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RESUMO

O céancer de pele é o de maior incidéncia dentre todos os tipos de neoplasias e a
tendéncia é o aumento crescente do nimero de novos casos nas proximas décadas,
tornando necessarias novas modalidades e opcdes de tratamento. O agente quimio-
terapico imiquimode é utilizado no tratamento da doenca, mas a elevada ocorréncia
de efeitos adversos locais e sistémicos associados ao seu uso bem como sua baixa
permeacdo cutanea prejudicam a adesdo e a efetividade terapéutica, respectiva-
mente. O objetivo do presente trabalho foi comparar a atividade quimiopreventiva do
imiguimode veiculado em nanocépsulas com a da sua forma comercial, em modelo
murino de cancer de pele. Nanocapsulas poliméricas contendo o imiquimode, na
auséncia e presenca de revestimento de quitosana, foram obtidas pela técnica de
precipitacdo do polimero pré-formado e caracterizadas quanto a eficiéncia de encap-
sulacéo, ao tamanho, ao potencial zeta, ao pH, a morfologia (microscopia eletrénica
de transicdo e varredura), a espectrofotometria de varredura optica e a liberacéo in
vitro através de membrana de dialise em tamp&o pH 5,6. A presenca de interacdes
entre componentes da formulacéo foi avaliada por meio de analises termogravimeé-
tricas e por espectroscopia na regiao do infravermelho. A deteccdo de estruturas
cristalinas nas formulagdes foi realizada por difratometria de raios X. A atividade
antiangiogénica das nanocapsulas obtidas, bem como da formulagcdo comercial do
imiquimode, foi determinada em modelo de membrana corioalantoica de embriéo de
galinha. A permeacdo cutédnea das nanoparticulas e do imiquimode comercial foi
determinada em camundongos Swiss. A atividade quimiopreventiva das
nanocapsulas obtidas e a do imiquimode comercial foi avaliada por meio da inibicao
tumoral promovida por esses tratamentos em modelo de carcinogénese quimica em
camundongos Swiss. A eficiéncia de encapsulacéo, o diametro médio, o potencial zeta
e o0 pH das nanocapsulas nado revestidas contendo imiquimode foram respectivamente
de 92,5% * 0,4; 249 + 22,4 nm; -40,1 mV £ 3,7 e 5,4 + 0,01. Enquanto que, para as
nanocapsulas com recobrimento catibnico os parametros encontrados foram
88,6 £2,3%; 287,0+12,6 nm; +11,3+05mV e 3,7+0,0, respectivamente. A
morfologia das formulacdes, obtida pelas imagens de microscopia eletrénica de
varredura e de transmisséo, confirmou a presenca de nanocapsulas. Nas analises de
estabilidade por espectrofotometria de varredura Optica (Turbiscan), todas as
dispersbes obtiveram variagdo de retroespalhamento inferior a 2%, no periodo de
cinco semanas, sendo consideradas estaveis. No ensaio de liberacdo in vitro, as
nanoparticulas contendo imiquimode obtiveram liberacdo mais lenta do farmaco
comparativamente ao imiquimode livre (em solugdo) e ao imiquimode comercial.
Foram verificadas interagcdes entre a quitosana e 0s demais componentes das
formulagBes nos estudos termogravimétricos e na espectroscopia na regido do
infravermelho. N&o foi detectada presenca de estrutura cristalina com emprego da
técnica de difratometria de raios X para a formulagdes contendo imiquimode com e
sem revestimento. A dispersdo de nanocapsulas contendo imiquimode apresentou
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atividade antiangiogénica superior a da formulacdo comercial em modelo de



membrana corioalantoica de embrido de galinha. As nanocapsulas contendo imi-
guimode com e sem revestimento apresentaram permeagdo cutanea em camadas
profundas da pele e inibigdo no processo de carcinogénese quimicamente induzido
superior & do grupo-controle tumoral e a dos grupos tratados com nanoparticulas
placebo, enquanto a formulacdo comercial apresentou retencdo do farmaco em
camadas mais superficiais da pele e ndo obteve reducéo estatisticamente significativa
no numero de papilomas formados em relacdo ao controle cancerigeno. Esses
resultados permitem concluir, portanto, que nanocarreadores estaveis foram obtidos
e que a atividade quimiopreventiva e o efeito antiangiogénico desses sistemas
representam uma alternativa promissora para o tratamento de neoplasias cutaneas.

Palavras-chaves: cancer de pele; nanoparticulas; imiquimode; atividade anti-
angiogénica; quimioprevencao.



ABSTRACT

Skin cancer has the highest incidence among all types of neoplasms and the tendency
is the increasing number of new cases in next decades, wich makes necessary new
modalities and treatment options. Chemotherapeutic agent imiquimod is used in
treatment of disease, but the high occurrence of local and systemic adverse effects
associated with its use as well as its low skin permeation impair adherence and
therapeutical effectiveness, respectively. The aim of the present work was evaluate
the antitumor activity of nanocapsules imiquimod-loaded compared to its commercial
product in murine model of skin cancer. Polymeric nanocapsules containing
imiquimod, in the absence and presence of chitosan coating, were obtained by the
precipitation of preformed polymer techniqgue and characterized by encapsulation
efficiency, size, zeta potential, pH, morphology (transmission electron microscopy and
scanning), optical scanning spectrophotometry and in vitro release through dialysis
membrane in pH 5.6 buffer. Presence of chemical interactions between formulation
components was evaluated by thermogravimetric analysis and infrared spectroscopy.
Detection of crystalline structures was performed by X-ray diffractometry. The
nanocapsules and commercial imiquimod formulation antiagiogenic activity was
determined in a chicken embryo chorioallantoic membrane model. Cutaneous
permeation of nanocapsules imiguimod-loaded and commercial imiquimod was
determined in Swiss albino mice. The chemopreventive activity of colloidal dispersions
and the commercial imiquimod was evaluated through the tumoral inhibition promoted
by these treatments in a multi-stage model of chemical carcinogenesis in Swiss mice.
Encapsulation efficiency, mean diameter, zeta potential and pH of uncoated
nanocapsules imiquimod-loaded were 92.5% + 0.4; 249 + 22.4 nm; -40.1 mV £ 3.7 and
5.4 + 0.01 respectively, whereas for nanocapsules with cationic coating the parameters
found were: 88.6 + 2.3%; 287.0 + 12.6 nm; + 11.3 £ 0.5 mV and 3.7 £ 0.0, respectively.
The formulations morphology obtained by scanning and transmission electron
microscopy images confirmed the presence of nanocapsules. In the stability analysis
by optical scanning spectrophotometry (Turbiscan), all dispersions obtained a
backscattering variation less than 2% over 5 weeks and were considered stable. In the
in vitro release assay, imiquimod-loaded nanoparticles obtained slower release of the
drug compared to free and commercial imiquimod. There were chemical interactions
between chitosan and other formulation components evaluated by thermogravimetric
and infrared studies. No crystalline structure was detected by the X-ray diffraction
technique for the coated and uncoated imiquimod formulation. The dispersion of
nanocapsules containing imiquimod presented antiangiogenic activity superior than
commercial formulation in chicken embryo chorioallantoic membrane model.
Nanocapsules containing imiquimod both uncoated and coated with chitosan
presented cutaneous permeation in deep layers of the skin and inhibition in the
chemically induced carcinogenicity process superior than tumor control group and
groups treated with placebo nanoparticles while the commercial formulation presented
retention of the drug in superficial layers of the skin and did not obtain a statistically
significant reduction in the number of papillomas formed compared to the carcinogenic
control. These results allow to conclude, therefore, that stable nanocarreadores were
obtained and the chemopreventive activity and the antiangiogenic effect of these
systems represent a promising alternative for the treatment of cutaneous neoplasias.

Key words: skin cancer; nanoparticles; imiquimod; antiangiogenic activity;
chemoprevention.
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1 INTRODUCAO

O céancer de pele, tanto o tipo melanoma como ndo melanoma, € o de maior
incidéncia dentre todos os tipos de cancer e a tendéncia é o aumento crescente do
namero de novos casos nas proximas décadas (SHARMA et al., 2016). Isso se deve
principalmente as mudancas ambientais, no estilo de vida da populacdo e ao fato de
que o epitélio é cronicamente exposto a carcindbgenos como fumaca de tabaco,
substancias quimicas e radiacdo solar que configuram as principais causas no
desenvolvimento da doenca (SAINI et al., 2010; SHARMA et al., 2016).

Inimeras opc¢des terapéuticas estdo disponiveis para o tratamento de neopla-
sias cutaneas (AGUAYO-LEIVA et al., 2010), incluindo a exciséo simples, cirurgia mi-
crografica de Mohs, crioterapia, curetagem, laser, radioterapia, terapia fotodinamica,
imunoterapia e quimioterapia (OLDFIELD et al., 2005; SAVOIA et al., 2016).

Apesar do elevado numero de alternativas e dos avan¢os nas terapias de neo-
plasias epiteliais (SHARMA et al., 2016), falhas nos resultados clinicos sao recorren-
tes além do alto custo desses tratamentos (SHAN et al., 2016). Nessas condi¢cdes, a
guimioprevencao, ou seja, o uso de produtos que auxiliem na prevencao ou inibicdo do

desenvolvimento de lesGes tumorais, € uma estratégia promissora (SAINI et al., 2010).

Um grande nimero de compostos tem sido avaliado quanto a sua atividade
quimiopreventiva, sendo desejavel que tais componentes tenham baixa toxicidade,
efeitos adversos reduzidos ou ausentes, sejam efetivos em baixas dosagens e de facil
administracdo (PENNY et al., 2015).

O imiquimode (Imq) da classe das imidazoquinolinas, € um composto imuno-
modulador e foi aprovado pelo FDA em 2004 em formulag&o de uso topico para o
tratamento de carcinoma basocelular superficial (MACEDO et al., 2007). No entanto,
estudos realizados demonstram também o potencial do Imq, no tratamento de outros
tipos de lesbGes cutaneas, como lentigo maligno (HYDE et al., 2012); hemangiomas
(McCUAIG et al., 2009) e metastases cutaneas de cancer de mama (ADAMS et al.,
2012) dentre outras.

Apesar das vantagens do uso topico do medicamento contendo Imqg como
facilidade de aplicacdo pelo paciente, de ser menos doloroso e dispensioso que pro-

cessos cirlrgicos e de sua eficacia terapéutica (LACARRUBA et al., 2008), existem



algumas limitacoes associadas ao uso do Imqg creme. Dentre essas estdo efeitos
adversos gque podem prejudicar a adeséo dos pacientes ao tratamento (KARVE et al.,
2008) e sua baixa permeacdo cutanea, essencial para que o farmaco atinja as células

epidermais e exerca sua atividade antitumoral (TELO et al., 2016).

Em estudo realizado por Karve et al. (2008), mais de 50% dos pacientes trata-
dos com Imq creme reportaram pelo menos um evento adverso durante o periodo do
estudo, sendo os mais comuns reagdes no local do tumor (coceira, ardor, irritacéo,
sensibilidade e hipopigmentacao). Outros efeitos adversos também observados foram
eritema, erosdes, pustulas, edema, endurecimento e descamacéo da pele (KARVE et
al., 2008).

Em outro trabalho, o fluxo da permeacao cutanea do Imq a 0,1% em ensaio in vitro
utilizando pele de camundongo e de porco foi de apenas 0,1 e 0,002 pg/cm?/hora do
farmaco, respectivamente, sendo que o fluxo considerado capaz de promover benefi-
cios terapéuticos no uso clinico é de 0,79 pg/cm?/hora. Para que se atinja a permea-
cao desejada torna-se necessario prolongar o periodo de tratamento ou aumentar a
frequéncia de aplicacdo, o que leva invariavelmente ao aumento de efeitos adversos

e descontinuacao da terapia (LEE et al., 2011).

Visando a melhora da permeacao cutanea do Imq, reducéo dos efeitos adver-
S0s e consequente aumento da adeséo dos pacientes ao tratamento, a veiculagdo do
farmaco em sistemas nanoestruturados, como lipossomas, nanoemulsdes e nanopar-
ticulas poliméricas pode ser uma alternativa. Esses sistemas permitem a liberacéo
controlada do farmaco, podem protegé-lo contra a degradacdo em seu sitio ativo e
também aumentar sua concentracao intracelular nas células-alvo, reduzindo os efeitos
adversos e melhorando sua eficacia (KAIREMO et al., 2008; SEVERINO et al., 2013;
TELO et al., 2016).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo a incorporagéo do Imq
em nanoparticulas poliméricas para uso topico, caracterizagéo fisico-quimica, deter-
minacdo da acdo antiangiogénica da formulacdo desenvolvida e avaliagdo da
atividade quimiopreventiva desse sistema em modelo quimico de carcingénese
cutanea. A analise desses parametros foi realizada comparativamente ao Imq

comercial.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DA PELE
2.1.1 Pele

Com uma area superficial de cerca de 2 m? em um adulto de porte médio, a
pele é o maior 6rgédo dos seres humanos (HWA et al., 2011; HIRSCHBERG et al.,
2015) e possui papel essencial na defesa do corpo contra agentes externos além de
prevenir a perda de 4gua, de eletrdlitos e de auxiliar no controle da temperatura corpo-
ral (HWA et al., 2011). Sua espessura e presenca de anexos como glandulas seba-
ceas, sudoriparas e foliculos pilosos podem variar de acordo com a regido anatdémica
e de individuo para individuo (GABORIAU; MURAKAMI., 2001; JEPPS et al., 2013).

A pele pode ser dividida em duas camadas principais: a epiderme e a derme
(Figura 1). A epiderme € a camada mais superficial deste 6rgao e é majoritariamente
composta por queratinécitos (cerca de 80%) além de melandcitos, células de
Langerhans e células de Merkel. Esta camada da pele pode ainda ser dividida em
guatro subcamadas constituidas por queratindcitos em diferentes estados de diferen-
ciacdo: stratum basale, stratum espinosum, stratum granulosum e stratum corneum
(GABORIAU; MURAKAMI., 2001).

Logo abaixo da epiderme encontra-se a derme que abriga 0s vasos sanguineos
e linfaticos, terminacdes nervosas e também apéndices cutaneos (JEPPS et al., 2013).
A derme é constituida por células como os fibroblastos, células dendriticas dérmicas
(DDC), mastécitos, mondcitos e macréfagos e também componentes extracelulares,
como colageno e fibras elasticas (VENUS et al., 2011; BARCAUI et al., 2015).



Figura 1 — Anatomia e camadas da pele.
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2.1.1.1 Epiderme, derme e anexos cutaneos

A camada mais profunda da epiderme denominada estrato basal, também pode
ser chamada de estrato germinativo devido a sua elevada capacidade proliferativa
(Figura 2). Além de queratinécitos, nessa camada encontram-se também melandcitos
e células de Merkel. Os gueratinécitos sao células ricas em queratina e filagrina que
possuem fungéo estrutural além de conferir resisténcia ao tecido epitelial (HWA et
al., 2011). Os melandcitos sao células arredondadas com longos prolongamentos que
produzem melanina (MONTANARI., 2016). Ja as células de Merkel possuem seme-
lhancas com receptores celulares sensoriais e formam jungdes singpticas com termi-
nacdes nervosas aferentes sendo consideradas receptores tateis (MAKSIMOVIC et
al., 2014; MONTANARI., 2016).

Na camada superior ao estrato basal ou estrato espinhoso, encontram-se tam-
bém as células de Langerhans. Essas células apresentam antigenos aos Linfocitos T
presentes na prépria epiderme ou nos linfonodos proximos iniciando assim a resposta
imunolégica (MONTANARI., 2016).



Figura 2 — Anatomia e camadas da epiderme.
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Acima do estrato espinhoso, encontra-se o estrato granuloso no qual os querati-
nécitos passam a sintetizar proteinas envolvidas no processo de queratinizacdo
celular (involucrina, loricrina e filagrina) que impedem o transporte de nutrientes para
as células do estrato subsequente denominado estrato cérneo. Desse modo, 0s
queratinécitos dessa camada se degeneram e seu nucleo e organelas citoplasmaticas
sao digeridos por enzimas lisossémicas formando células achatadas e anucleadas
denominadas cornedcitos (VENUS et al., 2011; JEPPS et al., 2013; MONTANARI.,
2016).

Os cornedcitos séo ricos em proteinas que estdo imersas em uma matriz lipi-
dica e compreendem uma rede de filamentos de queratina (JEPPS et al., 2013). Esta
estrutura organizada e densa € a principal responsavel pela eficacia da estrato c6rneo
como barreira fisico-quimica, tanto contra a permeacao de compostos exdgenos na
pele, quanto para a difusdo de compostos enddgenos além de ser a principal barreira
contra a perda de agua (HIRSCHBERG et al., 2015).

Logo abaixo da epiderme encontra-se a derme (Figuras 1 e 2), que pode atingir
até 5 mm de profundidade de acordo com a regido anatémica (VENUS et al., 2011).
A principal célula da derme é o fibroblasto que sintetiza colageno e elastina. Também



estdo presentes na derme células apresentadoras de antigenos, mastécitos e histio-
citos (VENUS et al., 2011), envolvidas na resposta imunoldgica a agentes “estranhos”

a pele.

Além de estruturas celulares, a derme abriga vasos sanguineos e linfaticos,
terminacdes nervosas bem como apéndices cutaneos como foliculos pilosos, glandu-

las sebaceas e glandulas sudoriparas (JEPPS et al., 2013).

Os foliculos pilosos séo invaginacfes da epiderme que chegam até a regido da
derme ou da hipoderme e estdo presentes em quase toda superficie corporal. O
foliculo piloso é formado pelas bainhas radiculares interna e externa e pela bainha
dérmica, mais externa, localizada no bulbo piloso (VENUS et al.,, 2011; OVALLE;
NAHIRNEY., 2014; MONTANARI., 2016). Ancorada a bainha dérmica encontram-se
também as glandulas sebaceas. Estas sintetizam acidos graxos e ésteres de cera que
desembocam no foliculo piloso e lubrificam tanto a pele como os pélos (MONTANARI.,
2016).

As glandulas sudoriparas também se formam através de invaginacdes da
epiderme e estdo amplamente distribuidas na superficie cutanea regulando a tempe-
ratura corporal em virtude da evaporacdo do suor, que promove o resfriamento da
superficie cutanea (MONTANARI., 2016).

2.2 ADMINISTRACAO TOPICA DE MEDICAMENTOS

A elevada area superficial da pele a torna uma rota potencial para veiculacéo
de substancias terapéuticas através da administracdo tépica (GOYAL et al., 2016).
Como vantagens, a via topica evita o metabolismo hepético de primeira passagem de
farmacos, comum para medicamentos utilizados por via oral; apresenta efeitos colate-
rais reduzidos; é uma forma néo invasiva e indolor de administracdo, se comparada
com as inje¢cBes parenterais e € conveniente para o paciente ja que a aplicacado pode
ser realizada pelo mesmo (PRIYANKA; SINGH., 2014; VITORINO et al., 2015; PHAM
et al., 2016).

Apesar das vantagens, caracteristicas como idade, local de aplicacéo, etnia,
género, integridade, hidratacédo da pele e propriedades fisico-quimicas da substancia

aplicada afetam diretamente a permeacao e penetracéo cutanea e devem ser levadas



em consideracdo no desenvolvimento de novos produtos (CHORILLI et al., 2007;
VITORINO et al., 2015).

A administragédo topica pode também ter como finalidade efeitos locais ou
sistémicos (MARTINS; VEIGA., 2002). Quando o objetivo é a a¢éo local do produto,
como ocorre no caso de protetores solares, antissépticos, anti-inflamatoérios e outros
produtos dermatoldgicos, o farmaco devera ser distribuido e manter-se principalmente
na epiderme e na derme. Ja quando o intuito € a obtenc¢éo de efeitos sistémicos como
no caso de adesivos transdérmicos, a substancia terapéutica devera atravessar o

epitélio e atingir os vasos sanguineos (GOYAL et al., 2016).

2.2.1 Vias de absorcdo cutadnea

Existem duas rotas principais de permeacao através da pele: a transepidermal
e a transanexial (CHORILLI et al., 2007), representadas na Figura 3. A via transepi-
dermal ocorre através do estrato corneo (EC), considerado a barreira limitante da
absorcdo cutdnea e pode ser classificada em intercelular ou transcelular (EL
MAGHRABY et al., 2008; JEPPS et al., 2013; VITORINO et al., 2015).

Figura 3 — Vias de absorcéo cutanea para farmacos de uso tépico.
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A via intercelular ocorre através da matriz lipidica do EC e mesmo apresen-
tando uma area superficial disponivel reduzida e de ser uma rota tortuosa, essa é a
principal forma de permeacdo da maioria dos compostos (EL MAGHRABY et al.,
2008). Ja a rota intracelular, apesar de mais direta (VITORINO et al., 2015), o medica-



mento aplicado deve atravessar ndo so a matriz lipidica da camada cornea, mas, tam-
bém, penetrar no ambiente intracelular dos cornedcitos o que requer particbes conse-
cutivas entre meios hidrofilico e lipofilico (JEPPS et al., 2013). A permeacao por essa
via esta associada as substancias mais polares uma vez que o interior dos cornedcitos

possui a queratina que é relativamente hidratada (VITORINO et al., 2015).

A via transanexial ocorre através dos foliculos pilosos associados as glandulas
sebéaceas e através de glandulas sudoriparas. Esta via e € normalmente considerada
menos significante quando comparada com a transepidermal, uma vez que 0s anexos
cutaneos recobrem em média apenas 0,1% da superficie corporal (KILIAM et al.,
2015). No entanto, esses valores podem variar dependendo do local. Os foliculos pilo-
sos, por exemplo, podem chegar a 13% da &rea superficial do couro cabeludo sendo,
nesses casos, relevantes na entrada de moléculas polares, que dificilmente consegui-
riam atravessar o estrato corneo (BOLZINGER et al., 2012; PLANZ et al., 2016).

E importante ressaltar que um determinado composto quimico néo utiliza
necessariamente uma so via de penetracdo, podendo este permear através da pele
por uma combinacdo das rotas transepidermal e transanexial, de acordo com suas
caracteristicas fisico quimicas (JEPPS et al., 2013; VITORINO et al., 2015).

2.3 CANCER DE PELE

Neoplasias de pele apresentam basicamente duas classificacdes, podem ser
do tipo melanoma ou ndo melanoma, de acordo com a célula da qual se origina a
lesdo tumoral (BAGDE et al., 2018). O cancer do tipo ndo melanoma é considerado a
forma predominante de cancer no ser humano e sua incidéncia tem aumentado rapi-
damente nas ultimas décadas. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
ocorrem no mundo cerca de 2,5 milhdes de novos casos desse tipo de tumor a cada
ano, sendo que apenas no Brasil a incidéncia estimada em 2016 foi em torno de
180 mil casos (FACINA., 2011).

Dentre os tipos de cancer ndo melanoma estdo o carcinoma basocelular (CBC)
e o carcinoma espinocelular (CEC) (Figura 4) decorrentes de mutagfes de células da
camada basal e do estrato espinhoso da epiderme, respectivamente. O CBC é consi-
derado mais comum, e é caracterizado por ser de crescimento lento e por raramente
apresentar metastases, enquanto o CEC € menos incidente e mais agressivo com um
risco de metastases que varia de 2 a 6% (HAQUE et al., 2015; FEOKTISTOVA et al.,
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2017). Apesar da incidéncia estimada ser elevada, essas neoplasias apresentam
baixa taxa de mortalidade o que contribui para a subnotificacdo desse tipo de cancer
nos orgaos de registro (APALLA et al., 2017). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer
(Inca) considera como minimas as estimativas anunciadas (FEOKTISTOVA et al.,
2017).

Ja o cancer do tipo melanoma (Figura 4) € mais raro comparado ao CBC e ao
CEC e se origina dos melanécitos da camada basal da epiderme. Apesar de represen-
tar apenas 1% de todos os casos de cancer de pele, os melanomas séo responsaveis
por 80% das mortes decorrentes desse tipo de neoplasia (ZHENG et al., 2016;
VALACHOVIC; ZUBENKO., 2017), tendo apresentado nos ultimos 50 anos um
aumento anual de 0,6% dos casos incidentes (APALLA et al., 2017).

O aumento da incidéncia tanto do cancer de pele ndo melanoma como do
melanoma estéo associados ao aumento da exposicdo a poluentes ambientais, agen-
tes quimicos cancerigenos, exposi¢cfes ocupacionais a carcindgenos, susceptibilida-

de genética e principalmente a radiacdo ultravioleta (RUV) (FABBROCIN et al., 2010).

A exposicdo a RUV é o fator ambiental de maior relevancia na progressao
desse tipo de tumor, contribuindo para o seu desenvolvimento via geracdo de
fotoprodutos mutagénicos no DNA, mutacdes em genes reguladores das funcdes
celulares, como o p53, supressor tumoral, e radicais livres citotoxicos além de
apresentar acao imunossupressora (FESTANETO., 2002; MENEZES et al., 2016). As
mutacgOes geradas pela radiacdo solar também levam a falhas nos mecanismos de
reparo do DNA, propiciando a progressao tumoral e o desenvolvimento de novas
lesBes pré-cancerosas (CHINEM; MIOT., 2011; HAQUE et al., 2015).



Figura 4 — Tipos de cancer de pele.
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Fonte: adaptada de National Cancer Institute (NCI). Disponivel em: <http://visualonline. cancer.gov>.
Acesso em: 11 jan. 2018.

2.3.1 Tratamentos topicos para o cancer de pele

Apesar da cirurgia e da radioterapia serem as principais modalidades para o
tratamento de neoplasias cutaneas, a terapia topica € uma alternativa promissora para
determinados tipos de cancer de pele (HAQUE et al., 2015). Isso porque o tratamento
cirdrgico torna-se dificil em casos de les6es multiplas ou extensas devido a necessi-
dade de remover o tecido lesionado com margem adequada de seguranca que pode
ser desfigurante levando a perda excessiva de tecido e a necessidade de enxertia.
Além disso, farmacos antitumorais administrados por via oral ou endonvenosa séo
associados a efeitos adversos severos (JANG et al., 2011; HAQUE et al., 2015).

Estratégias néo cirurgicas de tratamento tém reduzido a mortalidade e morbida-
de associada ao cancer de pele além de melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
Dentre essas estao o uso de agentes cujos alvos sdo receptores celulares diretamente
associados ao desenvolvimento de tumores ou substancias capazes de direcionar as
respostas imunes especificamente a lesdo cancerosa (SIMOES et al., 2015). No
entanto, até 0 momento poucas moléculas para aplicagdo tépica em neoplasias cuta-
neas estao aprovadas (HAQUE et al., 2015). Dentre os agentes quimioterapicos topi-
cos aprovados pelo FDA estao: 5-fluorouracil, diclofenaco, retinéides e o imiquimode
(FAHRADYAN et al., 2017; SINGH et al., 2017).
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O 5-fluorouracil (5-FU) esta disponivel na forma de creme em diferentes con-
centracdes 0,5, 1,0 e 5% e também na forma de solucdo a 2 e 5%. Esse medicamento
foi aprovado para terapia de lesdes cancerosas como ceratose actinica (neoplasia
cutanea benigna), carcinoma basocelular e doenca de Bowen (um subtipo do carci-
noma espinocelular). O 5-FU é um antimetabdlito capaz de promover a inibicdo da
enzima timidelato sintetase envolvida na conversdo da deoxiuridina no nucleosideo
timidina. Quando inibida, essa enzima leva a reducdo da sintese de DNA e conse-

guentemente a morte de células em alta atividade mitotica (SINGH et al., 2017).

O diclofenaco na forma de gel 3% em acido hialurdnico € usado para tratamento
da doenca de Bowen. Sua acdo ocorre pela inibicdo da ciclooxigenase-2 (COX-2)
levando a menor producdo de acido aracdbnico que por sua vez esta associado a
promocao de eventos como angiogénese, inibicdo da apoptose e aumento do poten-
cial invasivo tumoral (MICALI et al., 2014). Dessa forma, a inibicdo de COX-2 resulta
na reducdo de queratindcitos displasicos, que apresentam proliferacdo anémala
(SINGH et al., 2017).

Os retindides, tretinoina, adapaleno e tazaroteno foram aprovados para trata-
mento de lentigo maligno (um subtipo de melanoma) e carcinoma basocelular. Esses
componentes interferem na proliferacdo e diferenciacdo celular através da ligacao a
receptores nucleares que inibem a fase de propagacéao tumoral no processo de carci-
nogénese (SINGH et al., 2017).

Finalmente, o imiquimode (Imq) esta disponivel na forma de creme a 2,5, 3,75
e 5%, sendo recomendado para tratamento de carcinoma basocelular superficial.O
Img € um imunomodulador capaz de ativar a resposta imunolégia tanto inata como
adquirida, resultando na apoptose de células tumorais (HAQUE et al., 2015; SINGH
et al., 2017).

Em estagios ainda de investigacdo estdo outros agentes (Quadro 1) como
resiquimod, piroxicam, formulagdes contendo dobesilato de Na* e K* e acido betulinico

gue parecem apresentar eficacia contra o cancer de pele (FAHRADYAN et al., 2017).
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Quadro 1 — Medicamentos tépicos emergentes no tratamento do cancer de pele

Farmaco Indica¢gdes em investigacéo Mecanismos de acéo

Resiquimod Ceratose actinica Imunomodulador

Inibi¢céo da ciclooxigenase levando ao

Piroxicam Ceratose actinica
aumento da apoptose
. Ceratose actinica e carcinoma Inibic@o de fatores de crescimento de
Dobesilato X
basocelular fibroblastos
Acido betulinico Ceratose actinica Efeito citotoxico, apoptotico e

antiproliferativo

Fonte: adaptado de Singh et al. (2017).

A escolha do tratamento € baseada no tipo, tamanho, localizacdo da lesdo e
idade do paciente (HAQUE et al., 2015). E importante ressaltar que a terapia topica é
considerada quando os tumores estdo presentes nas camadas mais superficiais da
pele e quando métodos cirirgicos ndo sao indicados, como no caso de lesbes multi-
plas e com limites indefinidos, pacientes imunossuprimidos ou com historico de cicatri-
zes hipertréficas ou queldides (HAQUE et al., 2015; SIMOES et al., 2015).

2.4 MODELO DE CARCINOGENESE QUIMICA MULTIETAPAS EM PELE DE
CAMUNDONGO

Modelos bem estabelecidos de carcinogénese quimica em pele de roedores
tém sido amplamente utilizados para melhora da compreensdo dos mecanismos
envolvidos na progresséo de neoplasias epiteliais (ABEL et al., 2009) bem como na
avaliacdo quimiopreventiva de diferentes compostos (SAINI et al., 2010; JAIN et al.,
2015; AL ASMARI; KHAN., 2016). Entende-se como quimioprevencao a acao profilati-
ca de substancias naturais ou sintéticas capazes de reverter ou atrasar a evolucao de
lesGes tumorais pré-cancerosas (SHARMA et al., 2016; SHAN et al., 2016).

Em modelos tumorais murinos envolvendo duas etapas, o primeiro estagio da
carcinogénese quimica é denominado “iniciacdo”. Nessa fase, genes de queratiné-
citos epidérmicos, principalmente da camada basocelular e da epiderme interfolicular,
adquirem mutacdes como resultado a aplicacao topica de dose Unica de um agente
iniciador, sendo DMBA (7,12-dimetilbenz(a)antraceno) o mais comumente utilizado
(ABEL et al., 2009). O DMBA é convertido metabolicamente em carcin6genos que se
ligam covalente e irreversivelmente ao DNA levando a muta¢des nos genes Hrasl e
Kras (SAINI et al., 2010), diretamente associados ao desenvolvimento de cancer de

pele do tipo ndo melanoma (CAULIN et al., 2007).
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Apos a iniciacéo, € seguida a etapa de promoc&o na qual as células mutadas
irdo sofrer expansédo clonal. Essa etapa ocorre por meio da aplicacao repetida de
agentes promotores, como ésteres de forbol presente no éleo de créton, que levam
ao desenvolvimento de tumores através do estimulo a sinalizacdo celular e ao
aumento da producéo de fatores de crescimento resultando em hiperplasia epidermal
Durante esse processo, as células que foram mutadas parecem ter vantagens sobre
as células vizinhas permitindo sua expansao seletiva resultando no desenvolvimento
de lesdes cutaneas pré-malignas também chamadas de papilomas (ABEL et al., 2009)
(Figura 5).

Figura 5 — Modelo de carcinogénese quimica em camundongos realizado em duas etapas.

Aplicagéo de dose Gnica do Aplicagdo do agente promotor
agente iniciador
| I 2 2 2 T TR TR TN N N SN T J |
I!I-..T.-....I F i o —
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Camada basal-
da epiderme )
1-Aumento da sintese 1-Produgéio &
J de DNA, inflamagéo; manutencéo dq _
g foliculo piloso 2-Expresséo alterada proliferagao cronica de
de genes /atividade células; _
1-Ativagdo metabdlica do pré-carcindgeno e ligagéo enzimatica 2—Desenyo|\fr|mento de
covalente a0 DNA: 3-Expansdo clonal de protgberanmas chamadas
2—ch:1|u do DNﬁrlcpiiungau celular; células mutadas. papllomas.

3ndugédo da mutagdo em genes alvo (ex: Hras1) de
células da camada basal da epiderme e do bulbo
do foliculo piloso.

Fonte: adaptada de Abel et al. (2009).

O modelo de carcinogénese quimica em duas etapas apresenta também seme-
Ihancas com os canceres humanos em nivel genético e molecular como mutacdes na
familia do oncogene ras envolvido na atividade celular mitética, ativacao de fatores de
crescimento além de mimetizar a exposi¢do constante a multiplas subdoses de carci-
ndgenos e agentes promotores ao longo da vida (DE GRUIJL et al., 2001; ABEL et al.,
2009). Em virtude da similaridade desse modelo com o desenvolvimento de tumores
cutaneos em humanos (YANG et al., 2014), possiveis inibidores tumorais podem ser
avaliados quanto aos seus efeitos nas etapas de iniciagdo, promogao e progressao
dos tumores formados (ABEL et al., 2009).
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2.5 IMIQUIMODE

O Img, um composto sintético e analogo de nucleosideo (SCHON; SCHON.,
2007; HWANG et al., 2014), é uma imidazoquinolina imunomoduladora com elevada
atividade antiviral e antitumoral sendo também conhecido como S-26308 e R-837
(KANG et al., 2006) (Figura 6). Este composto foi o primeiro de uma nova classe de
imunomoluladores para uso tépico (MICALI et al., 2014) e comegou a chamar a aten-
cao no final de 1980, quando alguns relatos demonstraram seu potencial terapéutico
e profilatico em modelos animais para infeccdes por citomegalovirus (CMV) e o herpes
simplex tipo 2 (VACCHELLI et al., 2012). Com uma massa molar de 240,3 g/mol
(SCHON; SCHON., 2007), o Imq apresenta baixa solubilidade em meio agquoso
(0,60 pg/mL) e também € pouco soluvel em solventes organicos (Quadro 2)
(CHOLLET et al., 1999). No entanto, em pH acido, pode tornar-se mais solivel uma
vez que o composto € considerado uma base fraca, com um pKa de 7,3 (TELO et al.,
2016).

Figura 6 — Estrutura quimica do imiquimode.
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Fonte: Gerster et al. (2005).

Quadro 2 — Solubilidade do imiquimode em diferentes solventes

Solvente Solubilidade (mg/mL)
Acetona 0,12
Etanol 0,24
Metanol 0,46
Propilenoglicol 0,12

Fonte: adaptada de Chollet et al. (1999).

Em 1997, o Img creme 5% (p/p) cuja composicao esta descrita no Quadro 3, foi
aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para uso tépico no tratamento de
condilomatose genital externa (MACEDO et al., 2007; MICALI et al., 2014) e, em 2004,
o FDA liberou seu uso topico também para o tratamento do carcinoma basocelular
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(CBC) superficial (MACEDO et al., 2007). No Brasil, o Img creme 5% foi liberado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2006 para uso em pacientes

maiores de 12 anos sendo recomendado apenas para aplicagéo externa.

Quadro 3 — Composicao imiquimode creme

Componentes Quantidade (mg)

Imiquimode 50
1000

*alcool cetilico, alcool estearilico, petrolato liquido, polissorbato 60, estearato de sorbitana,
glicerol, goma xantana, metilparabeno, propilparabeno, alcool benzilico, acido isoestearico, agua
purificada.

Fonte: disponivel em: <www.anvisa.gov.br/datavisalfila_bula>.

Excipientes*

Estudos clinicos ja realizados e em andamento demonstram também o poten-
cial do Imq, associado ou nédo a outras substancias ou procedimentos no tratamento

de outras lesdes cutaneas, como lentigo maligno, neoplasias intraepileliais, hemangio-

mas e metastases cutaneas de cancer de mama dentre outras (Quadro 4).

Quadro 4- Estudos clinicos de produtos contendo o imiquimode ou associa¢des para tratamento de

lesbes cutaneas

Cﬁrr;?;%e;o Tratamento Resultados Nimero NCT Publicagdes
5 - N&o
Imq N&o disponiveis NCTO00177021 .
. publicados
Alopecia aerata N
Img N&o disponiveis NCT00176943 a0
publicados
Regressao histologica do
Im tumor e evidéncia de resposta NCT00899574+ Adams et al.
q antitumoral imunolégica E9:E20 (2012)
Cancer de mediada pelo Imqg
mama/metastases  Imq +Nab- Inducéo efetiva da regresséo Salazar et al
recorrentes na paclitaxel (albumina de metéstases cutaneas do NCT00821964 (2017) )
pele ligada ao Paclitaxel) céncer de mama
Imq+Radiacdo+ N&o disponiveis NCTO1421017  N3©
Ciclofosfamida disponivel
Imq tépico + N
Paracetamol + Nao disponiveis NCT02385188 i
Lidocaina publicados
Doenca de Paget .
Imq tdépico + N30
Paracetamol + N&o disponiveis NCT00504023 i
Lidocaina publicados
Imq tépico + Melhora na coloracdo, mas McCuaid et
Hemangioma Paracetamol + nenhum efeito no tamanho da  NCT00601016 g
/ g ~ al. (2009)
Lidocaina lesdo
Imq tépico + N30
Paracetamol + N&o disponiveis NCT01380314 .
) ) . A publicados
Leishmaniose Lidocaina
cutanea Imq topico + NEo
Paracetamol + N&o disponiveis NCT00257530 blicad
Lidocaina publicados
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Quadro 4, cont.

Condicéo Tratada Tratamento Resultados Nimero NCT Publicagdes
O pré-tratamento com Imq
pode reduzir a extensao
Imq tépico + cirrgica. Nao ocorreram Hvde et al
Lentigo maligno Paracetamol + melhoras estatisticamente NCT00707174 (23612) '
Lidocaina significativas no tratamento
com a inclus&o do tazaroteno
(retinoide t6pico)
Imq tépico + N
Linfoma cuténeo Paracetamol + N&o disponiveis NCT02301494 .
. . publicados
Lidocaina
Imq t6pico + Associagdo do Img com o
Mancha de vinho do Paracetamol + tratamento de~Laser p_ulsado NCT00585247 Tremaine et
porto . p levou a reducéo do eritema e al. (2012)
Lidocaina . =
melhoria da coloragdo da pele
- Remisséo e regressao
Neoplasia cervical g?;ggg%;l + histologica das lesdes pé- NCT00941252 GRIMM et al.
Intraepitelial ; " tumorais superior ao grupo (2012)
Lidocaina
placebo
m?rgzlai?gliial anal/ Img topico + N&o
1ep! L Paracetamol + N&o disponiveis NCT02059499 .
Les&o intraepitelial . p publicados
Lidocaina
escamosa
. Imq tépico + .
_Neopla_sua_ Paracetamol + Nao disponiveis NCT01861535 Nao
intraepitelial vulvar Lidocaina publicados

Fonte: disponivel em: <www.ClinicalTrials.gov>.

2.5.1 Mecanismos de acao

2.5.1.1 Acéo agonista a receptores Toll like

Os receptores Toll like (TLRs) sé@o glicoproteinas transmembranas presentes

em células apresentadoras de antigenos como macréfagos, mondcitos, células de

Langerhans e células dendriticas (MICALI et al., 2014). Esses receptores podem ocor-

rer tanto na membrana plasmatica dessas células como em seus compartimentos
endossomais (SCHON; SCHON., 2007).

Os TLRs 7 e 8 sdo receptores endossomais e tém como ligantes naturais RNAs
de fita simples (SCHON; SCHON., 2007), sendo também ativados pela molécula de

Imq (KAWAI; AKIRA., 2010). A ativacdo dos TLRs por seus ligantes ira levar a ativacédo

e translocacéo nuclear de fatores de transcrigdo como NF- kB B e IRF-7 (Figura 7).
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Figura 7 — Mecanismos de a¢&o do imiquimode em receptores TLR.

Células apresentadoras de antigenos

Interleucinas/Quimicocinas

INF-a/y, TNFeIL6, IL-1A, IL-1B, IL-8, IL-12,

/ GM-CSF, GC-SF

Resposta imune TH1 Ativacdo células Natural Killer Atividade antiangiogénica

Fonte: dados da pesquisa.

A ativacdo dos fatores de transcricdo ira promover a expressao de genes
associados as reacdes inflamatérias como de citocinas e quimiocinas INF-a/y, TNFa
(BIFFEN et al., 2012; MICALI et al., 2014), de interleucinas (IL) 6,1A,1B,8, 12, GM-
CSF, GC-SF, a regulacédo de sinais coestimulatérios de células apresentadoras de
antigenos, a diferenciacédo e maturacao de células dendriticas (HEDAYAT et al., 2011)
e a ativacdo de células NK (Natural Killers) (YOO et al., 2013). Estes efeitos atuam no
direcionamento da resposta imune para o tipo TH1 uma vez que promove a migracao
de células de Langerhans da pele para os ganglios linfaticos, aumentando assim a
apresentacao de antigenos as células T (SCHON; SCHON., 2007; BIFFEN et al.,
2012). Esse mecanismo ira entdo mediar a resposta imune contra tumores sendo
provavelmente o responsavel pelas propriedades antitumorais do Imq (MACEDO et
al., 2007; SCHON; SCHON., 2007).

Dentre as citocinas que tém sua producdo aumentada em consequéncia da
ativacdo de receptores TLR esta a IL-12 que atua na reducdo da producéo celular de
fatores proangiogénicos, como bFGF e VEGF, inibe a motilidade e invaséo vascular e
induz a apoptose de células endoteliais (LI et al., 2005; KUZNETSOVA et al., 2012).
Estas propriedades anti-angiogénicas estdo associadas a inibicdo do crescimento
patolégico de novos vasos (MAJEWSKI et al., 2005; KUZNETSOVA et al., 2012),

comum em carcinomas basocelulares (CROWSON., 2006).
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2.5.1.2 Acao pro-apoptotica

A apoptose € a morte celular programada caracterizada pela fragmentacao de
DNA e formacdo de corpos apoptoticos culminando na eliminagdo de células néo
viaveis (HUANG et al., 2010). As duas principais vias apoptoticas sao: a via mediada
por receptores de morte celular (extrinseca) e a via mitocondrial (intrinseca) (HUANG
et al., 2010).

Apesar do papel do Imq na apoptose ainda nao estar completamente elucidado
(SCHON; SCHON., 2007), alguns estudos in vivo e in vitro, sugerem possiveis vias

de acéo do farmaco nesse processo.

O uso do Imqg creme em pacientes com lesdo de CBC ja diagnosticada levou
ao aumento da expressao do receptor de morte celular CD95 (Fas) relacionados a via
apoptotica extrinseca (SCHON; SCHON., 2007). Em outro estudo in vivo foi
observada, durante terapia com Img, a diminuicdo da expressao da proteina
antiapoptotica Bcl-2 (célula B de linfoma-2) reguladora da permeabilidade
mitocondrial, associada a via apoptoética intrinseca (VIDAL et al.,, 2004). Esses
resultados sugerem que o Imqg aumentaria a suscetibilidade de células tumorais aos
estimulos apoptoticos (SCHON; SCHON., 2007).

Em experimentos utilizando linhagens celulares de melanomas, o bloqueio dos
receptores de morte celular ndo afetou a capacidade pré-apoptotica do Imqg, o que
ocorreu quando foi realizada a inibicdo de caspases (proteinas proteoliticas) principal-
mente da caspase 9, dependente da liberacdo de citocromo C pela mitocéndria, via
Bcl-2. Este resultado sugere atuacao do Imq através da via intrinseca de caspases
independentemente dos receptores de morte celular de membrana (SCHON;
SCHON., 2004; MACEDO et al., 2007).

2.6 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Nanoparticulas séo sistemas de tamanho submicrométricos (tamanho inferior
a 1.000 nm), nos quais a substancia carreada pode estar tanto adsorvida a superficie
do nanocarreador como em seu interior (SHARMA et al., 2016). Dentre os carreadores
poliméricos utilizados na liberacdo de farmacos estdo as micelas poliméricas,

nanogeis, dendrimeros e nanoparticulas poliméricas (WU et al., 2011) (Figura 8).
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Figura 8 — Nanocarreadores poliméricos.
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Fonte: adaptada Conniot et al. (2014).

As micelas poliméricas séo estruturas entre 10 e 100 nm, formadas por uma
camada hidrofilica ao redor de um nucleo hidrofobico e sdo obtidas apés a auto-orga-
nizacao de copolimeros anfifilicos em bloco. A formacao dessas micelas ira depender
da concentracdo polimérica e da temperatura utilizada no processo de preparo. O
dominio hidrofébico do nucleo é responsavel pelo payload da substancia carreada
enquanto a membrana ao seu redor apresenta as estruturas hidrofilicas responsaveis
pelo aumento da solubilidade aparente do composto em agua além de contribuir para
a estabilidade estérica das micelas (KOWALCZUK et al., 2014; NAZIR et al., 2014).
Esses sistemas sao normalmente estudados para utilizacdo em injetaveis, uma vez
que seu didmetro reduzido favorece o ndo reconhecimento dessas estruturas pelo
sistema fagocitario mononuclear (KOWALCZUK et al., 2014).

Nanogéis poliméricos (tamanho inferior a 200 nm) séo constituidos por cadeias
poliméricas reticuladas por processos fisicos ou quimicos de modo a formar uma rede
tridimensional em escala nanométrica (KOWALCZUK et al., 2014; MAVUSO et al.,
2015). A essas redes podem ser incorporados farmacos formando, dessa forma, siste-
mas de liberacao controlada ou sustentada que podem também variar seu tamanho
(através de intumescimento e desagregacdo da matriz polimérica), de acordo com o
pH do meio circundante, o tipo de solvente em contato com o gel e a temperatura
(MAVUSO et al., 2015).

Ja o termo “nanoparticula polimérica” inclui tanto nanocapsulas como nanoes-
feras. As nanocapsulas sao formadas por um ndcleo oleoso envolto por uma membra-
na polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2013) e, nesse tipo de dispersao coloidal, o far-

maco pode estar tanto dissolvido na cavidade oleosa como adsorvido ao polimero. J&
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as nanoesferas ndo apresentam 0leo em sua composicdo, sendo sistemas homo-
géneos nos quais o farmaco é disperso no interior da matriz polimérica (VRIGNAUD
et al., 2011; SEREMETA et al., 2013).

As principais vantagens das nanoparticulas sobre particulas de maior tamanho
sado a elevada relacdo area/volume, maior reatividade, possibilidade de encapsular
farmacos pouco soluveis, possibilidade de proteger moléculas terapéuticas
(VRIGNAUD et al., 2011; BERTRAND et al., 2014), modular propriedades fisico-
quimicas e biofarmacéuticas de determinados farmacos e minimizar/eliminar efeitos
colaterais associados ao uso destes, oferecendo maior adesdo do paciente ao
tratamento proposto (OURIQUE et al., 2011).

2.6.1 Nanoparticulas poliméricas para uso topico

A estrutura multicamadas da pele bem como sua fungéo de barreira protetora
contra patégenos, microorganismos e substancias téxicas torna a administracao de

farmacos pela via topica um grande desafio (ZHENG et al., 2013).

Por esta razdo a veiculacdo de compostos terapéuticos por meio de nanoparti-
culas por essa rota tém atraido bastante atencdo na ultima década (ZHANG et al.,
2013). Os nanocarreadores podem facilitar a entrega de farmacos através dos folicu-
los pilosos e através da interacdo com a matriz lipidica da pele favorecendo rotas de
transporte da substancia carreada que ndo ocorreriam com o principio ativo em sua
forma livre (em solucéo). Além disso, a aplicacdo topica dessas dispersdes pode
promover a formacdo de depdsitos da substancia carreada em compartimentos ou
camadas especificas da pele obtendo assim uma liberacdo sustentada ou induzida

por estimulo (pH, temperatura) (VOGT et al., 2016).

O desenvolvimento e a aplicagdo de nanoparticulas poliméricas, foco desse
trabalho, tém sido extensivamente explorados e avaliados em estudos pré-clinicos no
tratamento de diversas condi¢Oes patoldgicas que acometem a pele com resultados

promissores (Quadro 5).
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Quadro 5 - Estudos utilizando nanoparticulas para uso topico.

Substancia

Polimero Acéo Pretendida Resultados Referéncias
Carreada
Atividade antitumoral Bhatnagar et
PLGA Bromelaina Antitumoral superior a forma livre da 9
: al.,, (2015)
enzima
Permeacdo do ativo em Teixeira et al
PLGA Retinil Palmitato Anti-idade camadas profundas da (2010) )
pele.
Permeacéao do ativo
através do estrato coérneo e
PLGA Porfirina Antimicrobiana rete“‘??“.’ nas Cam.afjas Gonzalez et al.
superficiais do epitélio, (2016)
desejavel para associacao
a terapia fotodinamica
PLGA/ . Translocagéo dos ativos
quitosana/ Espantide e Anti-inflamatoria até camadas mais Shah et al.
Py - cetoprofeno (2012)
acido oleico profundas da pele
Quitosana Hidrocortisona/Hi- Anti-inflamatéria e Retencao do ativo na Hussain et al.
droxitirosol anti-oxidante derme e epiderme (2012)
eudragit® Liberacao do ativo de
EPO Adapaleno Tratamento de acne forma pH dependente e Guo et al.
(polimetacri- P baixo potencial irritante das (2014)
lato) particulas desenvolvidas
eudragit® Liberagdo do ativo pH
dependente, mistura de
LlOQ/SlOO Dexametasona Anti-inflamatoéria polimeros pode modular as Sat(glgl%t)al.
(Po_llmeta- propriedades da
crilatos) nanoparticulas.
Alopecia Direcionamento da Gléwca et al
PCL Roxitromicina androgenética liberacdo do ativo em (2014)

glandulas pilossebaceas.

Fonte: dados da pesquisa.

Nanoparticulas de poli (acido latico-co-acido glicélico) (PLGA) contendo brome-
laina, enzima proteolitica proveniente do abacaxi, apresentaram atividade antitumoral
em modelo de carcinogénese quimica cutanea superior a acdo da enzima livre. Essa
atividade foi associada ao aumento da biodisponibilidade do ativo devido a sua
liberacdo sustentada e continua, quando veiculado através de nanocarreadores
(BHATNAGAR et al., 2015).

Em estudo realizado por Gonzalez-Delgado et al. (2016), nanoparticulas de
PLGA contendo porfirina apresentaram liberacdo mais lenta comparada a sua forma
livre, a permeacao do ativo nao ficou restrita ao estrato cérneo, a porfirina apresentou
fotoestabilidade e ndo ocorreram lesdes teciduais causadas pelos sistemas nanomé-
tricos. Esse resultado foi atribuido a elevada eficiéncia de encapsulag¢édo do antimicro-
biano que permitiu sua protecédo contra degradacéo pela luz e difusdo mais lenta do
ativo e ao tamanho reduzido dos nanocarreadores, considerados requisitos para

penetracdo de sistemas coloidais nas camadas superficiais da pele.
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Em outro trabalho utilizando nanoparticulas de quitosana contendo hidrocorti-
sona e hidroxitirosol observou-se que a retencao desses farmacos na epiderme quan-
do veiculados por esses sistemas foi superior ao acumulo obtido pela forma comercial.
Foi relatado também que a administracdo desses nanocarreadores resultou em maior
controle sobre a perda de agua epitelial e presenca de eritemas durante estudo in
vivo. Os autores atribuiram esses dados as propriedades oclusivas e mucoadesivas
dessas nanoparticulas que promoveram reducdo da desidratacdo da pele além da
liberacdo localizada e controlada dos farmacos coencapsulados (HUSSAIN et al.,
2013).

A encapsulacdo da dexametasona em nanoparticulas de eudragit® L100
permitiu uma liberacao pH-dependente do ativo o que foi associado as caracteristicas
fisico-quimica do polimero (SAHLE et al., 2016).

A veiculacdo do antimicrobiano roxitromicina em nanocarreadores de poli-¢-
caprolactona (PCL) levaram a permeacéo seletiva do ativo nos foliculos pilosos o que,
segundo os autores, ocorreu devido ao didmetro das particulas bem como as

caracteristicas fisicoquimicas do polimero (GLOWCA et al., 2014).

Os resultados dos estudos citados sugerem ampla aplicacdo de nanoparticulas
por via tépica como o direcionamento do farmaco ao alvo terapéutico, liberacdo com-
trolada e sustentada dos ativos, retencdo dos componentes carreados em camadas
especificas da pele e reducdo da toxicidade associada ao uso dos farmacos em sua
forma livre. Dessa forma, é possivel proporcionar maior eficacia do tratamento pela
via topica, reducdo da dose e frequéncia de administragcdo do agente terapéutico e

maior conforto do paciente.

2.6.2 Polimeros utilizados em nanocarreadores para uso topico

Os nanocarreadores poliméricos podem ser fabricados a base de polimeros
naturais (Figura 9) ou sintéticos (Figuras 10, 11 e 12). As nanoparticulas poliméricas
biodegradaveis sdo compostas por polimeros gue ocorrem na natureza, como
quitosana, alginato, gelatina e albumina. Estes polimeros naturais sao geralmente
obtidos a partir de sua extracdo seguida de varias etapas de purificacdo (ZHANG et
al., 2013).
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Os polimeros sintéticos (Figuras 10, 11 e 12) também sao utilizados para produ-
cdo de nanoparticulas e aplicacdo por via topica principalmente devido ao seu alto
grau de pureza e da reprodutibilidade entre diferentes lotes. Dentre os mais utilizados
para aplicacbes topica de farmacos estdo poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA),

poli(e-caprolactona), poli(metilmetacrilatos) e poliacrilatos (ZHANG et al., 2013).

2.6.2.1 Quitosana

Dentre as particulas de polimeros naturais utilizadas, carreadores a base de
quitosana (Figura 9) sdo os mais empregados. A quitosana é um polissacarideo deri-
vado da quitina, constituinte estrutural do exoesqueleto de crustaceos. Os grupos ami-
no desse polimero tornam-se protonados em meios moderadamente &cidos, fazendo
com que sejam sollveis em agua, além de tornarem-se bioadesivos, uma vez que sua
carga positiva permite interacdes eletrostaticas com as superficies celulares negativas
(GOYAL et al., 2016).

Figura 9 — Formula estrutural da quitosana.

HOH,C HOH,C
0 0
0 o
HO HO
NHh:CH?, NH,
0

Fonte: Laranjeira et al. (2009).

Na aplicacdo cutanea essa interagéo leva a reducao do potencial da membrana
celular e também a diminuicdo da resisténcia da pele, propriedade importante capaz
de promover melhora da permeacao de farmacos por essa via. Além disso, a quito-
sana altera a estrutura secundaria da queratina promovendo maior hidratacdo e
fluidez do estrato corneo (YANG et al., 2014), principal barreira limitante na penetra-

céo de moléculas terapéuticas na pele (ZHANG et al., 2013).
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2.6.2.2 Acido poli latico-co-glicolico (PLGA)

O PLGA (Figura 10) é um polimero biodegradavel aprovado pelo FDA como
excipiente para administragédo parenteral (CHEREDDY et al., 2016). A hidrdlise desse
polimero no organismo leva a formacédo de monémeros de metabdlitos biodegradaveis
como o acido latico e o 4cido glicolico (KUMARI et al., 2010). Esses dois monémeros
séo bioprodutos de diversas vias metabdlicas fisioldgicas o que leva a uma toxicidade
sistémica minima associada ao uso de PLGA para administracdo de medicamentos
ou aplicacdes de biomateriais (LU et al., 2009; KUMARI et al., 2010).

Figura 10 — Formula estrutural e produtos da hidrélise do PLGA.

0 H' Q o)
0
; < YLOH L
£, ° HO
X y OH

PLGA Acido latico Acido glicélico

v

Vias metabdlicas
Fonte: adaptada de Kumari et al. (2010).

2.6.2.3 Poli (e-caprolactona) (PCL)

A poli (e-caprolactona) (PCL) (Figura 11) é um polimero degradado através da
hidrélise de suas ligactes éster em condicdes fisioldgicas e recebeu uma grande aten-
c&o para uso na administracéo de farmacos. E particularmente interessante também
para a preparacao de dispositivos implantaveis de longo prazo, devido degracdo mais
lenta que os polactideos (KUMARI et al., 2010).

Figura 11 — Férmula estrutural do PCL.

O

v\/v\O—(CH2 5—C\/‘

Fonte: adaptada de Kumari et al. (2010).
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2.6.2.4 Polimetacrilatos

Os polimetacrilatos sdo polimeros sintéticos derivados do &cido metacrilico
como metacrilato de metila, acrilato de etila, metacrilato de butila, cloridrato de
trimetilaméniometacrilato ou dimetilaminometacrilato de etila (Figura 12) (VILLANOVA
et al., 2010).

Figura 12 — Férmula estrutural da polimetacrilatos.

C—=0 C=0 (— C—0)
0 0 0 0
R, R4 R, R4

- n

Para eudragit E: R1, R3—=CHs, R2—=CH2CH2N(CHs)2, R4—CHs, C4Ho, para eudragit L e eudragit S:
R1, R3=CHs, R2—H, R4—CHzs Para eudragit FS: R1—=H, R2—H, CHs, R3—=CHs, R4—CHzs Para
eudragit RL e eudragit RS: R1—=H, CHsz, R2—CHs, C2Hs3, R3—=CHs, R4=CH2CH2N(CHz3)*3CI- Para
eudragit NE 30 D e eudragit NE 40 D: R1, R3=H, CHs, R2, R4—CHs, C2Hs Para Acryl-EZE and Acryl-
EZE MP; eudragit L 30 D-55 e eudragit L 100-55, Eastacryl 30 D, Kllicoat MAE 30D, e Kollicoat MAE
30 DP: R1, R3=H, CH3, R2—H, R4—CHs, C2Hs.

Fonte: Patra et al. (2017).

Comercialmente sdo conhecidos como Acryl-EZE, Acryl-EZE MP, Eastacryl
30D; eudragit®; Kollicoat MAE 30 D; Kollicoat MAE 30 DP e metacrilatos poliméricos,
podendo ser obtidos na forma de p6 seco, dispersdo aquosa ou solugcéo organica.
Podem ser cati6nicos ou aniénicos de acordo com o grupo substituinte e estao inclui-
dos no Guia de Ingredientes Inativos do FDA (capsulas e comprimidos orais), medica-
mentos ndo parenterais licenciados no Reino Unido e lista canadense de ingredientes

nao medicinais aceitaveis (PATRA et al., 2017).

Dados consultados recentemente sobre patentes publicadas de formulacdes a

base eudragit® revelaram aplicacdes diversificadas dos polimetacrilatos, incluindo
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melhora da biodisponibilidade e liberacdo prolongada de substancias terapéuticas.
(PATRA et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar a atividade antitumoral de nanoparticulas contendo
imiquimode comparativamente a formulacdo comercial do farmaco em modelo murino

de cancer de pele.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desenvolver e validar método analitico por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE), para quantificacdo do Img nas dispersdes coloidais desenvolvidas.

2. Desenvolver formulacdes de nanocapsulas poliméricas contendo Imq

revestidas e ndo revestidas com quitosana.

3. Caracterizar as formulacdes de nanocdpsulas por meio de analises de
morfologia, tamanho, potencial zeta, pH, eficiéncia de encapsulacdo, espalhamento
multiplo de luz, quantidade de solvente residual, difracé@o de raios X, andlises térmicas,

espectroscopia na regido do infravermelho e liberacéo in vitro.

4. Avaliar atividade antiangiogénica das formula¢des desenvolvidas em compa-
racdo com formulacdo comercial do Img em modelo de membrana corioalantoica
(CAM) de embrido de galinha.

5. Avaliar a permeacédo cutanea das formulagdes desenvolvidas em compa-

racao com formulagéo comercial do imiquimode.

6. Avaliar a atividade quimiopreventiva das formulagbes desenvolvidas em

comparacao com o Img comercial em modelo murino de cancer de pele.
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4 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO POR
CLAE PARA QUANTIFICACAO DO IMIQUIMODE

4.1 MATERIAL E METODOS

4.1.1 Material

Imiquimode (Glenmark Generic LTD, india), copolimero de polimetacrilato,
massa molecular 125.000 g/mol (eudragit® L100, Evonik, Brasil), polimero poli-e-capro-
lactona, massa molecular 14.000 g/mol (Sigma Aldrich, Brasil), quitosana de baixa
massa molecular 50.000-190.000 g/mol (Sigma Aldrich, Brasil), miristato de isopropila
(Sigma Aldrich, Brasil), triglicerideos dos acidos caprico e caprilico (Polytechno,
Brasil), triolato de sorbitano (Span® 85, Sigma Aldrich, Brasil), copolimero de polioxi-
etileno-polioxipropileno (Poloxamer 407, BASF, Alemanha), polissorbato 80 (Merck,
Alemanha), acetona e metanol grau CLAE, dispositivo de filtracdo 30 KDa (Millipore,
Franca), coluna C18 (Phenomenex, EUA). Todos os outros solventes utilizados foram

grau analitico.

4.1.2 Equipamentos

Sistema de purificacdo de agua RiOs® (Millipore, EUA), balanca analitica
(Sartorious, Alemanha), agitador magnético (Nova ética, Brasil), capela de exaustédo
(Nalgon, Brasil), pHmetro (Digimend, Brasil), Zetasizer nano ZS90 (Malvern
Instruments, Inglaterra), banho de ultrassom (Elma, Alemanha), cromatografo liquido

de alta eficiéncia (Agilent, EUA).

4.1.3 Métodos

Para validagdo do método analitico de quantificacdo do Img em nanocapsulas,
foi utilizado como referéncia o método descrito pela Farmacopeia Americana (USP,
2009). No entanto, este método refere-se apenas ao insumo. A metodologia proposta
(Quadro 6) foi validada para uso na forma farmacéutica nanocapsula.

Foram determinados os parametros de Seletividade, Linearidade, Exatidao,

Precisao, e estabilidade das solucdes.
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Quadro 6 — Parametros cromatograficos USP versus método proposto para quantificacdo do

imiquimode
Parametro Farmacopeia Método Proposto
C18 (25 mm de comprimento, C18 (25 mm de comprimento,
Coluna 4,6 mm de diametro interno e 4,6 mm de didmetro interno e
particulas de 5 um) particulas de 5 um)
A = acetonitrila A = acetonitrila
Fase mavel B = tamp&o octanossulfanato de B = tamp&o octanossulfanato de
sédio 0,005M, pH 2, (A:B) = (27:73) sédio 0,005M, pH 2, (A:B) = (45:55)
Temperatura 25°C 25°C
Fluxo 1,5 mL/min 1 mL/min
Volume de injeg&o 20 pL 5 pL
Detector UV 226 nm UV 226 nm

Fonte: dados da pesquisa.

4.1.3.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada por meio da comparacéo das seguintes amostras:
padrao de trabalho na concentracdo 25,0 ug/mL, fase mével, diluente (acetonitrila),
placebo puro revestido com quitosana e placebo fortificado. A formulacéao placebo foi
analisada utilizando-se todos 0s componentes nas mesmas concentracdes utilizadas

nas dispersoes .
Para o método ser considerado seletivo, ndo devem ocorrer sinais analiticos

significativos dos demais componentes no mesmo tempo de retencdo do Img.

4.1.3.2 Linearidade

Foi obtida uma curva de calibracdo pela anélise de sete solu¢des do padréo de
trabalho nas concentragdes de 5, 10, 20, 25, 30, 35 e 40 yg/mL. Para cada concen-
tracao, trés replicatas independentes foram preparadas. Os parametros da regressao

foram analisados pelo método dos minimos quadrados (MMQ).

Para o método ser considerado linear as curvas de calibracdo obtidas foram

avaliadas conforme os testes de premissas, a seguir:

- a homocedasticidade dos residuos foi considerada para valor Cecalculado

< Ctabelado, pelo teste de Cochran (a = 0,05); e
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- no teste do residuo padronizado de Jacknife (a = 0,05), foi permitido excluir
no méaximo 22,2% dos dados originais da curva de linearidade, considerados como

outliers.

Para avaliacdo da adequacéo ao modelo linear foi realizado o teste estatistico
de desvio de linearidade (F-ANOVA) no qual, 0 Fcalculado deve ser menor ou igual ao
Feritico. FOram também calculados o coeficiente de correlagdo de Pearson, r, e 0
coeficiente de determinacdo ou R?, considerados aceitaveis para valores superiores a
0,99 (INMETRO, 2007).

4.1.3.3 Efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado através da comparacdo das curvas de calibracdo
usual de Imq e curva matrizada (em presenca de componentes do placebo).

Para os dados obtidos foi aplicado o teste F (Fischer-Snedecor) afim de se veri-
ficar se as variancias das amostras com Imq puro e fortificadas podem ser considera-
das estatisticamente iguais, em todos os niveis de fortificacdo. Para isso Fcalculado deve

ser menor que Fecritico (0 = 0,05).

Caso um nivel de concentragéo obtenha Fcaiculado Superior a Feritico, 0 efeito de
matriz deve ser analisado com a distribuicdo t de Student, e tcaculado deve ser inferior
ao teritico em todos os niveis de fortificacdo para que o efeito matriz ndo seja considera-

do significativo.

4.1.3.4 Precisao

Para avaliacdo da precisao intermediaria do método desenvolvido foram prepa-
radas amostras fortificadas com placebo nas concentracdes de Imqg de 0, 25 e 35
pMg/mL. Para cada nivel de fortificacdo, a andlise foi realizada em nove replicatas por

analistas diferentes em dias distintos.

Os dados obtidos foram analisados por meio do calculo dos seguintes parame-
tros: concentracdes médias, desvios-padrdo e os coeficientes de variacdo (CV%) das
amostras fortificadas em cada nivel de concentracdo. Para o método ser considerado

preciso CV deve apresentar valor inferior a 5% (INMETRO, 2007).
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4.1.3.5 Exatidao

Para determinacdo da exatiddo foram analisadas solugbes com padréo de
trabalho de Imqg nas concentragbes de 10, 25, e 35 pg/mL. As solugbes foram
preparadas em triplicada por dois analistas em dias diferentes. A porcentagem de Imq
adicionada foi calculada comparando as respostas obtidas com os valores de

referéncia aceitos convencionalmente como verdadeiros.

Para o método ser considerado exato a média de recuperacao deve estar entre
98,0 e 102,0% e o erro-padréao relativo deve ser inferior a 20%.

4.1.3.6 Estabilidade

A estabilidade da amostras foi avaliada por meio da comparagcdo dos sinais
analiticos do padrao de trabalho de Imq contaminado com o placebo no momento do
preparo e ap0s 24 horas. As concentracfes avaliadas foram de 10, 25 e 35 pg/mL e

as analises foram realizadas em triplicatas.

Para confirmacé&o de estabilidade das amostras, o coeficiente de variagéo (des-

vio-padrao relativo) das areas deve ser inferior a 2%.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Validacao do método analitico para quantificacdo de imiguimode em

nanocapsulas por CLAE

4.2.1.1 Seletividade

De acordo com os cromatogramas indicados na Figura 13, de A a E, é possivel
observar que nenhum dos componentes testados (fase mavel, acetonitrila e compos-
tos do placebo) apresentaram picos interferentes significativos eluidos no mesmo
tempo de retencdo do Imq (4,78 min). Além disso, ndo foram observadas variagdes
na area e no tempo de retencdo do farmaco em presenca da matriz no perfil do
placebo fortificado. Desse modo, foi confirmada a seletividade do método proposto na

presenca dos demais componentes da matriz.
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Figura 13 — (A) Cromatograma do imiquimode a 25 pug/mL; (B) Cromatograma fase mével; (C)
Cromatograma do diluente; (D) Cromatograma do placebo; e (E) Cromatograma do placebo fortificado
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Fonte: dados da pesquisa.

4.2.1.2 Linearidade

A curva analitica referente a concentracao de imiquimode versus area do sinal
analitico (Figura 14), no intervalo de 5 a 40,0 pg/mL, foi definida pela seguinte equa-
céo:

y = 54959,0840x - 22,7147 Q)

em que y corresponde a area do sinal analitico; e x corresponde a concentracao
(mg/mL).
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Figura 14 — Curva analitica de calibracdo do padrao de trabalho de imiquimode na faixa de 0,005 a

0,04 mg/mL.

2.500-

2.0004
»

< 1.500-
>
E

© 1.0004
o
<

500

0

] T |} 1 1
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Concentragao Imq (ng/mL)

Fonte: dados da pesquisa.

O coeficiente de correlacéo obtido (r) foi de 1,0000, indicativo de uma correla-
cdo adequada entre a concentracdo de Img e a area do pico. O coeficiente de
determinacdo (R?) da curva de calibracéo foi de 0,9999, atendendo aos parametros
preconizados pela ANVISA.

A variancia dos residuos, determinada por meio do teste de Cochran, néo foi
considerada significativa, pois Ccalculado de 0,2919 foi menor que Ciabelado de 0,5612,
indicando homocedasticidade dos erros, ou seja, a dispersédo dos dados em torno da
reta da regressao linear foi uniforme. Desse modo, foi realizado o teste de residuos
padronizados Jacknife e apenas um valor extremo (outlier) foi detectado e removido,
sendo que o limite maximo aceitavel seriam de cinco valores ou 22,2% dos 21 dados
originais (sete niveis de concentracdo analisados em triplica) O teste F-ANOVA indi-
cou que ndo houve desvio de linearidade significativo uma vez que 0 Fcalculado, d€
0,001226504, apresentou valor inferior ao Feritico (a0 < 0,05), de 3,555. Os resultados

obtidos sugerem adequacéo dos dados ao modelo linear.

4.2.1.3 Efeito matriz

ApoOs as andlises das replicadas das curvas matrizadas e nao matrizadas, foi
aplicado o teste F (Fischer-Snedecor), de homogeneidade de variancias. No nivel de
fortificacdo 0,005 mg/mL, Fcalculado fOi Superior ao Feritico, cONsiderando grau de liberda-
de equivalente a 2. Desse modo, o efeito matriz foi avaliado com a distribuicédo t de

Student. Nesse teste, todos os niveis de fortificacdo apresentaram valores de tcaiculado
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inferiores ao valor teritico, de 2,776, podendo-se concluir que a matriz ndo apresentou

interferéncia estatisticamente significativa na quantificagéo do Imq.

4.2.1.4 Precisao

Os valores obtidos na analise da preciséo intermediaria do método desenvol-

vido estdo indicados na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores de média, desvio-padrao e Coeficiente de Variancia obtidos na analise de
precisdo do método analitico desenvolvido

Concentragdo (mg/mL) Média Geral Desvio-Padréo Coeficiente de Variagao (%)
0,010 0,010 0,00036 3,575
0,025 0,025 0,00124 4,998
0,035 0,034 0,00106 3,099

Fonte: dados da pesquisa.

Observa-se que todos os coeficientes de variagdo calculados apresentaram
valores inferiores a 5% e, portanto, estdo de acordo com os parametros considerados
aceitaveis (INMETRO, 2007).

4.2.1.5 Exatidao

Os valores obtidos na analise de exatiddo do método desenvolvido estao

indicados na Tabela 2.

E possivel notar que os valores das médias de recuperacéo estdo entre 98 e
102% e os dados de erro-padrao relativo foram inferiores a 2% para todos os niveis

de concentracdo, confirmando a exatiddo do método.

Tabela 2 — Valores de média, desvio-padrao, porcentagem de recuperacao e erro-padréao relativo,
obtidos na anélise de exatiddo do método analitico desenvolvido

Concentragao veédia Desviopadrao  Recuperacio  Erro-padrdo
0,010 0,010 0,00011 98,054 -1,95
0,025 0,025 0,00060 100,273 0,27
0,035 0,034 0,00103 98,082 -1,92

Fonte: dados da pesquisa.
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4.2.1.6 Estabilidade

Os resultados obtidos em diferentes dias de analise bem como o coeficiente de
variagao entre esses valores, indicados na Tabela 3, confirmam a estabilidade das

amostras no periodo de 24 horas, uma vez que o coeficiente de variacdo para todos
0s niveis de concentracéo foi inferior a 2%.

Tabela 3— Valores das areas obtidas na analise de estabilidade das amostras no periodo de 24 horas

Concentragdo (mg/mL) Area Ap6s Preparo Area Ap6s 24 Horas Coeﬂmentt(eo/(:)e Variagdo
0,010 549,7667 540,5500 1,19
0,025 1388,4000 1404,0500 0,79
0,035 1886,7000 1913,9500 1,01

Fonte: dados da pesquisa.
4.3 CONCLUSAO

O método para quantificacdo do Imq por CLAE foi validado conforme RDC
n2 899 (ANVISA, 2011) e apresentou seletividade, exatiddo, precisdo e linearidade
adequadas para a faixa de trabalho de 5 A 40 pg/mL.

36



5 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE
NANOPARTICULAS POLIMERICAS CONTENDO IMIQUIMODE

5.1 MATERIAL E METODOS

5.1.1 Material

Imiquimode (Glenmark Generic LTD, india), copolimero de polimetacrilato
massa molecular 125.000 g/mol (eudragit® L100, Evonik, Brasil), polimero poli-e-capro-
lactona, massa molecular 14.000 g/mol (Sigma Aldrich, Brasil), quitosana de baixa
massa molecular 50.000-190.000 g/mol (Sigma Aldrich, Brasil), miristato de isopropila
(Sigma Aldrich, Brasil), triglicerideos dos acidos caprico e caprilico (Polytechno,
Brasil), triolato de sorbitano (Span® 85, Sigma Aldrich, Brasil), copolimero de polioxi-
etileno-polioxipropileno (Poloxamer 407, BASF, Alemanha), polissorbato 80 (Tween
80, Merck, Alemanha), acetona e metanol grau CLAE, dispositivo de filtracdo 30 KDa

(Millipore, Franca). Todos os outros solventes utilizados foram grau analitico.

5.1.2 Equipamentos

Sistema de purificacdo de agua RiOs® (Millipore, EUA), balanca analitica
(Sartorious, Alemanha), agitador magnético (Nova ética, Brasil), capela de exaustéao
(Nalgon, Brasil), pHmetro (Digimed, Brasil), zetasizer nano ZS90 (Malvern Intruments,
Inglaterra), mastersizer (Malven, Inglaterra), banho de ultrassom (Elma, Alemanha),
cromatografo a liquido de alta eficiéncia (Agilent, EUA), microcentrifuga (Eppendorf,
Alemanha), turbidimetro (Turbiscan®, EUA), Environ Shaker ( Hyland Scientific, EUA),
microscopio eletrénico de varredura FEG — Quanta 200 (FEI, EUA), microscépio
eletrbnico VEGA 3 SBH modelo EasyProbe, 30 kV (TESCAN, Brasil), analisador
térmico DTG-60:SHIMADZU, espectrometro de infravermelho (Perkin Elmer, EUA),

microscopio Optico (Olympus, EUA).

37



5.1.3 Métodos

5.1.3.1 Preparo de nanocapsulas contendo imiquimode

A formulacdo de nanocapsulas (NP) contendo imiquimode (NPImq) foi
preparada pelo método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado
representado na Figura 15 (FESSI et al., 1989). A fase organica, constituida pelo
farmaco, tensoativo de fase organica (Span 85), polimero e 6leo, dissolvidos em
acetona ou mistura de acetona e metanol (2:1) foi lentamente vertida na fase aquosa
contendo Poloxamer 407 ou Tween 80 (tensoativos hidrofilicos) sob agitacdo de 100
rpm em agitador magnético a temperatura de 25 °C. Apds 30 minutos de agitacdo o

solvente foi evaporado em capela de exaustdo também a temperatura de 25 °C.

Figura 15 — Preparo de nanocapsulas pelo método de deposi¢éo interfacial do polimero pré-formado.

Tensativo Hidrafihico
Polimero

Triglicaridecs de cadaiz L
média [
Imiquimode

Fase Orginica

Tensoative
hidrofilico ~— Fase Aquosa

Dispersdo de
Nanoparticulas

Fonte: dados da pesquisa.

Uma vez que fatores como razdo FA/FO, concentragdo e natureza dos compo-
nentes utilizados nesse método podem alterar as caracteristicas fisico-quimicas das
nanocapsulas formadas (RAO; GECKELER., 2011), foram testadas diferentes condi-
cOes no preparo destas. Diferentes tipos de polimeros, tensoativos hidrofilicos, solven-
tes, volume dos solventes orgéanicos e concentracdes do farmaco a ser encapsulado

foram empregados. Estes parametros estao indicados no Quadro 7.
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Quadro 7 — Composicao e variaveis testadas no desenvolvimento das formulacdes de nanocapsulas.

Componente Reagente/Solvente Concentragao Final

(mg/mL)
Polimero PCL ou eudragit® L100 1,88
Tensoativo Span 85 1,25
Fase Organica Oleo TCM 2,5
Volume = 30 mL .
Farmaco Imq 0,25; 0,5 ou 0,625
Fase organica Acetona ou mistura i
g acetona/metanol (2:1)
Fase Aquosa . Poloxamer 407 ou
Volume =40 mL Tensoativo Tween 80 1,25

* A fase organica foi evaporada ao final do processo.

Fonte: dados da pesquisa.

Para a sequéncia dos trabalhos, foram selecionadas as dispersdes em que nao
se observou formacgdo de precipitados visiveis durante o preparo. As amostras
selecionadas foram analisadas por difratometria a laser (DL) utilizando o equipamento
Mastersizer 2000 e observadas por microscopio 6ptico para avaliacdo da presenca de
microparticulas nas formulacdes. A formulacdo sem a presenca de agregados foi
revestida com solucéo de quitosana (NPQTImq). Para essa etapa 10 mL de solucao
de quitosana 0,05% (p/v) em &cido acético 0,5% (v/v) foram lentamente vertidos sobre
a formulacédo e, em seguida, esta foi evaporada novamente até o volume final de
40 mL. Foram também preparadas formulacdes sem a presenca do Img com e sem

revestimento de quitosana (NPQTPIlacebo e NPPlacebo).

5.1.3.2 Morfologia

Para a realizacdo da analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV), as
amostras foram diluidas dez vezes em agua purificada e gotejadas em porta amostras
(stubs) com fita dupla face de carbono. Os suportes contendo as amostras foram
armazenados em dessecador por 48 horas para secagem completa das dispersdes

gue posteriormente foram visualizadas.

Para analise por microscopia eletronica de transmissao (MET), a formulacéo
também foi diluida dez vezes em agua purificada. Posteriormente 20 pL dessa disper-
sao foi colocada sobre um suporte holeycarbon com orificios de aproximadamente
300 mesh e em seguida a amostra foi submetida a secagem a temperatura ambiente

por 24 horas e analisada.
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5.1.3.3 Analise térmica

Para avaliagdo de interagcdes entre componentes da formulagdo de
nanocapsulas desenvolvidas, foram realizadas analises por termogravimetria (TG) e

por calorimetria exploratéria diferencial ou DSC (Differential Scanning Calorimetry).

Realizou-se as andlises por TG do Img, da quitosana, do eudragit® L100, do
triglicerideo de cadeia média (TCM), da mistura fisica desses componentes na razéo
1:1:1:1 e da NPQTImqg (nanocapsula polimérica com Imq revestida com quitosana)
liofilizada. As curvas TG foram obtidas em mdédulo simultdneo TG/DTG e DTA.

As formulagdes NPImq e NPQTIm(q liofilizadas também foram analisadas por
DSC. Para essas analises foram pesados aproximadamente 4mg de cada amostra
em cadinho de alumina submetidos a um intervalo de temperatura entre 30 e 500 °C,
com taxa de aquecimento constante de 10 °C/min sob atmosfera de nitrogénio (50 mL

por minuto).

5.1.3.4 Difracao de raios X

Para detectar a presenca de estrutura cristalina nas formulacdes desenvolvi-
das, os polimeros utilizados no preparo das dispersdes de nanocapsulas (eudragit®
L100 e quitosana), o Img e as formulagbes NPImg e NPQTImq liofilizadas foram
analisadas por difratometria de raios X a 40Kv e corrente de 30 mA. O angulo de
difracéo foi avaliado no intervalo de 3 e 60°, utilizando radiagdo CuKa como fonte de

raios X, e comprimento de onda de 1,5406 A.

5.1.3.5 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Os espectros na regiao do infravermelho por transformada de Fourier dos
polimeros puros (eudragit® L100 e quitosana) e de sua mistura fisica 1:1 foram obtidos
na faixa espectral de 4000 a 550 cm, com resolucéo de 4 cm™ e com 16 espectros

por analise, em pastilhas de KBr.

5.1.3.6 Medida de pH

A variacao do pH nas dispersdes das nanocépsulas desenvolvidas foi determi-
nado 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias apds o preparo. O eletrodo foi previamente calibrado

em todas as medicdes e em seguida imerso diretamente no frasco com as amostras.
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A leitura foi realizada a 25 °C, ap0s estabilizacdo do equipamento, e os valores foram

expressos como média + desvio-padrao (DP).

5.1.3.7 Distribuicdo de tamanho e indice de polidispersao

A determinacdo do diametro hidrodinamico e do indice de polidispersdo das
formulacbes de nanocapsulas desenvolvidas foi realizada 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias
apos o preparo pela técnica de espectroscopia de correlacdo de fétons utilizando o
equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Intruments, Inglaterra). Para realizacéo
da analise foram utilizadas células de poliestireno de 1 cm de largura sob angulo fixo
de 90°. A andlise foi realizada em triplicata, na temperatura de 25 °C e os valores

foram expressos como média + desvio-padrao (DP).

5.1.3.8 Potencial zeta

Para andlise do potencial zeta foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Intruments, Inglaterra) e este parametro foi determinado por mobilidade
eletroforética. As formulacdes de nanocapsulas foram diluidas dez vezes em agua
ultrapura e em seguida o potencial zeta foi determinado em triplicata O, 7, 14, 21, 28

e 35 dias apds o preparo, na temperatura de 25 °C.

5.1.3.9 Solvente residual

O nivel maximo de solventes presentes permitido internacionalmente segue as
diretrizes do guia para solventes residuais do International Conference on
Harmonization of Technical Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for
Human Use (ICH).

Os solventes utilizados nas formulagbes desenvolvidas neste trabalho sao
classificados, de acordo com esse guia, como classe 3, no caso da acetona e classe
2 para o0 metanol. Para se determinar se as dispersdes coloidais estavam de acordo
com os limites estabelecidos, foi preparada uma solucéo-padréo aquosa desses sol-
ventes nas concentracgoes limite especificadas, de 5.000 ppm de acetona e 3.000 ppm
de metanol. Em seguida, de 5 mL de cada formulagdo (NPImg e NPQTImq) recém-
preparadas foram pipetadas para vials de 20 mL. As amostras foram analisadas utili-

zando-se a cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-MS, do
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inglés, gas chromatography tandem mass spectrometry), de acordo com método

descrito no Quadro 8. As areas dos cromatogramas obtidos foram comparadas.

Quadro 8 — Parametros cromatograficos para analise de residuo de metanol e acetona nas
formulac6es de nanocapsulas de imiquimode com e sem revestimento de quitosana.

Método Cromatografia Gasosa

Temperatura do forno 40 °C
Temperatura de injecéo 140 °C
Modo de injecao Split
Gés carreador Hélio
Modo de controle de fluxo Velocidade linear
Presséo 12,1 kPa

Fluxo total 150,6 mL/min

Fluxo na coluna 1,46 mL/min

Velocidade linear 43,6 cm/seg
Tempo total 26 min

Método para Espectrometria de Massas

Temperatura da fonte 250 °C

Temperatura da interface 240 °C

Solvente cut time 1,6 min
Voltagem do detector Relativo ao resultado do tuning

Fonte: dados da pesquisa.

5.1.3.10 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacéo (EE%) do Imq nas dispersdes coloidais desenvol-
vidas foi determinada por meio da quantificacdo de farmaco total e livre presente em

cada formulacéo.

Para quantificar o total de farmaco, 400 puL de cada formulacdo (nanocapsula
revestida e ndo revestida com quitosana) foram transferidos para bal6es volumétricos
de 5 mL. Em seguida, foram adicionados 2 mL de acetonitrila sobre ambas formula-
cOes e os baldes foram colocados em um banho de ultrassom sem aquecimento du-
rante 30 minutos. Apos esse periodo, os balGes foram aferidos com a solucao de octa-
nossulfonato de sodio e acetonitrila na proporcao de 55:45 e seu conteudo filtrado em
filtro Millipore 0,45 um para vials. As amostras foram analisadas por CLAE, utilizando

meétodo ja validado. Cada amostra foi analisada em triplicata.
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Para doseamento da quantidade de farmaco livre foi utilizado o método de ultra-
filtrag@o/centrifugagéo. 500 pL de cada formulacdo (nanocapsula revestida e ndo re-
vestida com quitosana) foram transferidos para unidades de ultrafiltracdo de 30 KDa.
Em seguida, as amostras foram submetidas a centrifugacao por 30 minutos na veloci-
dade de 4.000 rpm. 160 pL dos filtrados foram transferidos, cada um, para balbes
volumétricos de 2 mL. Em seguida, foram adicionados 0,8 mL de acetonitrila sobre as
formulagdes. Os balbes foram aferidos com a solucéo de octanossulfonato de sédio e
acetonitrila na proporcao de 55:45. As solucdes foram filtradas em filtro 0,45 um para
vials e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando

método ja validado. Cada amostra foi analisada em triplicata.

A eficiéncia de encapsulacéo (EE%) foi entédo calculada utilizando-se a seguinte

equacao:

(Farmacototal — Farmacolivre)
Farmacototal

EE% =

x100 3

As éareas dos picos obtidos no doseamento do farmaco livre e total foram
comparadas as areas de diferentes concentracbes do imiquimode através de uma
curva de calibracdo do farmaco em solucao. As concentra¢des utilizadas na curva (5,
20 e 40 pg/mL do Imq) estavam na faixa correspondente ao intervalo de concentracao

utilizado na validacao do método, de 5 a 40 pug/mL.

5.1.3.11 Estabilidade

A caracterizacao Optica das formulacbes de nanoparticulas desenvolvidas foi
realizada com a utilizacdo do equipamento Turbiscan® (Formulation, EUA), capaz de
determinar a estabilidade de sistemas coloidais a longo prazo (CELIA et al., 2009).
Fenbmenos de instabilidade como floculacdo, coalescéncia, cremagem e sedimenta-
cdo podem ser identificados de modo eficiente por essa técnica (OLEJNIK et al.,
2015).

Para avaliacao desses fendbmenos, uma fonte de luz infravermelha pulsada (A =
880 nm) incide em uma cubeta contendo a formulagdo a ser analisada. A luz que
atravessa a amostra é detectada por um sensor de transmisséao (T) localizado a 180°
da fonte de luz, e a luz refletida pela mesma amostra € mensurada pelo detector de
backscattering (BS) a 45° da fonte de radiacéo (Figura 16). Os perfis de transmissao
e backscattering sao obtidos simultaneamente a cada 40 pm.
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Figura 16 — Representacao esquematica de deteccdo da luz transmitida e retroespalhada pelo
Turbiscan Lab Expert.

Fonte: adaptada de Turbiscan (2015).

Nas andlises realizadas no Turbiscan®, 15 mL da formulagdo recém-preparada
foram adicionados em uma célula cilindrica de vidro borossilicato de 55mm. A célula
foi submetida a varreduras por feixe de luz a cada 5 minutos durante 1 hora, uma vez
por semana, durante cinco semanas seguidas. Entre as medicdes as amostras foram

armazenadas verticalmente a 25 °C e ndo foram manipuladas.

A variacdo de backscattering (BS) foi o parametro avaliado, pois o perfil T foi
préximo de 0% para todas as amostras. O perfil de BS em t = 0 foi usado como linha

de referéncia e foi subtraido dos perfis obtidos nas medi¢cdes subsequentes.

Os dados foram analisados por meio do software Turbisoft® para avaliacéo de
fendbmenos de instabilidade como migracédo e variacdo de tamanho das particulas

nesses sistemas.

5.1.3.12 Estudo de liberagao in vitro

Para avaliar o perfil liberagéo in vitro das nanocapsulas desenvolvidas foi utili-

zado o método de difusdo em membrana de dialise.

Para o estudo, 1 mL das dispersfes de nanocéapsulas, 1 mL da formulacéo co-
mercial do Img e o mesmo volume do Imq livre (em solucédo de tampéao acetato pH 3,6)

foram colocadas em um saco de dialise de 12 a 14 KDa. Todas as amostras foram
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utilizadas na concentracdo de 250ug/mL de Img. Para diluicdo da formulacdo
comercial do Imq, disponivel na concentracdo de 5mg do farmaco por grama do
creme, 200mg do produto comercial foram pesados e diluidos em 40 mL de agua
purificada. A emulsédo 6leo em agua obtida foi homogeneizada em agitador magnético
por 30 minutos a 100 rpm obtendo-se uma concentracdo final de 250 pg/mL. As
membranas de dialise foram acondicionadas em béqueres contendo 50 mL de tampéao
acetato pH 5,6. A solubilidade do Img nessa solucéo foi determinada previamente.
Esse sistema foi mantido em um agitador orbital na temperatura de 32 °C na
velocidade de 100 rpm durante 24 horas. Apos intervalos predefinidos (5, 10, 15. 30,
60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 1.440 e 1.620 minutos), aliquotas de 1 mL foram
retiradas da solucdo receptora e substituidas por 1 mL do tampé&o afim de manter o
volume constante e garantir a condicdo sink. As amostras coletadas foram filtradas
em filtro 0,45 um e a concentracdo do farmaco determinada por CLAE utilizando

método previamente validado.

5.1.3.13 Andlise estatistica

Para comparacédo dos resultados das analises de tamanho, Pdl, potencial zeta,
pH e eficiéncia de encapsulacao foi utilizado o teste T pareado, com valor de p < 0,05
aceito para diferencas estatisticamente significativas. Para essas andlises foi utilizado
o programa GraphPad Prim® 5.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Preparo de nanocapsulas contendo imiquimode

A técnica de escolha para desenvolvimento das formulacdes foi a nanoprecipi-
tacdo ou precipitacdo do polimero pré-formado descrita por Fessi et al. (1989), uma
vez que este método € simples, relativamente rapido e reprodutivel (RAO;
GECKELLER., 2011). Todas as formulagdes listadas na Tabela 4 foram preparadas e
somente os testes “F” e “G” ndo apresentaram formagao de precipitados e agregados
visiveis. As formulagcdes com melhores resultados foram selecionadas para dar conti-

nuidade aos estudos.

Entre os tensoativos testados, a utilizacdo do Poloxamer 407 na fase aquosa e
de Span 85 na fase organica foi mais efetiva na obtencdo de particulas de diametro

reduzido comparativamente aos demais testes. A formulagcdo com Tween 80 na
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mesma concentracdo apresentou microagregados logo ap6s o preparo o que ndo

ocorreu nos testes “F’ e “G”.

A utilizacéo da mistura acetona/metanol também levou a redugéo do tamanho
das particulas formadas quando comparada ao uso somente da acetona. Uma hipote-
se para esse resultado seria a menor velocidade de difusdo da acetona com a fase
aguosa comparada a taxa de difusdo da mistura acetona e metanol, uma vez que
quanto mais lento esse processo, mais desfavorecida é a formacgédo de particulas
menores (BILATI et al., 2005; YE; SQUILLANTE., 2013).

Tabela 4 — Composicao das formula¢des de nanocapsulas testadas.

Formulagao [Imq] pg/Ml Polimero FO VoIz;nLe) FO VOIEL“S FA Tensoativo FA
A 250 PCL Acetona 20 40 Tween 80
B 250 PCL Acetona 20 40 Poloxamer 407
C 250 Eudragit Acetona 20 40 Tween 80
D 250 Eudragit Acetona 30 40 Poloxamer 407
E 250 Eudragit Acet/Metanol 30 40 Tween 80
F 250 Eudragit Acet/Metanol 30 40 Poloxamer 407
G 500 Eudragit Acet/Metanol 30 40 Poloxamer 407
H 500 Eudragit Acet/Metanol 30 40 Tween 80
| 625 Eudragit Acet/Metanol 30 40 Poloxamer 407

Fonte: dados da pesquisa.

Efeito similar foi observado no desenvolvimento de nanocapsulas de eudragit®
RL100 contendo acetonolozida. A mistura acetona/metanol na fase organica levou a
formacdo de particulas menores quando comparadas ao uso somente da acetona
como solvente. Foi observado que esse efeito se correlacionava a constante dielétrica

desses componentes, porém o mecanismo nao foi elucidado (VERMA et al., 2013).

Os perfis de difratometria a laser, bem como as imagens observadas em mi-
croscopio optico das formulacdes “F” e “G” estao representados na Figura 17. Obser-
va-se que a dispersao de maior concentragao do farmaco, identificada como “G” na
Tabela 8, apresentou distribuicdo de tamanho bimodal com presenca de agregados
micrométricos 15 dias apo0s armazenamento e um D [4,3] ou diametro médio de
16,699 um, enquanto a formulacdo de menor concentragdo ou “F” apresentou uma
Unica populacéo de particulas com tamanho médio de 0,237 um. Esse resultado pode-
ria ser explicado pela supersaturacédo do farmaco na fase dispersante da amostra “G”

apos evaporacdo completa dos solventes, levando possivelmente a formacdo e
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agregacao de cristais simultaneamente a presenca de nanocapsulas (POHLMANN et
al., 2008). Essa hipotese € corroborada pelas imagens obtidas em microscopio 6ptico
nas quais pode-se notar a presenca de microagregados na formulacdo NPImq
500 pg/mL, o que ndo ocorre em NPImq 250 pg/mL.

Figura 17 — Imagens observadas em microscépio optico e perfis de difratometria a laser das
formulagdes selecionadas.
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NPImq = nanocépsula polimérica contendo Imq; e NPQTImqg = nanocapsula polimérica contendo Img revestida
com quitosana.

Fonte: dados da pesquisa.

Resultado similar a este foi encontrado em estudos ja publicados na literatura.
Por exemplo, em 2008, Friedrich et al. (2008) avaliaram o efeito da concentracdo de
dexametasona em formulacdes de nanocapsulas poliméricas. Nesse estudo, a
formulagdo de maior concentracdo (1,0 mg/mL) apresentou formacgédo de cristais
visualizados por meio de microscopia Optica enquanto concentra¢cdes menores (0,5 e
0,25 mg/mL) levaram a obtencéo de dispersdes coloidais adequadas, sem a formacéo
de agregados ou de cristais do farmaco.

Em outro trabalho, nanoparticulas de PLGA contendo diferentes tipos de xanto-
nas também apresentaram formacédo de estruturas cristalinas apenas nos testes con-

tendo maiores concentracdes do ativo. Este resultado foi associado a capacidade
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maxima de encapsulacdo alcancada pela particula desenvolvida (TEIXEIRA et al.,
2005).

Levando em consideracéo os resultados apresentados, a formulagéo “F”, que
apresentou aspecto opalescente, branco, homogéneo, fluido e sem a presenca de
precipitados, foi selecionada. A fotografia da formulagao “F”, denominada NPImq, da
formulacdo com revestimento de quitosana (NPQTImg) bem como as amostras
placebo (sem o imiquimode) com e sem revestimento (NPQT e NP) estdo
representadas na Figura 18.

Figura 18 — Imagens das formula¢bes desenvolvidas.

m NPQTImq NPPlacebd
Placebg

NPPlacebo = nanocépsula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanocépsula polimérica placebo revestida com
quitosana; NPImqg = nanocépsula polimérica contendo Imq; e NPQTImg = nanocépsula polimérica contendo Imq
revestida com quitosana.

Fonte: dados da pesquisa.

5.2.2 Morfologia

As fotomicrografias das NPImqg e NPQTImq obtidas por MEV (Figura 19-A e 19-
B) e por MET (Figura 19-C e 19-D) permitem verificar que algumas particulas apre-
sentaram formato esférico enquanto outras tinham caracteristicas amorfas. O tama-
nho observado nas imagens, em torno de 200 a 300 nm, esta de acordo com 0s valo-

res encontrados nas medidas realizadas por DLS.
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Figura 19 — Morfologia NPImqg e NPQTImq determinada por MET
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SEM HV: 30.0 kv WD: 3.9 mm VEGA3 TESCAN WD: 4.99 mm

SEM MAG: 83.4 kx Det: TE Bright 500 nm SEM MAG: 92.4 kx Det: TE Bright
View fleld: 2.96 pm  Date(m/d/y): 05/05/17 Performance In nanospace View fleld: 299 pm  Date(m/d/y): 06/08/17 Performance In nanospace

NPImg = nanocépsula polimérica contendo Imqg; e NPQTImg = nanocéapsula polimérica contendo Imq revestida
com quitosana.

Fonte: dados da pesquisa.

5.2.3 Anélises térmicas

As curvas TG/DTG e DTA obtidas dos componentes Imq, TCM (triglicerideo de
cadeia média), eudragit® L100, quitosana, da mistura fisica Imq:TCM: eudragit®
L100:quitosana na razdo de 1:1:1:1 e NPQTImq liofilizada estdo representadas na
Figura 20. Na curva TG do Imq puro (Figura 20-A) observa-se a perda de massa em
apenas uma etapa que se inicia a 215,4 °C. A curva DTA do farmaco apresentou
apenas um evento endotérmico, representado pelo pico descendente do grafico, na
temperatura de 300,4 °C, que corresponde ao intervalo de fuséo para o farmaco puro,
ja descrito na literatura (RAMINEMI et al., 2013).
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Figura 20 — Curva TG/DTG e DTA (A) Imq puro, (B) TCM, (C) eudragit® L100, (D) quitosana, (E)
mistura fisica Img: TCM:eudragit® L100:quitosana, (F)NPQTImg.
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NPQTImqg = nanocépsula polimérica contendo Imq revestida com quitosana.

Fonte: dados da pesquisa.

A curva TG do TCM (Figura 20-B) indicou estabilidade térmica até cerca de

240 °C. Apdés essa temperatura, observa-se a decomposi¢cdo da amostra em uma

Unica etapa.

A curva DTA do eudragit® L100 (Figura 20-C) mostrou um evento endotérmico

entre 30 e 100 °C, decorrente da perda de agua superficial. Isso foi confirmado pela

curva TG, que apresentou perda de massa de 3,7% nessa faixa de temperatura. Entre

120 e 180 °C o polimero manteve-se estavel, sem perda de massa na curva TG ou
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eventos térmicos na curva DTA. Entre 180 e 260 °C observa-se perda de massa
associada a quebra de ligagBes de hidrogénio intermolecular e formacgéo de anidrido
com eliminacdo de agua e entre 340 e 480°C ocorre perda de massa de 85,72%

evidenciando decomposicao térmica do polimetacrilato na curva TG (RIZl et al., 2011).

Na curva TG da quitosana (Figura 20-D) foram observados trés eventos de
perda de massa. O primeiro, entre 30 e 132 °C, com perda de massa de 10,3%, esta
associado a desidratacdo da amostra. Nessa faixa de temperatura a curva DTA
apresenta um pico endotérmico relacionado ao processo de desidratacdo. O segundo
evento na curva TG, entre 260 e 340 °C, apresentou perda de massa de 37,5% e esta
relacionado a decomposicdo da quitosana, representado na curva DTA pelo pico
exotérmico em 312,7 °C. O terceiro evento na curva TG também é relativo a
decomposicado do polimero e apresentou perda de massa de 12,2%, entre 337 e
500 °C (SANTOS et al., 2003).

Para a mistura fisica (Figura 20-E) foram observados trés eventos de perda de
massa, o primeiro, entre 30 e 144 °C possivelmente esta associado a perda de agua
superficial dos componentes misturados uma vez que a eliminacdo da agua também
foi observada nas curvas da quitosana (Figura 20-D) (Am = 10,31%) e do eudragit®
L100 (Figura 20-C) (Am = 3,67%) puros, na mesma faixa de temperatura. O segundo
evento de perda de massa na mistura fisica ocorre na faixa de temperatura entre 240
e 362 °C, e pode estar relacionado a perda de agua intermolecular do eudragit® L100
(RIZI et al., 2011), e também a decomposicdo do TCM, que ocorrem no mesmo
intervalo de temperatura e sdo processos endotérmicos, observados na curva DTA do
eudragit ® L100 e TCM puros e na curva DTA da mistura fisica. Nesse intervalo de
temperatura também ocorre a degradacdo da quitosana, evidenciada pelo pico
exotérmico da curva DTA em 313,2 °C que também €& observado na curva da
quitosana pura (Figura 20-D) (SANTOS et al., 2003).

O terceiro evento de perda de massa observado na curva TG da mistura fisica,
entre 362 e 487 °C, pode estar associado tanto a decomposicéo térmica do eudragit®
L100 como a decomposicao final da quitosana, que ocorrem no mesmo intervalo de

temperatura.

Para a NPQTImqg (Figura 20-F) sdo observados dois eventos de perda de
massa, o0 primeiro entre 260 e 340 °C pode indicar, assim como na mistura fisica,

eliminacdo de agua ligada do eudragit® L100 (RIZI et al., 2011) ou degradacéo do
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TCM. No entanto o evento exotérmico referente a decomposicdo da quitosana tem
seu pico deslocado para uma temperatura maior (de 313 para 480 °C), sugerindo

interacdo da quitosana e os demais componentes na forma de dispersao coloidal.

Para confirmar a hipotese de interacdo entre a quitosana e os demais com-
ponentes, foi realizada analise de DSC das formulacbes com e sem a quitosana
(Figura 21).

Figura 21 — Curvas DSC das formulacdes NPImq (acima) e NPQTImg.
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NPImg = nanocépsula polimérica contendo Img; e NPQTImqg = nanocépsula polimérica contendo Imq revestida
com quitosana.

Fonte: dados da pesquisa.

Pode-se observar que a curva DSC da formulacdo contendo quitosana apre-
senta um pico endotérmico em 120 °C que esta ausente na curva da formulacdo sem
esse componente, e também ausente na curva DTA da quitosana pura, 0 que € um

forte indicio de interacédo entre esse polimero e o restante da formulagéo.

5.2.4 Difracao de raios X

Os picos bem definidos do Imq obtido nas analises por difracéo de raio X podem
ser observados na Figura 22 e sdo atribuidos a estrutura altamente cristalina desse

farmaco (GUPTA et al., 2014). Nos difratogramas tanto do eudragit® L100 como da
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quitosana, ndo se notam picos bem delimitados, indicativo de que esses polimeros

apresentam estrutura amorfa.

Figura 22 — Difratometria de raios X do imiquimode puro, eudragit® L100 e quitosana.
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Fonte: dados da pesquisa.

Um padrao associado as estruturas amorfas também pdde ser observado nas
dispersdes coloidais liofilizadas, NPImqg e NPQTImq na Figura 23, cujo perfil ndo apre-
senta picos bem definidos, o que é um indicio de que o método de preparacdo das
formulacbes causa amorfizacdo do farmaco. Nao foi observada nenhuma diferenca
entre os difratogramas das amostras NPImg e NPQTImg, ndo confirmando, assim, a
interacao observada por DSC. Isso é justificavel pelo fato de que a difracéo de raios X
€ util para o estudo de material cristalino, e pode-se observar pelos difratogramas que

ambas as amostras sdo amorfas.

Resultados similares foram encontrados por WU e colaboradores (2008) na
caracterizacdo de nanoparticulas compostas por eudragit® E e por alcool polivinilico
(PVA) contendo quercetina. Os difratogramas obtidos das particulas liofilizadas nesse
estudo ndo apresentaram picos caracteristicos de estrutura cristalina o que foi
atribuido a encapsulacdo da quercetina e, ou, sua dispersdo na matriz polimérica
eudragit-PVA. Adibikia et al. (2011) observaram esse mesmo efeito em nanoparticulas
de eudragit® RS100 contendo naproxeno, sendo o padrdo de difracdo dessas

dispersdes um forte indicio da dispersao do farmaco nesses nanocarreadores.
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Figura 23 — Difratometria de raios X das formulagdes NPImqg e NPQTImg.
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Fonte: dados da pesquisa.

5.2.5 Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho (V) obtidos dos polimeros puros e de
sua mistura 1:1 estdo indicados na Figura 24. O espectro do eudragit® L100 apresenta
uma banda larga, caracteristica do estiramento de grupos hidroxila (O-H) na faixa de
nimero de onda entre 3509 e 3109cm -, duas bandas caracteristicas de
grupamentos metil e metileno (C-H) em 3009 e 2958 cm -, uma banda intensa em
1713 cm %, caracteristica do estiramento assimétrico do grupo carbonila (C=0) e duas
bandas relativas ao estiramento assimétrico de ligacdes éster (C-O) em 1263 e 1157
cm 1,

A quitosana apresenta bandas caracteristicas de estiramento simétrico e
deformacéo angular de grupos amino (NH2) em 3421 e 1593 cm?, respectivamente,
além do estiramento de grupamentos amida (NH) em 1620 cm 1. Na mistura 1:1 dos
dois polimeros, os picos referentes aos grupamentos NHz da quitosana em torno de
3421 cm 1, bem como as bandas referentes ao C=0 e liga¢des C-O do eudragit® L100,
permanecem no espectro. No entanto, a banda caracteristica da deformacédo da amina
primaria, em 1593 cm 1, da quitosana néo é observada o que possilvelmente ocorreu
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devido ao deslocamento desse pico para regido de menor frequéncia. Esse resultado
poderia ser atribuido a ligagBes de hidrogénio intermoleculares entre os grupos
carboxilicos do eudragit® L100 e o NH2 da quitosana, ja descrita em estudos prévios e
atribuida a interacao eletrostatica entre esses grupamentos e a miscibilidade entre os
dois polimeros (THAKRAL et al., 2010; HAQUE et al., 2012; FAISAL et al., 2018).
Dessa forma, os dados obtidos indicam a presenca de interagdes entre os polimeros

analisados confirmando a interacdo observada através da DSC no presente trabalho.

Figura 24 — Espectro IV dos polimeros eudragit® L100 e quitosana puros e das misturas 1:1.
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Fonte: dados da pesquisa.
5.2.6 pH

Para as NPPlacebo, NPImg e NPQTImq n&o ocorreram variagdes nos valores
de pH estatisticamente significativas ao longo do periodo avaliado (Tabela 5). No
entanto, a formulagcdo sem o farmaco e com o revestimento catidnico apresentou uma
variacdo relevante no intervalo de 35 dias. Essa variagdo pode estar associada a
reducdo do pH no meio circundante que resultaria na protonagéo dos grupos carboxi-
licos (PROIKAKIS et al., 2006) do eudragit® L100 levando ao enfraquecimento da inte-

racdo com a quitosana, observada nos estudos de DSC e IV. Uma vez que 0s
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polimeros utilizados séo acido e base fracos, seu grau de ionizacédo ira depender do
pH do meio (CALIJA et al., 2015).

Pode-se observar também que a incorporacdo do Imq as nanocépsulas resul-
tou aumento do pH em ambas dispersdes coloidais, com e sem revestimento de quito-
sana, o que pode estar relacionado as intera¢des do farmaco com os polimeros utiliza-
dos e ao fato do Imq ser considerado uma base fraca, com pka de 7,3 (TELO et al.,
2016; JIMENEZ-SANCHEZ., 2015). Além disso, as NP revestidas obtiveram um valor
mais baixo de pH quando comparados ao valor das NP néo revestidas o que pode ser
atribuido a utilizacdo de acido acético diluido para solubilizacdo da quitosana no
preparo do revestimento (VIEIRA et al., 2016).

Tabela 5 — Valores de pH obtidos para NP desenvolvidas nos intervalos de 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias
apos preparo

Tempo NPPlacebo NPQTPlacebo NPImq NPQTImq

(dias) (pH £ DP) (pH = DP) (pH = DP) (pH £ DP)
0 4,57 £ 0,04 3,29 £ 0,02* 5,41 + 0,09 3,74 £ 0,03
7 4,59 + 0,08 3,30 £ 0,06 5,32 £ 0,06 3,74 £ 0,02
14 4,50 + 0,08 3,33+ 0,06 5,37 £ 0,06 3,83+£0,01
21 4,62 + 0,09 3,43 10,02 5,36 £ 0,05 3,89 £ 0,03
28 4,54 + 0,16 3,39+0,15 5,38 £ 0,06 3,88 £ 0,03
35 4,34 + 0,03 3,43+ 0,03* 5,41 £+ 0,05 3,83+0,18

p valor 0,819 0,013 0,511 0,195

* Valores que apresentam diferenca estatisticamente significativa considerados para p < 0,05.

DP = desvio-padréo; n = 3; NPPlacebo = nanocépsula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanocapsula polimérica
placebo revestida com quitosana; NPImqg = nanocéapsula polimérica contendo Imq; e NPQTImg = nanocapsula
polimérica contendo Imq revestida com quitosana.

Fonte: dados da pesquisa.

5.2.7 Distribuicao de diametro e indice de polidispersao (IP)

O didmetro e o IP das formulacbes desenvolvidas estdo representados na
Tabela 10 e os gréficos relativos a distribuicdo do tamanho das amostras no dia de

preparo e apos 35 dias estdo indicados na Tabela 6 e nas Figuras 25 e 26.

A espectroscopia de correlacao de fotons € um método eficaz na determinacao
de fendbmenos como inchamento, dissolugéo e cinética de erosdo de nanoparticulas.
Isso pode ser com base no principio de que durante o inchamento do polimero, o

tamanho das particulas aumenta e no caso de erosao ou dissolu¢do ocorre aumento
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significativo no valor do indice de polidispersao (IP) além de reducdo no diametro
(SAHLE et al., 2017).

Tabela 6 — Valores de didmetro hidrodinamico e indice de polidispersdo obtidos para as dispersfes
desenvolvidas nos intervalos de 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s preparo.

NPPlacebo NPQTPlacebo NPImq NPQTImq
Tempo
(dias) Diametro Diametro Diametro Diametro
(nm+ DP) IP£+DP (nm + DP) IP+DP (nm + DP) IP£DP (NM+DP) IP+DP

0 230,2+10,9  0,101+0,01 264,3+9,5 0,162+0,04 249,3+12,6  0,123+0,06 287,0+22,4 0,184+0,01

7 226,2+7,5 0,091+0,02  250,7#5,1  0,108+0,03 245,4+14,5 0,117+0,03 287,2+27,9 0,173+0,03

14 225,0+10,3 0,103+0,04 260,8+9,4 0,163+0,02 250,0+15,4  0,104+0,01 288,6+26,9 0,191+0,03

21 226,2+11,2  0,137+0,01  261,7+6,4 0,181+0.02 248,1+14,4  0,115+0,01 283,6+30,8 0,154+0,03

28 222,4+11,8  0,144%0,0 256,8+4,6  0,170+0.04 242,5+12,2  0,08+0,03 286,1+30,3 0,135+0,05

35 226,7+15,1  0,109%0,1 260,3+7,6  0,147+0.04 247,1+13,8 0,09+0,05 290,8+26,6 0,161+0,03
p valor 0,2209 0,2168 0,9866 0,606 0,403 0,0831 0,6508 0,1266

* Valores que apresentam diferenca estatisticamente significativa considerados para p < 0,05.

DP = desvio-padréo; n = 3; NPPlacebo = nanocapsula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanocépsula polimérica
placebo revestida com quitosana; NPImqg = nanocapsula polimérica contendo Img; e NPQTImg = nanocapsula
polimérica contendo Imq revestida com quitosana.

Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 25 — Curvas de distribuicdo de tamanho das formulacdes desenvolvidas ap6s preparo.
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NPPlacebo = nanocépsula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanocépsula polimérica placebo revestida com

quitosana; NPImqg = nanocépsula polimérica contendo Img; e NPQTImg = nanocapsula polimérica contendo Imqg

revestida com quitosana.

Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 26 — Curvas de distribuicdo de tamanho das formulacdes desenvolvidas 35 dias ap6és preparo.
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NPPlacebo = nanocéapsula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanocapsula polimérica placebo revestida com
quitosana; NPImg = nanocépsula polimérica contendo Imq; e NPQTImg = nanocépsula polimérica contendo Imq
revestida com quitosana.

Fonte: dados da pesquisa.

Durante o periodo avaliado n&o ocorreram variacbes estatisticamente
significativas em ambos parametros, diametro e indice de polidispersdo das
formulac@es, o que poderia ser atribuido a auséncia dos fendbmenos citados ao longo
de 35 dias. Além disso, o valor do IP em todas as medic¢des foi inferior a 0,2 o que
sugere distribuicdo unimodal e homogénea das nanocapsulas (WU et al., 2011).

Observou-se também que o revestimento com quitosana resultou aumento do
tamanho médio das particulas quando comparadas as nao revestidas o que pode
estar associado a adsorcao do polimero catibnico a superficie das nanocapsulas de
eudragit® L100, carregadas negativamente. Resultado semelhante foi encontrado em
estudos realizados anteriormente: em estudo realizado por Varshosaz et al. (2014),
nanoparticulas de poli[(etileno)-co-(acetato de vinila)] contendo carvedilol foram
revestidas com diferentes concentracdes de quitosana (0,2, 0,4 e 0,6% p/v) diluida em
acido acético 2% (v/v). Nesse estudo foi observado aumento do diametro das
particulas revestidas comparadas as formulagdes sem revestimento (VARSHOSAZ et
al., 2014).

59



Resultado similar também foi encontrado em nanolipossomas contendo
alfacipermetrina e etofenprox. Ao avaliar o efeito do revestimento de quitosana no
tamanho dessas nanoparticulas foi observado aumento estatisticamente significativo
do diametro dos nanocarreadores revestidos em comparacdo aos sem revestimento
(BANG et al., 2011).

Em outro trabalho, o revestimento de quitosana (0,25% p/v) em nanocapsulas
de policaprolactona ou de ciclodextrina também promoveu o aumento do tamanho de
ambas particulas. Esse resultado foi atribuido a adsor¢éo das moléculas de quitosana

ao redor da superficie das nanocépsulas desenvolvidas (UNAL et al., 2015).

5.2.8 Potencial zeta

Os valores de potencial zeta medidos apés preparo e em 7, 14, 21, 28 e 35 dias
de todas as formulagdes estao apresentados na Tabela 7. As Figuras 27 e 28 repre-
sentam os graficos dos valores de potencial zeta no dia de preparo e 35 dias apos
preparo. Nenhuma das amostras apresentou variacao estatisticamente significativa no
valor desse parametro no periodo avaliado. As nanoparticulas néo revestidas, tanto a
placebo como a que possui o farmaco incorporado, apresentaram potencial zeta
negativo o que seria esperado devido a presenca de grupos carboxilicos expostos nas
extremidades da cadeia polimérica do eudragit® L100 (CETIM et al., 2010). Entretanto,
a incorporacao do Imqg a esse sistema resultou na reducéo do valor do potencial zeta,

0 que poderia ser atribuido a adsorcdo do farmaco ao polimero.

60



Tabela 7 — Potencial zeta das dispersdes de nanoparticulas 35 dias apds preparo.

NPPlacebo NPQTPIlacebo NPImqg NPQTImq
1;3?;2)0 Potencial zeta Potencial Zeta Potencial Zeta Potencial Zeta
*DP +DP +DP +DP
0 -285+1,8 +13,6 1,8 -40,1 + 3,7 +11,3+0,5
-28,7+0,7 +14,8 £ 0,6 -34,7+0,6 +10,1+0,4
14 -26,3+1)9 +15,2+1,0 -39,9+£20 +10,5+£0,5
21 -29,4+0,3 +11,8 +0,3 -41,3+4,4 +10,5+0,0
28 -27,0+2,8 +140+15 -34,8+4,5 +11,4+0,5
35 -27,3+2,6 +13,4+1,0 -346+1,8 +11,2+1,1
Pvalor 0,4900 0,5648 0,3881 0,5734

* Valores que apresentam diferenca estatisticamente significativa considerados para p<0,05.

DP = desvio-padrédo; n = 3; NPPlacebo = nanoparticula polimérica placebo; NPQTPIlacebo = nanoparticula poli-
meérica placebo revestida com QT; NPImq = nanoparticula polimérica contendo Img; e NPQTImg = nanoparticula
polimérica contendo Imq revestida com quitosana.

Fonte: dados da pesquisa.

As nanoparticulas revestidas com quitosana apresentaram potencial zeta posi-
tivo o que pode estar associado ao excesso de grupos -NH2 protonados na quitosana
em comparacgdo com os grupos -COOH desprotonados do eudragit® L100 (CALIJA et
al., 2015), o que sugere que as particulas foram efetivamente revestidas. A interacao
entre esses dois polimeros, eudragit® L100 e quitosana, pode ter ocorrido esponta-
neamente por meio de interacdes idnicas entre as cargas opostas de ambos, forman-
do compostos polieletroliticos, ja descritos em estudos prévios (van der GUCHT et al.,
2011; CALIJA et al., 2015).

61



Figura 27 — Potencial zeta das dispersdes de nanoparticulas apés o preparo.
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NPPlacebo = nanocépsula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanocapsula polimérica placebo revestida com
quitosana; NPImqg = nanocépsula polimérica contendo Img; e NPQTImg = nanocapsula polimérica contendo Imqg
revestida com quitosana.

Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 28 — Potencial zeta das dispersdes de nanoparticulas 35 dias apés o preparo.
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NPPlacebo = nanocépsula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanocépsula polimérica placebo revestida com
quitosana; NPImqg = nanocépsula polimérica contendo Imqg; e NPQTImqg = nanocépsula polimérica contendo Imq
revestida com quitosana.

Fonte: dados da pesquisa.
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5.2.9 Solvente residual

Os cromatogramas obtidos na analise do padrdo de 5.000 ppm de acetona e
de 3.000 ppm de metanol bem como das formulagbes de NP estdo representados na

Figura 29 e as respectivas areas dos picos estéo indicadas na Tabela 8.

A acetona e o metanol foram identificados nos cromatogramas de acordo com
o tempo de retencdo associado a cada solvente no banco de dados do equipamento.
O metanol apresentou um tempo de retencdo médio de 2,040 min enquanto para a

acetona esse tempo foi de 3,319 minutos.
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Figura 29 — Cromatogramas obtidos na analise por cromatografia gasosa do padréo de 5.000 ppm de
acetona e 3.000 ppm de metanol e das formulacfes de nanoparticulas desenvolvidas.
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Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 8 — Areas obtidas na andlise por cromatografia gasosa do padréo de 5.000 ppm de acetona e
3.000 ppm de metanol e das formulacdes de nanoparticulas desenvolvidas

Metanol (mAU) Acetona (mAU)
Solucéo-padréo 11011517 7114818
NPImq 3968 2181
NPQTImq - -

Fonte: dados da pesquisa.

Ao comparar as areas dos picos das solucdes padrédo de metanol e acetona
com as areas desses solventes nas amostras, observa-se que para a NPImq o valor
é significativamente inferior aos limites estabelecidos pelo guia de seguranca utilizado
como referéncia e para NPQTImq os cromatogramas se aproximam da linha de base
nos tempos de retencdo dos solventes analisados ndo sendo possivel, nesse caso,

quantificar as &reas dos picos.
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Desse modo, pode-se inferir que os residuos de acetona e metanol, utilizados
no preparo das formulagcdes, estdo bem abaixo das especificacbes de seguranca
preconizadas (Guia para solventes residuais do International Conference on
Harmonization of Technical Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for
Human Use, ICH., 2016).

5.2.10 Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo das nanocapsulas foi de 92,5%+0,4 para as
NPImqg e 88,6% = 2,3, para NPQTImq.

A menor eficiéncia de encapsulacdo, observada para NP revestidas com
quitosana, quando comparada a dispersédo coloidal sem revestimento pode ser
associada ao pH mais 4cido dessa formulacéo devido ao uso de acido acético diluido
utilizado para solubilizar a quitosana. Em pH acido o Imq pode tornar-se mais soltvel
uma vez que o composto é considerado uma base fraca (TELO et al., 2016), o que

poderia modificar a particdo do farmaco na formulacao.

5.2.11 Caracterizacédo 6tica por espalhamento multiplo de luz

Os gréficos obtidos das andlises de caracterizacao Optica por espalhamento
multiplo da luz estdo apresentadas na Figura 30. Variagdes de A Backscattering na
base da cubeta (a altura da cubeta esta indicada no eixo das abcissas), representam
fenbmenos de sedimentacdo, alteracdes no topo da célula de andlise determinam
fenbmeno de cremagem e mudancas no meio do espectro estdo relacionadas a
modificacado do tamanho das nanoparticulas que podem ocorrer devido a coalescéncia
ou a floculagcdo (PANDO et al., 2013).

Todas as amostras exibiram variagao positiva no grafico de A Backscattering,
observada como picos ascendentes, tanto na base, como no topo da cubeta. Esse
perfil indica que houve um discreto aumento da concentracdo de particulas na base e
no topo na célula contendo a amostra ao longo das 5 semanas de analise. No meio
da célula, os espectros (ABS) apresentaram elevada sobreposi¢do, com uma variacao
inferior & 2%, indicando que ndo ocorreram mudancgas significativas no tamanho das
particulas o que corrobora com as andlises de tamanho realizadas durante o mesmo

intervalo de tempo (OLEJNIK et al., 2015). Nenhuma das variacdes detectadas foi
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superior a 10%, 0 que sugere que ndo ocorreram processos de desestabilizacao irre-
versiveis e que foram obtidas formulacdes estaveis (PANDO et al., 2013).

Figura 30 — Perfis de retroespalhamento das formulacdes de NP analisadas pelo equipamento
Turbiscan Lab®, no periodo de até 35 dias apds o preparo.
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Fonte: dados da pesquisa.

5.2.12 Estudo de liberacéo in vitro

Os estudos de solubilidade necesséarios para definicdo das condicdes de
realizacdo do estudo de liberacdo in vitro mostraram que a solubilidade do Img em
tampdao acetato pH 5,6, similar ao pH da superficie cutanea, foi de 42,1 ug/mL. Esse
resultado foi considerado para que a manutencao da condi¢do sink do sistema fosse
mantida durante todo o ensaio.

O perfil de liberagdo do Imq a partir das NP esta representado na Figura 31.
Nos primeiros 15 minutos do inicio do estudo, tanto a NPImqg quanto NPQTImg nao

apresentaram diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) na liberacdo do Imq
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comparada a curva do farmaco em solucédo. Esse resultado pode ser atribuido tanto a
fracdo de farmaco ndo encapsulado, livre no meio dispersante, quanto a presenca de
Imq adsorvido na superficie das particulas e liberado mais rapidamente.

Figura 31 — Perfis de liberag&o in vitro do Img em soluc¢éo, Img comercial, NPImg e NPQTImg.
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n = 3; NPPlacebo = nanoparticula polimérica placebo; NPQTPlacebo = nanoparticula polimérica placebo
revestida com quitosana; NPImq = nanoparticula polimérica contendo Imq; e NPQTImg = nanoparticula
polimérica contendo Imq revestida com quitosana.

Fonte: dados da pesquisa.

A rapida liberacéo inicial de substancias carreadas por meio de NP também foi
observada em estudos anteriores e foi atribuida a adsor¢ao do ativo na superficie dos
sistemas (CETIM et al., 2010; EL-NAHAS et al., 2017) ou as moléculas de farmaco

encapsuladas préximas a superficie do nanocarreador (CETIM et al., 2010).

A liberacéo do Imq pelas NP revestidas e ndo revestidas também foi mais lenta
(p<0,05) do que a liberacdo da molécula no produto comercializado a partir do tempo
de 60 minutos do inicio do estudo, indicando que tais formulacdes apresentaram maior
controle na liberagéo do ativo. O Img em solucéo foi completamente liberado em 180
minutos, a formulacdo comercial, em 300 minutos apresentou 80% de liberacédo do
farmaco enquanto, nesse mesmo tempo, a NPImg e NPQTImq exibiram 56 e 64%,

respectivamente, de liberagao.

Em trabalho anterior utilizando nanoparticulas de PLGA e eudragit® L100 em
diferentes razdes, a liberacdo do ativo carreado (diclofenaco de sédio) foi associada
ao intumescimento e erosao do polimero de metacrilato em tampéao pH 6,8, utilizado

como meio receptor. Esses processos, diretamente relacionados a velocidade de
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liberacdo do farmaco, ocorreriam em virtude da desprotona¢cédo dos grupamentos de
acido carboxilico no eudragit® L100 em pH especifico. A ionizacdo desses
grupamentos ocasionaria repulsdo eletrostatica entre as cadeias poliméricas do
eudragit® L100 levando ao intumescimento, a erosdo do polimero e,

consequentemente, a liberacdo do farmaco (CETIN et al., 2010).

No presente estudo o pH do meio receptor foi de 5,6, proximo ao pH de dis-
solucdo do eudragit® L100, pH 6, sugerindo que o intumescimento e erosédo do
polimero através dos mecanismos citados poderiam resultar no perfil de liberacédo

encontrado para o Imq.

Para NPQTImq observou-se liberagdo mais rapida que NPImq (p<0,05), o que
poderia ser ocasionado pela menor eficiéncia de encapsulacdo da NP revestida. A
maior quantidade de farmaco no meio dispersante promoveria, desse modo, a difusdo

inicial mais rapida do ativo através da membrana de dialise.

5.3 CONCLUSAO

O Imq foi encapsulado em NP poliméricas de eudragit® L100, com e sem
revestimento de quitosana, preparadas pelo método de precipitacdo do polimero pré-
formado. Os estudos de caracterizagcdo realizados mostraram que n&o foram
detectadas estruturas cristalinas nas formulacdes NPImqg e NPQTImg pela difratometria
de raios X, sugerindo dispersdo completa do farmaco na matriz polimérica e nucleo
oleoso das particulas. Foram detectadas interacfes entre a quitosana e os demais
componentes da formulacdo por meio das analises de DSC e IV, sendo estas
possivelmente de céarater eletrostatico. O tamanho das particulas dentro da escala
nanométrica foi confirmado pela técnica de espalhamento dinamico da luz e pelas

imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura e de transmisséao.

As formulac¢des desenvolvidas contendo o farmaco, NPImg e NPQTImq, ndo
apresentaram alteracdes estatisticamente significativas de pH, tamanho, indice de
polidisperséo, potencial zeta além de auséncia fenbmenos de instabilidade durante o
periodo de 35 dias. No ensaio de liberacao in vitro as dispersdes NPImg e NPQTImq
tiveram o farmaco liberado no meio receptor no intervalo de 24 horas, enquanto o
farmaco em solucao foi liberado em 3 horas sugerindo potencial das nanocapsuas

desenvolvidas para uso em sistemas de liberacao sustentada do Imq.
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6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIANGIOGENICA DE
NANOPARTICULAS CONTENDO IMIQUIMODE

6.1. MATERIAL E METODOS
6.1.1 Material

Ovos da espécie Gallus domesticus, imiqguimode (Glenmark Generic LTD,
india), copolimero de polimetacrilato, massa molecular 125.000 g/mol (eudragit® L100,
Evonik, Brasil), quitosana de baixa massa molecular 50.000-190.000 g/mol (Sigma
Aldrich, Brasil), miristato de isopropila (Sigma Aldrich, Brasil), triglicerideos dos acidos
caprico e caprilico (Polytechno, Brasil), triolato de sorbitano (Span® 85,Sigma Aldrich,
Brasil), copolimero de polioxietileno-polioxipropileno (Poloxamer 407,BASF, Alemanha),
polissorbato 80 (Merck, Alemanha), creme de imiquimode comercial (Modik, Germed,

Brasil).

6.1.2 Equipamentos

Incubadora de ovos de galinha, estereomicroscopio (Olympus; EUA), sistema
de purificacdo de agua RiOs® (Millipore, EUA), balanca analitica (Sartorious, Alema-

nha), zetasizer nano ZS90 (Malvern Intruments, Inglaterra).

6.1.3 Método

6.1.3.1 Atividade antigiogénica em membrana corioalantoica (CAM) de ovo de

galinha

A atividade antiangiogénica das formulagdes das NP desenvolvidas foi avaliada
por ensaio em membrana corioalantoica de embrides de galinha da espécie Gallus

domesticus.

No dia de chegada dos ovos ao laboratoério, correspondente ao terceiro dia de
desenvolvimento embrionério, foi aberto um orificio de cerca de 1,5 cm de diametro
na casca de todos os ovos. Em seguida, a membrana da casca foi retirada cuidadosa-
mente e a abertura foi coberta com fita adesiva transparente. Os ovos foram mantidos

em incubadora a 37 °C (Figura 32).

69



Figura 32 — Representacao esquematica do ensaio em CAM.
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Fonte: dados da pesquisa.

Apos 48 horas de incubacédo, ou quinto dia de desenvolvimento embrionario,
aplicou-se sobre a membrana coriolantoica, 20 pL das formulacdes a serem testadas:
NPplacebo, NPQTplacebo, NPImq (250 pg/mL), NPQTImg (250 pg/mL). Como
controle positivo utilizou-se o creme de Img comercial na mesma concentracao das
formulacbes desenvolvidas (250 pg/mL). Para a diluicdo do produto comercial,
disponivel na concentracdo de 5mg de Imqg por grama de creme, 200mg do Imq
comercial foram pesados e diluidos em 40 mL de agua purificada atingindo a
concentracdo final de 250 pg/mL. A emulsdo comercial 6leo em &agua obtida foi
homogeneizada em agitador magnético durante 30 minutos a 100rpm. Como controle
negativo foi utilizada uma solucéo de PBS, pH 7,4. Para cada grupo foi utilizado um
n = 12. O local de aplicagéo foi demarcado com um disco de papel de filtro esterilizado
de 0,5 cm de didmetro e os ovos foram novamente cobertos com fita adesiva e
incubados por mais 48 horas (até o sétimo dia de desenvolvimento embrionario)
(Figura 32).

No sétimo dia de desenvolvimento embrionario ou quinto dia de incubagéo, as
membranas corioalantoicas de todos os ovos foram retiradas e fotografadas com
auxilio de um microscopio estereoscopico conectado a um sistema de camera. A

quantificacdo dos vasos foi realizada através do programa Image J.
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As membranas tratadas com PBS, creme de Imq comercial diluido, NPImqg e
NPQTImq foram fixadas em formaldeido a 10%, emblocadas em parafina, cortadas a
5 um e coradas em solucdes de hematoxilina e eosina. Nas laminas obtidas avaliou-

Se a presenca e, ou, auséncia de vasos sanguineos.

Com o objetivo de verificar a estabilidade das NP em pH préximo ao pH dos
ovos (entre 7 e 7,6) (REIJRINK et al., 2008; REGO et al., 2012), 1 mL das formulacdes
NPImqg e NPQTImq foi diluido em PBS pH 7,4 narazdo 1:10. Nos tempos 0 e 48 horas
(periodo em que a formulacdo fica em contato com a membrana corioalantoica), o
diametro médio das formulacdes diluidas foi determinado por espectroscopia de
correlacdo de fétons. Foi avaliada também a variacdo do potencial zeta da dispersao
NPQTImqg a medida que o pH do meio dispersante se torna basico através da titulagéo
pH versus potencial zeta dessa formulagéo utilizando uma solugdo de NaOH na

concentracdo de 0,2mol/L como titulante.

6.1.3.2 Andlise estatistica

Para avaliar a relacdo entre os dados dos grupos testados, utilizou-se o teste
estatistico de Tukey (Analise de variancia — ANOVA). O valor de p foi considerado
significativo quando menor que 0,05.

6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes ao percentual de vasos para cada grupo testado estao
indicados na Figura 33. Tanto a formulacdo comercial diluida como a NPImq reduzi-
ram significativamente a proporcéo de vasos sanguineos da CAM em relacdo ao gru-
po controle. As NP contendo Imqg levaram a diminuicdo de 70,6% dos vasos da
membrana, sendo também a Unica dispersédo que apresentou efeito antiangiogénico
superior ao obtido pela formulagdo comercial, de cerca de 24,2%. A NPPlacebo néo
apresentou diferenca estatisticamente significativa do grupo controle, sugerindo que
a reducdo de vasos verificada no grupo NPImq ocorreu devido apenas a presenca do

farmaco.

A acgao antiangiogénica do Imq ocorre devido a indugéo de citocinas antiangio-
génicas como alL-12, que atua na reducao da producéo celular de fatores proangiogé-
nicos como bFGF e VEGF, inibe a motilidade e invasao vascular (LI et al., 2005), e
induz a apoptose de células endoteliais (LI et al., 2005; KUZNETSOVA et al., 2012;
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TREMAINE et al., 2012). Estes mecanismos poderiam explicar os resultados obtidos

nos grupos tratatos com Imq Comercial e NPImg.

Figura 33 — Percentual de vascularizagdo em ensaio de CAM para Imq comercial diluido e
formulagBes desenvolvidas.
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* Valores que apresentam diferencga estatisticamente significativa em relag@o ao controle; *a = valores
que apresentam diferencga estatisticamente significativa em relagcéo ao Imqg comercial; n=12; NPPlacebo
= nanoparticula polimérica placebo; NPQTPIlacebo = nanoparticula polimérica placebo revestida com
quitosana; NPImqg = nanoparticula polimérica contendo Imq; e NPQTImqg = nanoparticula polimérica
contendo Imq revestida com quitosana.

Fonte: dados da pesquisa.

A veiculagdo do Img em NP néo revestidas proporcionou um aumento de cerca
de trés vezes do efeito inibidor de formacéo de vasos em relacdo ao Img comercial,
sugerindo que esse sistema possa ter promovido maior internalizacao do farmaco nas
células e camadas da CAM e consequentemente, maior efeito antiangiogénico. O
aumento da captacao celular/tecidual de farmacos pouco sollveis veiculados através
de nanoparticulas € relatado na literatura, sendo atribuido principalmente a elevada
relacdo area/superficie desse tipo de particula, capaz de melhorar a adsorcéo e

controlar a dissolucdo desses compostos (LAl et al., 2016).

Outros estudos também relatam o aumento da atividade antiangiogénica de
alguns farmacos quando encapsulados em nanocarreadores. Nanoesferas poliméri-
cas carreando paclitaxel e endostatina apresentaram maior efeito antiproliferativo em
células endoteliais do cordao umbilical humano, comparado ao mesmo efeito desses
farmacos em sua forma livre. Esse resultado foi associado a reducéo de reacdes de
oxidacdo e degradacdo enzimatica promovida pela encapsulacdo dos ativos em

nanocarreadores e a sua liberacdo sustentada (HAMMADY et al., 2009).
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Nanoparticulas contendo magnolol, composto isolado da Magnolia o fficinalis, e
com propriedades antioxidantes e antiproliferativas, demonstraram melhor eficiéncia
de captacdo em células musculares lisas vasculares comparada a sua forma livre.
Esses dados foram atribuidos a liberacéo controlada do ativo através da parede poli-
mérica das nanoparticulas que funcionou como barreira a liberacdo do magnolol, o

gue nao ocorreu com o farmaco livre, rapidamente metabolizado (WANG et al., 2011).

Este efeito também é confirmado nas imagens representativas dos grupos tra-
tados e controle obtidas por estereomicroscopia (Figura 34). No grupo controle, obser-
va-se ampla vascularizacdo da CAM com presenca de vasos de grande calibre na
imagem obtida pelo estereomicroscépio. Esse resultado corrobora com as imagens
histol6égicas em aumentos de 40 e 100x, nas quais se notam vasos calibrosos na
mesoderme (ME) e microvasos logo abaixo da ectoderme (EC). No grupo tratado com
Imq comercial ainda € possivel observar a presenca de macro e microvasos, porém
em menor quantidade. No grupo NPImg, macrovasos estdo ausentes, mas ainda se

observam vasos sanguineos de pequeno calibre.

Para o grupo tratado com NPQTImq nao foi observada diferenca no percentual
de vascularizacdo estatisticamente significativa em relacdo aos grupos placebo e
controle (Figura 33). Na Figura 34 também é possivel observar vasos sanguineos de
grande e pequeno calibre por toda membrana em grupo tratado com NP contendo Imq
revestida com quitosana, confirmando auséncia de efeito dessa formulacdo na

angionénese durante o periodo em que o ensaio foi realizado.

Nas analises de diametro hidrodinamico das formulacdes NPImq e NPQTImq
diluidas em tampao pH 7,4 (Figura 35), condicdo semelhante ao ensaio em CAM,
nota-se que a distribuicdo do tamanho das nanocapsulas NPImg matém-se em escala
nanometrica e com indice de polidisperséao inferior a 0,2 em 0 e 48 horas apos diluicao
sugerindo que nesse periodo as NP mantiveram-se estaveis em pH 7,4. E possivel
observar também que o diametro médio das nanocapsulas NPImg aumenta de 234,1

para 242,7 nm no intervalo de 48 horas.
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Figura 34 — Analise histopatoldgica de CAM (40 e 100X) [EC (Ectoderme) ME (Mesoderme) VS (vaso
sanguineo)].

40x 100x

. w
e '~ g 4

Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 35 — Curvas de distribuicdo de tamanho das formulagées NPImg e NPQTImq O e 48 horas
apos diluicdo em tampéo pH 7,4.
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NPImqg = nanocapsula polimérica contendo Imqg; e NPQTImq = nanocapsula polimérica contendo Imq revestida
com quitosana.

Fonte: dados da pesquisa.

Resultados semelhantes foram encontrados em estudos realizados por SAHLE
e colaboradores em 2017 que demonstram que NP de eudragit® L100 contendo
dexametasona néo dissolveram ou erodiram em pH 7,5 (superior ao pH 6 de dissolu-
¢ao do eudragit® L100), apenas intumesceram. O intumescimento da matriz polimérica
pode ser observado pelo aumento de tamanho das NP por espectroscopia de
correlacdo de fotons (SAHLE et al., 2017), resultado também obtido no presente

estudo.

Para NPQTImq observa-se que em 48 horas as particulas tém aumento do
didmetro hidrodindmico apos diluicdo em tampao pH 7,4, condicdo do ensaio em
CAM, com presenca de particulas micrométricas, e indice de polidispersao superior a
0,5. Este resultado sugere que nesse pH, as NP revestidas se agregam formando
sistemas ndo nanométricos. O aumento do didmetro de NPQTImq nessas condi¢des

sugere que durante o ensaio em CAM a formulacdo ndo se manteve estavel formando
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sistemas distintos de NP o que poderia modificar a internalizacdo do Imq veiculado
por esse sistema. Estes dados sao similares aos resultados obtidos em estudo
realizado por Hussain et al. (2013) que avaliaram a estabilidade de NP de quitosana
na faixa de pH entre 3 e 7, sendo observado que em pH 7, assim como no presente
estudo, ocorreu aumento expressivo no diametro das particulas testadas, o que foi

atribuido a aglomeragcédo das mesmas.

A agregacdo das particulas nesse pH pode ter ocorrido devido a desprotonagéo
dos grupamentos ionizaveis, carregados positivamente, da quitosana a medida que o
pH do meio se modifica de acido para basico levando assim a diminui¢do do potencial
repulsivo da superficie entre as particulas e sua consequente aglomeracdo (LOPEZ-
LEON et al., 2005; HUSSAIN et al., 2013). Essa hipotese foi confirmada através da
andlise simultanea de pH e potencial zeta da formulacdo NPQTImq (pH em torno de
4) a medida que foram adicionados volumes conhecidos de solucdo de NaOH a 0,02
mol/L (Figura 36).Foi observado que a medida que o pH da disperséao foi se tornando
mais basico o modulo do potencial zeta reduziu, chegando ao seu ponto isoelétrico,
ou seja, de inversédo de carga superficial positiva para negativa em pH 4,49. Esse
resultado corrobora com a hipétese de que em meio dispersante basico a formulagéo
NPQTImg provavelmente se torna instavel devido a diminuicdo de forcas repulsivas

de carater eletrostatico.

Figura 36 — Curva de titulacéo pH vs Potencial Zeta da formulacdo NPQTImq

207 - - pH&48-

1071

Zata Potertial (m')

6
pH(titulante Na©H 0,02M)

NPQTImqg = nanocépsula polimérica contendo Imq revestida com quitosana.
Fonte: dados da pesquisa.
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6.3 CONCLUSAO

A formulacao de NP de Imq néo revestidas com quitosana apresentou atividade
antiangiogénica superior ao Imq comercial em modelo de membrana corialantoica de
embrido de galinha. Este resultado indica potencial da formulacdo desenvolvida para
o tratamento de doencas causadoras de angiogénese. Contudo, as NP revestidas com
quitosana ndo apresentaram atividade significativa na reducdo de formagé&o de vasos

sanguineos no periodo de tempo do ensaio.
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7 AVALIACAO IN VIVO DA PERMEACAO CUTANEA E DA ATIVIDADE
QUIMIOPREVENTIVA DAS NANOPARTICULAS DESENVOLVIDAS
EM MODELO MURINO DE CARCINOGENESE QUIMICA

7.1 MATERIAL

Imiquimode (Glenmark Generic LTD, india), copolimero de polimetacrilato,
massa molecular 125.000 g/mol (eudragit® L100, Evonik, Brasil), quitosana de baixa
massa molecular 50.000-190.000 g/mol (Sigma Aldrich, Brasil), miristato de isopropila
(Sigma Aldrich, Brasil), triglicerideos dos acidos céprico e caprilico (Polytechno,
Brasil), triolato de sorbitano (Span® 85, Sigma Aldrich, Brasil), copolimero de polioxi-
etileno-polioxipropileno (Poloxamer 407,BASF, Alemanha), polissorbato 80 (Merck,
Alemanha), creme de imiquimode comercial (Modik, Germed, Brasil), (7,12-dimetil-
benz(a)antraceno) DMBA (Sigma Aldrich, Brasil), 6leo de créton (Sigma Aldrich, Brasil),
acetona (Synth, Brasil), alcool PA (Synth, Brasil), formaldeido (Synth, Brasil), parafina
(Paraplast®, Sigma Aldrich, Brasil), hematoxilina (Sigma Aldrich, Brasil), eosina (Sigma
Aldrich, Brasil), fita adesiva (Scotch 3M, Brasil), micropipeta 200 pL (Gilson, EUA),
paquimetro digital (Digimess, Brasil).

Camundongos Swiss machos sadios, com peso entre 20 e 25g, foram fornecidos
pelo biotério da Fundagéo Ezequiel Dias (FUNED).

Todos os experimentos realizados em animais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da FUNED (CEUA), ne do protocolo: 108/2016
(ANEXO A).

7.2 EQUIPAMENTOS

Agitador magnético (Nova Etica, Brasil), microscopio 6ptico (Olympus, EUA),
micrétomo (Olympus cut 4025, EUA), sistema de purificacédo de Agua RiOs® (Millipore,
EUA), banho de ultrassom (Elma, Alemanha), cromatografo liquido de alta eficiéncia
(Agilent, EUA).
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7.3 METODOS

7.3.1 Permeacao cutanea de formulacdes contendo Imqg

Os camundongos foram randomicamente divididos em trés grupos (n =8) A, B
e C e a pele dorsal de todos os animais foi depilada (3 x 3 cm?) usando um aparador
de pélos 48 horas antes do inicio do experimento. O tratamento realizado nos grupos

se deu da seguinte forma:

Os animais do grupo A receberam topicamente 200uL de NPImq trés vezes por

semana durante 16 semanas consecutivas;

Os animais do grupo B receberam topicamente 200uL de NPQTImq trés vezes

por semana durante 16 semanas consecutivas;

Os animais do grupo C receberam topicamente 200uL de Img comercial diluido

trés vezes por semana durante 16 semanas consecutivas.

Apébs eutanasia, os animais dos grupos A, B e C tiveram o estrato cérneo da
area dorsal removido pela técnica de remocéo de fita. Para esse procedimento 20 fitas
adesivas foram cortadas em 2 cm x 2 cm, aderidas consecutivamente na regiao dorsal

de cada animal e removidas rapidamente (PRACA et al., 2018).

ApOs a extracdo do estrato corneo, foram removidos fragmentos da pele dorsal
de todos os animais e a epiderme foi separada da derme. Para este procedimento, 0s
fragmentos da pele foram imersos em agua ultrapura a 60 ° C durante 45 segundos e
a epiderme foi separada da derme usando um bisturi cirargico (VENTURINI et al.,
2015). A epiderme e a derme foram cortadas e colocadas em diferentes frascos
contendo acetonitrila e metanol (1: 1) e mantidas em banho de ultrassom durante 30
minutos para extracdo do Imqg. ApoOs este tempo, os conteudos dos tubos foram
filtrados (em filtros de 0,45 uym) para vials e analisados por cromatografia liquida de

alta eficiéncia utilizando método previamente descrito.

7.3.2 Acdo quimiopreventiva de formulacdes contendo Imqg

Os animais foram randomicamente divididos em sete grupos (n = 8) e a pele

dorsal de todos os camundongos foi depilada (3 x 3 cm?) usando um aparador de
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pélos 48 horas antes do inicio do experimento. O tratamento realizado nos grupos | a

VII, esquematizado na Figura 37, se deu da seguinte forma:

Os animais do grupo | receberam topicamente 200uL de acetona trés vezes por

semana durante 16 semanas consecutivas servindo como controle negativo;

Os animais do grupo Il receberam dose Unica do iniciador tumoral DMBA
(100ug dissolvido em 200 pL de acetona) sobre a area de pele raspada. Uma semana
apos iniciagdo com DMBA aplicou-se sobre o dorso dos animais 200 uL do 6leo de
croton 1% dissolvido em acetona (200 uL). Esse procedimento foi realizado trés vezes
por semana durante 16 semanas consecutivas sendo esse grupo considerado o

controle cancerigeno.

Os animais dos grupos Il e IV: receberam dose Unica do iniciador tumoral
DMBA (100 pg dissolvido em 200 pL de acetona) sobre a area de pele depilada. Uma
semana apos iniciacdo com DMBA aplicou-se sobre o dorso dos animais 200 pL das
formulagc6es NPPlacebo (Grupo Ill) e NPQTPlacebo (Grupo IV) 2 horas antes da
aplicacé@o do 6leo de croton 1% dissolvido em acetona (200 pL). Esse procedimento

foi realizado trés vezes por semana durante 16 semanas consecutivas.

Os animais dos grupos V, VI e VII: receberam dose Unica do iniciador tumoral
DMBA (100 pg dissolvido em 200 pL de acetona) assim como os grupos lll e IV. Uma
semana apos iniciacdo com DMBA aplicou-se sobre o dorso dos animais 200 yL das
formulagbes NPImq (Grupo V), NPQTImq (Grupo VI) e Img comercial (Grupo VII) 2
horas antes da aplicacéo do 6leo de créton 1% dissolvido em acetona (200 pL). Esse
procedimento foi realizado trés vezes por semana durante 16 semanas consecutivas
sendo esses grupos comparados ao controle tumoral e entre si afim de avaliar a

atividade quimiopreventiva das formulagées contendo Img.

Os grupos Il ao VII tiveram registrados semanalmente, o nimero e diametro
dos tumores acima de 1mm presentes na superficie dorsal (ABEL et al., 2009;
NIRMALA; NARENDHIRAKANNAN., 2017). Os parametros estudados apés a conclu-
sdo do estudo (16 semanas) foram: o numero e diametro médio dos tumores,

determinado através de paquimetro calibrado, por grupo experimental

80



Figura 37 — Representacao esquematica da inducdo tumoral realizada.

Tratamento: NPImq, NPQTImg e Img comercial 3X por semana
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Fonte: dados da pesquisa.

ApoOs eutanasia dos animais dos grupos | a VI, a pele dorsal foi removida e
fixada em formol 10% por 24 horas. Em seguida realizou-se a desidratagdo das amos-
tras de tecido cutaneo em é&lcool 70, 80 ,90 e 100% durante 2 horas em cada concen-
tracdo. ApoOs desidratadas as amostras de pele foram emblocadas em parafina,
cortadas a 5 um e coradas com solucbes de hematoxilina e eosina. Nos cortes
histol6gicos obtidos avaliou-se alteragcdes como hiperceratose (aumento da espessura
do estrato cérneo), hiperplasia (aumento da espessura da epiderme), presenca de
infiltrado inflamatério e de pérolas corneas.

7.3.2 Anélise estatistica

Para avaliar a relacdo entre os dados dos grupos testados, utilizou-se o teste
estatistico de Tukey (Analise de variancia — ANOVA) e o teste t ndo pareado. O valor
de p foi considerado significativo quando menor que 0,05.

7.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.4.1 Permeacao cutidnea de formulacdes contendo Imq

A concentracdo de Imq retido na epiderme e na derme em diferentes
formulacBes esta representada na Figura 38. E possivel observar que as dispersées
aquosas, NPImg e NPQTImq, obtiveram maior concentracao do farmaco na derme do
gue na epiderme enquanto o Img comercial apresentou efeito contrario, com maior
retencdo do Imq na epiderme em relagdo a derme. Esse resultado indica que o
encapsulamento do Img em nanocarreadores poliméricos foi capaz de promover a
permeacdo e retencdo do farmaco em camadas mais profundas da pele. Tal efeito

pode ser vantajoso na terapia com Imq uma vez que seu principal mecanismo de acao
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ocorre por meio da ativacao de células apresentadoras de antigenos, como as células
dentriticas, presentes na derme (MICALI et al., 2014). A permeacao das NP nessas
camadas possivelmente ocorreu através dos foliculos pilosos que permitem o acumulo
desses nanocarreadores nas aberturas foliculares, criando um sistema reservatorio e
liberando o farmaco lentamente (KOLENYAK DOS SANTOS et al., 2013; BALZUS et
al., 2017).

Figura 38 — Permeacédo cutédnea de formula¢des contendo Imq

NPImq
00 NPQTImq
E23 Img Comercial

Cada coluna representa a média £DP; n = 8 (* p < 0,05 versus Imqg comercial/Grupo C)
Fonte: dados da pesquisa.

A modificacdo da biodistribuicdo de farmacos quando carreados por NP
poliméricas é descrita na literatura sendo atribuida principalmente ao aumento da
biodisponibilidade, area superficial e controle da liberacdo da substancia terapéutica

promovida por esses sistemas (FRANK et al., 2015).

Devido ao maior controle da liberagdo da NPImg em relacdo a NPQTImq,
observada in vitro no presente trabalho, esperou-se que a NPImq obtivesse maior
retencdo do farmaco nas camadas viaveis da pele do que NPQTImq. No entanto, ndo
ocorreram diferencas estatisticamente significativas entre as duas formula¢cées no
estudo in vivo. Esse resultado poderia ser explicado pelo fato de que no ensaio in vitro

nao sao consideradas as possiveis interacdes das NP com o tecido cutaneo.

A quitosana, utilizada como polimero de revestimento em NPQTImg, €&
comumente descrita como um potencializador da permeacédo cutanea. Esse efeito se
deve a sua carga positiva em meios moderadamente acidos que promove maior

adesdo as membranas bioldgicas, negativamente carregadas (GOYAL et al., 2016).
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Essa propriedade poderia explicar a permeacéo cutanea da dispersdao NPQTImqg néo

diferir de NPImq, embora apresente liberagdo mais rapida no estudo in vitro.

7.4.2 Acao quimiopreventiva de formulacdées contendo Imqg

Os resultados referentes ao numero e diametro médio dos tumores ao final do
experimento estdo indicados nas Figuras 40 e 41. A imagem representativa da pele
dorsal dos camundongos (Figura 39) referente ao grupo controle negativo (Grupo 1),
tratado apenas com acetona, mostra auséncia de lesGes tumorais aparentes enquanto
0 grupo controle cancerigeno (Grupo Il) e os grupos tratados com formulagdes place-
bo (11l e IV) apresentaram multiplos papilomas confirmando que a inducéao do processo
de carcinogénese quimica através do modelo DMBA/6leo de croton néo foi alterada
com a aplicacdo das formulacdes placebo. Esse resultado também é verificado quanto
ao numero final de papilomas ao final do experimento (Figura 40) uma vez que nao
ocorreram diferencas estat[isticas (p<0,05) entre os grupos Il, lll e IV. Nota-se também
reducdo na multiplicidade de tumores dos grupos tratados com NPImqg (Grupo V),
NPQTImq (Grupo VI) e Img comercial (Grupo VII), comparativamente aos grupos I, Il
e IV (Figura 39).

Figura 39 — Imagem representativa dos grupos experimentais do estudo in vivo.

Fonte: dados da pesquisa.
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Esse resultado pode ser confirmado pela anélise do numero médio de tumores
por grupo ao final do experimento (Figura 40). Nos grupos V e VI, tratados com NPImq
e NPQTImq, a média do nimero de tumores por camundongo foi de 8,00 + 2,27 e
8,60 * 4,28, respectivamente, sendo inferior (p < 0,05) tanto a média de papilomas
nos respectivos grupos tratados com NPPlacebo, de 25,00 £ 3,41 (Grupo Ill) e
NPQTPlacebo, de 24,50 + 5 (Grupo 1V), quanto ao nimero médio de tumores no grupo
Il ou controle cancerigeno, de 21,00 + 3,74. Ambas NP contendo Img obtiveram, ainda,
maior efeito quimiopreventivo em relacéo aos animais tratados com Imq comercial que
apresentaram 18,22 + 8,64 de papilomas por animal ao final do estudo. O grupo em
que foi aplicado o Imq comercial também n&o apresentou diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05) em relacdo ao controle cancerigeno, apesar de obter menor
média de papilomas. Este resultado sugere alta variabilidade na resposta anti-tumoral
obtida pelo tratamento comercial na concentracdo de 250 pg/mL do Img, a mesma

utilizada nas formulagdes de NP.

Figura 40 — Nimero médio de tumores por camundongo referente as formulagfes testadas.
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Cada coluna representa a média +DP; n = 8 (* p < 0,05 versus NPPlacebo/Grupo Ill, p ** < 0,05 versus
NPQTPlacebo/ Grupo IV, “a” p < 0,05 versus Im comercial/ Grupo VIl e “b” p < 0,05 versus DMBA +
Oleo de croton/ Grupo Il)

Fonte: dados da pesquisa.

A atividade antitumoral das formula¢cées de NP contendo Imqg no processo de
carcinogénese pOde ser observada também a partir da distribuicdo do diametro dos
papilomas (Figura 41). NPImg e NPQTImg promoveram reducao estatisticamente
significativa no numero meédio de papilomas em todas as faixas de diametro. Nota-se
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também que para tumores entre entre 3 e 4 mm de diametro, ambas formula¢cdes de
NP apresentaram menor média de papilomas (p< 0,05) em relacdo a formulagéo

comercial.

O efeito quimiopreventivo superior das NP contendo Img comparativamente ao
Img comercial pode ser devido a uma combinacdo do efeito de permeabilidade e
retencdo aumentada (EPR) dos nanocarreadores nos papilomas (PRABHU et al.,
2015; KHAN, 2017; NIRMALA; NARENDHIRAKANNAN., 2017), a atividade antiangio-
génica, a liberacdo mais lenta do farmaco pelas nanocapsulas e a maior retencao do

Img nas camadas viaveis da pele promovida pelas NP.

Quando os tumores atingem cerca de 2 mm, novos vasos sdo desenvolvidos
para garantir nutrientes e fornecimento de oxigénio ao tecido tumoral. Esses vasos se
formam de maneira desorganizada e com fenestracdes que variam de 100 nma 2 um
(PRABHU et al., 2015), permitindo que as NP atinjam a vasculatura tumoral através
dessas lacunas endoteliais e liberem o medicamento no local alvo. Por outro lado os
tecidos sadios possuem lacunas bem menores (de 15 a 30 nm), inviabilizando o

acumulo de NP de maior didmetro nesses locais.

Como as NP apresentam liberacdo mais lenta do farmaco, também podem
formar um sistema de reservatério além de reduzir sua degradacéo, levando a um
aumento da sua biodisponibilidade, como demonstrado no estudo de permeacéo
cutdnea realizado no presente trabalho. A liberacdo sustentada também esta
associada a reducao de efeitos colaterais (REHMAN; ZULFAKAR., 2017), o que pode

ser confirmado nas analises histopatoldgicas.

O grupo | (Figura 42) apresentou estrutura padrdo da pele, com as camadas
epiderme e derme bem delimitadas e sem a presenca de infiltrado inflamatério. Ja os
grupos de controle tumoral e tratados com NP placebo (Il, Il e VI) revelaram
hiperplasia epidermal (aumento da espessura da epiderme), hiperceratose (aumento
da espessura da camada cornea) infiltrado inflamatério abundante, invaséo de células
da epiderme na derme, e formacdo de pérolas corneas (células escamosas
queratinizadas), causadas pela aplicacdo de 6leo créton e do DMBA (EL-NAHAS;
ALLAM; ABEL et al., 2017).
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Figura 41 — Distribuicdo do didmetro dos tumores por grupo experimental.
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Fonte: dados da pesquisa.

Os grupos tratados com NPImqg e NPQTImq (V e VI) apresentaram camadas
da pele (epiderme e derme) mais bem delimitadas e com espessura epidermal inferior
aos grupos Il, lll e IV e ao grupo tratado com Imqg comercial ( Grupo VII). No entanto,
ainda é possivel observar nos grupos V e VI presenca de infiltrado de células
inflamatorias e pérolas corneas, embora em menor propor¢cdo que nos grupos ILII e
VI, além de maior espessura epidermal em relacéo ao grupo |. Este resultado confirma
gque a acao quimiopreventiva do Imq ocorreu de uma forma dependente da formulacao
em gque foi veiculado, uma vez que as formulacdes de NP na mesma concentracao

qgue a formulacdo comercial diluida apresentaram eficacia superior a esta.

Resultados similares foram descritos por Rehman e Zulfakar (2017). Neste
trabalho, também foi avaliado o potencial quimiopreventivo de um sistema coloidal
bigel de dleo de peixe contendo Img em modelo murino de cancer de pele. Esse
sistema levou a reducdo das alteracdes histopatoldgicas, controle do crescimento
tumoral e inibigédo significativa de VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) em
comparacdo com o grupo de controle cancerigeno. No entanto, o sistema bigel foi
aplicado diariamente sobre a pele dorsal dos animais na concentracdo de 5 mg de
Imq por grama de formulacdo. No presente estudo, utilizou-se uma concentragéo 20
vezes inferior do farmaco e as formulagbes foram aplicadas apenas trés vezes por
semana, sugerindo eficacia do sistema desenvolvido mesmo em baixas concentra-

cOes e menor frequéncia de aplicacéo.
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Uma vez que o numero final de papilomas pode ser considerado um parametro
para se avaliar a iniciagdo tumoral e o crescimento desses tumores € um indicador da
expanséo clonal das células “iniciadas”, este resultado sugere que as NP contendo
Img com e sem revestimento foram capazes de inibir ou reverter parcialmente tanto a

etapa de iniciacdo como a fase de promoc¢ao tumoral no estudo realizado (KEMP,
2005).
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Figura 42 — Analise histopatoldgica de pele de camundongo (aumento de 20x) [EP (Epiderme) D
(Derme) SC (estrato cérneo) PC (pérola cérnea) IF (infiltrado inflamatorio)].

Fonte: dados da pesquisa.
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9 CONCLUSOES

Foi possivel obter nanoparticulas estaveis com cerca de 90% de eficiéncia de
encapsulacdo do Imq e liberacdo prolongada do farmaco comparativamente as formas
livre e comercial.

Os dados obtidos no ensaio de atividade antiangiogénica, permeagéo cutanea
e no modelo de carcinogénese quimica utilizado demonstraram que a encapsulacao
do Imq em nanocarreadores promoveu aumento significativo da eficacia tanto na
inibicdo da formacdo de novos vasos sanguineos como na ac¢ao quimiopreventiva do
farmaco além da permeacao cutanea em camadas profundas da pele.

Como perspectiva desse trabalho, as nanocapsulas desenvolvidas poderiam
ser incorporadas em veiculos de aplicacdo topica como géis e cremes e realizados
outros estudos pré-clinicos utilizando diferentes modelos tumorais e espécies de

animais.
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ANEXO A - Oficio de aprovacao do projeto para teste in vivo pelo
Comité de Etica da Funed

zz} FUNED

Fundacao
7|7| Ezequiel Dias
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada "Desenvolvimento de nanoparticulas
contendo imiquimode para tratamento de carcinoma basocelular
superficial", registrada com o n°108/16, sob a responsabilidade de Silvia
Ligério Fialho, que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) da Fundagao Ezequiel Dias, em reunido de 09/11/2016

Finalidade Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagéo 01/04/2017 a 01/06/2017
Espécie/linhagem/raga Camundongos Swiss - Webster

N° de animais 70 camundongos / 10 animais por grupo
Peso/Idade 20—30 g/ Adulto

Sexo : Machos 3

Origem Servigo de Biotério da Fundagéo Ezequiel Dias

Informa¢ao aos pesquisadores:

Reiteramos a importancia deste Parecer, e lembramos que o(a) pesquisador(a)
responsavel devera encaminhar & CEUA-FUNED o Relatério Final baseado na
conclusdo do estudo e na incidéncia de publicacdes decorrentes deste, de acordo com
o disposto na Lei n° 11.794 de 08/10/2008, e Resolugdo Normativa n°. 01, de
09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo-Animal-CONCEA. O
prazo para entrega do Relatério é de até 30 dias ap6s o encerramento da pesquisa, a
qual esta prevista para finalizar suas agées até 01 de Junho de 2017.

Belo Horizonte, 18 de Novembro de 2016.
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