modelo de Korsmeyer-Peppas, o qual descreve a difusdo do solvente e do farmaco a
partir da rede estrutural, baseia-se na Lei da Poténcia e relaciona exponencialmente a liberagao
do farmaco com o tempo, de acordo com a Equagdo 14. Esse modelo deve ser aplicado aos
primeiros 60% de liberacio (KORSMEYER et al., 1983; PAPADOPOULOU et al., 2006;
SIEPMANN; PEPPAS, 2012).

— = Kt" Equagao 14

Em que; Mt ¢ a quantidade absoluta de farmaco liberada no tempo t; Moo a quantidade total de

farmaco liberado no tempo infinito; K é uma constante cinética e n ¢ o expoente de liberacao.
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De acordo com o valor numérico do expoente de liberagdo n, o qual expressa o
comportamento de liberagdo, quando n = 0,43, a liberacdo ¢ governada pela difusdao Fickiana
(Caso I), de modo que velocidade de difusdo das moléculas do farmaco através da rede
polimérica segundo o gradiente de concentracao ¢ que controla a liberacao do farmaco para o
meio de elui¢do. Para valores 0,43 < n < 0,85, o transporte ¢ caracterizado como andmalo ou
nao-Fickiano, em que ambos os processos de difusdo e intumescimento das cadeias poliméricas
sao determinantes para o processo de liberagao. Quando n > 0,85, o mecanismo de liberagao ¢
classificado como transporte Caso II, cuja a liberacao do farmaco ¢ limitada pelos processos de
intumescimento e relaxamento das cadeias poliméricas (BONI et al., 2018; BONI et al., 2016;
CARBINATTO et al., 2012; CARBINATTO et al., 2014; CARBINATTO et al., 2016;
COSTA; LOBO, 2001; DE OLIVEIRA CARDOSO et al., 2017, MENEGUIN et al., 2018;
MENEGUIN et al.,, 2014; OLIVEIRA; FERRARI; et al., 2010, PREZOTTI; BONI;
FERREIRA; SILVA;etal.,2018; PREZOTTI et al., 2014; RECIFE et al., 2017; SIEPMANN;
PEPPAS, 2012; SOARES et al., 2013).

Por outro lado, o modelo Weibull ¢ considerado o mais versatil, pois pode ser ajustado
a diferentes perfis de liberacao e expressa a quantidade de farmaco acumulado no meio de

dissolugdo (M) em um determinado tempo (¢) (Equagdo 15) (COSTA; LOBO, 2001).

nl:l_t =1 — exp(— at?) Equacdo 15

Em que; M¢/Ms € a quantidade cumulativa de fAirmaco liberado no tempo ¢ € no tempo infinito,
respectivamente; a € o parametro de escala e b € o parametro de forma, sendo que de acordo
com o valor numérico, caracteriza a curva de liberagdo como exponencial (b = 1), sigméide (b
> 1) e parabdlica (b < 1) (COSTA; SOUZA, 2001).

Nesse modelo, o valor de b indica 0 mecanismo de transporte do farmaco através da
matriz polimérica (PAPADOPOULOQOU et al., 2006). Valores de b < 0,75 indicam que a
liberagdo do farmaco ¢ controlada pelo processo de difusdo Fickiana (Caso I), enquanto quando
0,75 < b < a liberagao ¢ limitada pela difusdo Fickiana associada ao Caso-II, e para » > 1 um
mecanismo complexo envolvendo difusdo, intumescimento e/ou erosdao da matriz polimérica
esta envolvido no controle da liberagdo do farmaco (PAPADOPOULOU et al., 2006).

Em meio 4cido (pH 1,2), para NP1R1 e NP1R2, o modelo que melhor se correlacionou
com os dados de liberacdo do BVZ foi o de Weibull (+’=1,000) (Tabela 24), com valores de b

menores que 0,75, indicando que a liberagdo ocorreu atraves da difusdo Fickiana (Caso 1), em
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que a liberagdo ¢ controlada pela difusdo das moléculas do farmaco segundo um gradiente de
potencial quimico (CURY et al., 2009a; SIEPMANN; PEPPAS, 2000).

Para NP1, os dados de liberagdo se correlacionaram melhor com Kosmeyer —Peppas
com valor do expoente de liberagdo n = 0,1249, enquanto NP3 correlacionou com ambos
modelos de Korsmeyer-Peppas e Weibull (72=0,9996) com valores de n = 10,1542 ¢ b = 10,2804,
respectivamente. Esses dados mostram que a liberagdo do farmaco a partir de NP1 ¢ NP3
também ocorreu por difusao Fickiana (caso-I) (MENEGUIN et al., 2018).

Em tampao fosfato pH 6,8 (Tabela 25), para NP1 e NP1R1 os dados de liberagao do
BVZ correlacionaram muito bem com ambos modelos matematicos de Korsmeyer-Peppas e
Weibull, em que valores de n (sempre menores que 0,43) e do expoente b (menores que 0,75),
indicaram o mecanismo de liberacdo por difusdo Fickiana (caso-I). Da mesma forma, para
NP1R2 e NP3, cujos dados de liberacao correlacionaram com Korsmeyer-Peppas, os valores
de n inferiores a 0,43, também os classifica como difusdo Fickiana (caso-I).

Os valores reduzidos da constante cinética de liberagdo (k) tanto em pH 1,2 como no pH
6,8 demonstram que a velocidade de liberagdo do BVZ ocorreu de maneira controlada,
corroborando os menores percentuais de BVZ liberado neste meio apds 120 min de ensaio.

O conjunto de resultados obtido indica que apesar das diferentes concentracdes de
farmaco ndo terem influenciado no perfil de liberagdo do BVZ, a técnica de complexagao
polieletrolitica associada ou ndo a reticulagdio com o AIClz utilizadas no preparo das
nanoparticulas contribuiram, de maneira significativa, para o controle das taxas de liberacdo do

farmaco, que foram abaixo de 38 % e 31 % em pH 1,2 e pH 6,8, respectivamente.

5.9 Analise da estrutura secundaria do BVZ por Dicroismo Circular apés a incubacio em

meio acido (pH 1,2) e tampéao fosfato (pH 6,8)

A técnica de dicroismo circular (DC), uma importante ferramenta para o estudo da
estrutura secundaria de proteinas em solugdo, ¢ um tipo de espectroscopia de absorc¢ao
diferencial da luz polarizada circularmente a direita ou a esquerda por uma determinada
substancia. Quando esses dois componentes sdo absorvidos em diferentes extensoes, a radiagdo
resultante € chamada de polarizacao eliptica (KELLY; JESS; PRICE, 2005).

O DC permite a determinagdo rapida da estrutura secundaria de proteinas, ja que estas
macromoléculas sdo opticamente ativas (capazes de absorver luz polarizada circular), e através

dos espectros obtidos ¢ possivel obter informacdes referentes as alteragdes nas estruturas o-
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hélice e B-folha (GREENFIELD, 2006; KELLY et al., 2005; PATEL et al., 2015).

Uma das principais dificuldades enfrentadas na obtencdo de sistemas para liberacao oral
de proteinas esta relacionado a sua instabilidade fisico-quimica frente as condicdes fisiologicas
variaveis do TGI, emrelagdao ao pH, atividade enzimatica e tempo de transito. A integridade
estrutural da proteina ¢ de fundamental importancia para garantir sua atividade farmacoldgica
(MOELLER; JORGENSEN, 2008; SCHWEIZER; SCHONHAMMER; et al., 2013). Dessa
forma, mudangas estruturais irreversiveis podem resultar em perda da atividade e,
consequentemente, na toxicidade e imunogenicidade (PATEL et al., 2015).

O desenvolvimento de um sistema capaz de oferecer protegdo contra a
degradagdo/desnaturagdo do BVZ nas por¢des superiores do TGI representa um grande desafio.

O estudo de DC das nanoparticulas reticuladas e ndo-reticuladas foi realizado apos a
incubacdo dos sistemas em HCI 0,1 N (pH 1,2) e tampao fosfato 0,1 M (pH 6,8), pelo mesmo
periodo de tempo utilizado nos ensaios de libera¢do in vitro (item 5.8.1), a fim de avaliar
possiveis modificagdes na estrutura secundaria e, consequentemente, na estabilidade estrutural
do BVZ quando liberados das nanoparticulas.

Os espectros de DC obtidos para o BVZ livre e nanoparticulas, em pH 1,2 e pH 6,8,

estdo apresentados na Figura 50.
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Figura 50: Espectro de dicroismo circular do BVZ livre e apds sua liberag@o das nanoparticulas reticuladas e nao-
reticuladas (A: pH 1,2 e B: pH 6,8).
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A Figura 50 mostra que a estrutura secundaria do BVZ ¢ dominada por folhas-f, cuja
banda negativa, caracteristica de proteinas do tipo IgG, ocorre entre 210 nm e 220 nm (TYAGI
etal., 2013).

Em pH 1,2, todas as amostras e BVZ livre, exibiram um desvio da elipticidade negativa
dos espectros para comprimentos de ondas menores (blue-shift) (pico em ~210 nm) (Figura 50
A), em relagdo aos valores encontrados para proteina nativa (~218 nm) (TYAGI et al., 2013).
Esse comportamento sugere que o provavel desenovelamento das proteinas levou a formagao
de uma estrutura aleatéria (randomica).

Segundo KANMERT (2011) o blue-shift da banda negativa (~ 218 nm) dos espectros
de DC de proteinas do tipo IgG para valores entre 206 ¢ 208 nm, em meio acido, esta
relacionado a possibilidade da proteina ter sido desenoveladas em uma estrutura aleatdria
(randomica), sendo esse desenovelamento relativo a ionizagdo dos aminoacidos das cadeias
laterais (positivamente carregados), que levam a repulsdo eletrostatica das cadeias.

Ejima e colaboradores (2007), em estudos sobre do efeito do ambiente acido na
conformacdo estrutural, agregacdo e estabilidade de mAbs, demonstraram que em pH 2,7, os
espectros de DC exibiram um blue-shift, com aumento na intensidade da banda negativa nesse
valor de pH, indicando a perda da estabilidade da proteina e formacao distintas da conformagao
nativa, provavelmente.

As diferencas na intensidade do sinal de elipticidade, verificadas nos espectros obtidos
para valores de pH 1,2 podem ser atribuidas ao desenovelamento da proteina, o que ¢ natural
em razdo da instabilidade fisico-quimica do BVZ perante o ambiente acido do estdmago
(ALBERTS et al., 2010).

Em pH 6,8 (Figura 50 B), os espectros de DC das nanoparticulas demonstraram que a
estrutura secundaria do BVZ foi mantida, ap6s a sua liberagao das nanoparticulas reticuladas e
ndo-reticuladas, uma vez que a banda negativa entre 210 nm e 220 nm (com pico em ~218 nm)
foi mantida. Comportamento semelhante foi reportado por Sousa e colaboradores (2017), em
estudos com nanoparticulas de PLGA contendo BVZ.

A deconvolugdo dos espectros foi apresentada somente para pH 6,8, uma vez que em
pH 1,2 os resultados foram inconsistentes, provavelmente devido as modificagdes estruturais
causadas pelo ambiente acido.

Em tampao fosfato pH 6,8, os resultados da deconvolugao revelaram que o BVZ ¢
composto por 1,82 % de estrutura a-hélice, 43,82 % de folha B-antiparalela, 3,62 % de -
paralela, 17,42 % de volta-B e 33,32 % de randomica.
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Os mesmos percentuais foram encontrados para as nanoparticulas reticuladas e ndo-
reticuladas, confirmando que a estrutura secundaria do BVZ foi mantida apds a incubagao, o
que sugere que as técnicas de complexacao polieletrolitica e reticulagdo idnica permitiram que
a integridade estrutural do BVZ fosse mantida mesmo apds a sua liberagdo, corroborando os
resultados das analises das estruturas secunddria e terciaria pelas técnicas de ATR-FTIR (item
5.6.1) e fluorescéncia (item 5.6.2).

A manutencao da conformacao estrutural de proteinas ¢ essencial para garantir sua
atividade farmacologica. Pequenas modificagdes estruturais podem resultar na toxicidade,
imunogenicidade e perda de sua atividade (PATEL et al., 2015). As alteracdes estruturais
verificadas em pH 1,2 apontam para a importancia das nanoparticulas atribuirem protecao ao
BVZ ao longo do TGI, para que ao atingir o colon (pH 6,8) sejam capazes de liberar o farmaco

garantindo o efeito terapéutico desejado.

5.10 Ensaios em células

Os estudos de viabilidade e permeabilidade celular utilizando-se como modelo as
células Caco-2, células originadas de adenocarcinoma do colon humano, se deve a sua
capacidade de diferenciagdo em enterdcitos, formando uma monocamada polarizada de células
cilindricas com caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas muito semelhantes ao epitélio
intestina humano, com microvilosidades e jungdes paracelulares entre as células adjacentes e
atividade enzimatica de hidrolases peculiares do coélon (FERNANDES et al., 2015;
SARMENTO et al., 2012)

Os ensaios de viabilidade e permeabilidade celular foram realizados com as amostras
NPIRI1, NPIR2 e NP3. Considerando que a unica variavel entre a amostra NP1 (150 ug/mL) e
NP3 (350 pg/mL) ¢ a concentracdo de BVZ, para o ensaio de viabilidade celular realizou-se a

dilui¢ao de NP3 para atingir a concentracdo de BVZ de NP1.
5.10.1 Ensaio de viabilidade celular

Considerando a via oral de administracdo de farmacos e o cdlon como sitio alvo, o
estudo da viabilidade celular pelo ensaio de Alamar blue® (resazurina) foi realizado para
determinar as concentragdes que nao perturbem a viabilidade das células Caco-2 nos ensaios
de permeabilidade in vitro, e avaliar a biocompatibilidade dos polimeros, farmaco e

nanoparticulas. E importante ressaltar que para assegurar a completa biocompatibilidade outros
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estudos (genotoxicidade, hematocompatibilidade, entre outros) sdo necessarios, de acordo com
anorma [SO 10993-1:2009.

Os resultados da viabilidade celular em 4 e 24 horas na linhagem Caco-2 para a mistura
polimérica (GG/AR), nanoparticulas reticuladas e nao-reticuladas e BVZ livre estdo
apresentados na Figura 51. As células que ndo receberam nenhum tipo de tratamento foram
consideradas como controle negativo (CN), e por isso apresentam viabilidade celular
normalizada de 100%. O controle positivo (CP) foi composto por um agente potencialmente
citotoxico (metilmetanosulfonato (MMS) 150 uM) a fim de se demonstrar a reducdo da

viabilidade celular (< 50 %).
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Figura 51. Viabilidade celular (%) na linhagem Caco-2, apds 4h e 24h de incubagio com BVZ livre, polimeros €
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O ensaio revelou que apds 4 h de incubacdo, a menor viabilidade das linhagens de
células Caco-2 foi exibida pelo BVZ 300 pg/mL (90%) (p < 0,05). Para as demais amostras
(mistura GG/AR e nanoparticulas), a viabilidade celular foi de aproximadamente 100%,
independente das concentragdes testadas (Figura 51), sendo que nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi verificada entre as amostras (p > 0,05).

Nos ensaios ap6s 24 h de incubagdo, observou-se uma discreta reducdo da viabilidade
celular nas nanoparticulas contendo 300 pg/mL de BVZ. Porém, tanto para essas amostras
como para a mistura GG/AR, os percentuais de viabilidade celular foram superiores 85 %. Em
contrapartida, o0 BVZ livre provocou uma redu¢do da viabilidade celular nas concentragdes de
200 pg/mL e 300 pug/mL (85% e 62 %, respectivamente), indicando que o tempo de contato
prolongado com maiores concentragdes de BVZ pode afetar a viabilidade das células Caco-2.

Os resultados obtidos apds 4 e 24 horas de incubagao revelaram que mistura polimérica
(GG/AR) e as nanoparticulas podem ser consideradas biocompativeis e seguras. Por outro lado,
o BVZ apresentou uma redugdo da viabilidade celular nas maiores concentragdes testadas, a
partir de 300 pg/mL apds 24 horas de incubacao.

Os resultados obtidos demonstraram que a presenca do agente reticulante (AlCl3) nas
nanoparticulas (NP1R1 e NP1R2), bem como a incorporagdo do BVZ nas nanoparticulas pode
ter contribuido para reducdo da citotoxicidade do farmaco. Provavelmente, devido ao controle
da liberacdo do BVZ, um atributo favoravel ao acumulo de firmaco no local de acdo e

tratamento local de patologias intestinais.

5.10.2 Avalia¢do da integridade da monocamada de células Caco-2 por meio da

Resisténcia Elétrica Transepitelial (TEER)

A integridade da monocamada de células Caco-2 foi avaliada por meio da determinacao
da TEER, um parametro que permite inferir o qudo unidas estdo as jungdes paracelulares
localizadas entre as células epiteliais (KRATZ, 2011; MENEGUIN et al., 2018; PRESS; DI
GRANDI, 2008).

Os resultados de TEER obtidos aos 10°, 15° e 21° dias de cultivo estdo apresentados na

Figura 52.
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Figura 52. Medidas de TEER obtidos para as monocamadas de células Caco-2 aos 10, 15 e 21 dias de cultivo em
meio DMEM com pH 7,4.

Os valores da TEER maiores que 400 Q/cm?, previamente ao inicio dos ensaios de
permeabilidade (21°) indicaram a integridade juncional das células Caco-2. Esse valor estd
acima daqueles reportados na literatura para as linhagens de células Caco-2, utilizadas neste
estudo, em que os valores de RET devem ser superiores a 265 Q x cm? indicando
a integridade juncional das células Caco-2 (FERNANDES et al., 2015; HUBATSCH;
RAGNARSSON; ARTURSSON, 2007; VOLPE et al., 2007).

5.10.3 Permeabilidade intestinal in vitro

A permeabilidade representa um pardmetro fundamental para predizer a absor¢do de
farmacos administrados pela via oral. A biodisponibilidade oral de farmacos pode ser afetada
por fatores fisioldgicos como as condi¢des varidveis do TGI (pH, atividade enzimatica e tempo
de transito), pelas propriedades fisico-quimicas inerentes ao farmaco, como a solubilidade e
taxas de dissolugdo, coeficiente de parti¢do; pelas propriedades fisico-quimicas do sistema de
liberacdo, como tamanho; concentragdo do farmaco e materiais que compdem o sistema
(AMIDON et al., 1995; BALIMANE; HAN; CHONG, 2006; HIDALGO, 2001; KRATZ,
2011; PRESS; DI GRANDI, 2008).
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A absor¢ao de farmacos através do epitélio intestinal pode ocorrer por varias vias, dentre
elas a via passiva, pela rota transcelular (através dos enterocitos) ou paracelular (através dos
espagos intercelulares); por transporte ativo (mediado por carreadores); por difusao facilitada,
através de transportadores de membrana (como a P-gp); por endocitose (mediada por receptor)
(AMIDON et al., 1995; BALIMANE et al., 2006; HIDALGO, 2001; KRATZ, 2011; PRESS;
DI GRANDI, 2008).

O modelo de monocamada de células Caco-2 tem sido amplamente explorado em nosso
grupo de pesquisa como estratégia para avaliar os padroes de interagdao biologica de novos
sistemas de liberagdo oral de farmacos (BONI et al.,, 2018; FERNANDES et al., 2015;
MENEGUIN etal., 2018; PREZOTTI; BONIL; FERREIRA; SILVA; etal., 2018; SARMENTO
etal., 2012).

E importante ressaltar que a auséncia ou reduc¢do da permeabilidade do firmaco é
considerado um atributo favoravel para o objetivo pretendido, uma vez que deve favorecer o
acumulo do farmaco no local de a¢3o.

Para o ensaio de permeabilidade, as células foram cultivadas em suportes cuja base ¢
permeavel no sentido de permitir o livre acesso de ions e nutrientes, presentes no meio de

cultivo (GONCALVES, 2010; MORADI-AFRAPOLI et al., 2013), como mostra a Figura 53.

Compartimento apical \
(hemen intestinal)

Monocamada de )
células Caco-2

Compartimento basolateral
(corrente sanguinea)

Membrana semipermedvel
{passagem ions e nuMmtes)

Figura 53. Esquema ilustrativo do ensaio de permeabilidade in vitro.
Fonte: Adaptado de MORADI-AFRAPOLI et al., 2013.

Neste estudo, a permeabilidade intestinal do BVZ livre e incorporado em nanoparticulas

poliméricas foi avaliado e os perfis de permeabilidade estao apresentados na Figura 54.
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Figura 54. Percentual de permeabilidade do BVZ em monocamadas de células Caco-2 a partir das nanoparticulas
reticuladas e ndo reticulada.

Neste estudo, foram avaliadas as dispersoes de farmaco livre (200 pg/mL) e 300 pg/mL
para o BVZ incorporado as nanoparticulas reticuladas e ndo-reticuladas. Tais concentragdes
foram selecionadas considerando os resultados de viabilidade celular, em que o farmaco livre

(300 pg/mL) levou a redugdo de 65 % da viabilidade celular (item 5.10.1), e as reduzidas taxas
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de liberacdo do BVZ incorporado 4s nanoparticulas (< 31% em pH 6,8), garantindo a
quantificagdo do BVZ, uma vez que o LQ foi de 25 pg/mL.

A permeabilidade do BVZ livre e incorporado as nanoparticulas reticuladas ou nao foi
semelhante, durante os 240 minutos de ensaio. A permeabilidade foi inferior a 54 %, sendo que
nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre amostras (p > 0,05)
(Figura 54). Os resultados mostram que mesmo apds a nano-compartimentalizagdo do BVZ, a
permeabilidade manteve-se reduzida, assim como para o0 BVZ livre, o qual ¢ classificado como
um farmaco de baixa solubilidade (COSTA; SILVA, 2017; LIECHTY; PEPPAS, 2012;
SILVA et al., 2002).

A baixa permeabilidade do farmaco associada ao efetivo controle das taxas de liberagao
do BVZ a partir das nanoparticulas, como previamente demonstrado nos estudos de liberacao,
bem como suas potenciais propriedades mucoadesivas, devem contribuir para o acaimulo do
farmaco no sitio de agdo por um tempo prolongado, favorecendo a acao local do farmaco.

Os valores de Papp (Tabela 26) para todas as amostras foram menores que 0,5 x 10
cm s, o que classifica o BVZ como farmaco de baixa permeabilidade, corroborando os dados
de permeabilidade. Esses resultados sdo coerentes, uma vez que segundo Volpe e colaboradores
(2007), farmacos de baixa permeabilidade apresentam valores de Papp menores que 5,0 x 10

cms™.

Tabela 26. Valores de coeficiente de permeabilidade aparente (Papp).

Amostras Papp (x107% cm.s7)
BVZ livre 0,42 + 0,06
NP3 0,45+ 0,01
NPIR1 0,48 + 0,05
NP1R2 0,45+0,01

Os resultados evidenciaram a capacidade dos sistemas em manter a baixa
permeabilidade do BVZ, atributo favoravel ao objetivo pretendido, que deve permitir o

tratamento local do cancer colorretal e a reducao dos efeitos adversos sistémicos.
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5.11 Avaliacdo da atividade anti-angiogénica do BVZ em membrana corioalantdica

(CAM) de ovos de galinha

A membrana corioalontdica de ovos de galinha (CAM, do inglés ChorioAllantoic
Membrane) ¢ um modelo experimental in vivo muito bem estabelecido no estudo do fendmeno
da angiogénese, em fun¢do da sua natureza altamente vascularizada e a presencga de proteinas
da matriz extracelular, como fibronectina, laminina, colageno tipo I e integrina avp3 (EGOSHI
et al., 2015; LOKMAN et al., 2012; RIBATTI, 2014). Eesse modelo tem sido amplamente
explorado para avaliar a angiogénese e a progressao tumoral de diversos tipos de neoplasias
malignas como cancer de c6lon (SUBAUSTE et al., 2009), glioblastoma (STROJNIK et al.,
2010), cancer de prostata (KOBAYASHI et al., 1998), leucemia (TAIZI et al., 2006) e
osteosarcoma (BALKE et al., 2010).

A CAM ¢ formada pela fusao entre o corio e o alantdide, entre o 3° (ED3) e 4° (ED4)
dia do desenvolvimento embrionério (ED, do inglés embryo development) (EGOSHI et al.,
2015; LOKMAN et al., 2012; RIBATTI, 2014), sendo a estrutura responsavel pelas trocas
gasosas entre o embrido e o ambiente.

A angiogénese na CAM ocorre entre 0 ED5 e o ED12 de incubagdo e passa por trés
fases de desenvolvimento. A fase inicial, entre os ED5 e ED7, caracterizada pela intensa
proliferagdo endotelial com multiplos brotamentos capilares que levam a formacao de uma rede
capilar primaria (fase germinativa ou angiogénese por brotamento) (Figura 55). Nessa fase, a
neovascularizagdo ¢ continua promovendo o aumento na densidade microvascular. Entre o ED8
e ED12 (fase intermedidria) a atividade proliferativa ¢ reduzida (50%), os brotamentos capilares
sao cessados e novos vasos sao formados a partir da angiogénese intussusceptiva (processo em
que um capilar se divide longitudinalmente em dois a partir da formagao de um septo) (Figura
55). Finalmente, a partir do ED13 dia (fase tardia), ocorre um aumento no comprimento € no
didmetro dos vasos formados, seguido pela diferenciagdo na morfologia arterial e venosa

(DJONOV; GALLI; BURRI, 2000, MENEGHELLI, 2013).
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Angiogénese por brotamento Angilogénese intussusceptiva
Ativado por VEGF

Profiferacio e migracio
de células endoteliais

Tubo capilar

Figura 55. Processo de Angiogénese por brotamento e intussusceptiva.
Fonte: Adaptado de: DESESSO, 2017.

Dessa forma, a supressao da angiogénese embrionaria entre os 5° e 10° dias de incubacao
evidencia a atividade anti-angiogénica de farmacos e/ou biomoléculas aplicados a esse modelo
(NORRBY, 20006).

Considerado um modelo bastante simples, o modelo da CAM possui alta
reprodutibilidade e baixo custo em relagdo aos modelos animais. Além disso, a realizacao do
ensaio em sistema fechado garante a maior estabilidade de moléculas como peptideos e
proteinas, em relagdo aos modelos animais, contribuindo para a analise de potenciais farmacos
anti-angiogénicos ¢ anti-metastaticos (Egoshi et al., 2012).

Neste estudo, inicialmente, os ensaios foram realizados seguindo um protocolo pré-
estabelecido pelo Grupo de Otica do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC) na Universidade
de Sao Paulo (USP), no qual a aplicag@o das amostras e aquisi¢cao das imagens seriam iniciadas
no EDS e repetidas nos ED8 e ED11. Porém, verificou-se que, apds a aplicagdo das amostras
no EDS5, os embrides ndo sobreviveram e, de maneira geral, morreram no intervalo entre a
primeira e a segunda aplicagdo (entre ED5 e EDS). Essa morte, provavelmente, pode estar
relacionada com a destruicao eficaz da rede vascular, impedindo a sobrevida do embrido. Dessa
forma, levando em consideracao que no EDS5 ¢€ o inicio da fase germinativa e, possivelmente,
onde os brotamentos capilares estdo mais imaturos, em relagdo ao ED6, um novo protocolo foi
estabelecido (descrito no item 4.2.11), em que uma Unica aplicagdo foi realizada no ED6,
seguida pela avaliacao didria do desenvolvimento embriondrio.

As imagens obtidas, com uma camera USB Digital Microscope® (ADVANTGARDE,
China), para grupo controle negativo (soro fisioldgico (SF) 0,9 %), controle positivo (BVZ livre
em solugdo aquosa) (0,15 mg/mL ou 0,35 mg/mL), dispersdao de GG/AR (1:1, v/v; 0,35 mg/mL)
e para as todas as nanoparticulas contendo BVZ (NP1, NPIR1, NP1R2 e NP3) estdo

apresentadas na Figura 56.
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Figura 56. Imagens adquiridas in ovo ap6s aplicagdo no ED6 do experimento para o SF 0,9 % (controle negativo),
BVZ (0,15 mg/mL e 0,35 mg/mL) (controle positivo), mistura GG/AR (1:1, v/v; 0,35 mg/mL), NP1, NPIR1,
NP1R2 e NP3.
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A partir da analise qualitativa das imagens verificou-se que, de maneira geral, todas as
amostras estudadas apresentaram uma reducao na quantidade de vasos sanguineos da CAM em
relagdo ao grupo controle, ou seja, a rede vascular tornou-se menos densa com o tempo.
Adicionalmente, as imagens revelaram, aparentemente, uma pequena redugao do diametro dos
vasos mais calibrosos e alguns colapsados, como mostram as setas nas imagens (Figura 56).

Para 0 BVZ livre observou-se que o firmaco promoveu a inibi¢do da formag¢ao de novos
vasos sanguineos (angiogénese), sendo essa inibicdo maior quando BVZ estava na méaxima
concentracao (0,35 mg/mL), de modo que a sobrevida dos embrides foi de 48 horas.

Para a mistura GG/AR verificou-se um potencial efeito anti-angiogénico, evidenciado
pela reducdo da densidade dos vasos de menor calibre e um visivel desaparecimento daqueles
vasos com maior calibre apos 48 horas de exposi¢do (Figura 56).

Para todas as nanoparticulas (reticuladas ou nao) foi verificado um maior efeito anti-
angiogénico, em relagdo ao BVZ livre e aos polimeros, de modo que os embrides morreram 24
horas apds a exposicdo as nanoparticulas. Esse comportamento pode estar relacionado a
capacidade das nanoparticulas de se difundir e se compartimentalizar ao longo da CAM e,
através do controle das taxas de liberacdo, favorecer as interacdes do BVZ com uma maior
quantidade de fatores pro-angiogénicos (VEGF) presentes na superficie das células endoteliais.
Nesse sentido, o bloqueio da angiogénese, necessaria para o desenvolvimento dos embrides,
levou a morte dos embrides.

Dias (2018), em estudos com nanoparticulas poliméricas (Eudragit®) contendo
imiquimode, um agente quimioterdpico de uso topico para o tratamento de carcinoma
basocelular superficial, verificou que a incorporagdo do fArmaco nas nanoparticulas promoveu
uma reducado significativa da angiogénese, o que foi atribuido a maior internalizagao do farmaco
nas células superficiais da CAM.

Para uma anélise quantitativa dos dados, foi realizada a contagem do nimero de vasos
a partir das imagens de cada amostra, e estabelecida uma relagdo entre o didmetro (pixels), o
numero e o comprimento (pixels) dos vasos. Os dados estdo apresentados nas Figuras 56-59.

Para o grupo controle (SF 0,9%) (Figura 57), os dados expressam uma ampla
vascularizagdo da CAM durante as 72 horas de experimento. Em 24 e 48 horas foi verificado
uma reducdo no nimero dos vasos de menor calibre (diametro de 0-8 pixels; comprimento de
0-25 pixels) (Figura 57), o que ndo necessariamente representa a destrui¢ao dos vasos, mas sim
0 aumento no seu comprimento para comprimentos de 200-225 pixels. No entanto, em 72 horas

verificou-se novamente um aumento no nimero dos vasos de 0-8 pixels, o que sugere a
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formag¢do de novos microvasos (Figura 57). Provavelmente, esse comportamento esta
relacionado com a redugdo da atividade proliferativa de vasos por brotamento e a formagao de
novos vasos a partir da angiogénese intussusceptiva, ou seja, 0s vasos pré-existentes sao
duplicados, como mostra a Figura 55. Esses processos ocorrem naturalmente na angiogénese e
sdo responsaveis pela regulagdo da perfusdo sanguinea em fungao das necessidades metabdlicas

do tecido (DIAS, 2005; MENEGHELLI, 2013; NEGRAO, 2012).
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Figura 57. Distribuigdo da relagdo didmetro/comprimento do grupo controle negativo (SF 0,9%) nos tempos 0,
24, 48 e 72 horas.

No caso da mistura GG/AR (Figura 58) observou-se uma reducao mais expressiva da
vascularizagdo da CAM, em relagdo ao controle negativo (SF), principalmente, nos vasos de
menor calibre (0-8 pixels) e comprimento (0-25 pixels), de forma que a sobrevida dos embrides
foi de apenas 48 horas, tempo inferior ao controle negativo.

A faixa de pH da CAM (7,2-7.,4) favorece a hidrofilia da GG e AR, devido a ionizacdo
dos grupos carboxilicos e hidroxilas desses polimeros e consequente expansdo da rede

polimérica. Os mecanismos pelos quais os polimeros atuam sobre a angiogénese ndo sao bem
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elucidados na literatura. Porém, acredita-se que o efeito dos polimeros hidrofilicos observado
na vasculatura da CAM pode estar relacionado a absor¢do dos fatores pro-angiogénicos
(VEGF) que encontram-se dispersos na matriz bioldgica, o que inibe a ligacdo com seus
receptores, consequentemente inibindo a angiogénese. Esse comportamento foi previamente
relatado por Ferreira e colaboradores (2017), em estudos com hidrogéis de alginato contendo

BVZ para terapia antitumoral local.
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Figura 58. Distribuicdo da relagdo didmetro/comprimento da mistura polimérica (GG/AR) nos tempos 0, 24 ¢ 48
horas.

Para ambas concentra¢des de BVZ, 0,15 mg/mL (Figura 59 A) e 0,35 mg/mL (Figura
59 B), verificou-se que os vasos mais calibrosos foram conservados; todavia, no caso do BVZ
de 0,15 mg/mL observou-se um aumento no nimero dos vasos menores, de 0-8 pixels de
diametro e de 0-25 pixels de comprimento, € uma redu¢do dos vasos de menor didmetro (0-8
pixels) com comprimento entre 100 e 150 pixels. Por outro lado, o BVZ na concentragdo de
0,35 mg/mL (Figura 59 B) promoveu maior efeito inibidor da angiogénese, pois apesar de
permitir o crescimento dos vasos de menores diametros (0-8 e 8-16 pixels) no periodo de 24

horas, verificou-se que, em 48 horas, o nimero de vasos de todos os didmetros foi reduzido.
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Figura 59. Distribuicdo da relagdo diametro/comprimento do grupo controle positivo, BVZ 0,15 mg/mL (A) e
0,35 mg/mL (B), respectivamente, nos tempos 0, 24, 48 horas.

Para as todas as nanoparticulas, reticuladas ou ndo, verificou-se que o efeito anti-
angiogénico do BVZ, em ambas concentragdes (0,15 mg/mL e 0,35 mg/mL), foi maior quando
incorporado aos sistemas (Figura 60), os quais exibiram um bloqueio no crescimento de novos
vasos e, principalmente, dos vasos de calibre maior, levando a morte dos embrides em 24 horas.

O mecanismo pelo qual o BVZ inibi a angiogénese se da através da neutralizagdo de
isoformas do VEGF (TAUGOURDEAU-RAYMOND; ROUBY; DEFAULT; JEAN-
PASTOR; et al., 2012). Como descrito anteriormente, o efetivo controle das taxas de liberagao
do BVZ a partir das nanoparticulas (item 5.8.1), a capacidade dos polimeros absorverem fatores
pro-angiogénicos e as interagdes na nano biointerface, que compreendem as interagdes entre as
superficies dos nanomateriais e as superficies de componentes biologicos, devem ter
contribuido para a maior atividade anti-angiogénica dos sistemas, levando a menor taxa de
sobrevida de todos os embrides (em 24 horas), apds exposi¢do as nanoparticulas, em relacao a

sobrevida aos embrides tratados com BVZ livre ou com a mistura GG/AR, que sobreviveram
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por mais de 48 horas. Além disso, a incorporagao do BVZ em nanoparticulas poliméricas pode
ainda ter contribuido para manuteng¢ao da estabilidade quimica da proteina protegendo-a contra
degradacao no ambiente fisiologico (in ovo), contribuindo para sua atividade biologica.

De maneira geral, os dados revelaram o potencial efeito anti-angiogénico das

nanoparticulas, que foram capazes de atuar principalmente nos vasos de maior calibre.
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O conjunto de dados obtidos demonstrou que a compartimentalizagdo do BVZ em
nanoparticulas de GG/AR reticuladas ou ndo promoveu a potencializacdo do efeito anti-
angiogénico no modelo estudado, demonstrando o potencial desses sistemas para o tratamento
de tumores solidos através do bloqueio da angiogénese tumoral.

A liberagdo sitio especifica do BVZ veiculado em nanoparticulas poliméricas
mucoadesivas, a partir da administragdo oral, deve favorecer o aumento da concentracao local
do farmaco, bem como a interagao com o meio biologico, potencializando seu efeito sobre a
vasculatura na regiao tumoral. A maximizacao da resposta terapéutica pode representar, ainda,
a possiblidade de reducdo de dose e, consequentemente, dos efeitos adversos sistémicos do
BVZ, como hipertensao, tromboembolismo venoso, disfungao ventricular esquerda, infarto do
miocérdio, perfuragdo gastrointestinal, entre outros (SASICH e SUKKARI, 2012), os quais
estao relacionados com a administracao de elevadas doses para se alcangar o efeito de inibigao

da proliferagdo e migragdo de células endoteliais em tumores sélidos.
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6. CONCLUSOES

O BVZ apresenta um uso bem estabelecido no tratamento quimioterapico convencional
de varios tipos de tumores como o cancer colorretal, no entanto, os efeitos adversos associados
a sua ag¢ao sistémica quando administrado pela via endovenosa compromete significativamente
a qualidade de vida dos pacientes.

No presente trabalho, nanoparticulas poliméricas foram delineadas como estratégia
tecnologica para a liberagdo colon-especifica do BVZ, a partir da via oral de administragao.

Para a obtencdo das nanoparticulas, os polissacarideos naturais goma gelana e amido
retrogradado, polimeros anionicos e de elevado peso molecular, foram explorados devido as
suas importantes e promissoras propriedades como atoxicidade, ampla biodisponibilidade,
biodegradabilidade, além de agregar importante vantagem econdmica devido ao seu baixo
custo. A retrogradacdo do amido foi utilizada como um recurso tecnoldgico para a adequagao
das propriedades do amido ao objetivo pretendido, particularmente no que se refere a sua
solubilidade em meio acido e resisténcia enzimatica. A natureza catidonica do BVZ foi explorada
para a formacao de complexos polieletroliticos com a goma gelana e o amido retrogradado,
para a obten¢ao de sistemas nanoestruturados.

As nanoparticulas foram obtidas com sucesso, pelas técnicas de complexacdo
polieletrolitica e reticulagdo id6nica, e elevados teores de incorporagdo do BVZ foram
alcancados. A reticulagdo i6nica com cloreto de aluminio contribuiu para a formacao de
estruturas mais fortes e interconectadas. O uso de condic¢des reacionais amenas, evitando o uso
de solventes organicos e elevada temperatura garantiu a integridade estrutural do BVZ e
representa uma condi¢ao favoravel ao processo de transposicdo de escala para a producao
industrial.

As nanoestruturas apresentaram forma esférica, didmetros entre 191,7 ¢ 629, 9 nm e
potencial zeta negativo, atributos que podem contribuir para a estabilidade fisica do sistema,
bem como para a intera¢do com a interface biologica.

As propriedades mucoadesivas das nanoparticulas, em pH 6,8, foram demonstradas e o
processo de reticulagdo 106nica mostrou-se uma potencial ferramenta para restringir a
mucoadesdo em ambiente 4cido.

O efetivo controle das taxas de liberagdo do BVZ nos diferentes valores de pH avaliados,
as propriedades mucoadesivas e a reduzida permeabilidade do BVZ incorporado as

nanoparticulas sao atributos favoraveis ao acimulo do farmaco no sitio de a¢do, favorecendo a
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acdo local. A preservagao da integridade estrutural do BVZ incorporado as nanoparticulas, apds
a incubac¢do nos diferentes meios avaliados nesse estudo, demonstram que os nanocarreadores
ofereceram a efetiva protecdo ao BVZ.

A potencializacio da atividade anti-angiogénica do BVZ, apds a nano-
compartimentalizagdo, foi evidenciada pela expressiva redugao da angiogénese em modelo de
membrana corioalantdica de embrido da galinha (CAM).

O conjunto de dados obtidos demonstra que as nanoparticulas desenvolvidas no presente
estudo representam uma promissora plataforma tecnoldgica para a liberagdo colon especifica
do BVZ, visando a acdo no sitio de agdo, a partir da administragdo oral, o que representa um

importante avango na busca por alternativas ao tratamento por infusdo endovenosa.
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ANEXOS

DE SAO PAULO NO USO DE ANIMAIS

Instituto de Fisica de Sao Carlos

41'”: ||, [ESE UNIVERSIDADE COMISSAO DE ETICA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "ANALISE DA ATIVIDADE ANTIANGIOGENICA DE SISTEMAS NANOESTRUTURADOS CONTENDO
BEVACIZUMABE EM MODELO DE MEMBRANA CORIOLONTOICA: ESTUDOS IN VIVO ", protocolada sob o CEUA n? 7210310718, sob a
responsabilidade de Hilde Harb Buzza e equipe; Valéria Maria de Oliveira Cardoso; Hilde Harb Buzza; Vanderlei Salvador Bagnato
- que envolve a producdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Instituto de Fisica de Sao Carlos - Universidade de
Sao Paulo (CEUA/IFSC) na reuniao de 29/08/2018.

We certify that the proposal "Analysis of antiangiogenic activity of nanostructures systems with Bavacizumab in Chorioallantoic
Membrane Model: In vivo studies”, utilizing 150 Birds (males and females), protocol number CEUA 7210310718, under the
responsibility of Hilde Harb Buzza and team, Valéria Maria de Oliveira Cardoso; Hilde Harb Buzza; Vanderlei Salvador Bagnato -
which involves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata
{except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree
6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and
was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Physics Institute of Sdo Carlos - Sdo Paulo University (CEUA/IFSC) in
the meeting of 08/29/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 08/2018 a 12/2018 Area: Grupo de Optica / Fcm

Origem: Animais provenientes de doacdo espontanea

Espécie: Aves sexo: Machos e Fémeas idade: 0a 14 dias N: 150
Linhagem: Ovos de Galinha Peso: 10a50g

Local do experimento: Laboratério de Biofoténica - IFSC/USP
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Horario de atendimento: 22 a 62 das 08h as 12h @ 13h30 as 17h30 : e-mail: ceva@ifsc.usp.br
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