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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas
lipidicas solidas magnéticas contendo paclitaxel para aplicacdo em
magnetohipertermia. Nanoparticulas magnéticas foram obtidas pelo método de co-
precipitacdo de sais de Fe(ll) e Fe(lll) em meio alcalino. Nanoparticulas lipidicas
sélidas magnéticas contendo paclitaxel foram preparadas pelo método de
emulsificacdo-difusdo de solvente. O sistema nanoestruturado foi caracterizado
quanto a morfologia, didmetro médio e distribuicAo de tamanho, eficiéncia de
encapsulacdo do paclitaxel, estabilidade e propriedades magnéticas de
magnetometria e magnetohipertermia. As nanoparticulas lipidicas sélidas
magneéticas contendo paclitaxel apresentaram diametro médio de aproximadamente
200nm com indice de polidispersédo de 0,189 e 67% de eficiéncia de encapsulacao
do PTX. O estudo de estabilidade realizado em amostras liofilizadas mostrou
reducdo de aproximadamente 15% do paclitaxel encapsulado no periodo de 30 dias.
Pelo estudo de magnetometria 0sS nanocarreadores apresentaram curva de
magnetizacdo condizente com material em regime superparamagnético e o efeito de
magnetohipertermia  foi  verificado pelo aumento da temperatura de
aproximadamente 25°C do nanocarreador. A taxa de liberagdo do paclitaxel foi
aumentada em 3 vezes quando a temperatura foi elevada de 25°C para 43°C no
ensaio de liberacéo in vitro indicando que o aquecimento dos nanocarreadores pode
representar um mecanismo desencadeador do processo de liberacdo do farmaco,
possibilitando a obtencdo de sistemas de liberacdo controlada por

magnetohipertermia.

Palavras-chave: Paclitaxel, nanoparticulas lipidicas sélidas magnéticas, hipertermia

magnética



ABSTRACT

This work describes the development and characterization of magnetic solid
lipid nanoparticles (SLNMP) containing paclitaxel for magnetohyperthermia
applications. Magnetic nanoparticles were prepared by coprecipitation of Fe(ll) and
Fe(lll) salts in an alkaline medium. SLNMP containing paclitaxel were prepared by
emulsification — solvent diffusion. Characterization of the nanostructured system
included morphology analysis, average diameter and size distribution, encapsulation
efficiency for paclitaxel, stability and magnetic properties of magnetometry and
magnetohyperthermia. Magnetic SLNMP containing paclitaxel exhibited an average
diameter of 200nm with a polydispersity index of 0,189; which was confirmed by
Atomic Force Microscopy. Stability studies conducted with lyophilized samples
showed a decrease of approximately 15% in the amount of encapsulated paclitaxel in
30 days. Magnetometry data confirmed the superparamagnetic behavior of the
nanocarriers and magnetohyperthermia effect was demonstrated by an increase of
25°C of the temperature of the nanocarrier. A three fold increase in the drug release
rate was obtained when the temperature was raised from 25 to 43°C in the in vitro
release assay. This indicated that temperature increase acts as a trigger mechanism
for drug release, allowing the preparation of nanostructured controlled drug delivery

systems controlled by magnetohyperthermia.
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1 INTRODUCAO

Nanotecnologia € uma area interdisciplinar da ciéncia destinada ao
desenvolvimento, construcdo e utilizacdo de estruturas funcionais na escala
nanometrica, na qual as caracteristicas fundamentais dos materiais podem ser
controladas sem que haja mudanca na sua composicao quimica (PARK et al., 2008).
O desenvolvimento dessas estruturas tem sido bastante explorado para fins de
liberacdo controlada de farmacos em sitios de acdo especifica permitindo a
obtencdo de faixa terapéutica e posologia 6timas para tratamento de diversas
doencas (SOPPIMATH et al., 2001).

Sistemas nanoestruturados poliméricos (BERNARDI et al., 2009), lipossomais
e nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) contendo farmaco encapsulado
(VIDEIRA;ALMEIDA ;FABRA, 2012), e até nanoparticulas magnéticas (PM) para o
direcionamento e liberacdo controlada do farmaco em sitios especificos, tem sido
alvo de exploragcdo em nanotecnologia para tratamento de diversos tipos de
doencas, particularmente o cancer (JOHANNSEN et al., 2006; ZHU et al., 2009).

Estudos recentes para terapia de cancer tém focado em sistemas de
hipertermia magnética (GONZALES ;KRISHNAN, 2005; MING-HUANG;CHUNG-YU
;YU-CHUAN, 2008; MEENACH;HILT ;ANDERSON, 2010). A técnica tem
demonstrado potencial para o desenvolvimento de métodos eficazes para
tratamento do cancer em combinacdo com terapéuticas ja bem desenvolvidas como
irradiacdo e quimioterapia (FALK ;ISSELS, 2001). Através da magnetohipertermia é
possivel aumentar a temperatura do tumor entre 41 a 46°C minimizando danos as
células normais (LI et al., 2010). O método consiste na introducéo de nanoparticulas
magnéticas dentro do tumor, e a posterior aplicacdo de um campo magnético
alternado externo.

Diferentes materiais tém sido explorados para o desenvolvimento de
nanocarreadores de farmacos com nanoparticulas magnéticas incorporadas em sua
estrutura para uso em magnetohipertermia. Uma vez que PM inorganicas podem ser
facilmente incorporadas em sistemas lipidicos formando nanocarreadores de
liberacdo controlada de farmacos, NLSM se tornam potencialmente funcionais para
aplicacdo em magnetohipertermia (MULLER et al., 1996).

A possibilidade de aumentar o efeito terapéutico de farmacos em tratamentos

combinados é hoje um dos grandes alvos da inovacéo terapéutica. Com este foco, o
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objetivo deste projeto foi preparar NLSM contendo paclitaxel encapsulado na matriz
lipidica e estudar sua liberacao in vitro, utilizando a magnetohipertermia (MH) como

fator desencadeador da liberacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O CANCER

O cancer é uma doenca avassaladora que tem causado milhares de mortes
todos os anos. Segundo dados da OMS, Organizacdo Mundial de Saude, em 2007
foram catalogados 7,6 milhdes de mortes causadas pelo cancer e provavelmente em
2030 serao 17 milhdes de novos casos. Entre os tipos de canceres mais comuns,
alguns fatores de causa sé@o devido a interacdes complexas e ndo modificaveis
como susceptibilidade genética e envelhecimento. Outros sdo ocasionados por
fatores de risco, modificaveis, tais como o uso do tabaco, agentes infecciosos, dieta
e atividade fisica. Quando os fatores de risco sdo entrelacados as diferencas de
comportamentos individuais, crencas, praticas culturais, condi¢cdes socioecondmicas
e sistema de saude torna-se possivel enxergar as disparidades globais em sua
incidéncia (KAMANGAR;DORES ;ANDERSON, 2006). Devido a essas disparidades
€ possivel observar que o numero de mortes nos paises em desenvolvimento
aumenta a cada dia enquanto que em paises desenvolvidos, € possivel ver
decréscimo de mais de 1% na incidéncia nos ultimos anos (SIEGEL;NAISHADHAM
JEMAL, 2012). Varios tipos diferentes de canceres sao detectados todos os dias,
aumentando assim o desafio da ciéncia que tem como um de seus objetivos
fundamentais a erradicagéo dessa doenca.

O céancer se da pelo crescimento celular desordenado como ilustrado na
Figura 1. Uma caracteristica que o define é a multiplicacdo rapida de células
anormais que crescem além de seus limites habituais, e que podem entdo migrar
para tecidos adjacentes e se espalhar para outros érgaos. Este processo é referido
como metastase, e é a principal causadora de morte (RANG, 2003). Muitos tipos de
canceres podem ser prevenidos, evitando a exposicao a fatores de risco comuns.
Além disso, uma proporcao significativa da doenca pode ser tratada por cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, transplante de medula e até técnicas inovadoras como,

por exemplo, a nanotecnologia (LIANG et al., 2010).
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Figura 1: Representacdo esquematica de crescimento de massa tumoral.

Células normais

Células cancerosas

Fonte: http://www.cancerresearchuk.org

2.2 TERAPIAS CONVENCIONAIS PARA O TRATAMENTO DO CANCER

Segundo o INCA, Instituto Nacional do Cancer, varias técnicas sao
empregadas no tratamento da doenca. Dentre as principais encontram-se a
radioterapia e quimioterapia, acompanhadas geralmente de intervenc¢des cirirgicas.
Outra técnica é a hipertermia por ablacdo, que pode ser gerada, por exemplo, a
partir de radiofrequéncia, mas que tem sido menos utilizada por se tratar de técnica
invasiva. Para alguns tipos de tumores € viavel sua aplicacdo como parte integrante
do tratamento, pois a técnica permite aumentar a temperatura do tumor tornando-o
mais susceptivel a acdo de quimioterapicos (ARIAS et al., 2009).

A radioterapia consiste de um método capaz de destruir células tumorais, por
feixe de radiacBes ionizantes. Uma dose pré-calculada de radiacdo é aplicada, por
tempo determinado, a um volume de tecido que engloba o tumor, buscando
erradicar todas as células tumorais, com o menor dano possivel as células normais
circunvizinhas. Essa radiagdo pode ser externa se emitida por isétopos radioativos
como césio e cobalto, quando a fonte de radiacdo provém de um equipamento. Ou
interna quando a fonte de material radioativo € inserida em pequenas capsulas junto
ao tecido tumoral (WANG ;LI, 2003; SYLVESTER et al., 2007). Apesar de bons
resultados obtidos por essa técnica foi possivel observar alguns efeitos colaterais
devido & acdo da radiacdo em células normais, e também por erros de célculo da
quantidade de radiacdo a ser empregada para cada caso (SHAFIQ et al., 2009).

Normalmente, os efeitos se relacionam com a dose total absorvida e com o


http://www.cancerresearchuk.org/
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fracionamento utilizado. Todos os tecidos podem ser afetados, em graus variados,
pela radiagdo. Dependendo do nivel do tumor o tratamento radioterapico pode ser
precedido ou seguido de quimioterapia.

A quimioterapia foi descoberta em meados de 1900, pelo quimico aleméo,
Paul Ehrlich desenvolvendo medicamentos para curar doengas infecciosas, e hoje
exerce papel fundamental no declinio dos casos de morte em pacientes portadores
de céancer (DEVITA ;CHU, 2008). A guimioterapia consiste da administracdo de
farmacos antineoplasicos capazes de acarretar morte e impedir a proliferacdo e o
crescimento celular. Varios trabalhos encontrados na literatura mostraram a acéo de
farmacos antineoplasicos no tratamento de carcinomas precocemente descobertos e
até metastaticos com eficacia no tratamento (MILECKI et al.,, 2003; BUCCHERI
;FERRIGNO, 2004; IMAIZUMI, 2005; BANERJI et al., 2007; NORDLINGER et al.,
2007). O grande problema associado a quimioterapia sdo as reacdes adversas que
sdo provocadas muitas vezes por morte de células normais. Dentre os principais
efeitos colaterais ja foram observados quedas de cabelo, nduseas, perturbacédo do
sono, problemas oculares, diarréias e etc. (LOVE et al., 1989). Das formulacdes
convencionais utilizadas no mercado tem-se observado altas dosagens e baixa
biodisponibilidade do farmaco levando muitas vezes o tratamento a resultados

insatisfatorios.

2.3 PACLITAXEL

O Paclitaxel (PTX) empregado neste estudo € um dos farmacos mais
utilizados na quimioterapia para tratamento de tumores soélidos metastaticos de
mama, pulmao, ovario e bexiga. Sua molécula apresentada na Figura 2 é um
triterpeno poliidroxilado. Ela foi isolada pela primeira vez em 1971 por Wall e
colaboradores nos Estados Unidos. Um grande problema na extragdo do paclitaxel é
gue a planta, da espécie Taxus brevifolia, demora cerca de 100 a 200 anos para
atingir a maturidade e encontra-se em extingdo. Para contornar esse problema,
desenvolveu-se um método de semi-sintese para obter o paclitaxel em poucas
etapas. Uma molécula é extraida da espécie Taxus baccata e posteriormente
convertida em paclitaxel por sintese organica (SOUZA, 2004). O mecanismo da
atividade antitumoral envolve a inibicdo do crescimento celular por estabilizagdo de

microtubulos formados através da ligacdo ndo covalente com tubulinas, impedindo a
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despolimerizacdo necesséria a replicagdo celular, bloqueando assim, o processo de
divisao (FENG et al., 2007).

Figura 2: Geometria estrutural plana da molécula do paclitaxel.
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Fonte : http://www.drugbank.ca/drugs/DB01229
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No mercado o PTX se encontra na forma de suspensdes para infusdo como
mostrado na Figura 3.

O Taxol contem paclitaxel 6mg/mL formulado em uma mistura 1:1 v/v de
cremophor e A&lcool desidratado, todavia esta associado a uma série de
inconvenientes como: morbidade, trombose, hipersensibilidade grave, vaso
dilatagdo, hipotensdo arterial, e até risco de infeccdo relacionado ao cateter
empregado na infusdo. Mas hoje ja esta bem estabelecido que varios desses efeitos
sejam provenientes do cremophor (PELTIER et al., 2006).

Figura 3: Formulacbes convencionais de paclitaxel utilizadas no mercado para
tratamento quimioterapico.
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Fonte : Taxol, http://www4.carleton.ca/jmc/catalyst/2006s/el.html; Abraxane,
http://www.131.0rg.cn/article/show.php?itemid=72398.
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O Abraxane por sua vez é uma forma de apresentacdo do paclitaxel ligado a
particulas de albumina. O p6 de albumina/paclitaxel é suspenso em soro fisioldgico
para infusdo numa concentracdo do paclitaxel de 5mg/mL. Os efeitos toxicos
referentes ao cremophor sdo resolvidos e o tempo de infusdo reduzido. Ja foram
observados efeitos adversos como alopecia, neurotoxicidade, mucosites, mas
limitados pela dosagem (GREEN et al., 2006).

Tratamentos conjuntos hoje sdo amplamente utilizados no mundo inteiro
como estratégia para o tratamento do cancer. Muitas vezes sd0 necessarias
intervencdes cirdrgicas para retirada de massa tumoral ja instalada em Orgaos e
tecidos, acompanhada de radioterapia e quimioterapia. Nesse caso a debilidade do
paciente € um fator de risco durante o tratamento, e se faz necesséario o
acompanhamento nutricional e até psicolégico (HUHMANN ;CUNNINGHAM, 2005;
VASSARD et al., 2010).

2.4 NANOTECNOLOGIA
2.4.1 Consideracfes gerais

A ciéncia tem se preocupado intensamente com o bem estar do paciente
durante e apés o tratamento. Entdo, diversas estratégias sdo apresentadas todos 0s
dias, como alternativa de tratamento. Dentre essas estratégias encontra-se a
nanotecnologia, alvo de estudo nesse trabalho.

A nanotecnologia € uma éarea da ciéncia destinada ao desenvolvimento,
construcdo e utilizacdo de estruturas funcionais na escala nanométrica, na qual as
caracteristicas fundamentais dos materiais podem ser controladas sem que haja
mudanca na sua composicdo quimica (PARK et al., 2008). Estratégia
nanotecnoldgica sugere aumento da biodisponibilidade do farmaco, pois sua
liberacdo acontece preferencialmente no local de acdo. Dessa forma o farmaco
antineoplasico pode ter menor acgdo citotoxica sobre células normais. Por isso a
liberacdo controlada de farmacos em um sitio de acdo especifico a uma faixa
terapéutica e posologia 6timas tem sido uma das maiores metas no desenvolvimento
dessas estruturas (SOPPIMATH et al., 2001).
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2.4.2 Sistemas nanotecnoldgicos

Sistemas nanoestruturados de liberacdo controlada de farmacos apresentam
diametro médio variando entre 50 e 1000nm e tem capacidade de incorporar
farmacos hidrofilicos e lipofilicos dependendo da estratégia de sintese utilizada.
Dentre os nanossistemas carreadores e de liberacdo controlada de farmacos mais
utilizados estao os lipossomas, nanoparticulas poliméricas e nanoparticulas lipidicas
solidas.

Os lipossomas s&o vesiculas multi ou unilamelares que contém um
compartimento aquoso no interior de uma ou varias bicamadas lipidicas (BANGHAM
;HORNE, 1964; SHARMA ;SHARMA, 1997). As nanoparticulas poliméricas se
apresentam na forma de nanoesferas que sdo compostas de matriz de polimero
biodegradavel, ou nanocapsulas que sao particulas que possuem um nucleo oleoso
envolto por uma membrana polimérica (PINTO REIS et al., 2006; MORA-
HUERTAS;FESSI ;ELAISSARI, 2010).

Nanoparticulas lipidicas solidas sdo nanoesferas de matriz lipidica solida na
temperatura ambiente (MULLER et al., 1995; SILVA et al., 2011) utilizadas como
carreadores de farmacos lipofilicos e hidrofilicos. Dependendo da rota empregada
no preparo da formulagdo e da afinidade do farmaco para com a matriz lipidica pode
ocorrer internalizacao ou adsor¢cao do mesmo na superficie da nanoparticula.

Véarios métodos sdo empregados no preparo de nanoparticulas lipidicas
sélidas, tais como: homogeneizacédo a alta presséo, diluicio de microemulséo pré-
formada, emulsificagdo-evaporacéo de solvente, e emulsificagdo-difuséo de solvente
(WISSING;KAYSER ;MULLER, 2004). Em todos os métodos é necessario o
emprego de uma quantidade grande de energia na forma de agitacdo, ultrassom,
alta pressdo de homogeneizacao. Além do uso de tensoativos capazes de evitar a

coalescéncia garantindo assim a estabilidade da suspenséao.

2.4.3 Mecanismos de liberacdo de farmaco por sistemas nanoestruturados

O mecanismo envolvido na liberacdo do farmaco encapsulado € individual para
cada tipo diferente de nanossistema. Por exemplo, nos lipossomas a liberagcédo esta
relacionada a interacdo do farmaco com sua bicamada lipidica, que por sua vez
interage com a membrana celular transportando o farmaco pra dentro da célula
(SHARMA ;SHARMA, 1997).
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Em sistemas poliméricos nanoestruturados a liberacdo se da pela
biodegradagcdo do polimero. Esses polimeros geralmente sofrem hidrolise,
fragmentando-se em mondémeros causando uma espécie de erosdo na particula.
Essa erosdo por sua vez expde o farmaco que, de acordo com seu coeficiente de
particdo, pode se difundir para a fase aquosa, solubilizar-se na presenca de alta
concentracéo de tensoativos, ou precipitar (LAMPRECHT et al., 2001; PEREZ et al.,
2001).

A modulacéo do controle de liberacédo de farmacos encapsulados em NLS se
da pela cristalinidade das cadeias lipidicas que por sua vez esta relacionada com a
natureza dos lipideos utilizados na formulacdo. Farmacos hidrofébicos, néo
necessariamente com alta lipofilicidade, tendem a encapsular-se no ambiente
lipidico de NLS durante a preparacdo. Mas com a tendéncia natural de busca por
menor energia livre, as cadeias lipidicas tendem a se organizar aumentando o grau
de cristalinidade. Isso faz com que o farmaco aprisionado seja expulso para o
ambiente externo. Conforme ilustrado na Figura 4, a escolha dos lipideos é
fundamental no desenvolvimento de formulacdes de nanoparticulas lipidicas solidas.
Matriz lipidica simples, contendo somente um tipo de lipideo, tende a ter maior
cristalinidade, maior organizacdo entre as cadeias lipidicas e por consequéncia
menos espaco para encapsular farmacos. Matriz lipidica composta, que contenha
dois ou mais tipos diferentes de lipideo sélido e até uma proporcéo de lipidio liquido,
tende a ter um empacotamento menos compacto, e como consequéncia disso mais
espaco para encapsular farmacos. Esse modelo sugere a modulacéo da liberacao,
ou seja, quanto mais superficial o farmaco mais rapida a liberacdo e quanto mais
internalizado mais lenta deve ser a liberacdo (MULLER;RADTKE ;WISSING, 2002).

Figura 4: Representacao esquematica da cristalinidade dos lipideos em NLS.

v

Matriz lipidica Matriz lipidica
simples composta

Fonte : Préprio autor, adaptado de Mdiller, 1996.
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Quando a matriz lipidica é composta apenas por lipideos sélidos o
nanossistema é classificado como nanoparticula lipidica sélida. Se a matriz lipidica
apresentar uma proporcao de lipideo liquido, entdo o nanossistema € classificado

como carreador lipidico nanoestruturado (SOUZA et al., 2011).

2.4.4 Vetorizacao de farmacos para sitios alvo especificos

Muitos tumores solidos apresentam uma caracteristica Unica que ndo €
observada em tecidos normais. O aumento da vasculatura na regido do tumor,
processo denominado como angiogénese, € um mecanismo utilizado por tumores
sélidos para garantir a entrada de nutrientes e oxigénio. Porém, essa nova
vasculatura geralmente apresenta fenestragcbes que possibilitam a passagem de
macromoléculas e até nanoparticulas para dentro do tecido tumoral. Conhecido
como efeito EPR (Enhanced Permeability and Retention), que significa efeito de alta
permeabilidade e retencao, este processo € responsavel pela vetorizacdo e acumulo
de macromoléculas e até nanoparticulas no interior da massa tumoral (MAEDA et
al., 2000; IYER et al., 2006).

Sendo o efeito EPR o principal mecanismo de vetorizacdo passiva existente
no organismo, diversos estudos estdo voltados para o desenvolvimento de
nanossistemas de vetorizacdo ativa de farmacos antitumorais. Por exemplo,
nanossistemas peguilados para administracdo sistémica com intencdo de evitar
acdo de macréfagos e fazer com que o farmaco se acumule no tecido tumoral
(DADASHZADEH et al., 2010; DIAZ-LOPEZ et al., 2010), nanossistemas com
anticorpos monoclonais ligados na superficie para vetorizar o farmaco ao tecido
especifico dentro do organismo (HASHIDA et al., 2008), e ainda nanossistemas
contendo PM encapsuladas para que, sob acdo de um campo magnético externo,
sejam direcionadas e acumuladas em tecidos tumorais, como ilustrado na Figura 5
(CORCHERO ;VILLAVERDE, 2009). Estratéegias de vetorizacdo como as
supracitadas combinadas com mecanismos de liberagdo de cada nanossistema

especifico podem trazer novas metodologias para tratamento do cancer.
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Figura 5: Representacdo esquematica da (a) vetorizacdo de PM e (b) aquecimento
por magnetohipertermia via campo magnético externo.
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2.5 PROPRIEDADES MAGNETICAS

Nanoparticulas magnéticas tém sido amplamente utilizadas para fins
biomédicos nos ultimos anos. Agentes de contraste em ressonancia magnética,
biossensores, distribuicdo, vetorizacdo de farmacos e magnetohipertermia
(SHUBAYEV;PISANIC Il ;JIN, 2009; HAO et al., 2010).

Devido a uma tendéncia natural de nanoparticulas magnéticas formarem
aglomerados é importante estabiliza-las com uma camada de cobertura. Tém sido
citados na literatura varios métodos para estabilizacdo de nanoparticulas magnéticas
com acidos graxos (GYERGYEK;MAKOVEC ;DROFENIK, 2011), dextrana (LIU et
al., 2011) e alguns ions (CABUIL et al., 2011). Devido a carga de superficie positiva
proveniente dos ions ferro da nanoparticula magnética é simples e intuitiva a ligacao
de moléculas que apresentem uma extremidade polar ou ions com cargas negativas.

Com base nessa teoria € possivel produzir nanoparticulas lipidicas soélidas

carregadas com nanoparticulas magnéticas para aplicagdo em magnetohipertermia.

2.5.1 Magnetohipertermia
Conforme Figura 5 além da vetorizagdo para tecidos alvo, um dos
mecanismos importantes, inerentes a nanoparticulas magnéticas, e alvo principal

deste estudo é a magnetohipertermia.
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Magnetohipertermia é o aumento da temperatura de sistemas magnéticos
proveniente da interagcdo de seus momentos magnéticos com um campo oscilante
de alta frequéncia gerado por uma corrente alternada (Figura 6) (VERDE, LANDI,
GOMES et al., 2012).

Ao aplicar um campo magnético externo em um material magnético, seus
momentos magnéticos tendem a se alinhar a este campo. Invertendo o sentido do
campo, esses momentos também invertem sua orientacdo e com isso podem
dissipar certa quantidade de energia na forma de calor, dependendo de algumas

propriedades do campo aplicado e do material que compde o sistema.

Figura 6: Representacdo esquematica do sistema de magnetohipertermia. Uma
corrente alternada passa por uma bobina condutora. Ocorre a geracdo de um campo
magnético no interior da bobina. Materiais com propriedades de magnetismo
inseridos no interior da bobina sofrerdo interagdo com esse campo.

S

Bobina

=

Fonte : Préprio autor.

Existem basicamente trés processos de dissipacdo sob acdo de campo
alternado: a perda por histerese, a perda por correntes parasitas (ou eddy currents)
e a perda andmala (JILES, 1993; 1994). A perda anbmala esta relacionada as
mudancas de configuragbes nos dominios magnéticos dos materiais. No caso de
sistemas monodominio, como as nanoparticulas estudadas neste trabalho, pode ser
negligenciada. Ja as perdas por correntes parasitas estdo relacionadas a
condutividade dos materiais expostos ao campo magnético alternado. A partir da Lei
da Inducdo de Faraday é possivel mostrar que a variagdo do campo magnético
produz correntes na superficie dos materiais condutores e essas correntes dissipam
energia pelo efeito Joule (SILVERIO, 2001). Dessa forma, embora as perdas por
correntes parasitas ndo sejam o foco da aplicacdo de hipertermia magnética,

entender e controlar esse processo é essencial para a correta interpretacdo dos



27

resultados. Por fim, a perda por histerese (palavra de origem grega que significa
“‘retardo”, “atraso”) esta relacionada a interacdo entre a magnetizacdo do material e
0 campo alternado (JILES, 1994).

Na perda por histerese a magnetizacdo tende a alinhar-se em direcdo ao
campo aplicado, mas quando o tempo necessario para que esse alinhamento ocorra
€ maior que o tempo de oscilagdo do campo, surge uma diferenca de fase. Essa
diferenca de fase provoca o surgimento de uma curva de histerese com uma
determinada area. Esse processo € denominado histerese dinamica (VERDE,
LANDI, CARRIAO et al., 2012).

As nanoparticulas magnéticas sintetizadas e caracterizadas nesse estudo
conhecidas como magnetita e maghemita apresentam comportamento
superparamagnético, pois sofrem interacdo de um campo magnético externo
produzindo uma curva de magnetizacdo, mas quando o campo é retirado ndo ha
magnetizacdo remanente e 0 campo coercitivo € praticamente nulo. Ou seja, nao
apresentam curva de histerese, devido a relacao entre a energia térmica e o volume
da particula (BROWN, 1963) esse efeito pode ocorrer, uma vez que as frequéncias
de oscilacdo dos campos aplicados sejam muito altas.

Varios parametros podem afetar a capacidade de dissipacdo térmica de
sistemas magnéticos como, tamanho, forma e modificacio em sua superficie
(JOZEFCZAK ;SKUMIEL, 2007). Existem grupos de pesquisa ao redor do mundo
que trabalham com diferentes descricbes do fendmeno de hipertermia magnética.
Alguns afirmam que as particulas ferromagnéticas geralmente aquecem devido a
perda por histerese (HERGT et al., 1998) e particulas superparamagnéticas
aguecem devido a perda por relaxacdo (ROSENSWEIG, 2002). Mas outros
resultados indicam que a hipertermia magnética deve ser sempre descrita pelo
processo de histerese dinamica (LANDI ;BAKUZIS, 2012; VERDE, LANDI,
CARRIAO et al., 2012; VERDE, LANDI, GOMES et al., 2012).

2.6 INOVACAO NANOTECNOLOGICA E PERSPECTIVAS

Esse trabalho esta inserido em um ambiente de inovacéo tecnoldgica. Suas
perspectivas podem ir além dos objetivos desse exposto quando séo corelacionados
0S mecanismos de liberagdo controlada do PTX desencadeados por aquecimento

proveniente da magnetohipertermia, com a propria técnica de MH que por si s6 pode
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produzir acédo antitumoral (JORDAN et al., 1999). E provavel que a combinagio
desses dois mecanismos possa apresentar um modo eficaz para o tratamento de
alguns tipos de tumores, mas varios estudos ainda serao realizados com o intuito de
contribuir para o desenvolvimento e elucidacdo deste nanosistema. Os resultados
apresentados e discutidos nessa dissertacdo se atém aos objetivos propostos e
especificados na secéao 3.

O revestimento de nanoparticulas magnéticas com lipideos de cadeia longa
capazes de formar nanoparticulas lipidicas solidas magnéticas € uma saida um tanto
guanto promissora para a modulacéo da liberacao controlada de farmacos em sitios
especificos via magnetohipertermia. O baixo ponto de fusdo desses lipideos sugere
a liberacdo do farmaco mediante aplicacdo de campo alternado pela possivel fusdo
do lipideo em temperaturas, um pouco acima da temperatura corporal (LI et al.,
2010).

A Figura 7 é uma ilustracdo de um possivel mecanismo de formacgdo das
nanoparticulas lipidicas solidas desenvolvidas e caracterizadas nesse trabalho. A
particula magnética nucleia a formacao da nanoparticula lipidica sélida e o paclitaxel
gue apresenta uma hidrofobicidade alta tende a encapsular-se no arcabouco lipidico.

Essa representacdo esquematica € um corte plano de uma matriz esférica
que tridimensionalmente pode ser ilustrada pela Figura 8, que apresenta um corte
transversal, tentando explicitar o interior da nanoparticula lipidica sélida contendo
particulas magnéticas e paclitaxel.

No ambito das inovagBes nanotecnoldgicas com aplicacdes bioldgicas varios
questionamentos sao levantados em relacéo aos possiveis efeitos adversos. Um dos
principais questionamentos relacionados ao uso de nanoparticulas magnéticas esta
associado a sua citotoxicidade. Mas a literatura tem mostrado que Nanoparticulas
magnéticas apresentam boa tolerabilidade pelo organismo em quantidades
adequadas, s6 desencadeando processos de citotoxicidade em células normais e
acumulo em alguns 6rgéos e tecidos em altas concentracfes (ZHOU et al., 2006;
JAFARI;SIMCHI ;KHAKPASH, 2010). Desta forma, a otimizacdo da formulacdo é
imprescindivel para aplicagbes em ensaios futuros de culturas célulares in vitro e
também para estudo in vivo, pois a carga de particulas magnéticas é determinante
para garantir a magnetohipertermia que sera responsavel pelo desencadeamento da

liberacao do paclitaxel.
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Figura 7: Representacdo esquematica do mecanismo de formacéo de NLSM.
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Fonte : Préprio autor.

Figura 8: Representagdo esquematica tridimensional da possivel estrutura da NLSM
contendo paclitaxel.

Fonte : Proprio autor.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

- Desenvolver Nanoparticulas Lipidicas Sdolidas Magnéticas (NLSM) contendo
paclitaxel encapsulado visando acdo antitumoral pela liberacdo do farmaco

desencadeada por magnetohipertermia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Preparar PM e caracteriza-las quanto a morfologia, diametro médio e
propriedades magnéticas.

- Preparar NLSM contendo PTX e caracteriza-las quanto a morfologia,
didmetro médio e distribuicdo de tamanho, eficiéncia de encapsulacdo do PTX e
propriedades magnéticas do nanossistema.

- Avaliar a influéncia da temperatura no perfil de liberagéo in vitro do paclitaxel
encapsulado no nanossistema.

- Avaliar a estabilidade quimica do paclitaxel encapsulado no sistema de
NLSM e a estabilidade da formulacéo.

- Estudar as propriedades magnéticas no nanossistema e fazer o estudo de

liberag&o do paclitaxel via magnetohipertermia.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

Agua ultrapurificada, FeCl,.4H,0, FeClz.6 H,O, hidroxido de aménio 29%,
fosfatidilcolina, monoestearato de glicerila, acido estearico, tauro desoxicolato,
poloxamer F-68, paclitaxel, etanol absoluto, acetona, metanol grau HPLC,

acetonitrila grau HPLC.

4.2 METODOS
4.2.1 Preparacado de nanoparticulas magnéticas (PM)

PM foram preparadas por método de co-precipitacdo em meio alcalino, pela
adicdo de hidroxido de ambnio em solucdo de sais de ferro Il e Ill na proporcéo
molar de 1:2 respectivamente (RUTNAKORNPITUK et al.,, 2009). Foram
solubilizados 1,009 de FeCl,.4H,0 e 1,66g de FeCl3.H,0, separadamente em 20mL
de agua ultrapurificada. Apds solubilizacdo as solu¢cdes foram misturadas e
homogeneizadas. Sob agitacdo constante foram adicionados 20mL de solucdo de
NH4OH 29%. A agitacdo foi mantida por mais 30minutos. Formou-se um precipitado
preto de magnetita que foi lavado por duas vezes com agua ultrapurificada e

centrifugado no final a 5000 rpm por 5 minutos.

4.2.2 Preparacdo de nanoparticulas lipidicas sdélidas magnéticas (NLSM)
4.2.2.1 Método da diluicdo da microemulséo

NLSM foram preparadas pelo método de diluicAo da microemulsdo conforme
descrito por (MARQUELE-OLIVEIRA et al., 2010) com adicdo de nanoparticulas
magneéticas na etapa de fusdo dos lipideos (Figura 9). Foram aquecidos, até total
fusado dos lipideos, 30mg de PM, 400mg da matriz lipidica (acido estearico ou MEG),
200mg de fosfatidilcolina de soja e 50mg de Tauro desoxicolato. Foram adicionados
5mg de PTX aos lipideos e o aquecimento foi mantido até total solubilizagédo do
farmaco na fase lipidica. A essa mistura foram adicionados 250uL de agua
ultrapurificada para formagao da microemulsdo. Essa microemulsédo foi gotejada em
agua gelada sob agitacdo com ultra-turrax a aproximadamente 15000rpm por 10min.
Com a diminuicdo da temperatura e agitacéo no turrax formam-se as NLSM.
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Figura 9: Representacdo esquematica do preparo de NLSM pelo método de diluigéo
da microemulséo. Lipideos, PTX e Tensoativos sao fundidos, e pela adi¢cdo de agua,
forma a microemulséo que é entado diluida sob agitacao.
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Fonte : Préprio autor. (legenda)

4.2.2.2 Método da emulsificacéo evaporacéo de solvente

NLSM foram preparadas pelo método de emulsificacdo-difusdo de solvente
conforme descrito por (PANG et al.,, 2007) com algumas modificacdes. Conforme
Figura 10, 9mL de solucdo etandlica de fosfatidilcolina 2,56% (m/v) formam a fase
organica 1. A fase organica 2 foi formada pela disperséo (m/v) de 2% de PM, 4% de
MEG e 0,1% de PTX em 5mL de acetona P.A.. J4 a fase aquosa foi constituida de
25mL de pluronic F-68 0,4% (m/v). Para formacao da emulséo a fase orgéanica 1 foi
adicionada a fase organica 2 e deixada em banho de ultrassom por 5min. Em
seguida a mistura foi vertida a fase aquosa e deixada em banho de ultrassom por
mais 5min. Na etapa de difusao foi retirado todo o solvente organico e a suspensao
foi concentrada para 10mL. Essa suspensao foi deixada por 5min em banho de gelo
e entdo sonicada por 5mim em sonicador de probe. ApOs sonicacdo a amostra foi

centrifugada por 30min a 2000rpm e 4°C para separacao do farmaco livre.
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Figura 10: Representacdo esquematica do preparo de NLSM pelo método de
emulsificacao-difusao de solvente.
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Fonte : Proprio autor.

4.3 CARACTERIZACOES
4.3.1 Difratometria de Raios-X (DRX)

A estrutura cristalina da magnetita, Fe3O,4, foi examinada em difratbmetro de
raios-X, marca SHIMADZU, modelo XRD6000, na faixa de 10 a 80° e angulo de 26,
tendo como base o padrdo de silicio para calculo do didametro médio das
nanoparticulas (MEEROD et al., 2008). Para calculo do diametro médio foi utilizada

a equacao de Debye-Scherrer, Equacéo 1.

KA 1
Bcos© @)

onde;

D - didametro médio das particulas

K - constante que depende da forma das particulas

A - comprimento de onda da radiacao eletromagnética

8 - angulo de difracdo de Bragg

B — Largura do pico de difracdo a meia altura dada experimentalmente corrigido do

dado experimental do padréo de silicio.
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4.3.2 Propriedades magnéticas

As propriedades magnéticas foram avaliadas por técnica de magnetometria
em um magnetdmetro de amostras vibrantes (VSM), modelo EV9, marca ADE-
MAGNETICS, pela equipe de colaboradores do Instituto de Fisica (IF-UFG). Foram
feitas analises da magnetita fluido e p6 seco em estufa a 70°C. E também de

formulacdes de NLS e NLSM em suspenséao e secas por liofilizagdo por 15h.

4.3.3 Quantificacdo do paclitaxel

A quantificacdo do paclitaxel foi feita por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em cromatografo marca VARIAN, modelo Pro Star 410 equipado
com detector de UV e coluna cromatogréfica Varian C18 (150 x 4,6mm) 5um SN.
Foram injetados 20uL de amostra sob fluxo de 1mL/min da fase mével de acetonitrila
grau HPLC : metanol grau HPLC : agua ultrapurificada (50 : 40 : 10) e deteccdo em
227nm. Para quantificagdo do PTX presente nas formulagbes de NLSM foi feita
curva de calibracdo da matéria prima utilizada. O método cromatografico foi
empregado para quantificar PTX nos ensaios de recuperacdo, eficiéncia de

encapsulacéo, estabilidade e ensaio de liberacéo.

4.3.4 Eficiéncia de encapsulacéao e recuperacao do paclitaxel

A eficiéncia de encapsulacao (E.E.%) e quantificacdo do paclitaxel livre foram
realizadas por CLAE. O farmaco livre foi separado do encapsulado no final da
preparacao por centrifugacéo a 4°C, 2000rpm por 30min. Foram quantificados tanto
0 sobrenadante de NLSM, quanto o residuo precipitado. O calculo da eficiéncia de

encapsulacéo foi dado pela Equacéao 2.

massa de paclitaxel encapsulado (mg)

E.E% =

x 100 @)

massa de paclitaxel inicial (mg)

A recuperacéao (Rec %) do paclitaxel na formulacéo foi quantificada por CLAE.
O farmaco foi quantificado em cada etapa de preparo da formulag&o. A recuperacao

entdo foi dada pela Equacéo 3.

Y paclitaxel em cada etapa (mg)

Rec % = x 100 (3)

massa de paclitaxel inicial (mg)
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4.3.5 Estudo morfolégico e distribuicdo de tamanho das NLSM

O estudo morfolégico e distribuicdo de tamanho das NLSM foram realizados
por técnicas de Microscopia de Forca Atdomica (AFM) e Espalhamento de Luz
Dinamico (DLS).

Para o estudo morfologico foi utilizado AFM, marca Agilent, modelo 5500, com
ponta de silicio. Foi empregado o modo ndo contato, sob forca constante (k) de
42N.m™ e frequéncia de ressonancia de 252kHz. As amostras foram diluidas 50
vezes e gotejadas em superficie de mica, e ap0s secar na temperatura ambiente
foram submetidas a leitura.

Para o estudo do didmetro médio e distribuicdo de tamanho das NLSM em
suspensao foi empregada técnica de DLS em Zeta Sizer, marca MALVERN, modelo
Nano series. As amostras foram diluidas 50 vezes.

Os dados de distribuicdo de tamanho obtidos pelas técnicas de AFM e DLS

foram comparados.

4.3.6 Estudo de liberacéo in vitro do PTX
4.3.6.1 Ensaio de liberacédo do PTX por difusdo em membrana de dialise

O ensaio de liberacdo in vitro do PTX encapsulado em NLSM foi realizado
pelo método de difusdo por membrana de didlise em temperaturas de 25, 37 e 43°C
por 48h, mantendo temperatura e agitacdo constantes em incubadora com agitacao
orbital. A Figura 11 mostra o esquema representativo do sistema empregado para
este ensaio. O meio doador foi composto por 1mL de formulacdo de NLSM contendo
cerca de 300ug de PTX, e o meio receptor foi composto por 20mL de solucéo salina
0,9%: Isopropanol (70:30), garantindo condi¢do sink para o ensaio. Foram coletados
500uL do meio receptor em tempos programados, fazendo-se a reposicdo do
volume. A fragdo coletada foi quantificada diretamente, sem diluicdo, por CLAE
conforme descrito no iten 4.3.3.

4.3.6.2 Ensaio de liberagdo do PTX por magnetohipertermia

Para o ensaio de liberacdo do PTX por magnetohipertermia a formulacdo de
NLSM foi dividida em duas aliquotas de mesma concentragéo de PTX (300pg/mL). A
aliquota (1), denominada controle foi mantida em repouso na temperatura ambiente

(26°C) por 21h. Ja a aliquota tratada com MH foi mantida nas mesmas condicdes
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também por 21h, mas durante as primeiras 4 horas de estudo houve aplicacdo de 24
pulsos de MH de 180s com correntes de 149,8 A e frequéncia de aproximadamente
300 kHz. Entre cada pulso houve um periodo de resfriamento de 420s. Durante este
experimento, a temperatura da amostra foi monitorada por um pirémetro de sonda
fluorescente.

Ap0s 21h de repouso as amostras foram submetidas a 10 min de centrifugagéo
a 2000rpm e 4°C para separacdo do farmaco livre. O farmaco néo liberado contido

no sobrenadante foi quantificado por CLAE conforme item 4.3.3. e 4.3.4.

Figura 11: Representacdo esquematica do ensaio de liberacdo de paclitaxel em
NLSM por difusdo em membrana de didlise. As amostras foram mantidas em
incubadora com agitacdo orbital em temperatura constante por todo o tempo do
ensaio.

Meio Doador — Formulagdo de NLSM

Meio Receptor — IPA:Sal 0,9% - (30:70)
/

Fonte : Préprio autor.

4.3.7 Estudo de estabilidade das NLSM
4.3.7.1 Estabilidade em suspensao

A estabilidade da suspensdo de NLSM foi avaliada quanto aos fendbmenos
fisicos de sedimentacdo, floculacdo, coalescéncia e cremagem por técnica de
espalhamento de luz maltiplo, em equipamento da marca FORMULACTION, modelo
Turbscan Lab expert. As amostras foram deixadas em repouso por 24h em
temperatura ambiente, e em tempos programados foram realizadas varreduras com

um feixe de laser da base ao topo da cela. Vide Figura 15.

4.3.7.2 Estabilidade em amostras Liofilizadas
Para avaliar a estabilidade da formulacdo de NLSM na auséncia do meio

aguoso dispersante, foi realizada a liofilizacdo da formulagcdo com adicao de trealose
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como crioprotetor (SCHWARZ ;MEHNERT, 1997; MEHNERT ;MADER, 2001;
SUBEDI;KANG ;CHOI, 2009). Foram testadas quantidades crescentes de trealose a
partir de 1 até 20% da massa lipidica, tendo o MEG como referéncia. As amostras
contendo 1mL de formulacdo e 1mL de solucdo de trealose na concentracao
desejada foram previamente congeladas a -20°C e liofilizadas por 15h em liofilizador
marca THERMO, modelo Micromodulyo. A concentragao de trealose utilizada como
padrao para o teste de estabilidade foi de 15%.

Apoés tempos programados as amostras foram ressuspendidas em 2mL de
agua ultrapurificada sob agitacdo por 30s em vértex e 5min em ultrassonicador de
probe em banho de gelo. Posteriormente foram centrifugadas por 10min a 1000rpm
para separacdo do farmaco possivelmente extravasado no processo.

As NLSM ressuspendidas foram avaliadas quanto ao diametro médio e
distribuicdo de tamanho por técnica de DLS e o sobrenadante foi quantificado por

CLAE para verificar o PTX ainda encapsulado.

4.3.8 Estudo de magnetohipertermia (MH)

O estudo de MH foi realizado em equipamento marca Ambrell, modelo Easy
Heat LI, partindo de amostras de PM, fluido e p6, e também das NLS e NLSM em
suspensao e liofilizadas. A temperatura de aquecimento foi controlada por sonda
Optica inserida dentro da amostra. Desta forma foi tracado o perfil de aquecimento
do nanossistema para o estudo de liberacdo por magnetohipertermia descrito no
item 4.3.6.2.

4.3.9 Anédlise térmica

A Formulacdo de NLSM liofilizada foi submetida a técnica de calorimetria
exploratdria diferencial (DSC) em equipamento marca SHIMADZU, modelo 60A no
intuito de avaliar a temperatura de fusdo da formulacdo de NLSM frente aos seus
componentes. Foram pesadas separadamente 2g de NLSM liofilizada e seus
componentes. Todos foram submetidos a uma rampa de aguecimento de 0,5°C/min

em intervalo de 24 a 80°C.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO NANOSISTEMA
5.1.1 Estudo morfologico, diametro meédio e distribuicdo de tamanho das
NLSM

A morfologia, didametro médio e distribuicdo de tamanho das NLSM foram
estudadas por Microscopia de Forca Atdmica (AFM) e técnica de Espalhamento de
Luz Dinamico (DLS).

Diferente das técnicas de microscopia eletrbnica de varredura e transmissao a
microscopia de for¢a atdmica é ideal para amostras “moles” como sistemas lipidicos,
pois permite a visualizagdo 3D de superficies sem que haja danos na amostra.

Inserida em uma classe de microscopios de varredura de sonda, a técnica
permite varrer uma superficie registrando ponto a ponto algum tipo de interacdo

entre a sonda e a superficie.

Figura 12: Representagdo esquematica simplificada da técnica de AFM no modo
nao-contato.

Detector fotodiodo

Fonte de
Laser

Scanner

Fonte : Préprio autor.

Como mostra a representacdo esquematica simplificada da Figura 12, um
conjunto de piezoelétricos ceramicos, denominado scanner, posiciona a amostra em

relacdo a sonda permitindo a varredura. A sonda utilizada por essa técnica € um



39

cantilever flexivel. Em uma das extremidades existe uma ponta muito fina que varre
a superficie onde estd a amostra com uma determinada amplitude de oscilagdo. Um
laser € incidido no cantilever e refletido na direcdo de um detector fotodiodo que
registra suas deflexdes que é em seguida transformada em imagem por software
especifico.

O modo n&o-contato utilizado neste trabalho explora o regime de interagdes
de Van der waals, atrativas entre os &tomos da ponta e da amostra. O sistema de
realimentacdo denominado, feedback, no intuito de controlar a posi¢do vertical da
ponta em relacdo a amostra mantém constante a amplitude de oscilacdo do
cantilever.

Na imagem de topografia (Figura 13-A) é possivel observar a forma esférica
das NLSM medindo entre 100 e 600nm aproximadamente. Ja em (B) h4 uma
aparente discrepancia no sentido z da estrutura tridimencional, onde pode ser
observado uma diminuicdo de aproximadamente 2 vezes na altura da nanoparticula.
Isso se deve provavelmente a dois motivos: Primeiro, um provavel colapso
(achatamento) do sistema lipidico em funcédo de sua deposicdo sobre a mica. Em
segundo, como o0 modo ndo contato utilizado € mediado por interacbes de Van der
Waals, é possivel que o cantilever se mova a uma altura que néo condiz com a real
altura da nanoparticula na busca de conservar a amplitude de oscilacdo do seu
movimento (OLIVEIRA et al., 2012).

Figura 13: Imagens de AFM de NLSM, secas sobre superficie de mica, realizadas
no modo néo contato. (A) Topografia (B) topografia tridimensional.
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Pela técnica de Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) também conhecida
como espectroscopia de correlacdo fotdbnica € possivel medir o didmetro
hidrodindmico de nanoparticulas em suspensdo. Basicamente um feixe de luz
monocromatico (laser) é incidido em uma cela contendo uma dispersédo. Ao chocar-
se com as nanoparticulas dispersas em movimento Browniano o laser € espalhado
em todas as direcOes sofrendo uma alteragdo em seu comprimento de onda. Essa
alteracdo esta relacionada com o didmetro das particulas, ou seja, particulas
menores espalham mais luz que particulas maiores. Desta forma é gerada uma
corelacdo da intensidade de luz espalhada no tempo. Através dessa correlacdo que
gera uma curva de autocorrelacdo de 22 ordem um software calcula o diametro
médio e a distribuicdo de tamanho das particulas dessa disperséo.

As NLSM produzidas e caracterizadas nesse trabalho apresentaram diametro
médio de aproximadamente 200nm com um Indice de polidisperséo (Pdl) de 0,189,

indicando uma faixa estreita de distribuicao.

Figura 14: Histograma de distribuicdo tamanho de particulas obtido por técnica de
AFM e DLS.

mediano AFM = 231 £5nm Dmediano DLS = 277 * 3nm
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A Figura 14 mostra uma comparacéo da distribuicdo de tamanho de NLSM
entre a técnica de AFM e DLS acompanhadas do ajuste da funcdo de distribuicéo

log normal (Equacéo 4).



41

Onde:
D — Diametro das particulas
g(D) — Funcéo de distribuicdo log normal

o0 — Desvio padréo relacionado a polidispersao

-1 mediano 2
g(D) = |2 Dmedianc) (@)

0V2nDmediano 202
Apesar do pequeno deslocamento na sobreposicdo dos dois histogramas, €
muito proxima a distribuicdo e mostra que as duas técnicas corroboram para a

elucidacao desses dois parametros.

5.1.2 Recuperacdao, carga e eficiéncia de encapsulacao do paclitaxel

Como mostra a Tabela 1, a recuperacao, carga e eficiéncia de encapsulacao
do PTX foram aumentadas significativamente quando foi utilizado o método de
emulsificagcao-difusdo de solvente tendo o monoestearato de glicerila (MEG) como
matriz lipidica. O &cido estearico € amplamente utilizado na literatura como matriz
lipidica de NLS contendo diversos farmacos lipofilicos (CAVALLI et al., 1995;
GHADIRI et al., 2011; TROMBINO et al., 2013), porém para a encapsulacdo de PTX
em NLS varios trabalhos tém reportado o uso de outros lipideos como tripalmitim
(FADDA et al., 2013), e monoestearato de glicerila (MIAO et al., 2013) devido a uma
maior afinidade do PTX por esses lipideos. Isso pode explicar as diferencas
encontradas nos parametros avaliados na Tabela 1. Estudos complementares estao
sendo realizados para verificar se ha possibilidade de degradacdo ou decomposicao
do paclitaxel em temperaturas acima de 100°C, que possam justificar a baixa
eficiéncia de encapsulacéo e baixa recuperacgao pelo método da microemulsao.

Como mostra a Tabela 1 foi possivel encapsular 17.1ug de paclitaxel por mg
de matriz lipidica (MEG). A concentracdo de paclitaxel na formulacdo foi de
aproximadamente 300ug/mL. Esta quantidade, embora relativamente pequena
perante formulagbes convencionais, pode apresentar a vantagem de ser
potencialmente mais biodisponivel, devido a liberacdo sitio especifica (SHEN et al.,
2013) principalmente se for associado a algum tipo de biomarcador (GUPTA;JAIN

;JAIN, 2007). Ou seja, formulagbes nanotecnoldgicas sugerem aumento da eficacia
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e melhora da biodistribuicdo devido a vetorizagdo e mecanismo de liberacdo do
farmaco, que propiciam acéo sitio especifica (CIRSTOIU-HAPCA et al., 2010). Em
ensaios futuros sera avaliada a citotoxicidade das NLSM contento paclitaxel e
viabilidade celular para determinacdo de concentracfes adequadas nos ensaios de

magnetohiperthermia.

Tabela 1: Dados quantitativos de encapsulacdo de paclitaxel em NLSM obtidas por

dois métodos distintos.

Diluicéo da Emulsificagcéo-difusao
Microemulsao de solvente
Ac. Estearico (mg) | 4002 + 0.8 - 2002 + 0.8
mMMEG (mg) - 4006 * 05 - 200.1 = 0.4
PTXa, (mg) 52 + 0.1 51 + 03 51 + 02 51 + 0.1
PTX. (mg) 1.0 = 0.2 1.3 + 01 1.0 = 0.1 34 + 0.1
PTX;ec (%) 472 + 38 51.1 + 4.0 954 £ 0.9 9.1 + 04
C.F. (ug/mg) 25 £ 05 33 £ 04 52 + 08 171 + 04
E.E.% 194 + 338 26.1 + 24 201 + 09 673 + 12

Nota: Os resultados estdo expressos com média e Desvio padrdo de trés
amostragens independentes (n = 3). Legenda na lista de abreviacdes.

5.1.3 Estudo de estabilidade das NLSM
5.1.3.1 Estabilidade de NLSM em suspenséao

A suspensédo de NLSM foi submetida a estudo de estabilidade por técnica de
espalhamento de luz mdultiplo em um periodo de 24h na temperatura ambiente.
Conforme o grafico da Figura 15, ndo foi observado, nesse periodo de estudo,
variacdo de tamanho, floculagdo ou sedimentacdo, jA que a relacdo entre a
guantidade de luz refletida (back scattering) e luz transmitida foi praticamente a
mesma em todo o periodo do estudo. Apenas houve a formacdo de cremagem que
representa menos de 7%, e € um processo reversivel. A literatura tem mostrado que
nanoparticulas lipidicas sélidas possuem uma particularidade de ndo serem estaveis
em tempos prolongados quando em suspensao por processos de gelificacédo e
cristalizacao do sistema (LEE;LIM ;KIM, 2007). Por esse motivo foi realizado estudo
de estabilidade de NLSM liofilizada.
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Figura 15: Estudo de estabilidade da formulacdo de NLSM por técnica de
espalhamento de luz mdaltiplo, por 24h em temperatura ambiente.
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5.1.3.2 Estabilidade de NLSM liofilizada

Apbs 30 dias de estudo ndo houve variacao significativa no diametro médio e
Pdl de amostras de NLSM, liofilizadas com 15% de trealose, ressuspendidas em
agua ultrapurificada.

A estabilidade quimica do PTX encapsulado foi determinada por CLAE. Como
mostra o gréfico da Figura 16, apos 30 dias houve expulsdo de aproximadamente
14% do farmaco encapsulado, sendo que com 24 horas de estudo ja foi detectada
perda de 8% que provavelmente se deve ao farmaco associado a NLSM por
mecanismos de adsor¢cdo e que ndo se diferenciam como farmaco livre antes da
liofilizacdo. Considerando esse fato, o farmaco verdadeiramente encapsulado apés

trinta dias sofre queda de cerca de 6%.
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Figura 16: Estabilidade da formulacdo de NLSM contendo PTX. As amostras
liofilizadas foram armazenadas em dessecador, na temperatura ambiente. Apds

tempos programados foram ressuspendidas e o PTX foi quantificado por CLAE.
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5.1.4 Ensaio de liberacao in vitro do PTX por método de difusdo em membrana
de didlise

O estudo de liberacao in vitro do PTX encapsulado em NLSM foi realizado por
técnica de difusdo por membrana de didlise. Método bastante utilizado em ensaios
de liberacdo de nanosistemas. Porém a quantificacdo do farmaco se d4 em um
estagio de segunda ordem. Ou seja, apos ser liberado pelo nanossistema o farmaco
precisa se difundir por uma membrana (peneira molecular) e sé depois pode ser
quantificado no meio receptor. E evidente que n&o ha diferenca significativa entre o
tempo da liberacdo e da difusdo, pois o0 ensaio é realisado em condicdo sink e
mantido em agitacao constante.

As curvas de liberagdo do PTX estdo apresentadas na Figura 17. O teste foi
realizado nas temperaturas de 25, 37 e 43°C. As curvas mostram claramente a
diferenca no perfil de liberagcéo do paclitaxel causada pelo aumento da temperatura.
A partir da equacao da reta da porgcédo ascendente das primeiras 7 horas de ensaio
foi possivel calcular a cinética da liberacdo. Observa-se que a temperatura exerce
um papel fundamental na cinética de liberacdo. Na temperatura de hipertermia
(43°C) sédo necessarias apenas 7h para liberacdo de 60% do farmaco encapsulado
enquanto que na temperatura ambiente (25°C) sdo necessarias aproximadamente

40h para a mesma liberacdo. A meia vida de liberacao (t %2), ou tempo necessario
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para que sejam liberados 50% do farmaco encapsulado, foi reduzida em
aproximadamente 4 vezes quando a temperatura foi elevada de 25 para 43°C. O
fato de ndo haver liberacdo de 100% se explica pelo equilibrio estabelecido na
difusdo do meio doador para o receptor, ou seja, € uma variavel da técnica

empregada, mas que nao significa falha do sistema de liberacéo.

Figura 17: Perfil de liberagdo in vitro do PTX encapsulado em NLSM. O ensaio foi
realizado nas temperaturas de 25, 37 e 43°C durante 50 horas. Aliquotas foram
coletadas com reposi¢cao de meio e quantificadas por CLAE.

100 +

[0
o
1

(@]
AT
O
S 60 -
(D)
Q
—
o 40 4 o
3 —e—25°C
X —=—37°C
20
—o—143°C
0 T T T T !
0 10 20 30 40 50

Tempo (h)

Aumento de temperatura € na verdade aumento do grau de agitacdo das
moléculas de um sistema. Isso € obvio, e o resultado era esperado, mas como 0
foco deste estudo € a liberacdo do farmaco por magnetohipertermia, o dado é de
suma importancia. O aumento da temperatura dos centros de calor (NLSM) que
compdem o0 nanosistema, provocado pela acdo do campo magnético alternado
externo, influenciard a modulacao da liberacdo do farmaco pela provavel fusdo da
matriz lipidica e aumento da difusibilidade do farmaco pelo meio receptor. Este
argumento esta mais explicado no item 5.5 intitulado andlise térmica e provado no

item 9.3.2 intitulado liberacéo do paclitaxel via magnetohipertermia.

5.1.5 Anélise térmica

A Figura 18 mostra as curvas de analise térmica referentes a NLSM
carregadas com PTX apés liofilizacdo em comparagcdo com o0s componentes da
formulacdo. Particulas magnéticas (PM), fosfatidilcolina (PC), poloxamer F-68 e
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paclitaxel (PTX) nao apresentaram picos de fusdo dentro do intervalo de
temperatura analisado. O monoestearato de glicerila (MEG) apresentou transicao de
fase em 56°C com a temperatura de inicio da fusdo (Tonset) €M 52,8°C. Ja a
formulacdo de NLSM carregada com PTX seca por liofilizacdo apresentou fusdo a
46°C com Tonset €M 44,1°C.

Figura 18: Curvas de DSC de NLSM liofilizada em comparagédo com as curvas dos
componentes da formulacdo. Rampa de aquecimento de 0,5 ° C / min. Os demais
componentes se comportaram como o PTX e foram omitidos para facilitar a
visualizacao do gréfico.
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Esses dados corroboram com o estudo de liberacao in vitro onde foi mostrado
gue na temperatura de 43°C houve uma liberacdo 4 vezes maior do que na
temperatura de 25°C. Nessa temperatura, as nanoparticulas lipidicas estéo
praticamente iniciando seu processo de fusédo. Analisando essa afirmativa do ponto
de vista de uma Unica particula, é possivel que o farmaco contido no interior de um
sistema lipidico cristalino comece a ter maior mobilidade a medida que esse sistema
aguece e amolece, podendo entrar em contato com o meio dispersante que envolve
a particula com mais facilidade. Ou seja, quao maior o grau de agitacdo do sistema
maior a interacdo das particulas com a fase externa que por sua vez promove a

solubilizag&o e difusdo do farmaco pela membrana.
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5.2 CARACTERIZAC}AO MAGNETICA DO NANOSSISTEMA
5.2.1 Caracterizagdo das nanoparticulas magnéticas de FezO4 por
difratometria de raios-X

Os padrdes de difracdo de raios-X do po de magnetita (Fe3O4) seco a 70°C
estdo apresentados na Figura 19. Os picos de difracédo revelados pelo difratograma
em(110),220),311),400),422),0B11)e (@40, sdao os picos
caracteristicos do cristal de Fe;0, com uma estrutura em espinélio cubico (YU et al.,
2006).

Figura 19: Difratograma de raios-X de PM (Fe30,), utilizando um feixe de raios-X
monocromatico em intervalo de 10 a 80°, angulo (20), 40 kV e 30 mA.
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O diametro do cristal de nanoparticulas magnéticas foi calculado pela
equacao de Debye-Scherrer (LI et al., 2008), d = (kA / Bcos 8) corrigido pelo padrdo
de silicio. O diametro médio encontrado nas nanoparticulas de Fe3;O4 foi de 15,6 nm.

5.2.2 Estudo das propriedades magnéticas do nhanossistema por
magnetometria

As propriedades magnéticas foram avaliadas por técnica de magnetometria
em magnetdbmetro de amostras vibrantes (VSM). A magnetizacdo especifica de
saturacao foi determinada e analisada a partir de curvas de magnetizacao das PM e
da formulacdo de NLSM em temperatura ambiente. A Figura 20 mostra a
magnetizacdo especifica de saturacdo do pé de PM seco a 70°C em funcédo do
campo magneético aplicado. A curva de magnetizagdo mostra claramente que as PM
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entram em regime superparamagnético frente a aplicagdo de um campo, pois atinge
uma magnetizacdo especifica de saturacdo de 63,97 emu/g, mas nao ha
magnetizacdo remanente e 0 campo coercitivo é praticamente nulo quando se retira

0 campo.

Figura 20:Curva de magnetizacdo obtida em temperatura ambiente do pé de PM
seco a 70°C.
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A Figura 21 mostra as curvas de magnetizacdo da suspensdo de NLSM e
NLS contendo PTX. A magnetizacdo especifica de saturacdo (0s) da NLSM é dada
pela resultante entre o regime superparamagnético da PM encapsulada e a
contribuicdo diamagnética dos componentes ndo magnéticos da formulacdo. Esta
contribuicdo diamagnética é evidenciada pela medida da NLS sem PM. Tanto na
amostra em suspensdo quanto liofilizada (Figura 22) aparecem as contribuicdes
diamagnéticas, mas estas sdo superadas pelas contribuicdes ferrimagnéticas das
nanoparticulas de magnetita e maghemita que para estas condi¢cbes experimentais
(volume, temperatura, tempo de medida, etc) encontram-se no regime
superparamagnético, ja que ndo ha campo remanente e os valores de coercitividade
sdo muito baixos. Além disso, a analise dos dados de magnetizacédo especifica de
saturacdo (o0s) permite calcular a fracdo volumétrica (¢) das nanoparticulas

encapsuladas na NLSM.
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Figura 21: Curvas de magnetizacao obtidas a temperatura ambiente de suspensdes
NLSM (vermelho), NLS (verde) e o ajuste da magnetizagdo sem a contribuicao

diamagnética (preto).
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Figura 22: Curvas de magnetizacdo obtidas a temperatura ambiente de liofilizado de
NLSM (vermelho), NLS (verde) e o ajuste da magnetizagcdo sem a contribuicdo

diamagnética (preto).
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Para o nanocarreador em suspensao foi observada uma magnetizagcéo

especifica de saturagédo (os) de 0,097emu/g e fragdo volumétrica (¢) da ordem de

3x10®. J& o nanocarreador liofilizado, Figura 22, mostrou um aumento de

aproximadamente 24 vezes dessa magnetizagdo. Sendo encontrado os = 2,33

emu/g, e ¢ = 6,9x10°>.
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5.3 ESTUDO DE MAGNETOHIPERTERMIA (MH)
5.3.1 Avaliagdo do comportamento do nanossistema frente ao campo
alternado

Como foi relatado na secdo 2.4 nanoparticulas magnéticas podem dissipar
certa quantidade de calor quando estdo sob a acdo de um campo magnético
alternado devido a perda por histerese. A proposta desse trabalho é utilizar esse
calor para promover a fusao do lipideo e a liberagdo do PTX encapsulado em NLSM.

Particularmente em um sistema de magnetohipertermia (Figura 6), além do
calor gerado pelas PM ha também o calor proveniente de todos os componentes do
sistema como bobina e porta-amostra, que aquecem durante o experimento por
efeitos que ndo sdo de magnetohipertermia, mas sim por outros efeitos como
explicado na secéo 2.4.1. Esses efeitos podem néo ser ruins do ponto de vista da
liberacdo do PTX, pois o aumento da temperatura do sistema leva a uma liberacao
mais rapida, como foi mostrado no item 9.1.4. Porém, para que consigamos provar o
conceito de que a magnetohipertermia gera calor suficiente para a liberagdo do PTX

€ de suma importancia separar os dois efeitos.

Figura 23: Evolucao temporal da variacdo de temperatura de NLSM e NLS liofilizada
submetida a um campo magnético alternado.
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A Figura 23 (A) mostra a diferenga no comportamento entre NLSM, que
aguece por magnetohipertermia e NLS que nao sofre interagcdo com o campo gerado
durante 300s para uma corrente de 30.8 A. Ja na Figura 23 (B), onde ha um
aumento pronunciado do campo (corrente de 149,8A) surge um aquecimento que
pode estar associado a correntes parasitas e transportes de calor da bobina e outros

componentes do experimento, mostrando que, caso 0 campo seja aplicado por um
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tempo prolongado, provavelmente havera saturagdo do efeito de
magnetohipertermia e nivelamento do aquecimento por efeito de outros tipos de
transportes de calor.

Baseado nessas informacfes a intensidade do campo e o tempo necessario
para gerar calor, especificamente por magnetohipertermia, foi otimizado. A Figura 24
(A) mostra o comportamento do calor gerado preferencialmente por
magnetohipertermia, e a Figura 24 (B) mostra a variacdo de temperatura causada

por transportes de calor de outros componentes do experimento.

Figura 24: Perfis de variacdo de temperatura de amostras liofilizadas de NLSM e
NLS em campos gerados por diferentes correntes.
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E possivel observar, nos primeiros 200s do experimento, que a variacdo de
temperatura provocada por magnetohipertermia é cerca de 7,5 vezes maior que o
calor gerado por correntes parasitas e outros efeitos de transportes de calor. Esse
dado sugere que a condicéo ideal para o experimento de liberacdo do PTX seja a
aplicacdo de campos alternados em intervalos de no maximo 200s, jA que esse
objetivo é provar o conceito de liberagdo por magnetohipertermia, e ndo por efeitos
adjacentes.

5.3.2 Estudo daliberacdo do paclitaxel via magnetohipertermia

Com base nos resultados apresentados no item anterior, o experimento de
liberacdo do PTX por magnetohipertermia foi estabelecido na forma de aplicacéo de
campo em pulsos de 180s, e intervalos de 420s para resfriamento do sistema na
intencdo de evitar acdo de outros processos de aquecimento além da dissipagédo
histerética.
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Figura 25: Perfil de aquecimento de NLSM pela aplicacdo de 24 pulsos de 180s sob
corrente alternada de 149.8 A seguida de resfriamento de 420s ap0s cada pulso.
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O estudo de liberagdo de PTX por acdo de MH foi realizado seguindo o
procedimento descrito na seg¢ao 4.3.6.2. Conforme mostra a Figura 25 a partir do
guarto pulso, a amostra atingiu uma situacao estacionaria variando sua temperatura
entre 31,5 e 36,5 °C (média 34°C).

Por se tratar de amostra em suspenséao a temperatura medida pela sonda néo
condiz com a realidade dos centros de calor formado pelas nanoparticulas
magnéticas, ja que a sonda Otica utilizada para afericdo da temperatura mede o
calor do meio. Neste caso, os centros de calor, representados pelas nanoparticulas
magnéticas devem atingir valores temperaturas proximas as da amostra liofilizada
(Figura 24A curva azul claro. Corrente de 149.8A). Desta forma o mecanismo de
liberacdo do PTX provavelmente se dé por transferéncia de calor do nudcleo
magnético que aquece em altas temperaturas (entre 50 e 55°C) suficientes para
provocar o amolecimento da matriz lipidica e a liberagdo do farmaco para o meio
externo.

O gréfico da Figura 24 reafirma, pelo dado experimental, o conceito de que a
MH desencadeia a libera¢do do PTX encapsulado em NLSM. E possivel observar
gque para a aliquota da amostra controle (EL sem MH) ha liberacdo de apenas 11%
do PTX encapsulado em 21h, enquanto que a amostra tratada com campo alternado

liberou cerca de 85% do farmaco encapsulado.
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Figura 26: Ensaio de liberacdo do PTX por magnetohipertermia. A formulacdo de
NLSM foi difidida em duas aliquotas e mantidas por 21h em repouso. Uma das
aliquotas sofreu aplicacéo de pulsos de MH.
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Apesar da quantificagdo pontual do PTX ter sido realisada em um intervalo de
21h é possivel que a liberacéo tenha acontecido durante a aplicacdo do campo ( 4
primeiras horas) devido a diferenca no percentual de PTX liberado. Para melhor
elucidacdo desse mecanismo, jA que esse trabalho visa continuidade, estudos
complementares serdo realizados com o intuito de otimizar o tempo e quantidade de

pulsos necessarios para que ocorra a liberacdo controlada do PTX.
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6 CONCLUSOES

Nanoparticulas magnéticas foram sintetizadas e caracterizadas quanto ao
diametro médio e distribuicdo de tamanho, bem como suas propriedades magnéticas
e o perfil de aguecimento por magnetohipertermia.

As NLSM preparadas neste estudo foram caracterizadas quanto ao diametro
médio, morforlogia e distribuicdo de tamanho. Foi possivel visualizar a forma esférica
por técnica de AFM, e correlacionar o didmetro médio e distribuicdo de tamanho
pelas técnicas de AFM e DLS.

O estudo de liberacédo in vitro realizado em trés temperaturas revelou que o
perfil de liberacdo do paclitaxel neste sistema sofre marcada influéncia da
temperatura na cinética de liberacao.

Através do perfil de aquecimento por magnetohipertermia apresentado pelas
NLSM foi possivel definir o método de liberacdo do paclitaxel e inferir que essa

técnica permitira o controle da liberacédo do farmaco encapsulado neste sistema.
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