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RESUMO

VALENZUELA-OSES, J.K. Nanoencapsulacdo do farmaco miltefosina em
micelas poliméricas de poli(6xido de etileno)-poli(6xido de propileno).2016.
100f. (Dissertacdo de Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Universidade de Séao Paulo, Sado Paulo, 2016.

Miltefosina € uma alquilfosfocolina com atividade antineoplasica. No entanto
sua utilizacdo miltefosina é limitada a aplicacdo topica devido a seu alto potencial
hemolitico. No presente trabalho, a miltefosina foi encapsulada em micelas
poliméricas de pluronic F127 (poli(6xido de etileno)-(poli(6xido de propileno)-
(poli(bxido de etileno), a técnica utilizada foi o método de hidratacdo do filme
polimérico. Um planejamento fatorial do tipo desenho de composto central (CCD) foi
utilizado para investigar o efeito de trés variaveis, a temperatura de hidratacédo,
velocidade de agitacdo e tempo de agitacdo sobre o didmetro hidrodinamico da
micela (Dy) e o indice de polidispersdo (IP). As micelas poliméricas foram
caracterizados mediante espalhamento de Iluz dinamico (DLS), -calorimetria
exploratéria diferencial (DSC) e microscopia eletronica de transmissao (TEM). As
micelas obtidas exibiram uma morfologia nucleo-corona esférica com Dy= 29,09 +
0,168 e IP = 0,105 * 0,005. A estabilidade fisica das micelas contendo miltefosina e
liofilizadas foi estudada apdés 3 meses de armazenamento a 4 °C, sendo que as
micelas apresentaram elevada estabilidade com baixo indice de polidispersao (0,189
+ 0,008). Ensaios de citotoxicidade in vitro em células HeLa e H358 demonstraram
gue o efeito citotbxico das micelas foi semelhante ao da miltefosina livre.
Adicionalmente, as micelas de pluronic F127 contendo 80 uM de miltefosina ndo se
mostraram hemoliticas, sendo que esse efeito € observado para o farmaco livre
(30%). Portanto, a incorporagdo de miltefosina em micelas poliméricas de pluronic
F127 pode ser considerada uma estratégia promissora para viabilizar o emprego

desse farmaco, bem como de outras alquilfosfocolinas na terapia do cancer.

Palavras - chave: Alquilfosfocolinas, miltefosina, pluronics, poloxamers, micelas

poliméricas.



ABSTRACT

VALENZUELA OSES, J.K. Miltefosine drug nanoencapsulation in polymeric
micelles of poly (ethylene oxide) poly (propylene oxide).2016. 100f. (Master
thesis). Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2016.

Miltefosine is an alkylphosphocholine with antineoplastic activity but limit use
to topical application due to high hemolytic potential. In this work we encapsulated
miltefosine in polymeric micelles of pluronic F127 (poly-(ethylene oxide)-poly -
(propylene oxide)-poly-(ethylene oxide)), the technique used was thin-film hydration
method. A central composite design (CCD) was used to investigate the effect of three
variables, namely film hydration temperature, stirring speed and stirring time on
micelle hydrodinamic diameter (D) and polydispersity index (IP). Polymeric micelles
were characterized by dynamic light scattering (DLS), differential  scanning
calorimetry (DSC) and transmission electron microscopy (TEM). The obtained
miltefosine-loaded polymeric exhibited core-shell morphology with Dy = 29.09 £ 0.168
nm and Pl = 0.105 £ 0.005. Physical stability of the lyophilized pluronic F127-
miltefosine micelles after 3 months storage at 4°C showed high stability with low
polydispersity index (0.189 + 0.008) . In vitro cytotoxicity against HeLa and H358
cells demonstrated that the cytotoxic effect pluronic F127-miltefosine micelles was
similar to free miltefosine. Additionally, pluronic F127 micelles with 80 uM of
miltefosine incorporated were found to be no hemolytic, in comparison to an
hemolytic potential of 30 % for the same concentration of free drug. Therefore,
incorporation of miltefosine in pluronic F127 polymeric micelles can be considered a
promissing strategy to broader the use of this drug in cancer therapy, as well as of

other alkylphosphocholines.

Keywords: Alkylphosphocholines, miltefosine, pluronics, poloxamers, polymeric
micelles.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Cancer é um conjunto de doencas consideradas como importante problema
de saude publica em todo o mundo. De acordo com os dados projetados na
GLOBOCAN da Agéncia de Investigacdo do Cancer (IARC) da Organizagcdo mundial
da Saude (OMS) entre 2005 e 2015, 84 milhdes de pessoas morreram devido ao
cancer. Essa mesma agéncia estimou um incremento de 19,3 milhdes nos casos de
cancer por ano para 2025 o que significa aproximadamente o triplo da incidéncia
observada atualmente no mundo, em consequéncia do crescimento e do

envelhecimento da populagao.

Segundo o Ministério de Saude, o cancer é a segunda principal causa de
morte no Brasil e no mundo, perdendo apenas para as doencas cardiovasculares.
Além disso, a taxa de incidéncia de cancer € 25% maior em homens que em
mulheres. Em seu relatério mais atual que projeta dados para o biénio 2016-2017, o
Instituto Nacional do Cancer (INCA) prevé que somente no Brasil a incidéncia de
cancer represente 600 mil novos casos. Excluindo-se o cancer de pele néo
melanoma (aproximadamente 180 mil novos casos), ocorrerdo cerca de 420 mil
novos casos de cancer, sendo que em homens o cancer de prostata (28,6%) e do
pulmdo (8,1%) e em mulheres o cancer de mama (28,1%) e de utero (7,9%)

figurardo entre os principais (INCA, 2016).

Segundo Bray e colaboradores (2012), o aumento do nimero de casos de
cancer atualmente esta relacionado a mudancas no padrdo de reprodutividade,
fatores nutricionais e hormonais. Intervencdes especificas como efetivas estratégias
de prevencdo e deteccao primaria, vacinas e programas de tratamento efetivos que
englobem o desenvolvimento e financiamento de pesquisas para descoberta de

novos farmacos podem melhorar a eficacia no tratamento.

Muitos agentes quimioterdpicos (agentes alquilantes, antimetabolitos,
antibiéticos antitumorais, inibidores da topoisomerase, etc) empregados na terapia
do cancer atuam ao nivel do DNA, no citoesqueleto ou no fuso mitético inibindo
diretamente o desenvolvimento do ciclo celular e consequentemente acarretando

diversos efeitos adversos (CHABNER et al., 2006). Por outro lado, surge a classe
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das alquilfosfocolinas, uma classe de compostos antineoplasicos anélogos sintéticos
de fosfolipidios que exibem toxicidade e atividade apoptética frente a diversas
linhagens celulares tumorais (KONSTANTINOV et al., 1998; VAN BLITTERSWIJK e
VERHEIJ, 2013). Estes compostos alquilfosfocolinicos como a miltefosina tem
demonstrado atividade antitumoral sobre alguns linhagens celulares, mas sua
toxicidade gastrointestinal e elevado potencial hemolitico impossibilita seu uso no

organismo.

Essas moléculas ocasionam distirbios no metabolismo de fosfolipidios e na
sinalizacdo mediada por lipidios de membrana (GAJATE, MOLLINEDO, 2007)
representando assim candidatos promissoérios a novos farmacos antineoplasicos. O
principal prototipo desta classe é a miltefosina ou hexadecilfosfocolina, a qual tem
potente atividade citotOxica e cistostatica frente a diversos tipos de células tumorais
in vitro e in vivo (EISSA, AMER, 2012; LEONARD et al., 2001).

Alquilfosfocolinas ndo atuam na maquinaria genética como a maioria dos
farmacos antitumorais, o que em geral resulta em uma diminuicdo na toxicidade
desses farmacos (OBERLE et al., 2005). No entanto, o tratamento antitumoral por
via oral com miltefosina é dificuldado pela toxicidade gastrointestinal assim como a
administracao intravenosa leva a acdo hemolitica, o que limita seu uso (LINDNER et
al., 2008; FIEGL et al., 2008; SEIFERT et al., 2007; AGRESTA et al., 2003).

Sistemas nanocarreadores tém sido utilizados nos Ultimos anos para
veiculizar farmacos téxicos, dentro destes se encontram as micelas poliméricas, as
guais tém a capacidade de incorporar farmacos hidrofébicos. Micelas poliméricas
permitem a modulacao da liberacdo e protecdo do farmaco tornando sua atividade
mais especifica, diminuindo os efeitos adversos sistémicos e melhorando a
eficiéncia no tratamento. A producdo das micelas requer materiais biocompativeis,
de baixa toxicidade e que proporcionem alta estabilidade ao sistema a fim de manter
as nanoestruturas circulando por um periodo adequado no sangue. Polimeros do
tipo Pluronic®, especificamente o0 F127 (PEO90-PPO79-PEO1¢p) Sdo uma alternativa
interessante para a producéo de micelas poliméricas devido ao fato de possuirem as
propriedades acima mencionadas e serem aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) para uso parenteral.
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Portanto, torna-se oportuno um estudo de incorporacdo da miltefosina em
micelas poliméricas de polioxido de etileno-polioxido de propileno (pluronic F127)
visando melhorar o perfil de toxicidade de preparacfes contendo esse farmaco. Por
fim, a andlise da nanoformulacéo resultante frente a linhagens celulares tumorais é

importante para avaliagéo inicial de potencial uso no tratamento do cancer.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer

Cancer é um grupo de mais de 100 doencas que envolvem divisdo
descontrolada de células e resisténcia a morte. Estas células crescem e se dividem
de forma descontrolada produzindo uma quantidade maior que a necessaria para
manter o equilibrio do organismo. O numero excessivo de células forma um
aglomerado compacto conhecido como “tumor” ou “neoplasma” (ESTANQUEIRO et
al., 2015). A Tabela 1 revela a projecdo de incidéncia dos principais tipos de cancer
na populagcdo masculina e feminina do Brasil no ano de 2016 segundo o Instituto
Nacional do Cancer (INCA).

Tabela 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil
estimados para 2016 por sexo, exceto pele ndo melanoma .

Localizacdo primaria  casos novos % Localizacao primaria casosnoves %

bl | Prostata """ 6200 2% 'H'o;n;""';;h;;"n;;a'F'ef;i;aﬁa """"" 7960 BI%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.330 8,1% Colon & Reto 17.620 8,6%

Colon e Reto 16.660 78% Colo do Utero 16.340 7.9%

Estomago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pulmdo  10.890 5,3%

Cavidade Oral 11.140 5,2% Estomago 7.600 3,7%

Esofago 7.950 3,7% Corpo do Utero 6.950 3,4%

Bexiga 7.200 34% Ovario 6.150 3,0%

Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%

Leucemias 5.540 2,6% Linfoma nao Hodgkin 5.030 24%

Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

Fonte: INCA (2016).

O cancer de mama € o mais frequentemente diagnosticado e a principal
causa de morte por cancer entre as mulheres em todo o mundo, com um numero
estimado de 1,7 milhdes de casos e 521.900 mortes em 2012. O cancer de mama é
responsavel por 25% de todos os casos de cancer e de 15% das mortes neste
grupo. Fatores de risco incluem fatores reprodutivos e hormonais e 0 uso de

anticoncepcionais orais (COLDITZ et al., 2012). Outros fatores incluim obesidade,
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terapia hormonal pés menopausia (estrégeno e progesterona), inatividade fisica e
consumo de alcool (CHLEBOWSKI et al., 2013). A mamografia muitas vezes pode
detectar o cancer de mama na fase inicial possibilitando tratamento mais eficaz,
assim como a cura da doenca. No entanto, nem todos os canceres de mama podem
ser detectados mediante esta técnica apresentando resultados falsos-negativos.
Apesar destas limitagbes, numerosos estudos demonstraram que a deteccao
precoce com a mamografia aumenta as opg¢des de tratamento (ANDERSON et al.,
2010).

O céncer de colo de dtero € o segundo cancer mais comumente
diagnosticado e a terceira principal causa de morte entre as mulheres. Em 2012 se
estimaram 527.600 novos casos desse cancer e 265.700 mortes ao redor do mundo.
A grande variacdo de incidéncia geogréafica nas taxas de cancer de colo do utero
reflete diferencas na disponibilidade de triagem, que permite a detecccéo e remocao
de lessBes pré-cancerosas, e prevaléncia da infec¢éo pelo virus do papiloma (HPV)
(VACCARELLA et al., 2013; BRUNI et al., 2010; FORMAN et al., 2012). O exame de
papanicolau é o teste principal para rastreio de cancer do colo de Utero e outras

alteracdes pré-cancerosas possibilitando a deteccdo da doencga na fase inicial.

Células tumorais apresentam caracteristicas gerais semelhantes como:
anaplasia frequente (indiferenciacéo celular), pleomorfismo (variagdo de tamanho e
forma das células), morfologia nuclear anormal (o nucleo apresenta tamanho similar
ao citoplasma), mitoses mdultiplas descontroladas, além da capacidade de invasao
de tecidos adjacentes e metastases em tecidos distantes (STRICKER, KUMAR,
2010). O crescimento e a progressao do tumor resultam em mutacfes genéticas
acumulativas as quais sao influenciadas significativamente pelo microambiente do
mesmo. Em adigdo, para células cancerigenas o microambiente do tumor consiste
da matriz extracelular, células do estroma, células endoteliais e células imunes que
sdo recrutadas do entorno do tecido assim como da medula O6ssea (FANG,
DECLERCK, 2013; INGBER, 2008). Tumores ou neoplasmas podem ser sélidos ou
constituidos de liquidos e classificados de acordo com seu comportamento em

benignos e malignos.
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Em geral, o organismo dispde de muitos mecanismos para reparar os danos
celulares, assim no ciclo celular estes mecanismos de defesa permitem o reparo
dessas mutacfes impedindo a transferéncia desta informacdo genética incorreta a
outras células (MERKLE, 2007). Em alguns casos este processo de defesa pode
falhar permitindo a manutencdo da mutacdo. O tempo para a carcinogénese se
completar € indeterminavel precisando as vezes muitos anos para verificar o
aparecimento do tumor (INCA, 2012).

2.1.1 Desenvolvimento do cancer

A cascata de eventos que possibilitam o desenvolvimento do céncer é
denominada carcinogénese, a qual € lenta devido as muitas etapas necessarias
para o crescimento da célula cancerosa (ALMEIDA et al., 2005). A carcinogénese &
representada por trés estagios principais: Iniciacdo, promocao e progressao (Figura
1).
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Figura 1. Estagios da carcinogénese.

Fonte: Adaptada de OLIVEIRA et al., 2007

No primeiro estagio, as células sofrem um efeito direto ou indireto dos
oncoiniciadores ou agentes cancerigenos ap0s serem expostas a essas substancias
durante o processo de replicacdo do DNA produzindo modificagcbes genéticas

precoces, entretanto a deteccédo clinica do tumor ainda néo é possivel (MERKLE,
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2007). Na promocéo, estas células modificadas geneticamente sdo expostas aos
denominados oncopromotores (por exemplo, hormdnios), os quais sdo agentes
cancerigenos que possibilitam seu crescimento. O contato longo e continuo desta
célula iniciada com o agente promotor possibilita sua transformacdo em célula
maligna (MITCHELL et al., 2006). No ultimo estagio da carcinogénese, a
progressdo, se produz a continua e irreversivel proliferacdo descontrolada destas
células alteradas devido a acdo de agentes oncoaceleradores podendo ocorrer

invasao de tecidos adjacentes e metastases (MERKLE, 2007).

2.1.2 Células tumorais benignas

Tumores benignos sdo células diferenciadas semelhantes as dos tecidos
saudaveis mas com taxa de crescimento anormal, acelerado (PORTH, 2010). Estas
células ndo invadem tecidos adjacentes, mas podem fazer compressdo das
estruturas vizinhas, elas tém como caracteristicas uma forma regular, capsula
fibrosa, crescimento por expanséo e localizado, taxa de proliferagéo celular baixa e
raramente recidivam apos rescisdo. Em funcdo disto, os tumores benignos nao
provocam a morte, exceto em casos em que interfiram com fungdes vitais devido a
sua localizacdo (PORTH, 2010).

2.1.3 Células tumorais malignas

Diferente dos tumores benignos, as neoplasias malignas manifestam maior
grau de autonomia e sao capazes de invadir tecidos vizinhos e provocar metastases,
podendo ser resistentes ao tratamento e causar a morte do hospedeiro (INCA,
2012). As neoplasias malignas manifestam maior grau de autonomia devido as
alteracdes agressivas destas células como instabilidade genética, independéncia de
ancoragem, capacidade de coesdo e de aderéncia celular reduzida,
comprometimento da comunicacdo intercelular, alteracbes do ciclo de vida,

producdo de enzimas, hormbnios e outras substancias que proporcionam um
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aumento do dano no organismo invadindo érgdos e tecidos vizinhos provocando
metastases (PORTH, 2010).

Metastase refere-se a capacidade que tem a célula de se transportar de um
tumor primario a outro tecido distante mediante via sanguinea e formar um segundo
tumor. Este processo, denominado “cascata metastatica”, inclui migragéo e invasao,
circulacdo, extravasacdo, colonizacdo, proliferagdo e angiogénese (Figura 2)
(LEBER, EFFERTH, 2009). As metastases sdo responsaveis por até 90% de
mortalidade associada ao cancer, contudo este processo de patogénese ainda nao
foi completamente entendido e a detecdo precoce € de extrema importancia para o
tratamento adequado e para a sobrevida do paciente portador de neoplasia (LARRY
et al., 2009).
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Figura 2. Cascata metastatica. A. Células cancerigenas dentro do tumor primario
adquirem um fendtipo invasivo. B. Células cancerigenas invadem a matriz e vasos
sanguineos entrando na circulacdo. C. Células cancerigenas transitam para 6rgaos
distantes. D. Células invadem o microambiente do tecido adjacente. E. No tecido
adjacente, células cancerigenas podem evadir a resposta imune inata. F. Célula
cancerigena se adapta ao microambiente e inicia a proliferacéo.

Fonte: Adaptado de CHAFFER , WEINBERG, 2011
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2.1.4 Tratamento do cancer

Cirurgia, radioterapia, terapia hormonal, imunoterapia e quimioterapia sao as
principais ferramentas para o tratamento de cancer, cada um deles apresenta
caracteristicas quanto a sua aplicacdo e efeitos adversos. A cirurgia consiste no
principal tratamento utilizado para tumores solidos, em muitos casos toda ou a maior

parte do tecido canceroso pode ser removida.

Na terapia de radiacdo ou “radioterapia” se utilizam altas doses de radiagao
para matar células cancerigenas e regredir o processo de formacao do tumor (NIH,
2015). Estas doses de energia formam ions ou radicais livres levando a destruicdo
da estrutura celular e sua posterior morte. Os avancos técnicos na radioterapia,
como radioterapia guiada pela imagem (IGRT) e radioterapia modulada pela
intensidade (IMRT) permitem a entrega de um tratamento mais preciso para tumores
diminuindo a dose de radiacdo para os tecidos sadios. Apesar dessas melhorias, 0
tratamento mediante 0 emprego de radioterapia muitas vezes nao consegue

proporcionar o controle local do tumor (JAFFRAY, 2012).

A terapia hormonal é outra modalidade importante utilizada para tipos de
cancer dependentes de horménios como cancer de préstata e de mama. Neste
tratamento, os hormonios produzidos internamente sdo bloqueados pelos farmacos,
estes farmacos se unem aos receptores na superficie das células tumorais evitando
0 crescimento ou a replicacdo da mesma. Quando combinada a outros tratamentos,
a terapia hormonal pode diminuir o tamanho do tumor antes da cirurgia ou a
radiacdo (terapia neo-adjuvante), diminuir a probabilidade da aparicdo do cancer
apos do tratamento principal (terapia adjuvante) e destruir células cancerigenas que
podem reaparecer ou se expandir para outras partes do organismo. A terapia
hormonal também apresenta efeitos adversos, podendo ocasionar perda dssea,

catarata, riscos de tromboses em mulheres e impoténcia em homens (NIH, 2015).

Na década de 70 imunologistas comecaram a pesquisar sobre o0 uso de
anticorpos no tratamento de tumores, assim linfocitos ativados com lectinas ou
interleucinas-2 (IL-2) foram encontrados em células tumorais in vitro (ROSENBERG,

1988) surgindo a imunoterapia como tratamento para o cancer. Esta terapia
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conhecida também como terapia bioldgica ou bioterapia promover o sistema imune
ou auxiliar atacando células cancerigenas especificas, por meio de anticorpos

monoclonais, vacinas e outras imunoterapias ndo especificas (ACS, 2015).

A gquimioterapia classica continua sendo a modalidade farmacoterapéutica
mais empregada para o0 tratamento do cancer. Em comparacdo aos outros
tratamentos, a quimioterapia possibilita que os farmacos alcancem o sitio do tumor e
também outros sitios distantes (PORTH, 2010). Os diversos agentes quimioterapicos
exercem seus efeitos através de diversos mecanismos dependentes do ciclo celular
evitando o crescimento da célula em fases especificas como apresentado na Figura
3.
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Figura 3. Mecanismos de acdo dos quimioterapicos em diferentes fases do ciclo
celular.

Fonte: Adaptado de My cancer genome, 2016
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Alguns farmacos atacam células em fases especificas do ciclo (Fase M ou S)
e nao diferenciam entre células sadias e cancerigenas, ocasionando efeitos
colaterais. A alta toxicidade, portanto € um dos maiores problemas relacionados ao
tratamento quimioterapico do cancer, colocando em risco 6rgdos nao afetados pelo
tumor (MEYER, 2008; JACOBSON et al., 2009). Aléem da toxicidade, muitos
farmacos quimioterapicos sado limitados pela sua inabilidade de alcangar o alvo
terapéutico de acdo em quantidade suficiente para sua eficacia (CHAPLIN et al.,
1998). Em muitos casos uma parte do farmaco alcanca o alvo e o resto é distribuido
pelo corpo, esta é uma distribuicdo desfavoravel dentro de 6rgédos e tecidos sadios e
leva a depresséo do sistema imune (NEEDHAM, DEWHRIST, 2001).

Devido a toxicidade dos quimioterapicos por atuacao direta no DNA, uma
nova classe de farmacos, os alquilfosfolipideos (APL), surgiu mais recentemente. Os
APL tém sido considerados promissores no tratamento do céancer pois nao
interagem diretamente com o DNA e possuem a habilidade de induzir apoptose
severa nas células tumorais (OBERLE et al., 2005). O farmaco representativo deste
grupo é a miltefosina (hexadecilfosfocolina), a qual tem sido utilizada para o

tratamento de metastases cutadneas de cancer de mama e linfoma cutaneo.

2.2  Alquilfosfolipidios

Os alquilfosfolipidios sdo um grupo de lipidios antitumorais sintéticos
subdivididos em dois grandes grupos: O primeiro grupo é composto pelos alquil éter
fosfolipidios antitumorais (APL), por exemplo, edelfosina (ET-180CHj3), cuja
estrutura contém ligacBes éter pela porcao glicerol dos fosfolipidios. O segundo
grupo é formado pelas alquilfosfocolinas (APC), que em sua estrutura nao
apresentam o glicerol, sendo formadas por um alcool de cadeia longa, esterificado a
uma simples fosfobase tendo como principal representante a miltefosina
(hexadecilfosfocolina). As APC exibem significativa atividade citotbxica e pro-
apoptotica frente a um grande numero de linhagens celulares (KONSTANTINOV et
al.,1998; VAN BLITTERSWIJK, VERHEIJ, 2013). Além disso, elas nao séo
mielotéxicas e podem estimular a hematopoese normal (BAGLEY et al., 2011;
GEORGIEVA et al., 2002; ZAHARIEVA et al., 2007; YOSIFOV et al., 2011) o que
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implica que poderiam ser utilizadas em tratamentos combinados a fim de melhorar a
toxicidade de agentes citotoxicos convencionais sensibilizando as células tumorais a

morte celular induzida por radiacdo, por exemplo (RUBEL et al., 2006).

2.2.1 Miltefosina

A miltefosina, hexadecilfosfocolina (Figura 4) € uma alquilfosfocolina sintética
gue ndo contém glicerol na sua estrutura e que foi identificada e definida por Eibl e
Unger em 1980 como a exigéncia minima estrutural dos alquilfosfolipidios. Este
farmaco possue propriedades antineoplasicas induzindo a morte celular por
apoptose da célula tumoral e também apresenta potente atividade leishanicida
gquando administrada oralmente (CROFT et al, 2006). A miltefosina foi um dos
primeiros alquilfosfolipidios desenvolvidos e aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) e € o principal representante das alquilfosfocolinas
(MOLLINEDO et al., 2004; BUSTO et al., 2008).

0
— P~
WW\V/\\/\\\//\VO l|r_ O'\__,/\N-o-’
(0] | >

Figura 4. Molécula da miltefosina, hexadecilfosfocolina.

Quando administrada oralmente, a miltefosina possui uma meia-vida de
aproximadamente oito dias, no entanto poucos sao os dados sob sua
disponibibidade farmacocinética em humanos. Estudos em ratos tem demonstrado
rapido acumulo do farmaco em rins, figado, pulmdes, baco e outras glandulas. A
partir de doses de 30 mg/Kg duas vezes por dia, concentracoes de 155 — 189 nmol/g
de tecido sdo alcangados (DORLO et al., 2008). A miltefosina é eliminada
lentamente, com uma meia-vida de 96 horas (BRESISER et al., 1987). Este farmaco
€ indicado principamente para o tratamento de leishmaniose visceral em dose de 50

ou 100 mg/Kg em pacientes com menos ou mais de 25 kg respectivamente.
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Os efeitos adversos da miltefosina incluem distdrbios gastrointestinais e
toxicidade renal. Afortunadamente estes sintomas sao reversiveis e permitem seu
uso via oral para o tratamento de leishmanioses. Entretanto, as doses necessarias
para o tratamento do cancer levam a alta toxicidade gatrointestinal. Adicionalmente,
0 Uuso intravenoso ndo € possivel devido ao efeito hemolitico dessa molécula.
Portanto, atualmente, a miltefosina tem sido utilizada na clinica para o tratamento
topico de metastases cutaneas de cancer de mama e no linfoma cutaneo (DUMMER
et al., 1993; KHADEMVATAN et al., 2011).

2.2.2 Mecanismo de agéo

A miltefosina é uma molécula anfifilica formada por uma porcéo hidrofilica
fosfocolina e uma porcdo hidrofébica representada pela cadeia alquilica,
apresentando capacidade de formar micelas em meio aquoso a uma concentracao
micelar critica (CMC) entre 2 e 10 yM (CASTRO et al.,, 2001). Devido a sua
caracteristica anfifilica, a miltefosina interage com a membrana celular e atinge
rapidamente outras membranas subcelulares sendo portanto capaz de afetar
diferentes niveis do metabolismo. As enzimas envolvidas no metabolismo de lipidios
estdo localizadas principalmente nas membranas do reticulo endoplasmatico, sendo
esse um alvo para a atividade desta molécula (BERKOVIC et al., 2003).

Segundo estudos, a miltefosina interage com os lipidios da célula em véarios
niveis e sua acdo envolve a interacdo com lipidios, em particular lipidios de
membrana como os fosfolipidios e esterdis. Evidéncias do efeito desestabilizante
das alquilfosfocolinas em sistemas modelo sugerem afinidade da miltefosina com
rafts lipidicos (regibes ricas em colesterol e esfingofosfolipidios) (MENEZ et al.,
2007). Por exemplo, alquilfosfolipidios inibem a interagdo das Ras GTPases com as
GTPases Raft, desta maneira bloqueando a via de sinalizagdo das “mitogen
activated protein kinases” (MAPK) (VINK et al., 2007; SAMADDER et al., 2003).

Para entender as interac6es da miltefosina com as membranas celulares, um
estudo computacional investigou diferentes sistemas de bicamadas lipidicas
compostas de misturas de colesterol (CHOL), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
palmitoiloleoilfosfatidilcolina (POPC), diaraquidonoilfosfatidilcolina (DAPC) e
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dilinoleilfosfatidilcolina (DUPC). De acordo com os resultados, a miltefosina tem uma
penetracdo aumentada em regibes da membrana ricas em lipidios poliinsaturados, o
gue pode influenciar a acdo de acordo com o tipo de neoplasia. Nesse mesmo
trabalho, foi demonstrado que a miltefosina interfere com o transporte nao vesicular
de colesterol da membrana para o reticulo-endoplasmatico (SA et al., 2015).

As alquilfosfocolinas também inibem diretamente a via de sinalizacdo da
fosfoinositida-3-quinase (PI3K) (VINK et al., 2007; RUITER et al., 2003), uma via
acionada pelas Ras GTPases. Finalmente, um dos alvos mais bem caracterizados
desta classe farmacolégica é a quinase PKCa (proteina quinase C Ca** dependente)
(VINK et al., 2007; UBERALL et al, 1991). Investigagbes de como as
alquilfosfocolinas se unem a dominios C2 da PKCa sugerem que o grupo catiénico
das alquilfosfocolinas interfere com a coordenacdo dos oxigénios do fosfato com a
molécula de Ca*?, em comparacdo ao substrato endégeno fosfatidilserina, forcando
0s atomos a estabelecer interacdes com outros aminoacidos e influenciando na
formacg&o do complexo PKC-Ca*?-membrana (SA , RANGEL-YAGUI, 2015).

Estudos prévios também sugerem que o andlogo da miltefosina 10-
(octiloxi)decilfosfocolina (ODPC) interfira com a interacdo dos lipidios saturados e
proteinas de membrana, ocasionando estruturacdo ineficiente de proteinas de
transducdo de sinal. Em particular, proteinas transmembrana da fase lipidica
saturada, as quais apresentam sitios palmitoilados diminuem em namero apds o
tratamento das células leucémicas com ODPC (THOME et al., 2012). A palmitoilacédo
regula a afinidade destes lipidios pela maioria das proteinas integrais ligadas a
lipidios saturados (LEVENTAL et al., 2010)

Em resumo, diversas hipoteses de mecanismos de acao sdo propostas para a
miltefosina, mas certamente todas envolvem a interagdo com membranas celulares

€ seus componentes.
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2.3 Nanoestruturas

Na ultima década a nanotecnologia tem sido uma area amplamente explorada
e representa uma das direcbes mais importantes para 0 desenvolvimento
tecnologico.

A nanotecnologia facilita a terapia combinada mediante o0 emprego de
nanotransportadores que possibilitam a encapsulacdo de mais de um farmaco na
mesma estrutura além de promover a solubilidade, aumentar a meia-vida na
circulagdo sanguinea e promover liberacdo controlada e sitio-especifica
(GRONEBERG et al., 2006; FAROKHZAD, LANGER, 2006; THAKOR, GAMBHIR,
2013). Por exemplo, imunolipossomos de longa circulagdo combinam suas
habilidades de permanecer durante um longo periodo com a capacidade de acumulo
alvo-especifico (BALAJI, DEVI, 2010).

Nanotransportadores sédo sistemas nanométricos que variam de 1 - 1000 nm
e que sdo capazes de transportar agentes anticancerigenos como farmacos de
baixa massa molecular ou macromoléculas como genes e proteinas, evitando o
contato destes com os tecidos sadios e permitindo o acimulo em células tumorais,
de maneira a alcancar altas concentragdes em comparacdo com os farmacos livres
(DANHIER et al., 2010; NORTHFELT et al., 1996; IYER et al., 2006). Diversos tipos
de nanoestruturas tém sido utilizados para o transporte de farmacos incluindo
nanocristais, nanoparticulas poliméricas, liposomos, quantum dots, micelas

poliméricas, dendrimeros, nanotubos de carbono, etc. (Figura 5).
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Figura 5. Diversas nanoestruturas utilizadas para o transporte de farmacos.

Fonte: Adaptado de DIGESU et al., 2016

A nanotecnologia tem proporcionado uma plataforma multifuncional para a
administracdo de farmacos. O numero de formulacdes nanotecnolégicas aprovadas
e em fase de ensaiso clinicos aumentou significativamente nos ultimos anos, como

pode ser observado na Tabela 2.



Tabela 2. Farmacos nanoencapsulados aprovados e sua situacdo no mercado
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Nanocarreador Farmaco (Nome comercial) Indicacéo Fase
DOX (Doxil®/ Caelyx®) Sarcoma de Kaposi, Cancer o, o i
de ovario, cancer de mama
. Daunorubicina(DaunoXome®) VIH relaci.onado asarcoma Comercial
Lipossomos de Kaposi.
Sulfato de Vincristina(Marquibo®) Leucemia linfoblastica aguda. Comercial
Citarabina(DepoCyte®) Meningitis linfomatosa. Comercial
PTX (Genexol®-PM) Canc~er de,mama recurrente, Fase Il
pulmao, pancreas.
Adenocarcinoma metastatico
DOX (SP1049C) do trato gastrointestinal, Fase I/l
cancer de mama.
Micelas DOX, liso-termosensitivo Tumores sélidos Fase Ill
poliméricas (ThermoDox®)
Oxiplatino (NC-4016) Cénce colorretal Fase |
Cisplatino (Nanoplatin®) Tumores solidos Fase |
Dendrimeros Docetaxel(DEP® Docetaxel) Tumores solidos Fase |
Nanoparticulas  g;pn A (CALAA-01) Tumores solidos Fase |
poliméricas
Nanoparticulas A - .
proteicas PTX(Abraxane®) Cancer metastatico de mama. Comercial
PTX(Opaxio®) Tumores solidos Fase llI
Conjugacdes
farmaco- . A .
polimero Doxorubicina(PK2) Céancer de figado Fase |

Legenda: DOX: Doxorubicina, PTX: Paclitaxel

Fonte: Adaptado de Estanqueiro et al., 2015
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Dentre as diversas alternativas nanotecnoldgicas, as micelas poliméricas
representam uma das classes mais efetivas para diagnostico e quimioterapia de
tumores e diversos copolimeros e tipos de micelas vém sendo investigados (ALEXIS
et al.,, 2008; LU, PARK, 2013, VARVARIGOU et al., 2014; ABDELBARY,
MAKHLOUF, 2014).

2.3.1 Micelas poliméricas

Micelas poliméricas sdo nanoestruturas compostas de copolimeros anfifilicos
gue se agregam espontaneamente quando solubilizados em certos solventes a
concentragcdes superiores a concentragcdo micelar critica (CMC). Em ambientes
aquosos, blocos hidrofilicos formam a regido mais externa das micelas e os blocos
hidrofébicos formam o centro da micela no qual farmacos hidrofébicos podem ser
incorporados (Figura 6) (NISHIYAMA, KATAOKA, 2006; OERLEMANS et al., 2010).

et Segmento hidrofilico do polimero anfifilico

- Segmento hidrofébico do polimero anfifilico

Molécula do farmaco

Figura 6. Representacdo esqueméatica de uma micela polimérica em &agua.
Copolimeros anfifilicos dibloco, por exemplo, produzem espontaneamente um
nacleo hidrofébico, sendo que farmacos lipofilicos sao fisicamente aprisionados no
nacleo. O tamanho da micela usualmente compreende a faixa de 10 a 200 nm.

Fonte: Adaptado de LU, PARK, 2013
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A formacao de micelas, sejam essas costituidas de tensoativos classicos ou
de copolimeros, reflete um balangco complexo de vérias forgas intermoleculares,
incluindo interacdes de van der Waals, eletrostaticas, estéricas, hidrofébicas e de
ligacdes de hidrogénio (TANFORD, 1980; ISRAELICHAVILI, 2011). A principal forca
atrativa resulta do efeito hidrofébico associado aos grupamentos hidrofobicos. A
forca repulsiva contraria é resultado das interagfes estéricas e/ou eletrostaticas
associadas aos grupamentos hidrofilicos. O processo de micelizacédo € resultado de
um balanco entre estas forcas atrativas e repulsivas (BLANKSCHTEIN et al., 1986).

Micelas poliméricas ndo se dissociam imediatamente apds a injecao
intravenosa dentro do organismo devido & baixa CMC (107° - 107 M) e lenta cinética
de dissociacédo (PACHIONI et al., 2015). Estes baixos valores de CMC, na faixa de
1 - 10 pg/mL s&o menores que o0s observados para micelas formadas por
tensoativos convencionais e conferem estabilidade termodindmica aos agregados
micelares, caracteristica importante para circulacdo in vivo. Micelas poliméricas
apresentam baixa toxicidade em comparacdo a micelas formadas por tensoativos
classicos de baixa massa molecular.

Uma importante propriedade das micelas poliméricas € seu tamanho, que
varia de 5 - 80 nm e permite incorporar farmacos e algumas macromoléculas
individuais (por ex. anticorpos) com tamanho inferior a 5 nm (RANGEL-YAGUI et al.,
2005). Elas sao consideradas seguras em relacdo a toxicidade crdnica, além disso o
didmetro médio < 80 nm e a baixa distribuicdo de tamanho permite evadir a filtracao
renal aumentando sua circulacdo sistémica sem risco de bloquear os vasos
sanguineos. As cadeias que formam o copolimero podem ser dissociadas em
mondmeros ao longo do tempo, este fenbmeno resulta na excrecdo total dos
copolimeros a partir da via renal (YOKOYAMA, 2011).

Micelas poliméricas podem incorporar altas quantidades de farmacos
hidrofébicos em seu nucleo, assim diversos farmacos utilizados para o tratamento de
cancer podem ser solubilizados em micelas poliméricas. Farmacos como
doxorrubicina, ruboxil e paclitaxel tém sido encapsulados nestas estruturas
(HOWARD et al., 2006). Do ponto de vista pratico, micelas poliméricas séo faceis de
preparar e esterilizar (GALLERT et al., 2012).
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Tem sido reportado que o tamanho das nanoestruturas é importante para o
transporte in vivo de farmacos encapsulados pois a opsonizagcdo e consequente
fagocitose pelos macrofagos sédo relacionados ao tamanho e forma das
nanoestruturas. Assim, particulas menores que 200 nm demonstraram ter baixas
taxas de remocado em comparacdo com aquelas de tamanhos maiores (MAEDA et
al., 2013).

Micelas poliméricas possuem um tamanho adequado que permite seu
extravasamento e acumulacao no local do tumor mas nédo em locais fora do alvo,
minimizando assim efeitos colaterais em orgaos sadios, este fenédmeno é conhecido
como efeito de permeacao e retencdo aumentada (EPR) (DRBOHLAVOVA et al.,
2013). O EPR é caracteristico dos tumores e outras patologias que englobam
processos biolégicos complexos (angiogénese, permeabilidade vascular, regulacéo
hemodinamica, heterogeneidade no perfil genético do tumor e no microambiente
tumoral, etc.) e que variam dependendo do tipo de tumor e do paciente. Tumores
possuem uma vasculatura anormal, produto da formacdo de vasos sanguineos
novos e irregulares. Eles apresentam um epitélio descontinuo e carecem de
membrana basal presente nas estruturas vasculares normais (JAIN,
STYLIANOPOULOS, 2010) gerando fenestracdes nos capilares atingindo tamanhos
gue variam de 200 - 2000 nm dependendo do tipo de tumor, ambiente e a sua
localizacdo (HOBBS et al., 1998).

Estas fenestracdes oferecem pouca resisténcia ao extravasamento para o
intersticio do tumor. Portanto, nanoestruturas extravassam para o tumor e Sao
retidas por periodos longos de tempo em comparacao com tecidos sadios, devido a

formacéo de sistema linfatico precario nesses tecidos (Figura 7) (FANG et al., 2011).
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Figura 7. Representacéo do efeito de retencdo e permeacao aumentada (EPR).
Fonte: Adaptado de STOCKHOFE et al., 2014

O transporte de micelas poliméricas contendo farmaco € determinado por
propriedades fisico-quimicas da nanoformulagéo como
hidrofilicidade/hidrofobicidade, carga positiva/negativa, tamanho < 200nm e massa
menor a 40 kDa para evadir o reconhecimento pelo sistema reticuloendotelial e a
filtracdo renal, respetivamente (NISHIYAMA, KATAOKA, 2006).

Devido as caracteristias e vantagens expostas, o potencial beneficio do uso
de micelas poliméricas na terapia do cancer tem despertado interesse nas ultimas
décadas.

2.3.2 Meétodos de preparacao de micelas poliméricas

Basicamente sdo trés os métodos desenvolvidos para a preparacdo de
micelas poliméricas que se encontram descritos na literatura. Estes métodos séo
dissolucéo direta, evaporacao do solvente ou filme polimérico e dialise. A dissolucéo
direta de copolimeros anfifilicos e o farmaco em agua é a técnica mais simples
utilizada para preparacdo de micelas poliméricas. A uma concentracdo acima da
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concentracao micelar critica (CMC), o copolimero e o farmaco se agregam em agua
para formar as micelas. A desvantagem que apresenta este método é a baixa carga
de farmaco (KUMAR et al., 2015), além disso micelas alongadas e muito
polidispersas podem ser obtidas usando esta técnica (YANG et al., 2009).

No método de dialise, Solugcbes de farmaco e polimero no solvente orgéanico
séo colocados no saco de dialise e sumergidos em agua, induzindo a formacgéo de
micelas (GOHY, 2005; JETTE et al., 2004). A formacéo de micelas utilizando este
método varia dependendo do solvente organico empregado, o qual pode afetar o
rendimento da producéo. Alguns estudos reportaram que o0 uso de dimetilsulfoxido
resulta em baixo rendimento (6%) e maior polidispersdo em comparagcdo com as
micelas obtidas usando dimetilacetamida (LA et al., 1996). O processo de dialises
muitas vezes requer mais de 36 horas para sua completa producédo, o que dificulta
sua utilizagéo.

Na técnica do filme polimérico, por sua vez, um filme de polimero e farmaco é
obtido a partir de uma solucdo desses em solvente organico submetida a
evaporacdo. Micelas poliméricas sao produzidas apés a reconstituicdo do filme em
agua ou solucdo tamponada. Micelas de alguns copolimeros tém o potencial para
solublizar altas quantidades de farmacos hidrofébicos (MOURYA et al., 2011). O
método do filme € o mais utilizado devido a sua simplicidade e por produzir

nanoestruturas menores e mais uniformes.

2.3.3 Copolimeros anfifilicos empregados no preparo de micelas poliméricas

Atualmente diversos tipos de nanomateriais poliméricos tém sido
investigados para a produgdo de micelas sendo de especial interesse o0s
copolimeros anfifilicos do tipo di ou triblocos. Adicionalmente, residuos de
fosfolipidios tém sido empregados satisfatériamente para produzir micelas com
nacleo lipidico (LUKYANOV, TORCHILIN, 2004). Os materiais mais comumente
empregados para os segmentos hidrofilicos (corona) e hidrofobicos séo listados na
Figura 8.
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Figura 8. Copolimeros empregados para a producao de micelas poliméricas.

Fonte: Adaptado de MOVASSAGHIAN et al., 2015

Os copolimeros do tipo Pluronic® introduzidos na década de 50 sob o nome
de poloxameros, consistem de arranjos de blocos hidrofilicos de poli(6xido de
etileno) (PEO) e blocos hidrofébicos de poli(6xido de propileno)(PPO) organizados
em uma estrutura tribloco A-B-A: PEO-PPO-PEO (Figura 9).
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Figura 9. Estrutura do copolimero de bloco plurénico.

Fonte: Adaptado de BATRAKOVA , KABANOV, 2008
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Alguns polimeros desta familia sédo descritos nas farmacopeias americana e
européia (ROWE et al., 2005) e sdo comercializados como Pluronic® (deste ponto
em diante, denominados pluronics), Synperonic®, Tetronic® entre outros
(KABANOQV et al., 2002). Nos ultimos anos pluronics tem sido de grande interesse
para a producdo de sistemas carreadores de farmacos devido as vantagens que
eles oferecem como tamanho pequeno das micelas (menor que 100 nm) e baixa
concentracdo micelar critica (CMC) (LEE et al., 2010). Pluronics sdo biocompativeis,
nao toxicos e sdo capazes de interagir com membranas biolégicas e superficies
hidrofobicas (BATRAKOVA, KABANOV, 2008). Em adicdo, eles podem inibir a
bomba de efluxo glicoproteina-P (P-gp), aumentando a absorcdo de determinados
farmacos (CHIAPPETA, SOSNIK, 2007).

Diferentes poloxameros comercializados como pluronics sdo usados em
diversos produtos farmacéuticos, como excipientes para sistemas carreadores de
farmacos (JEONG et al.,, 1997) e como adjuvantes para formulacdo de vacinas
(COESHORTT et al., 2004). O interesse no uso de pluronics ndo € recente, sendo
gue a primeira formulagcdo micelar desenvolvida para o tratamento do cancer e que
atualmente estd em fase Il de avaliacdo clinica € uma mistura de doxorrubicina e
pluronics L61/F127 (SP1049C, desenvolvida pela Supratek Pharma Inc.) (COLLET,
2003).

Estudos reportaram a habilidade desta formulagdo para destruir células
cancerigenas de medula Ossea (células altamente tumorigénicas e com alta
proliferacdo) e diminuir a tumorigenicidade e agressividade de células cancerigenas
in vivo apresentando amplo espectro de acdo em leucemia e cancer de mama
(ALAKHOVA et al., 2013). Os copolimeros pluronics comumente utilizados incluem
F68, F87, P105, P123, L121, L61 e F127. Esta nomenclatura especifica foi
introduzida pela BASF para indicar a morfologia de cada copolimero (Liquido (L),
pasta (P) e floco (F) seguido de um numero de 2 a 3 digitos que se referem as
porcdes hidrofilica e hidrofébica. O primeiro ou os dois primeiros digitos (no caso de
trés digitos) multiplicados por 300 indicam a massa molecular aproximada da por¢cao
hidrofébica (PPO); o ultimo digito multiplicado por 10 indica a porcentagem de PEO
(Tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas de copolimeros tribloco do tipo Pluronic®.

N° médio de N°médio de Massa  Ponto de fus&o em
Pluronic® unidades de unidades de molar solucao aquosa a HLB CMC(M)
EO (x) PO (y) C)) 1%(°C)

L61 4,55 31,03 2000 24 3 1,1 x10™
L121 10,00 68,28 4400 14 1 1,0x10°
F127 200,45 65,17 12600 >100 22 2,8x10°
F68 152,73 58,97 8400 >100 29 4,8 x10™
F87 122,50 39,83 7700 >100 24 9,1x10°
P105 73,86 56,03 6500 91 15 6,2x10°
P123 39,20 69,40 5750 90 8 4,4 x10°

Legenda: HLB = Balanco hidrofilico-lipofilico; CMC = concentracdo micelar critica
Fonte: Adaptado de KABANOYV et al., 2002

Entre os diversos tipos de pluronics, F127 merece destague devido a
potencial utilizacdo como veiculo para administracdo de farmacos (RAVAL et al.,
2012). O Pluronic® F127 apresenta grande interesse na industria devido a sua
propriedade de formar gel in situ dependendo da sua concentragdo e temperatura
(ALEXANDRIDIDS et al.,, 1995). Solucdes concentradas de F127 (20-30%
peso/volume) podem alternar de uma fase liquida (baixa viscosidade) a um gel
sélido (alta viscosidade) resultando em solidificacdo termoreversivel (MOORE et al.,
2000; YOU, VAN WINKLE, 2010). Uma representacao esquematica deste processo
€ apresentada na Figura 10.
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Figura 10. Representacdo esquematica dos mecanismos de associacdo do
Pluronic® F-127 em agua.

Fonte: Adaptada de DUMORTIER et al., 2006

Estudos recentes também demonstram a capacidade do copolimero F127 em
aumentar o transporte de farmacos através da barreira hematoencefalica (BHE)
(GABATHULER, 2010).
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3 OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo principal desenvolver micelas
poliméricas de pluronic F127 contendo o farmaco miltefosina, caracteriza-las fisico-
guimicamente, determinar a eficiéncia de encapsulacédo e atividade citotdxica in vitro.

Para tanto, as seguintes etapas foram definidas:

e Caracterizacao fisico-quimica dos padrdes (miltefosina e pluronic F127);

e Determinacdo da concentracdo micelar critica do copolimero F127 pelo
método fluorimétrico empregando pireno;

e Desenvolvimento das micelas poliméricas pelo método do filme polimérico
utilizando desenho fatorial para obter a melhor formulacéo;

e Caracterizacao das micelas poliméricas por espalhamento de luz dinamico
(DLS), microscopia de transmicdo eletrbnica (TEM), calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG).

e Avaliacdo da estabilidade fisica da formulacdo micelar em funcdo do
tempo;

e Avaliacdo do potencial hemolitico da formulacédo micelar otimizada;

e Avaliacdo in vitro da citotoxicidade da formulacdo micelar empregando
linhagens celulares HeLa (Carcinoma epidermoide do colo de utero) e

H358 (células de cancer de pulm&o).
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4 MATERIAL E METODOS

41 Material

4.1.1 Solventes e reagentes

O copolimero Pluronic® F127, o acido fosfotungstico hidratado e os corantes
pireno e brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) foram obtidos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). A miltefosina (hexadecilfosfocolina) foi obtida da
Avanti® polar lipids, Inc (ALABAMA, USA). O sangue de carneiro desfibrinado foi
adquirido da Newprov (Pinhais, PR). Todos os demais reagentes foram de grau
analitico. Em todos os ensaios empregou-se agua ultrapura obtida por tratamento

em equipamento Milli-Q (Millipore, Bedford, MA).

4.1.2 Linhagem celular

e HelLa: Carcinoma epidermdide do colo de utero.

e H358: Carcinoma broncoalveolar humano.

4.2 Métodos

4.2.1 Determinacdo da concentracao micelar critica (CMC)

A concentracdo micelar critica do copolimero F127 em &agua a 25°C foi
determinada pelo método de solubilizacdo de pireno. O fluorégeno pireno tem a
capacidade de particionar dentro do nudcleo hidrofébico das micelas durante o
processo de micellizagdo produzindo mudancas nas propriedades espectroscépicas
(TORCHILIN, 2001), assim uma diminuicdo na relagdo da intensidade entre a
primeira e a terceira banda (li/I3) de pireno é utilizado para medir a CMC
(PRAZERES et al.,, 2012). Uma solugcdo de pireno em cloroférmio a uma
concentracdo final de 0.5 mg/mL e uma solu¢do de copolimero F127 em agua
ultrapura a diferentes concentragcdes foram preparadas. Volumes de 4 uL de solucao

estoque de pireno foram colocados em frascos abertos para a total evaporacao do



43

cloroférmio. Em seguida, 5 mL da solucdo polimérica foram adicionados em cada
frasco. As concentragdes de copolimero utilizadas variaram na faixa de 0,088 —
1,814 g/mL, a concentracdo final de pireno foi fixada em 2 x 10° M. As amostras
foram excitadas a 334 nm e o espectro de fluorescéncia foi analisado entre 350 -
500 nm, as larguras das fendas de excitacdo e emissao foram fixadas a 2.5 e 5 nm
respetivamente. As absorbancias foram medidas a 372 e 393 nm em fluorimetro
Cary Eclipse da Agilent (Santa Clara, CA), a uma temperatura de 25 °C.

4.2.2 Determinacdo da concentracdo de miltefosina a ser incorporada nas
micelas

A metodologia utilizada foi baseada na técnica de evaporacdo de solvente ou
“filme polimérico” (GAO et al., 2002; YOKOYAMA et al., 2004) (Figura 11).

Farmaco e copolimero [
em solvente organico =35 l
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R . o .o
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LJ N =~ | - :
F:/ 5 M b ' > | N — Y
\““——-’ J B & ; v \. /

_ Filme Reidratagéo
Evaporacéo do solvente

Agitagao Micelas

poliméricas

Figura 11. Representacdo esquematica da producdo de micelas poliméricas pelo
método de formacao de filme polimérico.
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Sistemas foram preparados em evaporador rotatério adicionando miltefosina
(1 - 12 mM) e pluronic F127 (7,2 mM) previamente dissolvidos em cloroférmio. O
solvente foi evaporado a 50°C, 200 rpm, 30 minutos em evaporador rotatorio R-215
(BUCHI Switzerland).

Os filmes poliméricos obtidos foram reidratados com 5 mL de solucédo tampéao
fosfato, pH 7.4, 10 mM a 30°C, agitacdo rotatoria de 700 rpm por 30 minutos. Os
sistemas obtidos foram analisados mediante estudos de diadmetro hidrodinamico das
micelas (Dy) e indice de polidisperséo (IP) utilizando espalhamento de luz dinamico
(DLS). A concentracdo de miltefosina considerada adequada para incorporacao nas
micelas foi a maxima concentracdo em que ainda foram preservadas as

caracteristicas das micelas (diametro e incide de polidisperséo).

4.2.3 Desenvolvimento das micelas poliméricas pelo método do filme
polimérico

Apos a determinacé@o da quantidade méaxima de miltefosina em sistemas com
7,2 mM de pluronic F127, investigou-se o efeito da temperatura de hidratagao,
velocidade de agitagdo e tempo de agitacdo nas micelas polimérica obtidas. Para o
preparo dos sistemas, 90,8 mg de pluronic F127 e 3,6 mg de miltefosina foram
dissolvidos em 5 mL de cloroférmio. O solvente foi evaporado em evaporador
rotatério a 50°C, 200 rpm por 30 minutos para obter o filme de copolimero-farmaco,
0 qual foi reidratado com 5 mL de solugcdo tampao fosfato, pH 7.4, 10 mM a
diferentes temperaturas, velocidades e tempos de agitacdo. Os sistemas micelares
claros e homogéneos a concentracbes de copolimero e miltefosina de 7,2 mM e 9
mM, respectivamente, foram filtrados mediante o emprego de filtros de membrana
hidrofilica de 0,22 um.
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4231 Desenho de composto central (CCD)

O processo mais eficiente para avaliar a influéncia de diferentes variaveis no
processo de producdo das micelas requer um desenho sistematico e detalhado. A
otimizacao destas variaveis foi conduzida empregando desenho de composto central
(CCD) o qual é comumente utilizado para estimar a superficie de resposta de
segunda ordem. Assim, o desenho experimental 22 foi utilizado para investigar os
efeitos da temperatura de hidratacdo (X;), velocidade de agitacdo (X;) e tempo de
agitacdo (X3) sob o diametro hidrodinamico (Y;) e a inversa do indice de
polidispersdo (Y;) das micelas formadas. As trés variaveis independentes foram
analisadas em 2 niveis, baixo (-1) e alto (+1) e 3 replicatas foram realizadas para o
ponto central (0).

A distancia dos pontos axiais ao ponto central foi dada por a=2/4 (k é o
numero de variaveis independentes, neste estudo (a = 1,68). Seis pontos axiais
foram adicionados e um total de dezessete formulacdes foram preparadas de acordo
com o CCD. Um modelo estatistico de segunda ordem incorporando a interacédo e
termos polinomiais foi empregado para ajustar os dados (ZHOU et al., 2012). A
Tabela 4 apresenta as varidveis independentes investigadas e as variaveis

dependentes (valores reais e codificados).

Tabela 4. Variaveis independentes (valores reais e codificados) e variaveis
dependentes usadas no desenho de composto central.

Variaveis independentes Niveis codificados das variaveis

-a -1 0 1 +a

X;= Temperatura de hidratacao (°C) 23 30 40 50 57

X,= Velocidade de agitacao (rpm) 480 550 650 750 820

Xs=Tempo de agitagédo (min) 20 30 45 60 70
Variaveis dependentes Restrigdes

Y,=Diametro da micela (nm) preservar igual a micela sem farmaco

Y,= 1/indice de polidisperséo Maximizar
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Analises de varidncia (ANOVA) foram realizadas mediante o emprego do
programa MINITAB 17. Significancia estatistica foi definida como p< 0,05 e o teste

de Fisher’s foi realizado para testar a adequacao do modelo estatistico.

4.2.4 Caracterizacao fisico-quimica das micelas poliméricas

A caracterizacdo de nanoestruturas em geral envolve muitas técnicas fisico-
guimicas, entre elas a avaliacdo morfolégica, potencial zeta, pH, distribuicdo de
tamanho de particulas, eficiencia de encapsulacao, entre outras (SAPSFORD et al.,
2011).

4.2.4.1 Distribuicdo do tamanho de particula (Dy)

A determinacdo do diametro hidrodinamico micelar (Dy) e distribuicdo de
tamanho das particulas (indice de polidispersao, IP) foram realizadas pela técnica de
espectroscopia de relagdo de fotons ou espalhamento de luz dindmico (DLS). Cada
aliquota dos sistemas de micelas poliméricas foi diluida em solucdo tampéo fosfato
(1:2) e analisada com angulo de espalhamento de 90 °C a uma temperatura de 25°C
no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK). Os ensaios foram realizados em

triplicata.

4.2.4.2 Microscopia eletrénica de transmissao

A morfologia das micelas poliméricas carregadas de miltefosina foi estudada
mediante o0 emprego de microscopia de transmissao eletrénica no microscopio JEOL
JEM 2100 (JEOL, Tokyo, JAPAN). Os sistemas contendo micelas poliméricas foram
colocados em um suporte de cobre de 300 mesh e corados com solugdo de &cido
fosfotungstico a 2% w/v, seguida de lavagem com agua destilada. As amostras
foram investigadas usando uma voltagem de aceleracdo de 200 kV a temperatura

ambiente.
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4243 Calorimetria exploratéria diferencial

Calorimetria € uma técnica primaria que mede as propriedades térmicas de
materiais e estabelece uma relacdo entre a temperatura e as propriedades fisicas
das substancias, determinando a entalpia associada ao processo de interesse
(HOHNE et al., 2003). Esta técnica tem sido utilizada em nanotecnologia para medir
as propriedades termodinamicas de biomoléculas e materias nanomeétricos
(VARGHESEA et al.,, 2008). Nesse trabalho a calorimetria exploratéoria diferencial
(DSC) foi realizada empregando-se o equipamento TA-2920 (TA- Instruments, New
Castle, DE). Para as andlises, aproximadamente 4,0 mg das amostras de pluronic
F127, miltefosina pura, mistura fisica e micela polimérica contendo miltefosina foram
colocadas em capsula de aluminio seladas, submetidas a taxa de aquecimento de
10 °C. min *, avaliando seu comportamento no intervalo de temperatura de 25 °C a
350

A analise termogravimétrica (TGA) € outra técnica utilizada para determinar a
estabilidade térmica de materiais. Diversos polimeros empregados para o
desenvolvimento de nanoparticulas sdo analisados através desta técnica para
avaliar a temperatura de transicao vitrea (Tg), o grau de cristalinidade e seus efeitos
sobre a taxa de degradacdo (MAKADIA et al., 2011). A anélise termogravimétrica
(TG) foi realizada no equipamento TA-2920 (TA- Instruments, New Castle, DE) na
faixa de 25 a 600 °C, utilizando-se amostras de pluronic F127, miltefosina pura,
mistura fisica e micela polimérica contendo miltefosina em cadinho de platina, massa
de aproximadamente 3 mg, razdo de aquecimento de 10 °C. min * e atmosfera

dinamica de nitrogénio com vazdo de 50 mL. min .

425 Estudos de estabilidade fisica

A estabilidade fisica das micelas poliméricas liofilizadas foi avaliada apos 3
meses de estocagem a 4°C. Amostras liofilizadas foram ressuspensas num volume
de 2 mL de solugcdo tampao fosfato, submetidas a agitacdo magnética de 200 rpm
por 5 minutos e filtradas por membranas de 0,22 pm. Amostras no tempo zero e
apos 3 meses foram coletadas e analisadas quanto ao tamanho de particula e indice

de polidisperséo no equipamento Zetasizer NanoZS (Malvern)
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4.2.6 Determinacao do potencial hemolitico

Os ensaios foram realizados em triplicata, empregando-se solugcédo tampéao
fosfato de sédio (PBS) contendo 5% (v/v) de sangue de carneiro desfibrinado
(NewProv) e o sistema micelar (7,2 mM de pluronic e 9 mM de miltefosina) a uma
concentracdo de 30 a 450 pM de miltefosina. As amostras foram incubadas a 37°C,
agitacdo magnética de 250 rpm por 60 minutos.

Posteriormente, foram centrifugadas a 25 °C, 1788 x g durante 5 minutos e a
absorbancia foi lida a A=540 nm. A porcentagem de hemdlise foi determinada como
a razdo entre a absobancia da amostra e a absorbancia obtida para o sangue em
agua destilada, que corresponde a 100% de hemodlise e representada conforme a
equacdo 1. O branco dos ensaios empregado foi o PBS (RANGEL-YAGUI et al.,
2007).

A amostra ~
% hemolise = Aigua Equacgéo 1

4.2.7 Ensaio biolégico de viabilidade celular

Os ensaios biolégicos de inibicdo celular foram realizados em colaboracao
com a Profa. Daniela Sanchez Basséres, do Instituto de Quimica da USP. O ensaio
biolégico foi determinado pelo método de Loosdrecht (1991) em células HelLa e
H358. As células HelLa e H358 (6 x 10° células/mL) foram cultivadas em placas de
96 pocos, em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, pH 7,2.

A atividade citotoxica foi investigada pela adicdo de diferentes concentracdes
de miltefosina e micelas poliméricas contendo o farmaco nas mesmas quantidades
(30 uM, 60 pM e 100 pM) e polimero (24 uM, 48 uM e 80 uM). Apos 24, 48 e 72 h de
tratamento, foram adicionados 25 pL de solucdo de MTT (Brometo de 3,4,5-
dimetilazol-2,5-difeniltetrazolium) 5 mg/mL em meio DMEM por 1 hora a 37 °C com
uma atmadsfera de 2,5% de CO.. Ao final da incubacéo, o meio de cultura foi retirado
e 100 pL de DMSO foi adicionado a cada pogo. Em seguida a coloracao obtida foi
lida a 570 e 610 nm em leitor de microplacas Eon Microplate Spectrophotometer-
BioTek.
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5 RESULTADOS

5.1 Concentracdo micelar critica

Concentracdo micelar critica € um parametro importante, sendo que baixos
valores de CMC asseguram a estabilidade de micelas apds da diluicdo. Polimeros
pluronics como o0 F127 se caracterizam por apresentarem baixos valores de CMC e
varios deles tém sido utilizados na industria farmacéutica como carreadores de
farmacos hidrofébicos. A CMC do pluronic F127 foi determinada pela solubilizacdo
de sonda hidrofébica (pireno). O pireno € uma molécula pouco soluvel em Agua mas
tem solubilidade aumentada em solucdes micelares por incorporacdo no iterior
hidrofébico das micelas.

Em agua, a intensidade da primeira banda (372 nm, 1) do espectro de
emissao do pireno € mais alta que a da terceira banda (393 nm, l3), enquanto que
num ambiente hidrofébico I3 é maior que |;. Assim, quando a concentracdo de
polimero € menor que a CMC a razdo de lsg3/ls72 € mais baixa e praticamente
constante. Ao atingir a CMC, a razdo lsg3/l372 aumentadevido a incorporacdo do
pireno nas micelas e maior intensidade da tereira banda.

A figura 12 apresenta a curva obtida para a relagao Is/l; em funcdo da
concentracdo de polimero F127. Como observado na figura, lsgs/ls72 permanece
constante para valores para abaixo da CMC enquanto que acima dela, a razdo da
fluorescéncia aumentou substancialmente, o que reflete a incorporacéo de pireno no
nucleo hdrofébico das micelas poliméricas. O valor de CMC obtido para o polimero
F127 foi 1,18 x 10™ mol/L, este é similar a valores reportados por outros autores 0s
quais variam na faixa de 7,9 x 10° = 5,5 x 10 mol/L (GYULAI et al., 2016).

Micelas formadas de copolimeros anfifilicos se desagregam lentamente
guando diluidas abaixo da CMC, facilitando tempos de residencia maiores no
organismo, isto torna-se importante desde o ponto de vista farmacoldgico devido a
gue sé micelas de polimeros com baixos valores de CMC podem existir enquanto
gue polimeros com alta CMC podem-se dissociar em mondmeros e seu conteudo
pode precipitar no sangue (YOKOYAMA et al., 1992).
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Figura 12. Valores de lss/ls7» para pireno (2,0 x 10° mol/L) em funcédo da
concentracao de pluronic F127 (mM) em agua.

Estes sistemas permitem incorporar farmacos dentro do nucleo ou na
interface da micela mediante conjugacao quimica ou aprisionamento fisico (CROY,
KWON, 2006). Farmacos encapsulados dentro da estrutura micelar evitam o contato
com 0 meio externo e, portanto, observam-se menores taxas de dissociacdo da
ligacdo farmaco-copolimero (MANSOOR, 2006).

5.2 Determinacdo da concentracdo de miltefosina a ser incorporada nas
micelas

Diversas formula¢cdes variando a concentracdo de farmaco foram estudadas
com o intuito de determinar a maxima quantidade de farmaco que pode ser
incorporado na micela polimérica.

Para uma quantidade fixa de copolimero F127 (7,2 mM) investigamos a
incorporacdo de quantidades crescentes de miltefosina na faixa de 1 - 12 mM. As
micelas poliméricas com miltefosina incorporada foram analisadas mediante
espalhamento de luz dinamico (DLS) e os resultados de diametro hidrodinamico

micelar (Dy) e indice de polidisperséo (IP) séo apresentados na tabela 5.
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Tabela 5. Diametro micelar (Dn, nm) e indice de polidispersdo (IP) de micelas
poliméricas de F127 (7,2 mM) na presenca de concentracbes crescentes de

miltefosina.

_ _ _ _ Pico 2 _
Miltefosina  Picol Intensidade Intensidade P
+
(MmM) Dn (hM)  pico 1 (%) " pico2 (%)
(nm
0 30,96 100 - - 0,109 £+ 0,01
1 30,30 100 - - 0,093 +0,01
3 25,25 100 - - 0,169 £ 0,01
6 25,92 100 - - 0,121 +0,01
9 36,46 98 - - 0,245 + 0,02
12 26,17 94,1 4,9 2,6 0,253 + 0,02

Os ensaios de espalhamento de luz dindmico (DLS) apontam para a obtencéo

de micelas de diametro hidrodinamico (Dy) e indice de polidispersao (IP) de 36,46 e

0,245 £ 0,002, respectivamente para uma concentracdo de 9mM de miltefosina no

sistema.

Em concentragBes crescentes de farmaco, micelas apresentaram didmetro de

~ 25 nm, o qual evita sua depuracdo renal mantendo o tempo de circulacdo no

sangue (DAVIS et al., 2008), isso pode ser atribuido ao comprimento do bloco EO

gue governa o numero de agregacao e tamaho micelar.

Estudos prévios demonstraram a solubilidade de hidrocarbonetos em micelas

de pluronics e concluiram que, devido a hidrofobicidade, hidrocarbonetos interagem

com o nucleo micelar, o qual é mais hidrofébico que a corona da micela.
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Duas possiveis situacdes foram relatadas, aquela em que as moléculas se
distribuem uniformemente ao longo do nucleo da micela ou aquele em que o
aumento da hidrofobicidade das moléculas cria um “nucleo” dentro do nucleo central,
entretanto um excesso de farmaco pode afetar esta interacdo podendo levar a
formacédo de micelas do farmaco que néo foi encapsulado (NAGARAJAN, 2001).

Como pode ser observado, micelas de pluronic F127 com tamanho de 30 nm
de didmetro foram obtidas na auséncia de miltefosina.

O tamanho das micelas foi relativamente preservado com a incorporacédo de
miltefosina em todas as concentracdes estudadas. A 12 mM de miltefosina,
entretanto, observou-se um pico correspondente a particulas de 4,9 nm de diametro
o qual poderia corresponder a micelas puras de miltefosina.

Para confirmar essa hipotese, realizamos uma leitura de DLS de uma solugéo
de miltefosina a 6 MM em PBS e obtivemos que as micelas de miltefosina pura
apresentam diametro hodrodinamico de 6 nm.

Portanto, aparentemente a 12 mM a miltefosina encontra-se em excesso e
micelas puras de farmaco sdo formadas. Micelas de mitefosina pura apresentam
propriedades hemoliticas e se desagregam facilmente quando administradas oral ou
parenteralmente. Assim consideramos concentracdes de 9 mM como a maxima
guantidade de miltefosina a ser incorporada em micelas de pluronic F127 a 7,2 mM.

Resultados obtidos de estudos de microdistribuicdo intratumorais anteriores
indicaram que formulagdes micelares de diametro inferior a 50 nm sao superiores
em termos de extravasamento e penetracdo em tecidos tumorais, além disso o
tamanho permite manter a circulacdo das micelas por um longo periodo de tempo e

evadir a depuracao renal destas nanoparticulas (~ 5,5 nm) (CHOI et al., 2007).
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5.3 Desenvolvimento das micelas poliméricas pelo método do filme
polimérico

Para a producdo das micelas poliméricas foi empregada a metodologia de
formacdo de filme polimérico, empregando-se 9 mM de miltefosina e 7,2 mM de
pluronic F127. O desenho de composto central (CCD) foi desenvolvido para avaliar a
influéncia dos efeitos da temperatura de hidratacéo (X3), velocidade de agitacao (X>)
e tempo de agitacao (X3) sobre o diametro micelar (Y;) e a inversa da polidisperséo
(Y2). Foram realizadas as dezessete formulacdes do desenho por duplicata e os
resultados sédo apresentados na tabela 6.

Os dados foram analisados utilizando analise de varianca (ANOVA) e os
coeficientes de regressao foram calculados. A significancia estatistica foi definido
como p< 0,05. Um modelo estatistico de terceira ordem foi utilizado para ajustar os
dados. Teste de Fisher’s foi ajustado para analisar a adequacdo do modelo. Os
graficos de superficie de resposta foiram obtidos usando o software Design Expert

(Version 10) (Stat-Ease, Inc, Minneapolis, MN).
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Tabela 6. Desenho de composto central (CCD), para formulagcdo de micelas
poliméricas de pluronic F 127 7,2 mM e miltefosina 9 mM, com resultados de

didametro micelar (Dy) e indice de polidisperséao (IP)

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Temperatura  yglocidade de  Tempo de
de o o
Amostra reidratacao rartacso agttacee D*j_rg]Pm) IP + DP
C) (RPM) (min)
1 30 550 30 24,33 + 0,04 0,112 + 0,001
2 50 550 30 21,88 + 0,82 0,231 + 0,011
3 30 750 30 22,61 + 0,38 0,199 + 0,011
4 50 750 30 23,48 + 0,38 0,148 + 0,013
5 30 550 60 22,55+ 0,04 0,213 £ 0,013
6 50 550 60 21,82 + 0,09 0,247 + 0,011
7 30 750 60 22,68 + 0,07 0,188 + 0,003
8 50 750 60 22,43+ 0,34 0,167 + 0,013
9 23 650 45 23,82 + 0,06 0,134 + 0,003
10 57 650 45 21,34 0,11 0,223+ 0,013
11 40 480 45 23,03+ 0,62 0,189 + 0,008
12 40 820 45 22,54 + 0,17 0,225 + 0,007
13 40 650 20 22,44+ 0,29 0,172 + 0,003
14 40 650 70 22,58 + 0,06 0,224 + 0,016
15 40 650 45 22,75+ 0,01 0,207 + 0,004
16 40 650 45 21,79+0,28 0,227 + 0,014
17 40 650 45 21,88+ 0,01 0,205 + 0,004
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O tamanho de particula (Dy) € um importante fator na formulacao de sistemas
carreadores de farmacos, podendo influenciar na cinética de liberagdo e nos perfis
de biodsitribuicdo e eliminacdo. No diagrama de pareto sdo mostrados os efeitos dos

fatores estudados sobre o tamanho das micelas poliméricas (Figura 13).

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(Resposta é Diametro; a = 0,05)

1592
%X ' Fator Nome
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Figura 13. Diagrama de pareto padronizado para diametro das micelas de pluronic
F127 e miltefosina.

Na equacdo 2 é apresentado o diametro micelar (Dy) em funcdo da

temperatura (X;), velocidade de agitacao (X;) e tempo de agitacdo (Xs).

Dn (Y1)= 21,16 - 0,043X; + 0,005X,+ 0,173X3 - 0,0002X,X; ~ Equagéo 2
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O coeficiente de regressdo R? apresentou valor baixo (0,538) indicando um
nivel baixo de significancia para o modelo. Das varidveis estudadas, a temperatura
afeta mais significativamente o tamanho da particula sendo que o tamanho da
particula aumenta com a diminuicdo da temperatura.

Isso pode ser justificado pelo fato de que em menores temperaturas a energia
cinética das moléculas de agua € menor e, portanto, as interacbes de hidrogénio
com a por¢cdao PEO das micelas favorecida, o que acarreta em maior diametro
hidrodindmico das micelas.

Em contrapartida, o aumento da temperatura leva a deshidratacdo da corona
de PEO e consequente reducao de tamanho das micelas.

As micelas poliméricas apresentaram valores de Dy na faixa de 21,34 + 0,11
nm a 24,33 + 0,04 nm, 0s quais sado consideraveis para este tipo de sistemas, sendo
gue para o sistema micelar de pluronic F127 sem o farmaco Dy, = 30,96 nm.

Além do diametro das micelas, o indice de polidispersdo € outro parametro
importante utilizado para analisar a estabilidade de uma formulacéo.

Na figura 14 é apresentado o grafico de pareto em que observa-se a
influencia das trés variaveis no indice de polidisperséao.

A diminuicdo da temperatura de rehidratacdo tem uma influencia maior na
distribuicdo do tamanho das particulas, enquanto que a velocidade e o tempo de

agitacao tiveram efeitos menores sobre a mesma.
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Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(Resposta é Inversa polidispersao; a = 0,05)
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Figura 14. Diagrama de pareto padronizado para a inversa do indice de
polidisperséo das micelas de pluronic F127 e miltefosina.

O alto valor de R, = 0,896 indica que as variaveis analisadas infuenciaram
notadamente na polidispersdo das micelas. Na equacdo 3 € apresentada a relagédo
entre a inversa da polidispersdo em funcdo da temperatura (X;), velocidade de

agitacao (Xy) e tempo de agitagao (X3).

1/IP (Y5)= 102,5 — 2,309X; - 0,127%, — 1,426X5 + 0,003(X;)%+
0,002X;X; + 0,029%; X3 + 0,001X,X3 — 0,000041 X1 X, X3

Equacéo 3

Os efeitos da temperatura de reidratacdo, velocidade de agitacdo e tempo de
agitacdo no indice de polidispersao sao apresentados em forma de graficos de

superficie de resposta na figura 15.
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Figura 15. Gréficos de superficie para a inversa da polidispeséo (1/IP) em fun¢éo da
Temperatura de reidratacdo (X,), velocidade de agitacdo (X;) e tempo de agitacdo
(X3).

A funcéo desejavel é utilizada como um método de otimizacdo numérica para
multiplas respostas (MONTGOMERY , 1999). Cada resposta Y; é associada com sua
funcéo desejavel parcial di que varia na faixa de 0 < D; < 1. Se a resposta Y; esta na
faixa acetavel D; assume o valor de 1; quando se encontra fora desta faixa, D; = 0.
Para a inversa do indice de polidispersao, o objetivo foi maximizar esse parametro
pois uma menor disperséo indica maior uniformidade na distribuicdo de tamanho das
particulas no sistema. A funcdo desejavel parcial para a resposta Y; pode ser
calculada segundo a equagéo 4:
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Di Ymax — ¥i Equacéo 4

¥Ymax — Ymin

Em que Di é a funcdo desejavel parcial para o indice de polidisperséo.
Valores de Ymax e Ymin para 1/IP foram de 9 e 4 respectivamente e Y; é o resultado
medido.

A otimizacdo em funcéo deste Unico fator mostra que a uma temperatura de
23°C, velocidade de agitacao de 480 rpm e tempo de agitacdo de 20 min se
consegue obter uma formulacdo com diametro micelar de 29,09 + 0,168 e IP = 0,105
+ 0,005. Gréficos de espalhamento de luz (DLS, intensidade de espalhamento,
namero e volume de particulas em funcédo do diametro das particulas espalhantes

para a amostra otimizada) sdo apresentados na figura 16.
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Figura 16. Distribuicdo do tamanho de particula (nm) da preparacéo otimizada de
micelas poliméricas de pluronic F127. Graficos de intensidade, nUmero e volume
estatistico.
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Alguns autores tém sugerido que a solubilidade de um farmaco envolve a
incorporacdo no interior da micela e a adsor¢ao na interface agua-micela (KRISHNA,
FLANAGAN, 1989). Em geral, a existéncia de diferentes sitios de solubilizacdo do
farmaco dentro de estruturas micelares depende de suas propriedades fisicas como
microviscosidade, polaridade e grau de hidratacdo, os quais ndo sao uniformes ao
longo da micela (DUTT, 2003).

Estudos tém demonstrado que a eficiéncia de solubilizacdo de farmacos néo
polares incrementa com a longitude das cadeias PEO enquanto que o tamanho
diminui com o aumento desta porcao hidrofilica (BARRY, EI, 1976). A extensao da
solubilizacdo dentro de uma micela depende do sitio de localizacdo e da forma da
micela, assim, a forma da micela é determinada pelo valor do parametro Cy=V4/lcao,
em que C, € o parametro de empacotamento critico, Vy corresponde ao volume da
porcao hidrofébica da molécula anfifilica, I. € o comprimento dessa mesma porcéao e
ap corresponde a area da sessao transversal da porcao polar da molécula anfifilica.
Quando esse parametro aumenta, a micela torna-se mais asimétrica e o volume do
ndcleo interno aumenta em relacdo a sua porcao externa. Portanto, pode-se esperar
gue a solubilizacdo de farmacos no nucleo aumente com o aumento da assimetria
(ROSEN, 1989).

A forma e o tamanho das micelas pode ser controlada variando alguns fatores
como temperatura, concentracdo e composicdo do polimero, forca ibnica e pH. Nas
estruturas micelares em meio aquoso, as cabecas polares sao direccionadas a fase
aquosa enquanto que a cadeia hidrofébica se distancia dela (RANGEL-YAGUI et al.,
2005).

Barry e colaboradores (1976) estudaram a termodinamica de micelizacdo de
uma série de esterbides (hidrocortisona, dexametasona, testosterona e
progesterona) nas cadeias PEO e demostraram que o coeficiente de particao
incrementa com a diminuicdo da polaridade e da temperatura, assim dois fatores
poderiam estar envolvidos: A inser¢cdo de moléculas solubilizadas em micelas de
forma ordenada diminui a entropia e no outro lado quando a molécula é
relativamente ndo polar, ela migra a partir da solugdo aquosa para a fase micelar,
assim pode ser concluido que muitos farmacos sao adsorvidos na superficie da

micela.
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A temperatura de micelizacao critica (CMT) do copolimero pluronic F127 foi
estudada a diferentes porcentagens mediante espalhamento de neutrons a baixo
angulo (SANS), solucdes com 1% de polimero apresentaram temperaturas de
micelizacdo de 24°C a qual aumenta quando a concentracdo do polimero diminui
(ALEXANDRIDIS, 2002). Outros estudos mostraram que 0 aquecimento afeta o
processo de formacdo de gel em solugdes de 15 — 30 % de pluronic F127, no
entanto a 10% néo houve alteragdo na viscosidade da mesma (WANKA et al., 1994).
Esse efeito € atribuido ao fato de que o aumento da temperatura resulta em aumento
da energia cinética das moléculas de agua e consequente desidratacdo das porcdes
PEO. Assim, ocorrem mais interagdes do tipo van der Waals enrte as por¢cdes PEO
das micelas e formacao do gel. Esse efeito também € proporcional a concentracédo
de copolimero (KANG, 2012).

Para uma mesma concentracdo de copolimero, diferentes viscosidades séo
observadas a diferentes temperaturas (4, 25 e 37 °C), sendo que a viscosidade
aumenta com o aumento da temperatura. Valores de CMC e CMT dependem
fortemente da estrutura e massa molecular dos copolimeros. Para copolimeros com
a mesma longitude de PEO, o copolimero com numero maior de cadeias
hidrofébicas PPO forma micelas a temperaturas mais baixas (ALEXANDRIDIS et al.,
1994).

Estudos reportam que a temperatura de micelizacao critica do copolimero
diminui consideravelmente devido a adicdo de farmacos hidrofébicos, assim micelas
de pluronic F127 apresentaram CMT = 23 + 1 °C em presenca de ibuprofeno,
aspirina e eritromicina (BASAK , BANDYOPADHYAY, 2013).

Scherlund e colaboradores (2000) observaram uma diminuicdo da CMT e da
temperatura de gelificacdo quando anestésicos locais foram adicionados a solugdes
de pluronics.

Pesquisadores encapsularam moléculas de ibuprofeno em solugdes de
pluronic P104 e P105 e moléculas de flurbiprofeno em solucbes de P103 e P123 e
demonstraram que a encapsulacdo de farmacos favorece o processo de micelizacéo
resultando num incremento do numero de agregacdo e no didmetro do nucleo
micelar (FOSTER et al., 2009; ALEXANDER et al., 2011).
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Nilson e colaboradores (2007) estudaram a influéncia da temperatura na
polidispersdo de micelas formadas por copolimeros pluronics e concluiram que a
baixas temperaturas (25°C) observa-se uma estreita distribuicdo de tamanho das
micelas, esta distribuicdo aumenta com o incremento da temperatura.

Para copolimeros né&o idnicos, o efeito da temperatura na solubilidade do
farmaco depende da sua localizacdo na micela (dentro do nucleo ou na camada de
PEO). Farmacos que se localizam preferencialmente na camada de PEO séo
afetados devido a desidratacdo dos grupos PEO, o qual reduz o espaco disponivel
para a incorporacdo do farmaco nestas regides. No entanto, farmacos altamente
hidrofébicos aumentam sua solubilidade no nucleo interno quando a temperatura é
incrementada devido ao crescimento micelar (FLORENCE, ATTWOOQOD, 2003).

5.4 Microscopia eletrénica de transmissao

7z

A morfologia de nanoparticulas € uma caracteristica importante que avalia
seu desempenho no transporte de farmacos.

Com o objetivo de confirmar a obtencdo de micelas poliméricas de
miltefosina-F127 e verificar a morfologia dessas, as analises de microscopia
electronica de transmissédo (MET) foram realizadas, as zonas escuras representam o
nuacleo PPO das micelas com o farmaco incorporado. Particulas de tamanho médio
de 40 nm foram observadas, em forma esférica e com distribuicdo uniforme,
sugerindo a estrutura micelar. O tamanho de particula similar para a micela
contendo miltefosina incorporada sugere que o farmaco nao influencia

significativamente no tamanho das micelas de pluronic F127 (Figura 17).
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Figura 17. Microscopia electrénica de transmissao (MET) das micelas poliméricas
de pluronic F127 n&o carregadas (A) e carregadas com miltefosina (B).

Nesta técnica baseada na microscopia de coloracdo negativa com &cido
fosfotungstico, um filme denso de eletrons do corante é formados ao redor da micela
(CARLO, HARRIS, 2011), assim micrografia da micela mostraram manchas escuras
e tamanhos maiores em comparagdao com o DLS.

Dentro as diversas técnicas empregadas para avaliar o diametro
hidrodindmico de nanoparticulas, o espalhamento de luz dindmico (DLS) é uma
ferramenta Util para monitorar a estabilidade coloidal de uma suspenssao, no
entanto a precissdo do tamanho de particula ndo estda completamente entendida
devido a efeitos ndo avaliados como a concentracdo da disperssdo, angulo de
espalhamento e anisotropia das nanoparticulas (TAKAHASHI et al., 2008). A
microscopia electrénica, por sua vez, permite visualizar nanoparticulas de tamanhos
pequenos com maior precissdo mediante emprego de corante ajudando na
determinacg&o do diametro da micela, assim esta técnica em geral € empregada uem
conjunto com o DLS e outras técnicas para improver uma melhor caracterizacao do
sistema.

A andlise microscépica revelou micelas ndo agregadas e com a superficie
lisa. E relatado que as nanoparticulas pontiagudas poderiam estimular macréfagos
no interior do tecido (ALBANESE et al., 2010). O tamanho de 40 nm possibilita sua
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incorporagdo em vesiculas endociticas, ou seja, acesso celular por meio de
endocitose (KABANOQV et al., 2002).

Como mencionado anteriormente, o parametro de empacotamento critico C,
define a morfologia de agregados anfifilicos, ou seja, se a auto-agregacao ocorreram
em micelas esféricas, cilindricas ou em lamelas/vesiculas. No caso de copolimeros
anfifilicos, devido a complexidade estrutural e dificuldade em se obter C,, emprega-
se uma simplificacdo desse parametro, a fracdo hidrofilica (f,). Assim, copolimeros
com f, > 0,5 agregam-se preferencialmente em micelas esféricas. Copolimeros com
0,5 >f, > 0,4 agregam-se preferencialmente em micelas cilindricas e quando com
0,4 >f, > 0,25 ocorre a formacéo de vesiculas poliméricas (PACHIONI et al., 2015).

O copolimero pluronic F127 apresenta f,= 0,68 e portanto, espera-se que
ocorra preferencialmente a agregacdo em micelas esféricas, como foi observado.

A magnitude das forcas de atracdo hidrofébica entre as cadeias
hidrocarbonadas, as forcas de repulsdo electrostatica entre os grupos polares e 0s
efeitos de hidratacdo destas cadeias influenciam na agregacdo e estabilidade da
micela modulando a curvatura da estrutura micelar o qual é um criterio importante
para determinar sua forma. Esta curvatura é expressada em termos de parametro de
empacotamento (vi/aglc) onde ap € a area interfacial ocupada pelos grupos
hidrofilicos, v, € 0 volume da cadeia hidrofébica e | sua extensao no nucleo da
micela e esta relacionada com a porcao hidrofilica do polimero (NAGARAJAN,
2001).

5.5 Calorimetria exploratéria diferencial e Termogravimetria

Anélise térmica refere-se a um grupo de técnicas nas quais as propriedades
fisico-quimicas de uma substancia sdo medidas em funcdo do tempo ou da
temperatura enquanto a amostra € submetida a temperatura controlada (GILL et al.,
2010). A calorimetria diferencial exploratoria (DSC) e a termogravimetria (TG) séo
técnicas aplicadas na caracterizacdo, avaliacdo de pureza, compatibilidade dos
excipientes numa formulagéo, estabilidade e decomposicdo térmica de farmacos
(BERTOL; OLIVEIRA; 2001; MONAJJEMZADEH et al., 20015).
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Alteracdes estruturais de materiais sdo acompanhados por trocas de calor,
por exemplo, absor¢cdo de calor durante a fusdo ou emissdo de calor durante a
cristalizacdo. DSC €& empregado para medir essas trocas de calor durante
programas de temperatura controlada e permite obter conclusbes sobre as
propriedades estruturais de uma amostra. Esta técnica é capaz de monitorar e
guantificar eventos térmicos e permite identificar as temperaturas as quais estes
eventos ocorrem.

A natureza exata das transi¢cOes térmicas deve ser determinada com métodos
complementares, como observacfes microscopicas, termogravimetria, difraccdo de
raios X ou técnicas espectroscopicas para distinguir, por exemplo, a fusdo, as
transicdes polimorficas, a perda de agua ou a decomposicdo da substancia
(BUNJES, UNRUH, 2007). A partir de curvas de DSC, a influéncia de diferentes
parametros tais como tempo de armazenamento e temperatura ou interac¢gdes entre
0s componentes do sistema podem ser estudados.

Com o objetivo caracterizar as micelas poliméricas para obter informacdes
sobre as interagBes entre farmaco e o polimero, técnicas de DSC e TG/DTG foram
empregadas. Os experimentos de analises térmicas referentes a termogravimetria
relacionam perda de massa em funcdo do aumento de temperatura (TGA). Com as
informacdes obtidas € possivel identificar a temperatura de degradacdo dos
sistemas.

A perda de massa de cada material € observada em regifes caracteristicas
correspondentes aos eventos térmicos de cada material analisado.

Andlises de DSC do polimero puro, miltefosina pura, mistura fisica e da
micela de pluronic F127-miltefosina foram realizadas (Figura 18). A curva de DSC
do pluronic F127 apresentou um evento endotérmico de fusdo, com inicio em 48,30
°C e Tpico de fusdo em 53,40°C (AH 143 J/g) o qual esta em concordancia com
KIBBE (2004), além disso, apresentou um evento exotérmico no intevalo de 149,0 —
159,30°C com Tpico €M 155,60°C (AH -18,30 J/g) devido a natureza semicristalina do
polimero com uma fase cristalina que consiste de camadas de PEO e camadas
amorfas formadas de PPO — PEO (LAZARI, LOPEZ-QUINTELLA, 2009).

A curva de DSC da miltefosina pura indicou um evento endotérmico

correspondente a perda de agua, com inicio em 95,5 °C e Ty, em 103,60°C (AH
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35,4 J/g), a 226,5°C (AH 58,8 J/g) € observada a temperatura de fusdo do farmaco
seguida da descomposicdo. O DSC da miltefosina apresentou trés eventos
endotérmicos, o primeiro com inicio em 44,5 °C e término em 54,8 °C e um T, de
fusdo a 50,3 °C (AH 71,2 J/g), o segundo com Tyico em 97,2 °C (AH 16,60 J/g) e um
terceiro com Tpico €m 204,8 °C (AH 30,20 J/g).

Estes resultados de DSC para o miltefosina pura estdo de acordo com o
apresentado por Das e colaboradores (2010) e confirmam que a essas temperaturas
ambas substancias sédo estaveis e ndo se descompoem.

A curva de DSC da micela de pluronic F127-miltefosina indicou um evento

térmico com inicio em 45,60 °C e T, de fusédo em 47,50 °C (AH 35,7 J/g).
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Figura 18. Curvas de DSC da mistura fisica, micela polimérica F127-miltefosina ,
polimero F127 e miltefosina pura.
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A tabela 7 resume os valores das Tinicio, Tpico e entalpia para cada uma das
amostras.

Tabela 7. Dados de DSC da miltefosina pura, pluronic F-127, mistura fisica e da
micela polimérica pluronic F127-miltefosina com seus respectivos valores de
entalpia.

Amostras 1° evento 2° evento AH (J/g)
T inicio T pico T inicio T pico obtido
°C) (°C) °C) (°C)

Miltefosina 95,5 103,6 225,9 226,5 58,8
Pluronic F127 48,3 53,4 - - 143,0
Mistura fisica 44,0 49,2 204,0 204,8 30,2

Micela
. 45,6 47,5 - - 35,7
polimérica

Andlises de DSC das micelas polimericas carregadas de miltefosina
mostraram picos de fusdo a 47,5 °C (AH 35,7 J/g) em compara¢cdo com a miltefosina
pura e a mistura fisica, as quais apresentaram picos de fusdo a temperaturas de
226,5 °C e 204,8 °C que sdo caracteristicos da estrutura do farmaco.

As Curvas DSC para a micela polimérica e sua respectiva mistura fisica
demonstraram que houve deslocamento de eventos térmicos para valores menores
de faixa de temperatura para a micela polimérica quando comparada com a mistura
fisica apresentando Tyico menores que o polimero F127 isolado (53,40°C), podendo
sugerir que ha uma maior interacdo entre a matriz polimérica com o farmaco apés
sua incorporacao na forma de micela polimérica.

Na mistura fisica ndo houveram mudancas significativas no pico endotérmico da
miltefosina.

Na formulacdo de micela polimérica foram observados temperatura de fusédo e
valor de entalpia menores em relacdo a mistura fisica, demonstrando que ocorreu
diminuicdo no grau de cristalinidade das particulas, o que € desejavel para o

processo de incorporacdo do farmaco. Estes resultados sugerem que a miltefosina
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foi incorporada na micela polimérica em forma estavel. A micela polimérica nédo
mostrou nenhum pico cristalino de miltefosina. Isto implica que o farmaco presente
na micela polimérica de pluronic F127 diminuiu sua cristalinidade em comparacao
com o farmaco puro.

A anélise de DSC permite observar também a miscibilidade do polimero com
o farmaco (ROUZES et al.,, 2003; BRAGAGNI et al., 2013). Esta miscibilidade é
confirmada quando ocorre diminuicdo do ponto de fusédo, da temperatura de
transicdo vitrea e/ou da cristalinidade (PILLIN et al., 2006; LIM et al., 2013)

Com relacédo a analise termogravimeética, as curvas de TG do pluronic F-127
e da miltefosina apontam para perdas de massa de 94% no intervalo de 330 — 430
°C para o polimero e de 1,0 % do farmaco devido a desidratacao, j& a decomposicao
€ observada com temperatura superior a 253,9°C com perda de massa de 23,91%.

Para a mistura fisica, a curva de TG apresentou a degradacao térmica com
inicio a uma temperatura aproximada de 245,2 °C, ocorrendo em varias etapas e
apresenta uma perda de massa de 95,5 % no intervalo de 245,2 — 417,2°C. No caso
da micela polimérica, perda de massa de 89,3 % é observada no intervalo de

temperatura de 358,9 — 392,4 °C. Estes resultados sao apresentados na figura 19.
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Figura 19. Curvas de TG da mistura fisica, micela polimérica de pluronic F127-
miltefosina, polimero F127 e miltefosina pura.

A perda de massa de 94 % pode ser observada na curva de TG do polimero
confirmando a natureza semicristalina do F127.

Uma perda de massa inicial de 1,01 % foi observada na curva de TG para a
miltefosina, a qual corresponde a desidratacao (perda de 4gua da molécula). Apds a
desidratacao, é possivel observar mais dois eventos endotérmicos, o primeiro €
referente ao ponto de fusdo a 229,5 °C com uma perda de 10,14 % em massa
seguido de um rapido inicio do processo de decomposicdo e 0 segundo evento
ocorre a temperaturas superiores a 253,9 °C. A perda de massa de 23,91 %
observada na curva de TG confirma o inicio do processo de decomposicado apos a
fusédo da miltefosina. Esses dados estéo de acordo com a literatura, a qual menciona
a decomposicdo do farmaco em temperaturas de 232,2 — 232,9 °C, com perda de
massa devido a carbonizacdo (PRAVINBHAY, 2015).

Em relacdo a degradacdo da micela polimérica, foi posivel observar que a
temperatura de decomposicao (358,9 — 392,4 °C) estda acima daquela observada
para o farmaco isolado (253,9 °C). Assim, a estrutura da micela polimérica poderia

aumentar a estabilidade do farmaco. Esta decomposicdo térmica da micela de
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pluronic F127 carregada de miltefosina foi confirmada pela curva de TG com
variacao de perda de massa de 95, 6 % a 89, 3 %.

O Pluronic® pode influenciar na diminuicdo do ponto de fusdo do farmaco.
Como este polimero possui uma temperatura de fusdo menor, uma diminuicdo da
temperatura de fusdo do farmaco foi evidente, o que sugere a miscibilidade da
miltefosina nas cadeias de polimero (GHEBREMESKEL; VEMAVARAPU; LODAYA
et al., 2007).

5.6 Estudos de estabilidade apoés a liofilizacao

A aplicabilidade industrial de nanoparticulas dispersas em meio aquoso pode
ser limitada, devido aos problemas de baixa estabilidade fisico-quimica, em periodos
de armazenamento prolongados. Dentre esses, destacam-se a agregacao das
particulas, a estabilidade do polimero, do farmaco ou de outros excipientes e a
liberagéo precoce do farmaco (SCHAFFAZICK et al.; 2003; LEMOINE et al.; 2000;
MAGENHEIM et al.; 1993). Formulag@es liofilizadas, por outro lado, sdo estaveis a
temperatura ambiente e séo facilmente reconstituiveis (NEDERGAARD et al., 2008).

O sistema micelar de pluronic F127-miltefosina foi congelado previamente a -
70 ° C overnight. Seguidamente, a micela polimérica foi sometida a liofilizacdo por
24 horas a uma pressao de 0,120 mbar. Esta amostra foi mantida a 4 °C durante 3
meses. Amostras liofilizadas foram reconstituidas em solucdo tampéo fosfato 10 mM.
O diametro das micelas e o indice de polidispersao foram medidos antes e apoés a
liofilizacdo, os ensaios foram realizados em ftriplicata . A tabela 8 apresentam os

resultados de diametro micelar da micela liofilizada.
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Tabela 8. Diametro hidrodindmico (Dh) e indice de polidispersdo (IP) das micelas
poliméricas de pluronic F127-miltefosina antes e apds a liofilizagcao

Didmetro médio
Formulacéo (F127:MT)

(D) indice de polidisperséo (IP)
(7.2 mM:9 mM) Pico 1 (%)
Antes da liofilizacdo 29,09 +£ 0,168 0,105 + 0,005
(100%)
ApOs da liofilizacéo 22,35+ 0,098 0,181 + 0,008
(99,1%)

Apdés a reconstituicdo da amostra liofilizada observou-se pouca variacdo no
tamanho das micelas, com um incremento mais significativo no indice de
polidispersdo como mostrado no espalhamento de luz dindmico na figura 20.

Alguns estudos tém relatado o emprego de crioprotetores para a desidratacéo
de suspensdes de nanoparticulas através de liofilizacdo. Estes crioprotetores
formam uma matriz amorfa ao redor das nanoparticulas, evitando a agregacéao delas
durante o congelamento (LEMOINE et al.; 2000; KONAN et al.; 2002). A
necessidade de um estabilizador durante a liofilizacdo de nanoparticulas é
importante para se obter uma amostra que possa ser facilmente reconstituivel
(HOLZER et al., 1999). Estudos apontam que os polimeros pluronics F68, F127 e
polisorbato 80 tém se mostrado eficazes na estabilizacdo da indometacina (LIU et
al., 2015; LIU et al., 2011; TUOMELA et al., 2015). Portanto, no caso de micelas
poliméricas dormadas pela agregacao de pluronic F127 a prépria formul¢cao poderia

exercer efeito crioprotetor.



73

Intensidade (%)

Numero (%)

Volume estatistico (%)

1 10 100 1000 10000

Diametro hidrodinamico (Dp)

Figura 20. Espalhamento de luz dindmico (DLS) em funcédo da intensidade, namero
e volume a micela polimérica de F127 - miltefosina ap6s da estocagem durante 3
meses.
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5.7 Determinacdo do potencial hemolitico

A compatibilidade sanguinea de nanomateriais € uma caracteristica
importante na administragdo intravenosa, uma via comumente utilizada para o
transporte de farmacos (YU et al., 2011; YILDIRIM et al., 2013). A interacdo de
nanoparticulas com os componentes do sangue pode causar lise dos glébulos
vermelhos e a formacdo de coagulos (trombose) (ROSSI et al., 2010; PAN et al.,
2016). A atividade hemolitica das micelas poliméricas de pluronic F127 carregadas
de miltefosina foi avaliada e observamos atividade hemolitica relativamente baixa de
6,1% a uma concentracdo de 80 pM de miltefosina (32,6 pg/mL) em comparacao
com o farmaco livre que apresentou hemolise de 30,6% na mesma concentracao
(Figura 21).
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Figura 21. Potencial hemolitico da miltefosina livre (barras brancas) e das micelas
F127-MT (barras pretas) a diferentes concentracfes de farmaco.
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A miltefosina se insere na bicamada lipidica dos eritrcitos incrementando sua
permeabilidade e induzindo a hemolise devido a solubilizacdo da bicamada (VIVES
et al.,, 1997; SANCHEZ et al.,, 2007). Esta solubilizacdo é mais eficiente se a
estrutura do farmaco e os lipidios da bicamada possirem longitudes de cadeias
hidrocarbonadas similares (MARTINEZ et al.,, 2007). No presente trabalho, a
membrana dos eritrécitos é essencialmente rico em lipidios com 16 e 18 &tomos de
carbonos e podem ser interrompidas pelas cadeias hidrofébicas do farmaco, que
apresenta uma cadeia alquilica com 16 atomos de carbono.

O potencial hemolitico da miltefosina pode ser explicado pelo fato de que esta
molécula apresenta uma estrutura em forma de cone, conforme apresentado na
tabela 9. Sabe-se que moléculas que apresentam estrutura cbnica apresentam
maior facilidade de formar micelas e portanto sdo mais hemoliticas do que moléculas
gue adotam estrutura de cone truncado ou cilindro. Para predizer a estrutura
espacila da miltefosina, o parametro de empacotamento critico (Cp) da mesma foi
calculado, sendo que para Vy considerou-se 27,4 A® para os grupos CH; e 26,9 A3
para 0s grupos CH,, a; = 71,7 A® e 1.=1,265 A, obtendo-se C, = 0,29. Valores
menores que 0,33 resultam numa estrutura conica (ISRAELACHVILI, 1991;
PACHIONI, 2013).
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Tabela 9. Relagao observada entre o parametro critico de agregacéo “Cp”, o formato
do monbmero e o formato do agregado resultante. Vi é 0 volume ocupado pela
cauda apolar, ag é a area da secéo transversal da cabeca polar e Ic 0 comprimento
do grupamento hidrofébico

Parametro cri~t|c0 Formato da Estruturas
de agregagao .
molécula formadas
(\’/aolc)
Micelas esféricas
<1/3 W
Cone
Micelas cilindricas:

Cone truncado

Bicamadas flexiveis/vesiculas

- 3L 23S
) Cone@mado ;%%22 g gg g

Bicamadas planas

U

Cilindro

Micelas s ngg:b
reversas j@

>1 ;{gt ez :@i
Cone truncado [ 3@ %E 1@

invertido

Fonte: Adaptado de ISRAELACHIVILI, 2011

A incorporacdo da miltefosina em micelas poliméricas, entretanto, pode

possibilitar o transporte do farmaco no sangue devido a diminuicdo da hemdlise.
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5.8 Ensaio Biolégico de Viabilidade Celular

Os ensaios in vitro para avaliar a citotoxicidade das micelas poliméricas
contendo miltefosina foram realizados empregando-se linhagens celulares de cancer
cervical (HeLa) e de cancer de pulmé&o (H358). Os tratamentos foram aplicados um
dia apds o cultivo das células. As figuras 22 e 23 apresentam a viabilidade celular
das células HeLa e H358 a diferentes concentracbes de farmaco livre e
incorporados nas micelas (30, 60 e 100 uM) apds 24, 48 e 72 horas. Observa-se que
a viabilidade celular diminuiu em funcéo da concentracao do farmaco e que a micela
polimérica de pluronic F127-miltefosina apresentou citotoxicidade similar ao farmaco

livre em todas as concentracdes (30, 60 e 100 uM).
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Figura 22. Ensaios de viabilidade celular de células HeLa em 24, 48 e 72h, frente ao
polimero pluronic F127 a 80, 48 e 24 uM (P80, P48, P24), micela polimérica
contendo 100, 60 ou 30 pM de miltefosina (MP100, MP60, MP30) e miltefosina pura
a 100, 60 ou 30 pM (M100, M60, M30).
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Figura 23. Ensaios de viabilidade celular de células H358 em 24, 48 e 72h, frente ao
polimero pluronic F127 a 80, 48 e 24 uM (P80, P48, P24), micela polimérica
contendo 100, 60 ou 30 puM de miltefosina (MP100, MP60, MP30) e miltefosina pura
a 100, 60 ou 30 puM (M100, M60, M30).

Independente do tempo de incubacédo utilizado no ensaio, o polimero F127
induz a toxicidade acima da concentracdo micelar critica (72 uM) frente as células
HelLa, porém o mesmo ndo ocorre com as células H358.. Uma vez no interior das
células, o pluronic F127 pode exercer atividade toxica na mitocéndria e membranas
nucleares, conduzindo assim a morte celular. Pode-se esperar que esta é uma
consequéncia da natureza anfifilica do F127 com um HLB (balanco hidréfilo-
lipofilico) em torno de 24 (EVANS et al., 1994). Adicionalmente, tem sido reportado
por outro autores que o efeito citotoxico de mondmeros e micelas de pluronic em
células ndo cancerigenas foi significativamente menor que em células cancerigenas
(RAPOPORT et al., 2000; MELIK-NUBAROV et al., 1999).

A habilidade de copolimeros pluronics em afetar a permeabilidade de
barreiras biologicas tem sido amplamente estudada. Pluronic F127 pode influenciar
a biodistribuicao de farmacos anticancerigenos aumentando a especificidade de sua
acao (BATRAKOVA et al., 1996). O pluronic F127 se liga a membranas de células
tumorais resultando na fluidificagdo da bicamada enquanto que a microviscosidade

das células sadias aumenta a uma concentracdo de 0,4-1 uM. A concentracdo e a
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temperatura sdo fatores importantes que afetam a captacdo do copolimero dentro
das células. Estudos sobre a dependéncia da temperatura na captagdo de
copolimero por diferentes células revelaram peculiaridades das células tumorais, por
exemplo, a absorcdo dependente da temperatura de copolimero L61 por linhagem
celular SP2/0 de mieloma a 37 °C foi duas vezes mais efetiva que a 4 °C. Portanto, a
captacao € devido a endocitose da fase fluida ou difusédo do copolimero através da
membrana. Sabe-se que células tumorais possuem uma fluidez maior acumulando
mais polimero que células sadias (MELIK-NUBAROYV et al., 1999).

A baixas concentracfes de farmaco, a miltefosina livre e a micela polimérica
exibem significante e equivalente efeito inibitorio frente a células HelLa. Micelas
poliméricas carregadas de farmaco apresentaram uma alta capacidade para matar
células H358, isto pode ser explicado devido ao fato da miltefosina comicelizar com
0 plurbnico F127 e ndo se encontrar solubilizada no interior apolar da micela,
resultando numa rapida liberacao do farmaco a partir da micela. Além disso micelas
poliméricas podem ser internalizadas no interior das células spor endocitose
(NISHIYAMA, KATAOKA, 2006). Utllizando o mecanismo de endocitose a
interanalizacdo da micela é facilitada, isto tem sido relatado em copolimeros
anfifilicos que podem aumentar a disponibilidade de farmacos no citoplasma (SHUAI
et al., 2004; XIONG et al., 2010).

Nesse trabalho, as micelas de pluronic F127-miltefosina demostraram
citotoxicidade similar ao farmaco livre na mesma concentragdo, mesmo a
concentracdes abaixo da CMC do polimero (0,1% m/m).

Em geral, o consumo e a citotoxicidade de micelas s&o influenciadas por
diversos fatores como densidade da superficie, carga da superficie, tamanho e forma
(ALBANESE et al., 2012).

Os resultados de citotoxicidade mostraram que a formulagdo micelar tem
potencial de citotoxico frente a células tumorais e, consequentemente, potencial
atividade antineoplasica com um efeito hemolitico menor quando comparada com o
farmaco livre, o que poderia viabilizar o uso da miltefosina na terapia do cancer de

colo do utero e/ou de pulmao.
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6 CONCLUSOES

A terapia anticancer requer continuo desenvolvimento, particularmente com
aplicagcbes de métodos modernos e minimamente invasivos. O emprego de micelas
poliméricas permite um eficiente transporte de farmacos para células tumorais além
de diminuir sua concentracdo efetiva, o que € importante para diminuir os efeitos
adversos da terapia antineoplasica.

No presente trabalho, micelas poliméricas de pluronic F127 contendo
miltefosina foram obidas de maneira otimizada mediante a técnica de rehidratacdo
do filme polimérico. Valores de diametro micelar e indice de polidisperssao de 29,09
nm e 0,105, respectivamente, foram obtidos a 23 °C, agitacdo 480 rpm e 30 min.
Imagens de microscopia electronica de transmissdo (TEM) confirmaram a forma
esférica da micela. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e andlise
termogravimétrica (TG) mostraram a incorporacdo da miltefosina nas micelas.

Estas micelas poliméricas foram transportadas eficientemente dentro de
células HeLa e H358 providenciando uma eficiente atividade antitumoral,
semelhante ao farmaco livre. Adicionalmente, a diminuicdo do potencial hemolitico
da miltefosina pela incorporacdo nas micelas poliméricas promove maior
biocompatibilidade da formulacdo micelar em relacédo ao farmaco livre.

Os resultados apresentados sugerem que a incorporacdo de miltefosina em
micelas poliméricas de pluronic F127 possa ser uma alternativa promissora para o

tratamento de cancer cervical e/ou de pulméao.
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