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RESUMO

O acido all-trans retindico (ATRA) é um derivado da vitamina A com potente atividade
antitumoral, que possui como efeito bioloégico a regulagdo da diferenciagdo e
proliferagdo celular, sendo considerado o farmaco de primeira escolha no tratamento
de leucemia pré-mielocitica aguda. Estudos in vitro e in vivo evidenciaram que o ATRA
apresenta atividade antitumoral frente ao melanoma metastatico. Entretanto, o ATRA
apresenta baixa solubilidade em meio aquoso, limitando sua administragcado por via
oral e necessitando de doses elevadas para a obtencédo de efeitos farmacoldgicos.
Para contornar esse problema, o desenvolvimento de nanocarreadores contendo o
ATRA foi proposto neste trabalho. Previamente, a solubilidade do ATRA em diferentes
Oleos foi avaliada e o 6leo de ricino foi selecionado devido a sua maior capacidade de
solubilizar o farmaco. Nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas brancas e contendo
ATRA foram desenvolvidas usando a técnica de emulsificacdo espontanea e
deposigao interfacial do polimero pré-formado, respectivamente. A lecitina de soja foi
empregada como surfactante lipofilico e Poloxamer 188 e Tween® 80 como
surfactantes hidrofilicos. Para a obtencdo das nanocapsulas, dois polimeros
gastroresistentes, o Eudragit® S100 e o acetato ftalato de celulose, foram testados. As
formulacdes foram avaliadas quanto as suas caracteristicas de tamanho e indice de
polidispersao, potencial zeta, pH, teor e eficiéncia de encapsulagdo do ATRA. Um
método analitico de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi desenvolvido e validado
para quantificacdo do ATRA nas formulagdes. O método analitico mostrou ser
especifico, linear, preciso, exato e robusto. Suspensdes coloidais de nanoemulsodes e
nanocapsulas monodispersas e com tamanho de cerca de 200 nm e potencial zeta
negativo foram obtidas. O teor de ATRA nas formulagdes foi de cerca de 900 ug/mL
e a eficiéncia de encapsulagao foi maior que 99%, indicando que o ATRA se encontra
preferencialmente associado as goticulas/particulas. Os estudos de estabilidade
indicaram que as formulacdes sao estaveis durante 60 dias, e que a encapsulagao foi
capaz de proteger o farmaco da rapida degradacéao. O perfil de liberagcao do ATRA a
partir dos diferentes nanocarreadores foi avaliado pelo método do saco de dialise e
apos incubacéao direta das formulagées nos meios de liberagao gastrico e intestinal
simulados. Os perfis de liberacdo mostraram um baixo percentual do ATRA liberado
apos 24 h (< 10%), tanto para o ATRA livre como encapsulado, quando o método o
do saco de dialise foi empregado. Uma maior liberagdo do ATRA foi verificada para a
nanoemulsdo apds 6 h de incubacdo direta da formulagdo em meio intestinal
simulado, mostrando a maior capacidade deste sistema em liberar o farmaco. A
atividade citotoxica in vitro foi avaliada pelo ensaio do MTT em células de melanoma
murino B16F10. Os resultados mostraram uma reducgéao significativa da viabilidade
celular apés tratamento com os nanocarreadores, quando comparado ao farmaco livre
(p < 0,05). Estudos preliminares de atividade antitumoral in vivo foram realizados em
modelo de melanoma murino apds inoculacdo das células B16F10 no dorso de
camundongos C57BL/6, seguido do tratamento oral com ATRA livre e
nanoencapsulado, na dose de 10 mg/kg. Entretanto, nas condi¢des testadas nao foi
observado reducdo no volume do tumor entre os grupos tratados, indicando que
estudos devem ainda ser realizados para otimizagdo das condi¢cbes do ensaio de
atividade antitumoral.

Palavras-chaves: acido all-trans retinoico, nanoemulsées, nanocapsulas, melanoma



ABSTRACT

All-trans retinoic acid (ATRA) is a vitamin A derivative with potent antitumor activity,
which has the biological effect of regulating cell differentiation and proliferation, being
considered the drug of first choice in the treatment of acute promyelocytic leukemia. In
vitro and in vivo studies have evidenced the antitumor activity of ATRA against
metastatic melanoma. However, ATRA exhibits low water solubility, limiting its oral
administration and requiring high doses to obtain pharmacological effects. Thus, in this
study, the development of nanocarriers containing ATRA was proposed to overcome
this drawback. Previously, the solubility of ATRA in different oils was evaluated, and
castor oil was selected due to its greater ability to solubilize the drug. Unloaded and
ATRA-loaded nanoemulsions and polymeric nanocapsules were developed using the
spontaneous emulsification and the interfacial deposition of the preformed polymer
method, respectively. Soy lecithin was used as lipophilic surfactant, and Poloxamer
188 and Tween® 80 as hydrophilic surfactants. Two gastro-resistant polymers,
Eudragit® S100 and cellulose acetate phthalate, were tested to obtain nanocapsules.
The formulations were evaluated according to size and polydispersity index, zeta
potential, pH, drug content, and encapsulation efficiency. A high-performance liquid
chromatography analytical method was developed and validated to quantify ATRA in
the formulations. The analytical method was specific, linear, precise, accurate, and
robust. Monodisperse colloidal dispersions of nanoemulsions and nanocapsules with
a mean size of about 200 nm and negative zeta potential values were obtained. The
ATRA content in the formulations was about 900 ug/mL, and the encapsulation
efficiency was higher than 99%, indicating the drug is preferentially associated with the
nanodroplets/nanoparticles. Stability studies indicated that the formulations were
stable for 60 days and that nanoencapsulation could protect the drug from rapid
degradation. The ATRA release profile from the different nanocarriers was evaluated
by the dialysis bag method and after direct incubation of the formulations in simulated
gastric and intestinal release media. The release profiles showed a low percentage of
ATRA released after 24 h (< 10%) for free and encapsulated ATRA when the dialysis
bag method was employed. A greater release of ATRA was verified for the
nanoemulsion after 6 h of direct incubation of the formulation in a simulated intestinal
medium, showing the greater capacity of this system to release the drug. In vitro
cytotoxic activity was evaluated using the MTT method on B16F10 murine melanoma
cells. The results showed a significant reduction in cell viability after treatment of the
cells with the ATRA-loaded nanocarriers compared to the free drug (p < 0.05).
Preliminary in vivo antitumor activity studies were performed in a murine melanoma
model after inoculation of B16F10 cells on the back of C57BL/6 mice, followed by the
oral treatment with the free drug and ATRA-loaded nanocarriers at a dose of 10 mg/kg.
However, under the conditions tested, no reduction in tumor volume was observed
between the treated groups, indicating that studies must still be carried out to optimize
the conditions of the antitumor activity assay.

Keywords: all-trans retinoic acid, nanoemulsions, nanocapsules, melanoma
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1. INTRODUGAO

O cancer de pele € a doenga maligna mais comum encontrada
particularmente em Caucasianos, com mais de um milhdo de casos ocorrendo a cada
ano. Os varios tipos de cancer de pele sdo denominados de acordo com o tipo de
célula de origem. Os mais comuns incluem o carcinoma basocelular e o carcinoma
espinocelular, que juntos sao referidos como cancer de pele ndo melanociticos. Mais
raro e letal que os carcinomas, o melanoma é o tipo mais agressivo de cancer de pele
(ORTHABER et al., 2017).

O melanoma cutaneo pode ser definido como um tumor maligno
desencadeado pela transformacao e proliferagao atipica dos melanécitos, células
epiteliais produtoras de melanina, geralmente localizados na jungdo dermoepidérmica
da pele. Representa aproximadamente 4% de todos os tumores cutaneos e, apesar
de sua baixa incidéncia, € o cancer de pele mais importante, devido a sua alta
morbidade e mortalidade. A prevengao e o diagnostico precoce sdo as principais
ferramentas para o controle da doenga, pois quando diagnosticado tardiamente, pode
se infiltrar para a derme e torna-se um tumor de elevado indice metastatico e
resistente as terapias convencionais (BONALUMI; CAMPOS; LEAL, 2017).

Segundo a GLOBOCAN, em 2018 ocorreram 18 milhdes de casos novos de
cancer no mundo todo, dos quais 287.723 foram de melanoma (1,6%), com 60.712
obitos (0,6% do total de 6bitos) (BRAY et al., 2018). No Brasil, as estimativas apontam
que no triénio 2020-2022 ocorrerao 625 mil casos novos de cancer. Quanto ao cancer
de pele melanoma, o numero de casos novos estimados é de 4.200 em homens e de
4.250 em mulheres a cada ano. Esses valores correspondem a um risco estimado de
4,03 casos novos para cada 100 mil homens e 3,94 para cada 100 mil mulheres, sendo
este tipo de cancer mais incidente na Regido Sul, quando comparado com as demais
Regides do Brasil (INCA, 2019).

O melanoma é considerado uma doenga multifatorial, influenciada por fatores
genéticos combinados a exposicdo ambiental. O fator de risco ambiental mais
relevante para o desenvolvimento da doencga é a exposigao aos raios ultravioleta (UV),
tanto provenientes de fontes naturais, como artificiais, devido ao seu poder
genotdxico. Exposigao intensa aos raios solares, em horarios de sua maior incidéncia,

sem o uso de protecao solar, historico de queimaduras solares, principalmente na



11

infancia, com formacao de bolhas, e utilizacdo de camas de bronzeamento estao
associados ao aumento do risco de desenvolvimento do melanoma (RASTRELLI et
al., 2014).

O diagnostico do melanoma baseia-se primeiramente no exame clinico do
paciente, com observagao cuidadosa da pele e lesédo, e atengéo a historia prévia do
individuo. O melanoma pode surgir em qualquer localizagdo da pele e mucosas
integras, com surgimento de lesdes pigmentadas atipicas, com sintomas de prurido
e/ou descamacao, ou a partir de um nevo preexistente, que apresente assimetria,
bordas irregulares, mudanca de coloracdo e aumento do diametro (BONALUMI;
CAMPOS; LEAL, 2017). As opgbes de tratamento baseiam-se principalmente no
estagio da doencga, e pode requerer a excisdo cirurgica, nos estagios iniciais, e a
radioterapia e quimioterapia isoladas ou em combinagdo, nos estagios mais
avangados (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

As terapias sistémicas sao indicadas em estagio Il, lll e IV da doenga e
incluem a quimioterapia, imunoterapia e terapia-alvo (COSTA et al., 2019). O uso
sistémico da dacarbazina tem sido a primeira escolha para o tratamento do melanoma,
no entanto, a monoterapia com este farmaco mostrou ndo modificar a sobrevida dos
pacientes, quando comparada aos cuidados paliativos. A introducédo da imunoterapia
com agentes anti-CTLA-4 (proteina citotdxica associada a linfécito T) e anti-PD-
1/PDL-1 (proteina de morte celular programada 1) e da terapia-alvo para tumores com
mutagdes do gene BRAF tem propiciado um aumento da sobrevida dos pacientes,
sendo incorporadas a pratica clinica, mas acarretando um significativo aumento do
custo do tratamento (CORREA et al., 2019).

O ATRA é o derivado natural mais potente da vitamina A, o qual tem
demonstrado muitos efeitos bioldgicos relacionados a diferenciagcdo e inibicdo da
proliferagdo celular, regulando o crescimento celular e apoptose em varios tipos de
cancer. Sua agado é mediada pela ligagdo a receptores de acido retindico (RARs),
ativando elementos responsivos ao &acido retindico (RARE) e regulando
transcricionalmente a expressao génica (ALIZADEH et al., 2014; BERLIN GRACE;
REJI; SUNDARAM, 2017). No melanoma, estudos mostraram que o ATRA ¢é capaz
de inibir o crescimento do tumor, suprimir a formacdo de metastases, e induzir a
expressao ou reduzir a perda do gene RAR em células tumorais (CHEN et al., 2014;
VISWANATHAN; BERLIN GRACE, 2018). Além disso, o ATRA inibe o fator de
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crescimento endotelial vascular, que € crucial para o processo de angiogénese
tumoral, reduz a sintese de DNA, induz altera¢gdes morfoldgicas, prolonga o tempo de
duplicacéo de células e reduz a densidade de saturagdo celular (SIDDIKUZZAMAN;
GURUVAYOORAPPAN; BERLIN GRACE, 2011).

A via oral é a forma de administragdo de medicamentos mais comum por
apresentar vantagens como maior facilidade de administragdo e conveniéncia para o
paciente e menor custo de producdo, quando comparada, por exemplo, as vias
injetaveis. Cerca de 60% dos medicamentos comercialmente disponiveis s&o
administrados por via oral, representando em torno de 90% do mercado global de
produtos farmacéuticos destinados ao uso humano. Entretanto, o desenvolvimento de
formulagcdes de uso oral apresenta muitos desafios, atribuidos as propriedades
quimicas dos farmacos, como baixa solubilidade aquosa e baixa permeabilidade
através das membranas plasmaticas. Adicionalmente, a absorcdo de farmacos
oralmente administrados pode ser limitada devido a baixa estabilidade quimica e
bioldgica nos fluidos do trato gastrintestinal, a presenga de transportadores de efluxo
e ao metabolismo pré-sistémico (ALQAHTANI et al., 2021).

A administragdo do ATRA pela via oral foi aprovada pela Administragao de
Alimentos e Medicamentos (Food and Drug Administration - FDA) em 1995 e
representa, atualmente, a terapia farmacolégica de primeira escolha para o tratamento
da leucemia pré-mielocitica aguda em adultos e neuroblastoma em criangas, sendo
este farmaco disponivel comercialmente na forma de capsulas na dose de 10 mg
(GIULI et al., 2020; ROCHE, 2015). No entanto, a administragdo do ATRA pela via
oral tem sido limitada devido as suas caracteristicas de baixa solubilidade aquosa
(0,19 ng/mL) e baixa permeabilidade, que conduzem a uma baixa absorg¢ao a partir
do trato gastrintestinal (GIULI et al., 2020) Além disso, estudos farmacocinéticos
indicaram uma ampla variabilidade das concentragdes plasmaticas do ATRA apods
administragdo oral na dose de 45 mg/m? durante 15 dias. Este resultado foi
relacionado em parte as diferengas individuais no metabolismo pré-sistémico intestinal
e hepatico e a incompleta absor¢gdo do ATRA no trato gastrintestinal (OZPOLAT et al.,
2003; SAADEDDIN et al., 2004). Assim, embora seja muito ativo, o ATRA apresenta
baixa biodisponibilidade oral, em torno de 50%, o que tem sido uma grande limitagcao
para seu uso terapéutico, como uma forma de administragao nao invasiva (DAVID et
al., 2010; SIDDIKUZZAMAN; GRACE, 2014).
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Varias estratégias tém sido adotadas visando 0 aumento da biodisponibilidade
oral de farmacos. Entre elas, o emprego de nanocarreadores com tamanho entre
algumas dezenas a algumas centenas de nanémetros tem mostrado melhorar as
propriedades biofarmacéuticas dos mesmos e oferecem solugdes para contornar as
limitagdes associadas a seguranca e eficacia terapéutica dos medicamentos (HAIDER
et al., 2020; TALEGAONKAR; BHATTACHARYYA, 2019). Entre as propriedades, a
elevada relacao entre area superficial e volume permite o maior contato do sistema
de liberagdo com as superficies absortivas. Além disso, 0 aumento da solubilidade,
protecao frente ao ambiente fisioldgico hostil, controle da liberagao e possibilidade de
vetorizagao nas diferentes regides do trato gastrointestinal (TGI) sao outras vantagens
do uso desses sistemas para administragdo oral de farmacos (HAIDER et al., 2020;
TALEGAONKAR; BHATTACHARYYA, 2019).

Considerando o exposto acima, este trabalho propde o desenvolvimento de
nanocarreadores contendo ATRA, como as nanoemulsdes e as nanocapsulas
poliméricas visando sua potencial aplicacado para o tratamento oral do melanoma. Tais
sistemas s&o constituidos por 6leo, surfactante, co-surfactante e agua, diferindo entre
si pela presenga da parede polimérica nas nanocapsulas, mas ambos apresentando
tamanho nanométrico. Suas vantagens incluem a simplicidade de fabricagao, alta
capacidade de solubilizagao de compostos lipofilicos, e elevada area superficial, o que
por sua vez lhes conferem capacidade de aumentar a absorcéo e biodisponibilidade
oral dos compostos encapsulados (SUBONGKOT; NGAWHIRUNPAT, 2017). O efeito
da encapsulacao do ATRA nos diferentes tipos de nanocarreadores sobre o perfil
biofarmacéutico e sobre a atividade antitumoral em modelos de melanoma murino in

vitro e in vivo foram avaliados.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver nanocarreadores contendo acido all-trans retindico para
administracdo oral visando a sua potencial aplicagao no tratamento do cancer de pele

melanoma

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas contendo ATRA,;

e Caracterizar as nanoemulsdes e nanocapsulas contendo ATRA quanto ao
tamanho, pH e potencial zeta;

e Desenvolver a metodologia analitica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
para determinacao do ATRA;

e Avaliar o teor e eficiéncia de encapsulagdo do ATRA nos nanocarreadores;

e Avaliar a estabilidade acelerada e de curto prazo dos nanocarreadores
contendo ATRA;

¢ Avaliar a estabilidade do ATRA em meio gastrico e intestinal simulados;

e Avaliar o perfil de liberagao in vitro do ATRA a partir dos nanocarreadores;

e Avaliar a atividade citotoxica do ATRA livre e nanoencapsulado, utilizando
cultura de células de melanoma B16F10;

e Avaliar o efeito da incubagcdo do ATRA nanoencapsulado com a cisplatina
sobre a atividade citotoxica em modelo de cultura de células de melanoma
B16F10;

e Avaliar a atividade antitumoral do ATRA livre e nanoencapsulado em modelo

de melanoma murinho B16F10, apds administragéo oral em camundongos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MELANOMA

Melandcitos sao células derivadas da crista neural que podem ser
encontrados na camada basal da epiderme (Figura 1) e foliculos pilosos, superficies
mucosas, meninges e coroide do olho. Em resposta ao dano no DNA induzido pela
radiacao UV, os queratindcitos produzem o horménio estimulante de melandcitos
(MSH) que se liga ao receptor 1 da melacortina, produzindo e liberando a melanina.
A melanina, por fim, age como uma barreira a radiagdo UV, prevenindo a progressao
do dano ao DNA (LEONARDI et al., 2018).

Figura 1 - Representacdo do melandcito e melanina.
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Fonte: Adaptado de PDQ ADULT TREATMENT EDITORIAL BOARD (2019).

O melanoma é um tipo de cancer de pele derivado de células melanociticas,
e € considerado uma doenca multifatorial, influenciada por fatores genéticos
combinados a exposicao ambiental. O melanoma cutaneo pode ser classificado na
populacdo em fungao da exposicao solar continua ou intermitente, que tem influéncia
os diversos locais de aparecimento, grau de exposicdo solar, idade, agentes

oncogénicos e carga mutacional. Assim, em individuos mais velhos (> 55 anos)
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expostos ao sol de forma continua, o0 melanoma geralmente aparece na cabeca,
pescogco € membros superiores. Os principais aspectos genéticos sao as mutagoes
ocorridas no proto-oncogene B-Raf (BRAF), gene da neurofibromina 1 (NF1) e gene
NRAS, e geralmente apresentam elevada carga mutacional. Por outro lado,
melanomas causados pela exposi¢ao solar intermitente em individuos mais jovens (<
55 anos) ocorrem em areas menos expostas, como o térax, abdome e extremidades,
e sdo geralmente associados a mutagbes no gene BRAFVG600E e a menor carga
mutacional (BONALUMI; CAMPOS; LEAL, 2017; LEONARDI et al., 2018).

O fator genético e familiar € considerado o mais importante para o
rastreamento de individuos susceptiveis ao aparecimento do melanoma maligno.
Pessoas que apresentam o tipo de pele clara, com olhos e cabelos claros séo
consideradas como grupo de risco. O risco de desenvolver o melanoma aumenta com
a presenca de nevos melanociticos (pintas), nevos atipicos (> 5 mm), e nevos
congénitos gigantes (> 20 mm), além de lentigos solares e alteracdes importantes na
pele. A monitorizacdo de grupos de risco, principalmente entre a quarta e sexta
décadas de vida, faixa de maior incidéncia, tem demonstrado grande impacto para o
diagndstico precoce do melanoma, melhorando o prognéstico dos pacientes (LOPES,
2006; RASTRELLI et al., 2014).

3.1.1 Diagnostico, classificagado e estadiamento

O diagnostico do melanoma baseia-se primeiramente no exame clinico do
paciente, realizado por um médico, com observagao cuidadosa da pele e leséo, e
atencdo a historia prévia do individuo. O melanoma pode surgir em qualquer
localizacdo da pele e mucosas integras, com surgimento de lesdes pigmentadas
atipicas e sintomas de prurido e/ou descamacao. Estima-se que 30% dos melanomas
sejam derivados de nevos preexistentes. O sistema ABCDE (Figura 2) foi criado para
subsidiar o diagnodstico e inclui caracteristicas da lesdo que podem indicar
malignidade, como Assimetria, Bordas irregulares, variagao de Cores, Didametro maior
que 6 mm e Evolucao do crescimento da lesdo (BONALUMI; CAMPOS; LEAL, 2017).
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Figura 2 - Sistema ABCDE para o diagndstico do melanoma.

Assimetria Bordas Coloragéo Didmetro Evolugéo

Fonte: Adaptado de WARD; FARMA (2017).

Para auxiliar o diagnéstico clinico do melanoma, diversos dispositivos 6ticos
estdo se tornando essenciais. A técnica mais utilizada é a dermatoscopia (microscopia
de epiluminescéncia), que realiza a observagdo das camadas da pele de forma nao
invasiva. Esse dispositivo conta com um sistema de ampliagédo 6tico, combinado com
Oleo de imerséao, que permite a visualizagao de estruturas morfoldgicas da pele e leséo
até a juncdo dermoepidérmica, que nao seriam vistas a olho nu. Essa abordagem
possibilitou o aumento da precisdo na deteccdo do melanoma, uma vez que
reconhece sinais precoces da doenga, como lesdes atipicas, antes de alteragdes
clinicas. Através da realizagao e interpretagcao da dermatoscopia é possivel classificar
a lesdo como: lesdo melanocitica benigna, lesdo suspeita e lesdo muito suspeita. A
partir desse resultado, as lesdes suspeitas devem ser encaminhadas para a bidpsia,
pois apesar da alta sensibilidade e especificidade apresentada pela dermatoscopia,
esse exame nao pode ser considerado como critério definitivo para o diagndstico
(NEILA; SOYER, 2011; RASTRELLI et al., 2014).

Preferencialmente a biopsia é realizada com margens de 0,5 a 2 centimetros
e profundidade até a camada superior do tecido adiposo. Deve-se avaliar espessura
do tumor, nivel de invasido, presenca ou nao de ulceragdes, bordas e nivel de
crescimento vertical. Na avaliagdo histolégica sdo observados os subtipos, indice
mitético, infiltrado inflamatério linfocitico e neutropenia. A partir do diagnéstico
histologico é possivel classificar o melanoma em seis subtipos. Suas denominagoes,
frequéncia de ocorréncia e caracteristicas estdo resumidos na Tabela 1 (LOPES,
2006; PAVRI et al., 2016).
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Tabela 1 - Classificagdo dos subtipos de melanoma.

Subtipo Frequéncia Caracteristicas

Disseminativo 70% Surge a partir de um nevo preexistente.

superficial

Nodular 5% Auséncia de fase de crescimento radial,
apresentacao variavel e invasdo vertical
acentuada

Lentigo 4-15% Tipicamente demonstra progresséo lenta e

Maligna frequentemente aparece em areas expostas ao
sol

Acral 5% Tem maior incidéncia em pessoas de pele mais

lentiginoso escura e ocorre frequentemente nas palmas das
maos, solas e espagos subungueais

Amelandtico 4% Auséncia caracteristica de pigmentagdo e séo
considerados raros.

Desmoplasico > 4% Melanoma raro observado em adultos mais

idosos, caracterizado por células fusiformes
escassas e atipia celular minima.

Fonte: Adaptado de LEONARDI et al. (2018).

O manejo dos pacientes com melanoma, desde o diagnéstico ao tratamento,
€ direcionado levando-se em consideragéo o estadiamento do paciente em grupos de
estagios clinicamente relevantes. O estadiamento n&o apenas informa a avaliagédo do
prognostico e a tomada de decisao clinica, com base na experiéncia e resultados de
grupos de pacientes anteriores com estagio semelhante, mas também facilita a
notificagdo centralizada do registro do cancer e o desenho, a condugéo e a analise
dos ensaios clinicos. Varios sistemas de estadiamento do cancer sdo usados em todo
o mundo, sendo mais clinicamente utilizado o sistema de metastase de nédulo tumoral
(TNM) mantido em colaboragcao pelo Comité Conjunto Americano sobre Cancer
(American Joint Committee on Cancer - AJCC) e a Unido Internacional para o Controle
do Cancer (International Union for Cancer Control - UICC). O sistema TNM classifica
os canceres pelo tamanho e extensdao do tumor primario (T), envolvimento do
linfonodo regional (N) e a presenga ou auséncia de metastases a distancia (M)
(AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER, 2015; GERSHENWALD et al., 2017).

O estadiamento do melanoma utiliza critérios dos exames clinico, patolégico
e de imagem, para fornecer maior precisao (qualitativa e quantitativamente) na

definicdo de subgrupos progndsticos e combinar informagdes do melanoma primario
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e dos linfonodos regionais. O melanoma em estagios | e || compreende aqueles em
que nado ha evidéncia de metastases no paciente, quando a bidpsia do linfonodo
sentinela demonstra a auséncia de metastases nodais apds exame patoldgico, e o
exame clinico, radiografico e/ou laboratorial demonstra a auséncia de metastases a
distancia. Pacientes com melanoma em Estagio Ill tém evidéncias patoldgicas de
metastases regionais, seja nos linfonodos ou em locais intralinfaticos. A classificagao
quantitativa requer exame patologico da cadeia linfonodal ressecada cirurgicamente
e documentacio do numero de linfonodos examinados e do numero de linfonodos que
contém metastases. Pacientes com melanoma em Estagio IV apresentam evidéncias
clinicas, histologicas ou radiologicas de metastases em um ou mais locais distantes
(AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER, 2015).

3.1.2 Condutas terapéuticas

Apos o diagndstico, clinico e histologico, caso o tumor seja localizado e ndo
metastatico, a primeira linha de tratamento para o melanoma € a remogao cirurgica.
A excisédo local é realizada para a ampliagdo de margens em torno da regidao onde se
efetuou a bidpsia, podendo se estender para 4-5 cm, dependendo do tamanho do
tumor, com profundidade até o nivel da fascia muscular adjacente. A cirurgia é curativa
para 70-90% dos pacientes com melanoma nao invasivo, com uma sobrevida global
de 92% dos pacientes em 5 anos (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA
DE ATENCAO A SAUDE, 2014; WARD; FARMA, 2017).

Caso haja suspeita de metastase linfonodal, € recomendado a bidpsia do
primeiro linfonodo de drenagem (linfonodo sentinela), que permite a avaliagdo do
acometimento linfatico regional. Em caso negativo de metastase do linfonodo
sentinela, ha mais de 95% de possibilidade de que ndo ocorra acometimento da
cadeia linfonodal. Caso o resultado seja positivo, torna-se necessaria a dissecgao total
da cadeia linfonodal de drenagem. A presenca de metastases linfaticas pode significar
doenca sistémica, o que confere ao paciente um pior progndstico e uma sobrevida em
torno de 40% em 5 anos (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE
ATENCAO A SAUDE, 2014).

As terapias sistémicas sao indicadas nos estagios I, Ill e IV da doenga e

incluem a quimioterapia, imunoterapia e terapia-alvo. (COSTA et al., 2019). Uma linha
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do tempo com os principais medicamentos aprovados pelo FDA se encontra na Figura
3. A dacarbazina, um farmaco antineoplasico pertencente a classe dos agentes
alquilantes, foi o primeiro quimioterapico aprovado pelo FDA para o tratamento do
melanoma metastatico, em 1974. Age pela metilagdo da base guanina no DNA nas
posicoes O-6 e N-7. As fitas de DNA metilado mantém-se coesas de tal maneira que
a divisdo da célula se torna impossivel, levando sobretudo a morte das células
tumorais, por estas se dividirem mais rapidamente, mas igualmente das células
saudaveis (KEWITZ et al., 2014). Estudos tém relatado a completa remissao do tumor
em menos de 5% dos pacientes e sobrevida de 5 anos em 2 a 6% dos pacientes.
Apesar da baixa eficacia, a dacarbazina tem sido indicada no tratamento do
melanoma, principalmente em combinagéo com outras terapias (DOMINGUES et al.,
2018).

Figura 3 - Progressao da linha do tempo dos tratamentos aprovados pelo FDA para
melanoma, descritas cronologicamente desde o primeiro tratamento aprovado,
dacarbazina, em 1974 até a combinagcdo mais recentemente aprovada de
binimetinibe com encorafenibe em 2018.

Nivolumabe + ipilimumabe
Vemurafenibe + Cobimetinibe

Dabrafenibe
Dacarbazina Trametinibe Nivolumabe

Interleucina-2 (adjuvante)
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Vemurafenibe
Ipilimumabe
Peginterferon a-2b

Interferon a-2b Binimetinibe + Ecorafenibe

Nivolumabe
Pembrolizumabe
Dabrafenibe + Trametinibe

Fonte: Adaptado de CHANDA; COHEN (2021)

Outros agentes quimioterapicos usados para tratar o melanoma incluem
alcaloides da vinca, que inibem a polimerizagcédo da tubulina, e taxanos, que inibem a
desmontagem dos microtubulos. Alcaloides da vinca e taxanos, incluindo paclitaxel e
docetaxel, mostraram atividade comparavel com a dacarbazina. Os analogos de
platina como cisplatina e carboplatina também demonstraram ter alguma atividade no

melanoma metastatico. O tratamento com cisplatina apresenta uma taxa de resposta
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em torno de 15 a 20% nos ensaios. Os agentes de platina na maioria dos regimes de
tratamento do melanoma metastatico sdo usados em terapias combinadas, pois nao
tem atividade adequada quando usados como monoterapia (CHANDA; COHEN,
2021).

Multiplos regimes de quimioterapia combinada para o tratamento do
melanoma metastatico foram criados, incluindo o regime Dartmouth (CBDT: cisplatina,
carmustina, dacarbazina e tamoxifeno), que rendeu altas taxas de resposta, de até
55%, com respostas completas com duragdo de até 82 meses, o regime BOLD
(bleomicina, vincristina, lomustina, dacarbazina) e o regime CVD (cisplatina,
vinblastina, dacarbazina). No entanto, nenhum deles mostrou eficacia aumentada em
comparagao com a dacarbazina isolada, tendo seu uso descontinuado devido a falta
de superioridade sobre a monoterapia com a dacarbazina e ao aumento da toxicidade
observada com os outros agentes em combinacdo. Com o desenvolvimento de
agentes direcionados mais seletivos, como imunoterapias, nos ultimos anos a
quimioterapia citotéxica passou a ser considerada de segunda linha para pacientes
com melanoma metastatico (CHANDA; COHEN, 2021).

A imunoterapia mais comumente realizada conta com agentes anti-CTLA-4 e
anti-PD-1. O ipilimumabe é um anticorpo anti-CTLA-4, aprovado pelo FDA em 2011
para o tratamento do melanoma avangado. A proteina citotoxica associada a linfocito
T (CTLA-4) € um receptor checkpoint inibitorio que bloqueia a ativacao das células T
e induz a tolerancia imune. Anticorpos anti-CTLA-4 agem como antagonistas,
bloqueando o efeito inibitério, aumentando a producgéo de citocinas pro-inflamatérias
e aumentando a infiltragao e expansao de células T clonais em tumores responsivos.
Pembrolizumabe e nivolumabe sao inibidores da proteina de morte celular
programada 1 (PD-1), aprovados pelo FDA para o tratamento do melanoma em 2014.
A PD-1 é uma proteina de superficie das células T envolvida na resposta imune, que
promove a tolerancia ao suprimir a atividade das células T inflamatérias. Como
resultado, a acdo da PD-1 previne as doencas autoimunes, mas também previne a
morte de células cancerosas (DOMINGUES et al., 2018).

Cerca de 70% dos pacientes com melanoma cutaneo apresentam mutagdes
em genes que codificam proteinas envolvidas em rotas de sinalizagao chaves. Estas
mutagdes oncogénicas podem estar associadas a proliferagao celular e a um fenétipo

de malignidade. O uso das terapias-alvo se baseia no uso de pequenas moléculas ou
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anticorpos que afetam as proteinas mutadas, que sao importantes para a progressao
da doencga. Farmacos como o vemurafenibe e dabrafenibe possuem como alvo a
proteina B-Raf expressa pelo gene BRAF, enquanto o trametinibe e cobimetinibe
inibem a MEK, uma quinase ativadora da MAP quinase. Ambas proteinas estao
envolvidas no crescimento e proliferagdo celular AMERICAN CANCER SOCIETY,
2016; DOMINGUES et al., 2018; PDQ ADULT TREATMENT EDITORIAL BOARD,
2019).

Em casos de melanoma metastatico, o tempo médio de sobrevida estimado &
em torno de 8 meses, sendo que menos de 10% dos pacientes sobrevivem 5 anos
desde o diagndstico. Os principais sitios de metastase sdo os linfonodos, sistema
nervoso central, pulmdes e trato gastrointestinal. A excisdo cirurgica € a alternativa
mais eficaz, tanto curativa quanto paliativa, mas em casos em que nao é possivel
realiza-la, a politerapia tem demonstrado aumento na sobrevida global dos pacientes
e paliagao dos sintomas (LOPES, 2006; YU et al., 2019).

A imunoterapia e a terapia-alvo representam avangos importantes para o
tratamento do melanoma, embora o uso de tais estratégias apresenta varios desafios.
Além do elevado custo, pacientes s6 poderao ser beneficiados por estas terapias se
biomarcadores da doenga forem previamente estabelecidos (como mutagdes
especificas). As doses clinicas toleradas também devem ser levadas em
consideragao, de modo que sejam eficazes para inibigdo do tumor com o minimo de
efeitos adversos. Além disso, a variabilidade entre pacientes e heterogeneidade do
tumor estao associados a diferentes mecanismos de resisténcia. Assim, a busca por
novos agentes terapéuticos e/ou uso de sistemas de liberacdo mais eficazes continua
sendo um objetivo a ser alcangado para o tratamento do melanoma (LOPES, 2006;
YU et al., 2019).

3.2 ACIDO ALL-TRANS-RETINOICO

De acordo com a definicdo da Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (International Union of Pure and Applied Chemistry — IUPAC) e da Uniao
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (International Union of Biochemistry
and Molecular Biology - IUBMB), retindides corresponde ao termo empregado para

designar uma classe de compostos cuja estrutura quimica consiste em quatro grupos
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isoprendides unidos de modo cabega-cauda. No acido all-trans-retinoico (ATRA), um
anel ndo aromatico de seis atomos de carbono encontra-se ligado a cadeia lateral
poliprendide, a qual é terminada com um grupo funcional acido carboxilico (Figura 4)
(DINIZ; LIMA; ANTONIOSI FILHO, 2002). No organismo, o ATRA é sintetizado a partir
da vitamina A (retinol) e esta relacionado ao crescimento e diferenciagao celular,
especialmente no estagio embrionario, através da ligagao em receptores nucleares do
acido retinoico (RARs) e receptores retindides X (RXRs). A forma sintética do ATRA,
produzida em laboratério, € utilizada para tratamento de acne severa e como
quimioterapico em alguns tipos de cancer, como a leucemia promielocitica aguda
(DAVID et al., 2010; SIDDIKUZZAMAN; GURUVAYOORAPPAN; BERLIN GRACE,
2011).

Figura 4 - Estrutura quimica do ATRA.
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Fonte: SUBONGKOT; NGAWHIRUNPAT (2017).

O ATRA possui uma solubilidade muito baixa em agua (0,21 uM, pH 7,3) e,
portanto, requer que proteinas de ligagédo especificas, como as proteinas de ligagao
ao acido retindico (CRABPs) sejam transportadas dentro das células para atuar nos
receptores nucleares. Apresenta uma meia-vida curta no organismo (poucas horas),
devido a sua degradagao pelo sistema do citocromo P450. Além disso, induz efeitos
adversos indesejaveis (malformagdes congénitas, ressecamento muco cutaneo,
cefaleia e hipertrigliceridemia) quando administrado em altas concentragdes. Por isso,
por mais de 35 anos, varios grupos desenvolveram diferentes sistemas de entrega de
ATRA para superar essas limitagdes, como hidrogéis, nanoparticulas, microparticulas,
entre outros (FERREIRA et al., 2020).

Além da sua baixa solubilidade aquosa, o ATRA também é conhecido pela

sua baixa estabilidade quimica, podendo sofrer fotodegradacdo e isomerizacao.
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Estudos tém mostrado que quando expostos a luz, calor e agentes oxidantes, o ATRA
€ rapidamente transformado a acido 13-cis retindico e em produtos de oxidagao como
all-trans-4-oxo. Embora alguns destes produtos ainda possuam atividade antitumoral,
a manutengao da integridade quimica do ATRA nas formulagdes é desejavel para a
qualidade dos produtos farmacéuticos (LIM; LEE; KIM, 2004). A exposi¢cao a acidos
de Lewis, incluindo acido sulfurico e cloridrico, também causa mudancas estruturais
no ATRA, desidratando-o em hidrocarbonetos. O meio basico geralmente nao é
prejudicial aos retindides, embora retindides com grupamento acido carboxilico
formem sais em meio basico (CLEMENS et al., 2013; GATTI; GIOIA; CAVRINI, 2000).
No sangue e em outros tecidos, o ATRA esta geralmente ligado a proteinas
transportadoras e protegido por antioxidantes naturais. Portanto, quando armazenado
de forma adequada, as amostras de plasma, soro e outros tecidos contendo ATRA

sao estaveis por meses e até anos (BARUA; FURR, 1998).

3.2.1 Mecanismo de acao e aplicagoes clinicas

O mecanismo de alteragdo da expressao génica do ATRA é mediado
principalmente pela ligacdo a seu receptor nuclear. Cada familia de receptores
nucleares apresenta os subtipos o, ey. RAR e RXR atuam como fatores de
transcrigdo ligante-dependentes, modulando a expressdo dos genes responsivos ao
acido retindico. Em condigdes fisioldgicas, o RAR e RXR dimerizam-se, de acordo
com os subtipos, formando um complexo que se liga firmemente ao ATRA. A ligagao
do ATRA desloca um repressor do complexo de transcrigao e altera a expressao de
genes que controlam a diferenciagao de células de multiplas linhagens. Além de sua
atividade transcricional, o RAR-a possui outras fungdes e pode ativar diretamente
varias vias de sinalizacdo (BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2018;
COELHO et al., 2003; MOOSAVI; DJAVAHERI-MERGNY, 2019; SIDDIKUZZAMAN;
GURUVAYOORAPPAN; BERLIN GRACE, 2011).

Na auséncia de um ligante, os receptores RAR e RXR e os heterodimeros de
receptores de acido retindico (RXR-RAR) se ligam a elementos de resposta ao acido
retindico (RARES) nas regides regulatérias dos genes alvo e reprimem a transcrigao
por meio do recrutamento de histonas desacetilases (HDAC) e co-repressores, como

o co-regulador negativo (N-CoR) ou mediador de silenciamento para retindides e
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receptores de horménio da tireoide (SMRT). As HDACs removem grupos acetil de
histonas nucleares, causando condensacédo da cromatina que impede a ligagéo de
outros fatores e resulta no silenciamento da expressao génica. Apos a ligagao do
ATRA, o receptor RAR sofre mudanca estrutural levando a dissociagédo do complexo
co-repressor e associagao de co-ativadores com atividades de histona
acetiltransferase (HAT) (por exemplo, P300 e NCOA1) que causam descondensagao
da cromatina pela adicdo de grupos acetil as histonas, levando a ativagcdo da
transcrigdo génica. Adicionalmente, complexos multiproteicos denominados proteinas
que interagem com o receptor da vitamina D3 ou proteinas associadas ao receptor do
horménio tireoidiano (DRIP ou TRAP) também podem ser recrutados para a ativagao
da transcrigao por meio da interagdo com a transcri¢ao basal. Tais mecanismo estao
ilustrados na Figura 5 (SZYMANSKI et al., 2020).

Figura 5 - Mecanismo de acao génica do ATRA.
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Fonte: Adaptado de SZYMANSKI et al. (2020)

O ATRA é um potente farmaco antitumoral. Dentre suas atividades bioldgicas,
sabe-se que esse farmaco é capaz de inibir os marcadores de proliferagao celular e
fatores de crescimento, como receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), sendo muito eficaz em inibir o
crescimento tumoral, a angiogénese e a metastase. Além disso, o ATRA tem mostrado
regular a permeabilidade mitocondrial, os receptores de morte celular e as espécies
reativas de oxigénio (CHEN et al., 2014).

Atualmente é utilizado como quimioterapico de escolha, aprovado pelo FDA e
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para o tratamento de
leucemia promielocitica aguda (LPMA). A LPMA é um subtipo da leucemia mieldide
aguda, caracterizada pela translocagao cromossémica especifica t(15;17), que resulta
na fusdo entre o gene da leucemia promielocitica (PML) no cromossoma 15 e o gene

do receptor-alfa acido retindico (RAR-a) no cromossoma 17, originando a proteina de



26

fusdo PML-RARa. Essa fusdo leva a um bloqueio na diferenciacdo, com acumulo de
células granulociticas em fase promielocitica na medula 6ssea e no sangue periférico
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE, 2014;
BRASIL, 2014).

A LPMA é especialmente sensivel ao ATRA, que age induzindo a maturagao
das células blasticas, levando a remissdo completa da doenca e a resolugao de
disturbios da coagulagao, podendo ser associado ou n&o as antraciclinas. O uso do
ATRA, por administracdo oral, ndo invasiva, fez da LPMA o subtipo de leucemia
mieloide aguda mais curavel, mesmo apos recidiva, com taxas de remi¢do completa
acima de 70% e redugéo da necessidade de transplante de células-tronco (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE, 2014; BRASIL,
2014).

3.2.2 Atividade do ATRA frente ao melanoma

O ATRA também tem demonstrado exercer atividade antitumoral no
melanoma. CHEN et al. (2014), em seu artigo de revisao, relatam que o ATRA inibe o
crescimento do tumor e a formagao de colénias. Os mecanismos de atividade
antitumoral do ATRA verificados nos diferentes estudos in vitro e in vivo incluem a
ativagdo da proteina quinase dependente de AMP ciclico e da sialitransferase, a
modulagdo da adesdo das células do melanoma aos componentes da membrana
basal e a regulagao transcricional do gene | da molécula de adeséao intercelular (ICAM-
1). Em um estudo in vitro usando células de melanoma B16F10, o ATRA mostrou ser
capaz de inibir o potencial metastatico, down-regulando os receptores de integrina
expressos na superficie das células frente as proteinas de matriz extracelular,
especialmente a laminina e vitronectina. Estudos in vitro também mostraram que o
ATRA modifica a sensibilidade a radiacdo apds exposig¢ao de células de melanoma C-
143 aos raios-x, 0 que poderia ter implicagdes na modificagdo da resposta biolégica
provocada pelo tratamento radioterapico do cancer. Além disso, esse farmaco inibiu a
invasao tecidual de células tumorais de melanoma, através da regulacdo da
expressao do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), fator essencial no

crescimento e migragao/invasao de célula neoplasicas.
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Estudos in vivo realizados por YIN et al. (2017) verificaram que a aplicagao
topica da pomada de ATRA inibiu o crescimento do tumor, apos inoculagao
subcuténea das células de melanoma B16F10 no flanco direito de camundongos da
linhagem C57BL/6. Este efeito foi acompanhado pelo marcado aumento das respostas
de células T CD8+, com grande expressao de fatores de necrose tumoral alfa (TNF-
a) e interferon gama (IFN-y), nos tumores tratados com ATRA, em comparacao ao
grupo controle. Igualmente, o tratamento tépico promoveu a diferenciagao de células
T CD8+ efetoras nos linfonodos de drenagem. Assim, os autores concluiram que o
tratamento tépico com ATRA inibe o crescimento tumoral por promover a
diferenciacao e a fungao citotdxica de células T CD8+.

Semelhante aos efeitos sobre células mielociticas imaturas, o ATRA mostrou
ser capaz de induzir a diferenciagdo de células supressoras derivadas de células
mieloides (MDSCs), através da ativacdo do ERK1/2, up regulagdo da glutationa
sintase e geracao de glutationa, resultando na reducédo da frequéncia e fungédo de
MDSCs na circulagao sanguinea (NEFEDOVA et al., 2007). Assim, com o objetivo
avaliar a eficacia da terapia combinada de ipilimumabe com ATRA no tratamento de
pacientes com melanoma avancado (estagios lll e IV), TOBIN et al. (2018) conduziram
um estudo clinico randomizado de fase Il. Os autores demonstraram que o tratamento
com ATRA in vitro diminui a fungdo imunossupressora de MDSCs em reacodes
linfocitarias mistas. Além disso, o ATRA reduziu a expressdao de genes
imunossupressores, incluindo PD-L1 e IL-10, e da indoleamina 2,3-dioxigenase pelas
MDSCs. Finalmente, o ATRA diminuiu significativamente a frequéncia de MDSCs
circulantes, comparado ao tratamento com ipilimumabe isoladamente. Desta forma,
os autores concluiram que a associagao do ATRA com outros agentes imunoterapicos
€ uma estratégia promissora para a melhoria dos resultados terapéuticos em

pacientes com melanoma.

3.2.3 Farmacocinética e efeitos adversos

O ATRA apresenta peso molecular de 300 g/mol, € um farmaco insoluvel em
agua (0,19 pyg/mL; log P = 6,3) e tem baixa permeabilidade no trato gastrointestinal.
Portanto, o ATRA tem sido classificado no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica

como pertencente a classe 4, apresentando baixa solubilidade e baixa
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permeabilidade e, consequentemente, baixa absor¢do oral (SUBONGKOT;
NGAWHIRUNPAT, 2017).

A analise detalhada do perfil farmacocinético do ATRA em seres humanos é
dificultada por sua baixa concentragao plasmatica atingida apos administragéo oral e
pela auséncia de formulagdes intravenosas, o que reduziria a variabilidade decorrente
de seu processo de absorgao pelo trato gastrointestinal. Estudos clinicos demonstram
um comportamento farmacocinético complexo desse farmaco, com baixa
biodisponibilidade sistémica, inducdo do metabolismo hepatico e rapido
desenvolvimento de resisténcia clinica em esquemas posologicos de uso crénico
(SAADEDDIN et al., 2004).

A biodisponibilidade do ATRA, apds administracdo oral de dose unica,
comumente 45 mg/m?/dia, é estimada em cerca de 50%. Os dados farmacocinéticos
evidenciam uma variagao substancial no pico de concentracao plasmatica (Cmax) entre
pacientes em alguns estudos (GILLIS; GOA, 1995). Como a absorc¢ao oral da maioria
dos retindides é aumentada com os alimentos, diferentes habitos alimentares podem
contribuir para a variagdo intra e inter-paciente nas concentragdes plasmaticas
maximas de ATRA, indicando que sua absorcao oral depende do pH, composigcao de
acidos graxos e capacidade de solubilizagao pelos sais biliares do intestino (LIN et al.,
2000).

O ATRA é distribuido de forma rapida e extensiva para os tecidos, mas nao
se acumula em nenhum tecido especifico. A administracdo de doses repetidas resulta
em uma redug¢ao acentuada na concentragao plasmatica do farmaco e na area sob a
curva de concentracdo plasmatica-tempo que esta associada a indugdo do
catabolismo enzimatico. A meia-vida de eliminacdo do farmaco, apds atingir a
concentracado plasmatica maxima, € em média de 0,7 horas, com retorno aos niveis
basais apds 7 a 12 horas. (GILLIS; GOA, 1995; REGAZZI et al., 1997).

O ATRA é rapidamente metabolizado em humanos pelo citocromo P450
(CYP) no figado e intestino, formando uma variedade de metabolitos por oxidacéo e
glucuronizacéo. Cerca de 30% dos metabdlitos sdo excretados na urina e 60% nas
fezes. Varias familias de CYP sado capazes de metabolizar os retindides via 4-
hidroxilagao a 4-oxo-metabdlitos, sendo a CYP26 mais relevante para o metabolismo
do ATRA. Todas as isoformas do CYP26 (CYP26A1, CYP26B1 e CYP26C1) sao

induzidas pela exposi¢cao ao ATRA e resultam em aumento de sua atividade com o
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uso continuo do farmaco. Essa indugdo enzimatica leva a redugao gradativa da
concentragcdo plasmatica pelo aumento da depuragdo e reducdo de sua
biodisponibilidade ao longo do tratamento (MUINDI et al., 2008; REGAZZI| et al.,
1997).

Alguns dos metabdlitos gerados incluem: derivados da oxidagao (acido 4-
hidroxi-retindico, acido 4-oxo-retindico), derivados da glucuronidagao (4-oxo-retinoil-
glucuronideo), derivados da estereocisomerizagdo espontédnea ou por isomerases
(acido 9-cis-retindico e 13-cis- acido retindico) (Figura 6), além de metabolitos ndo
polares e ésteres. Esses metabdlitos também podem sofrer metabolismo, gerando
outros compostos (SCHULTZE et al., 2018).

Figura 6 — Exemplos de reagdes de isomerizagdo e metabolismo oxidativo catalisado
pelo citocromo P450 dos retinodides.
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A complicagao mais comum e potencialmente letal que pode ocorrer durante
a utilizacdo do ATRA ¢é a sindrome de diferenciacao (SD — anteriormente denominada
sindrome do acido retindico, SAR). Essa sindrome apresenta um conjunto complexo
de sinais e sintomas clinicos que incluem dispneia, infiltrado pulmonar, febre
inexplicavel, ganho de peso maior que 5 kg, derrame pleuro-pericardico, hipotenséo,
insuficiéncia renal aguda e edema periférico. Sua incidéncia pode variar de 2% a 48%
dos pacientes, dependendo do critério diagnostico utilizado, esquema terapéutico e
estratégias de profilaxia (CICCONI; LO-COCO, 2016; STAHL; TALLMAN, 2019).

Os mecanismos moleculares e celulares da SD nao sdo totalmente
compreendidos. Acredita-se que a administragcao de ATRA leva a uma sindrome da
resposta inflamatéria sistémica (SIRS) e mudangas massivas de expressao génica na
diferenciacao de células blasticas. Os mecanismos propostos incluem mudancas nas
moléculas de adesdo, secrecdo de citocinas e enzimas durante a diferenciagao
induzida por ATRA, como molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1), proteina
quimioatraente de mondcitos-1  (MCP-1/CCL2) e tipo- 2 transglutaminase
(TGM2/TG2). A resposta final € a lesdo endotelial, inflamagdo e sangramento no
tecido acometido. A expressdo aumentada do CD13 e a hiperleucocitose estao,
aparentemente, associadas a maior incidéncia da sindrome (MOHAMMADZADEH et
al., 2021).

O diagndstico da SD pode ser complicado, pois os sinais e sintomas séo
inespecificos e podem ser confundidos com outras condigdes clinicas, por isso,
recomenda-se que os pacientes sejam monitorados diariamente durante o tratamento
com ATRA através de exames clinicos, laboratoriais e de imagem para se obter o
diagnostico precoce. O tratamento e profilaxia da SD é realizado com esteroides,
comumente dexametasona, e a descontinuidade do tratamento é recomendada
apenas em casos graves (CICCONI; LO-COCO, 2016; STAHL; TALLMAN, 2019).
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3.3 NANOCARREADORES DE FARMACOS

A nanomedicina € o nome dado a jungdo da nanotecnologia com a medicina
e tem como proposito o uso de materiais em escala nanométrica para curar,
diagnosticar e prevenir doengas. Em geral, define-se como nanomaterial os materiais
que apresentam, em pelo menos uma das dimensdes, o tamanho entre 1 e 100 nm,
no entanto, n&o existe consenso para este limite, podendo em alguns casos chegar a
algumas centenas de nanbmetros sem alteracdo das suas propriedades fisico-
quimicas e biolégicas (SOARES et al., 2018). Em especial, na area farmacéutica,
nanomateriais sdo empregados como carreadores de farmacos, oferecendo varios
beneficios como o controle da liberagado, protecdo do farmaco frente ao ambiente
biolégico hostil, melhoria das propriedades biofarmacéuticas, alteragcdo do perfil
farmacocinético e liberagao sitio-especifica, que conduzem a melhoria da eficacia
terapéutica e a reducgao dos efeitos adversos (MISHRA; SHANDILYA; MISHRA, 2018;
PATRA et al., 2018).

Nanocarreadores de farmacos podem ser classificados em materiais
organicos, inorganicos ou apresentar uma combinagao de ambos. Nanocarreadores
inorganicos incluem as nanoestruturas metalicas, as nanoparticulas de silicio e os
quantum dots, e organicos sao usualmente classificados em poliméricos, nao
poliméricos e lipidicos. Os nanocarreadores poliméricos mais comuns sao as
nanoesferas, constituidas por uma matriz polimérica em que o farmaco pode se
encontrar disperso, e as nanocapsulas, que sao constituidas por um nucleo oleoso
contendo o farmaco dissolvido, revestido por uma parede polimérica.
Nanocarreadores lipidicos por sua vez sao classificados de acordo com o tipo de
lipidio empregado, solido ou liquido, e estrutura da particula, sendo as nanoemulsdes,
microemulsdes, nanoparticulas lipidicas sélidas e lipossomas os mais estudados
(Figura 7). (MISHRA; SHANDILYA; MISHRA, 2018; PATRA et al., 2018).
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Figura 7 - Representacao esquematica dos principais nanocarreadores lipidicos de
farmacos.
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Fonte: Adaptado de PLAZA-OLIVER; SANTANDER-ORTEGA; LOZANO (2021).

Desde 1990, o FDA e a Agéncia Europeia de Medicamentos (European
Medicines Agency - EMA) aprovaram 21 nanocarreadores para uso em humanos e
mais candidatos estdo em fase de testes pré-clinicos e clinicos. A maioria dos
nanocarreadores aprovados consiste em lipossomas (47%), seguidos por
nanocarreadores virais (19%), micelares (14%), poliméricos (10%) e proteicos (10%).
Alguns exemplos de medicamentos nanoestruturados em comercializagdo consistem
em nanoemulsdes para uso parenteral, como o Diazemuls® (Diazepam) e o Diprivan®
(Propofol) e formulagdes lipossomais intravenosas, como o AmBisome® (Anfotericina
B) e Doxil® (Doxorrubicina) (CHARIOU; ORTEGA-RIVERA; STEINMETZ, 2020; SU;
KANG, 2020).

Considerando que este trabalho envolve o uso de nanoemulsdes e
nanocapsulas poliméricas como carreadores para o ATRA, uma revisdo mais

detalhada sobre estes dois tipos de nanocarreadores sera abordada abaixo.
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3.3.1 Nanoemulsoes

Nanoemulsdes sdo dispersbes coloidais de dois liquidos imisciveis
estabilizadas por um surfactante apropriado, apresentando tamanho de gota de
dezenas a centenas de nandémetros. Semelhante as emulsdes convencionais, as
nanoemulsdes sao sistemas metaestaveis a medida que a separagao das fases
ocorre com o tempo. Entretanto, o uso de um sistema surfactante adequado confere
a estes sistemas estabilidade cinética, prevenindo a separagao gravitacional e a
agregacao das gotas por meio da redugdo das forgcas atrativas entre elas
(ASWATHANARAYAN; VITTAL, 2019; GUPTA et al., 2016).

As nanoemulsdes s&o constituidas de oleo, surfactante, co-surfactante e
agua, e podem ser classificadas em funcdo da natureza das fases interna e externa
em oOleo em agua (o/a) e agua em oleo (a/o). A fase oleosa de uma nanoemulsao é
geralmente constituida de triacil-, diacil- e monoacilglicerdis, além de acidos graxos,
contudo 6leos essenciais, 6leos minerais e outros compostos lipofilicos também
podem ser usados. A fase aquosa € constituida predominantemente de agua,
podendo apresentar também alcoois e outros polidis como co-solventes. As
caracteristicas de viscosidade, indice de refracado, e densidade de ambas as fases e
tensao interfacial entre 6leo e agua afetam a sua formacdo, estabilidade e
propriedades funcionais. Os surfactantes e co-surfactantes podem ser nao iénicos,
catibnicos e anibnicos e suas propriedades quimicas e fisico-quimicas afetam
principalmente as caracteristicas de tamanho e de carga superficial das
nanoemulsdes (ASWATHANARAYAN; VITTAL, 2019).

Em especial as nanoemulsbées o/a (Figura 8) tém sido empregadas para
liberacéo de diversos compostos, incluindo farmacos, compostos ativos cosméticos e
nutracéuticos. A incorporacao de farmacos em sistemas nanoemulsionados apresenta
diversas vantagens, como a melhoria da solubilidade aquosa, estabilidade,
permeabilidade e biodisponibilidade. Quando administradas oralmente, permitem a
reducao da irritagdo gastrica e do metabolismo de primeira passagem e, devido ao
tamanho reduzido das goticulas, exibem elevada area de contato com as superficies
absortivas, proporcionando maior absor¢cdo que os medicamentos convencionais
(BOUCHEMAL et al., 2004; HARWANSH; DESHMUKH; RAHMAN, 2019; KALE;
DEORE, 2016).
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Figura 8 - Representacao esquematica da estrutura de uma nanoemulsao O/A,
contendo surfactante e co-surfactante.

.—:% ] J\‘. Fase aguosa

Fase
s
®\\ oleosa M8

Surfactante

‘N\: aaﬂﬁ' Co-surfacante
o

Fonte: Adaptado de KALE; DEORE (2016).

As nanoemulsbes podem ser preparadas por diferentes métodos, que se
dividem em dois grupos: de alta energia e de baixa energia. Os métodos de alta
energia envolvem a utilizagdo de dispositivos mecanicos, como os homogeneizadores
de ultrassom, microfluidizadores e homogeneizadores de alta pressao, que exercem
alta forca de cisalhamento para reduzir o tamanho das goticulas, enquanto que os
meétodos de baixa energia exploram o potencial fisico-quimico do sistema para formar
as nanoemulsbes e dependem de fatores como temperatura, composicao e
solubilidade dos constituintes (ASWATHANARAYAN; VITTAL, 2019; NASTITI et al.,
2017).

A técnica de baixa energia mais empregada para a formulagcdo de
nanoemulsoes € a emulsificagdo espontanea, que se baseia na difusdo de uma fase
organica contendo 6leo, surfactante lipossoluvel e um solvente miscivel em agua, em
uma fase aquosa contendo um surfactante hidrossoluvel. Neste processo, a fonte de
energia para a emulsificagdo € decorrente da turbuléncia interfacial gerada pela rapida
difusdo do solvente organico na agua, a qual esta relacionada ao gradiente de tensao
superficial induzido pela difusdo dos solutos entre as duas fases. As goticulas séo
formadas como resultado de ondulagdes interfaciais promovidas pela introducdo da
fase dispersa (organica) no interior da fase dispersante (aquosa) sob agitagao, de
forma que essa dispersdao aumenta espontaneamente a entropia e reduz a energia
livre do sistema, gerando a formacao espontanea das nanoemulsées. A dispersao
coloidal formada é entdo submetida a evaporagcdo sob pressdo reduzida para
eliminacdo do solvente organico e concentragcéo até o volume desejado (ANTON;
BENOIT; SAULNIER, 2008; SAFAYA; ROTLIWALA, 2020).
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3.3.2 Nanocapsulas poliméricas

Nanocapsulas poliméricas sao sistemas vesiculares nanométricos
constituidos de um nucleo interno liquido ou sodlido revestido por uma parede
polimérica, formando uma estrutura do tipo nucleo-casca. Os sistemas constituidos
por um nucleo oleoso encontram uma grande aplicagdo farmacéutica, pois
apresentam uma elevada capacidade de carrear farmacos lipofilicos e proteger o
mesmo da degradagao pela auséncia de contato com o ambiente externo, além de
reduzir o efeito de liberacéao inicial (burst) induzido pelo pH, temperatura ou presenca
de enzimas. Farmacos geralmente se encontram dissolvidos no nucleo interno,
associados a parede polimérica ou adsorvidos na superficie das particulas (Figura 9)
(CRECENTE-CAMPO; ALONSO, 2019; DENG et al., 2020; MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010)

Figura 9 - Representacao da estrutura de nanocapsulas poliméricas mostrando: (a)
nucleo interno lipidico revestido por uma membrana polimérica, (b) modo de
associacao das substancias ativas as particulas.

(a) (b)
Nucleo lipidico ——» Nucleo lipidico
Membrana polimérica } * Membrana polimerica
Substancia ativa

Fonte: Adaptado de MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI (2010).

Assim como as nanoemulsdes, as nanocapsulas também sdo compostas por
fase oleosa, fase aquosa e sistema de surfactantes. A diferenca esta na insercao de
um polimero que forma uma parede polimérica na interface entre as duas fases. As
propriedades dos polimeros exercem grande influéncia sobre a estabilidade, eficiéncia
de encapsulacéo, perfil de liberagao e biodistribuicdo. Os materiais mais desejaveis
para a formacao da parede polimérica sao polimeros com alta estabilidade in vivo e
de baixo custo (FERREIRA; NUNES, 2019). Na maioria dos casos estes polimeros
devem ser biodegradaveis e/ou biocompativeis, dependendo da via de administracao.
Varios polimeros podem ser empregados na formulagao das nanocapsulas, podendo

ser classificados em naturais e sintéticos. Polimeros naturais incluem os
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polissacarideos, como a quitosana e alginato de sdédio, e as proteinas, como a
albumina. Os polimeros sintéticos mais empregados sao os poliésteres alifaticos como
policaprolactona (PCL), poli-(acido latico) (PLA) e poli-(acido latico-co-glicolico)
(PLGA) e diferem entre si em relagdo ao seu grau de cristalinidade, massa molar e,
consequentemente, velocidade de degradacao (DENG et al., 2020).

Uma estratégia interessante para a administragao de farmacos pela via oral é
a utilizacdo de polimeros gastrorresistentes, para a produgdo de nanocapsulas de
liberagdo entérica. A resisténcia gastrica é obtida com a introdug&o de polimeros que
possuem solubilidade dependente de pH, isto €, em pH acido, como o do fluido
gastrico, eles mantém sua estrutura quimica intacta, enquanto em pH neutro a
alcalino, como no intestino, eles se dissolvem, liberando o farmaco encapsulado em
seu interior. Os polimeros entéricos mais empregados sao os derivados de celulose,
como o acetato ftalato de celulose (CAP) e os copolimeros de acido acrilico e
metacrilico (Eudragit® L e S) (MACIEJEWSKI et al., 2017; MACIEJEWSKI;
SZNITOWSKA, 2019).

A liberagao entérica previne a degradagédo dos compostos ativos no ambiente
acido do estdmago e protege a mucosa gastrica da irritagao induzida pelo acumulo de
farmaco em seu interior. Essas formulagcbes propiciam a liberacdo em regides
especificas do intestino, de modo a permitir a absor¢ao de farmacos insoluveis em
locais mais favoraveis ou propiciar o tratamento localizado de doencas intestinais.
Além disso, € possivel obter uma liberagao prolongada do farmaco, nos casos em que
a dissolucao do revestimento polimérico € iniciada durante o esvaziamento gastrico e
prossiga por todo o transito intestinal (ZEMA et al., 2013).

Diversos métodos podem ser utilizados para a produgao de nanocapsulas,
sendo mais conhecido o de deposigéo interfacial de polimero pré-formado (também
denominado de nanoprecipitacao), devido a facilidade de execucao, baixo custo e alta
reprodutibilidade (FRANK et al., 2015). O método de deposigao interfacial do polimero
pré-formado se assemelha a técnica de emulsificagao espontanea. Para a preparacao
das nanocdapsulas, uma fase organica, constituida pelo 6leo, surfactante lipofilico e
polimero, dissolvidos em um solvente organico miscivel em agua, como acetona e
etanol, é preparada. Esta fase organica é adicionada a uma fase aquosa contendo um
surfactante hidrofilico e, com a rapida difusdo do solvente organico, uma turbuléncia

interfacial € gerada, levando a formagéao de goticulas de 6leo e a precipitagdo do
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polimero na interface oleo/agua. O solvente organico €& entdo removido por
evaporagao sob pressao reduzida, levando a formagao de uma suspensao coloidal de
nanocapsulas (DENG et al., 2020; IYISAN; LANDFESTER, 2019; MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010).

3.3.3 Caracterizagao dos nanocarreadores de farmacos

As nanoemulsdes e nanocapsulas sao sistemas apropriados para a
encapsulacao e liberacdo de farmacos poucos soluveis em agua. Tais sistemas
possuem composi¢cao quimica variada e as suas caracteristicas finais sdo afetadas
por diversos fatores, como tipo e concentracdo dos componentes empregados,
técnica e condicdes de preparagdo. Assim, a caracterizagdo fisico-quimica é
fundamental para o desenvolvimento das formulagbes, avaliagdo da qualidade,
controle dos processos e compreensdo de seu comportamento in vitro e in vivo
(MODENA et al., 2019; SOARES et al., 2018).

Dentre os parametros utilizados para caracterizar os nanocarreadores de
farmacos, o tamanho e distribuicdo granulométrica sdo um dos mais importantes a
serem avaliados. Geralmente o tamanho das particulas € representado pela
distribuicdo de tamanhos em relagdo a uma medida de tendéncia central (didmetro
médio) e homogeneidade da distribuicdo (indice de polidispersao) (MCCLEMENTS;
MCCLEMENTS, 2016). A técnica de espalhamento dindmico da luz (Dynamic Light
Scattering - DLS), também conhecida como espectroscopia de correlagao foténica,
tem sido a mais empregada para este fim. Por esta técnica, o diametro hidrodinadmico
€ determinado por meio das flutuagcdes temporais da luz espalhada de uma radiagao
incidente, causada pelo movimento Browniano das particulas em suspensao, as quais
sao analisadas por uma funcao de autocorrelacdo. Uma vez que as flutuacdes da luz
espalhada estdo diretamente relacionadas a velocidade com que as particulas se
difundem no meio, o didmetro hidrodinamico (Dn) pode ser obtido pela aplicagdo da
Equacéao 1, de Stokes-Einstein,

kgT
D, = — (1)
3nn D,

em que ks é a constante de Boltzmann, T € a temperatura, n a viscosidade do meio e

Dt o coeficiente de difusao translacional das particulas em suspensao. A partir dessa
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relagdo, o equipamento calcula o didmetro hidrodinamico das nanoparticulas e a
homogeneidade de sua distribuigdo. Para que a medida seja precisa € importante que
a temperatura da amostra seja conhecida e constante, pois afeta diretamente a
viscosidade e agitagédo do sistema (SOARES et al., 2018).

As técnicas de microscopia eletrbnica também sao utilizadas para se estudar
o tamanho das nanoparticulas em dispersao. A microscopia oferece a vantagem da
medicao direta do tamanho das particulas individuais, com visualizagao das estruturas
nanomeétricas, ao contrario das técnicas de espalhamento da luz, que realizam
medi¢des indiretas. Portanto, os dados se complementam e fornecem um resultado
mais confiavel. Na microscopia eletrdnica, a formacado de uma imagem é resultante
da interacdo de um feixe de elétrons incidente sobre o material, fornecendo detalhes
de sua morfologia e superficie. Técnicas de microscopia eletrbnica permitem a
confirmacao de modificagdes quimicas realizadas na superficie das particulas ou em
tensoativos, e a elucidagdo dos mecanismos de interagao entre as nanoparticulas e
0s componentes do meio biolégico (BRODUSCH et al., 2021; TAHERI et al., 2016).

O potencial zeta é outra importante caracteristica fisico-quimica que afeta a
estabilidade das nanoparticulas e influencia em sua interagdo com componentes do
meio biolégico e desempenho in vivo. E definido como potencial elétrico no plano de
cisalhamento de particulas dispersas em meio aquoso e reflete a carga superficial das
particulas. Sua medi¢cdo fornece informagcées como tendéncia a agregagdo ou
floculagéo, e pode ser aplicado no desenvolvimento de nanocarreadores para a
selecdo dos componentes das formulagdes. De modo geral assume-se que valores
de potencial zeta = 30 mV em mddulo fornecem estabilidade as dispersdes coloidais,
devido a repulsao elétrica existente entre as particulas (JAIN; THAREJA, 2019).

O potencial zeta é frequentemente determinado pela técnica de anemometria
laser-doppler. Nesta técnica, as nanoparticulas submetidas a um campo elétrico fraco
migram em direcdo ao eletrodo de carga oposta. A mudanca da frequéncia de um
feixe de luz incidente sobre a dispersdo coloidal € usada para determinacdo da
mobilidade eletroforética que, € convertida em potencial zeta pela aplicacdo das
teorias de Smoluchowski (JAIN; THAREJA, 2019).

Dentre os fatores que mais afetam os valores de potencial zeta, o pH é o mais
importante. O potencial zeta varia com o pH, tornando-se mais positivos ou negativos

em magnitude em meio acido e basico, respectivamente. Por isso & essencial
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conhecer os valores de pH das formulagbes e ajusta-los, caso necessario, com a
finalidade de tornar as dispersdes coloidais mais estaveis. Além disso, a forga idnica
da dispersao e a concentragao de particulas também podem influenciar os valores de
potencial zeta. Com o aumento da forga idnica, a dupla camada elétrica ao redor das
particulas torna-se mais comprimida, enquanto o potencial zeta diminui. O efeito da
concentracéo das particulas € mais complexo, mas esta associado a ambos adsorgao
de componentes do meio e espessura da dupla camada elétrica ao redor das mesmas
(BHATTACHARJEE, 2016).

A eficiéncia de encapsulagao € outro parametro que deve ser avaliado durante
o desenvolvimento das formulagdes, pois demonstra a quantidade de farmaco
incorporado aos nanocarreadores e sua capacidade em veicular o mesmo. A
eficiéncia de encapsulacao e o teor de farmaco encapsulado variam de acordo com a
afinidade da substancia ativa pelos componentes da formulagdo, que depende das
suas propriedades fisico-quimicas e do método de preparacdo. A eficiéncia de
encapsulacgao (EE, %) é estimada apds a separagéo do farmaco livre da formulagéo,
por técnicas como ultracentrifugagéo, ultrafiltragdo ou diadlise. O farmaco nao
associado as particulas é quantificado por técnicas como espectroscopia de absorgao
no ultravioleta ou cromatografia liquida de alta eficiéncia e a EE% é geralmente
expressa como o percentual de farmaco associado as particulas em relacédo a
quantidade total presente na formulagéo (JAIN; THAREJA, 2019; JYOTHI et al., 2010).
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3.4 VIA DE ADMINISTRACAO ORAL

3.41 Fisiologia do TGl e barreiras para a absorgao de farmacos

O TGl é composto por um conjunto de 6rgaos que formam um tubo muscular
de aproximadamente 9 metros de comprimento e didmetros variados. Dentre suas
funcdes estdo a digestdo dos alimentos, a absorgdo de nutrientes e a excrecéo de
residuos. Apos a ingestao, alimentos e medicamentos transitam do eséfago para o
estdbmago com auxilio dos movimentos peristalticos. O estémago é onde o processo
de digestdo inicia pela agdo do acido gastrico e de enzimas, especialmente as
peptidases. O estbmago age como um reservatério temporario para os alimentos
antes dele ser enviado ao duodeno a uma velocidade controlada. Muito pouco
nutriente e farmacos sao realmente absorvidos no estdbmago, devido a sua pequena
area superficial (HUA, 2020; VRETTOS; ROBERTS; ZHU, 2021).

O intestino delgado comeca distalmente ao estomago. E composto por trés
secoes (duodeno, jejuno e ileo) com um comprimento médio de 4-6 metros. O intestino
delgado é a parte mais complexa do TGI, onde a digestdo € concluida devido a
presenca de enzimas hepaticas e pancreaticas, e a maior parte da absorcdo de
nutrientes ocorre. O intestino delgado também é o principal local de absorg¢do dos
farmacos, devido a sua grande area superficial. A area de superficie do intestino
delgado é aumentada enormemente para aproximadamente 200 m? em um adulto,
devido a presenca de vilosidades e microvilosidades supridas com vasos sanguineos
(CHENG et al., 2010; HUA, 2020).

O intestino grosso ¢é a parte final do trato gastrointestinal. Sua funcao principal
€ processar os produtos residuais e absorver quaisquer nutrientes e agua
remanescentes, o que é importante para a homeostase. Os residuos restantes sao
entdo enviados para o reto e eliminados como fezes. Anatomicamente, ele pode ser
dividido em quatro partes - célon ascendente, transverso, descendente e sigmoide. A
mucosa do colon é lisa e ndo tem vilosidades especializadas, portanto, a area de
superficie € muito menor do que o intestino delgado. O célon é colonizado
permanentemente por um grande numero e variedade de bactérias, que formam o

microbioma (HUA, 2020). A Figura 10 ilustra as diferentes caracteristicas fisiolégicas



41

do TGI. Estas caracteristicas podem atuar como barreiras para a administragao de

farmacos por via oral, por isso serdo detalhadas a seguir.

Figura 10 - Caracteristicas fisiologicas do TGl que influenciam a administragéo oral
de farmacos.
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Fonte: Adaptado de HUA (2020).

Existem varios aspectos criticos que devem ser considerados na tentativa de
explorar o TGl como via de administragao de farmacos, incluindo: (i) a estabilidade do
medicamento nos fluidos do TGI, (i) a solubilidade em varios valores de pH e o
conteudo encontrado no intestino, (i) a presenga de muco e as membranas das
células como barreira a absorgéo e, (iv) os processos de metabolismo de primeira
passagem no intestino e figado. O intestino delgado tem sido considerado o principal
sitio para absorcao de farmacos apds administragao oral. No entanto, ao alcangar os
enterdcitos, os farmacos podem se tornar substratos para as enzimas do citocromo
P450 (CYP3A4) ou para as bombas de efluxo como a glicoproteina-P (P-gp),

presentes em abundancia nas vilosidades e que o jogam de volta para o lumen. Ainda,



42

ap6s absorgcao, farmacos séo levados pelo sistema porta-hepatico e alcangam o
figado, onde podem sofrer extenso metabolismo de primeira passagem (KHAN et al.,
2016; MOSS et al., 2018).

A degradacdo enzimatica e do pH atuam em conjunto como as principais
barreiras bioquimicas a administracdo de medicamentos pela via oral. O fluido
digestivo do estbmago é composto de acido cloridrico, pepsina (enzima digestora de
proteinas) e muco secretado pelas glandulas gastricas, que proporcionam um
ambiente acido (pH 1,2 - 3). Além disso, as enzimas digestivas, como a pepsina,
também representam obstaculos para a administragcdo oral de medicamentos. As
lipases no estdbmago contribuem para a hidrolise de farmacos com regides
hidrofébicas. O intestino delgado também pode ser responsavel pela digestdo de
farmacos, pois enzimas digestivas, como tripsinas, quimotripsinas, carboxipeptidases
e elastases estao presentes em altas concentracées. Finalmente, o célon fornece um
tempo de residéncia mais longo de até 20 h, baixas concentracbes de enzimas
digestivas e valores de pH relativamente neutros de 6 - 6,7, bem como baixos volumes
de fluido intestinal (AHADIAN et al., 2020; GHOSH; GHOSH; SIL, 2019).

A camada de muco que reveste o estdbmago, intestino e cdélon tém
caracteristicas e fungdes distintas e existem em ambientes luminais radicalmente
diferentes. O alto nivel de acidez do estomago danificaria sua parede desprotegida e
levaria a formagao de ulceras gastricas. Para evitar isso, 0 muco no estbmago atua
como uma zona tampao e, associado com a excrecao de moléculas de bicarbonato
neutralizantes pelas células epiteliais, leva a obtencdo de um pH préximo da
neutralidade adjacente a superficie celular apical do estdbmago. O estdmago é
revestido por um sistema de muco formado por duas camadas: uma firmemente
aderida, que consiste em mucinas transmembranas, e uma frouxamente aderida, que
consiste em mucinas nao covalentemente ligadas as células gastrointestinais (MOSS
et al., 2018).

A camada de muco do intestino delgado é consideravelmente mais fina do
que o encontrado no estdmago e no intestino grosso, e isso pode ser atribuido ao
intestino delgado ser o local principal de absor¢ao de farmacos e nutrientes. O muco
também atua como um local de interacdo capaz de prender as bactérias antes que
interagem com as células do epitélio intestinal, inativando-as por meio de moléculas

antimicrobianas. Assim como no estdmago, o muco que reveste o epitélio no intestino
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grosso consiste em duas camadas, uma frouxamente e outra firmemente aderida. A
espessura da camada firmemente aderida é de varias centenas de micrometros, e é
continuamente renovada. A densidade da camada firmemente aderida é muito alta,
com o intuito de impedir que as bactérias intestinais alcancem as células epiteliais
(AHADIAN et al., 2020; MOSS et al., 2018).

3.4.2 Administragao oral de nanocarreadores

A administrag&o pela via oral é considerada a mais segura e desejavel devido
a nao ser invasiva, promover melhor adesao do paciente ao tratamento e propiciar um
menor custo de produgdo dos medicamentos. Para que essa via seja efetiva é
necessario que o farmaco se dissolva nos fluidos gastrointestinais para ser absorvido
e distribuido para a corrente sanguinea e érgaos de interesse. As propriedades fisico-
quimicas, como baixa solubilidade em meio aquoso, baixa permeabilidade através das
membranas celulares e degradagcdo em ambiente fisiologico sdo alguns fatores que
resultam baixa absor¢do e, consequentemente, reduzida biodisponibilidade oral
(VITHANI et al., 2019).

O emprego de sistemas nanoestruturados permite contornar as limitagdes
relacionadas com a administragao oral, protegendo o farmaco contra a exposi¢céo do
ambiente fisioldgico hostil ao longo do TGI, como as grandes variagbes de pH e forca
ibnica, presenca de enzimas digestivas e exposi¢ao a microbiota intestinal. Tais
condigdes adversas podem levar a instabilidade e degradacao precoce do farmaco,
com diminuigdo de sua biodisponibilidade (CIAPPELLANO et al., 2016; LUNDQUIST;
ARTURSSON, 2016).

Em especial, farmacos presentes em formulagdes de nanocarreadores, como
nanocapsulas e nanoemulsdes, possuem a vantagem de carrear o farmaco em uma
forma dissolvida com uma grande area superficial de contato, resultando em uma
biodisponibilidade mais uniforme e reprodutivel. Esta propriedade permite o aumento
da biodisponibilidade oral de farmacos pertencente as classes 2 e 4 da Classificagcao
Biofarmacéutica. Além disso, particularmente nas nanoemulsdes, as goticulas
oferecem grande area de superficie para as enzimas pancreaticas, que promovem a
hidrolise dos lipidios e, assim, aumenta a taxa de liberacdo e absor¢cédo do farmaco
(CHAKRABORTY et al.,, 2009; RANI et al., 2019). Nas nanocapsulas, a parede
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polimérica impede o contato do farmaco com os fluidos bioldgicos, evitando a sua
degradacgao e o efeito burst de liberagado induzido pelo pH, temperatura e outros
fatores (DENG et al., 2020).

3.4.2.1 Absorgéo oral de farmacos a partir de nanocarreadores

O balanco entre solubilidade no ambiente aquoso do lumen do TGI e sua
permeacao através das membranas lipidicas determinam a taxa e extensdo da
absorcao oral de farmacos. Apdés a administracdo oral de formulagdes lipidicas, a
lipase gastrica inicia a digestdo dos lipidios presentes na formulagéo.
Simultaneamente, a mistura mecéanica (propulsdo, trituracdo e retropulsdo) do
estdbmago facilita a formacdo de uma emulsao bruta (composta de fluido gastrico
aquoso e produtos da digestao lipidica). Ao atingir o intestino delgado, os lipidios s&o
transformados em diglicerideos, monoglicerideos e acidos graxos, pela acdo da
enzima lipase pancreatica. A enzima fosfolipase A2 pancreatica digere os fosfolipidios
derivados da formulagdo ou lipidios biliares por hidrélise, para produzir
lisofosfatidilcolina e acidos graxos. A presenca de lipidios no intestino delgado
estimula a secrecéo de lipidios biliares endégenos da vesicula biliar, incluindo sais
biliares, fosfolipidios e colesterol. Os monoglicerideos previamente formados, acidos
graxos e lisofosfolipideos sdo posteriormente incorporados em estruturas coloidais,
como micelas e vesiculas unilamelares e multilamelares na presencga de sais biliares,
que sao capazes de solubilizar farmacos lipofilicos. As micelas formadas sao
absorvidas pelos enterdcitos, onde s&o convertidas em quilomicrons apés
reesterificacdo via monoacilglicerol ou via do acido fosfatidico, e subsequente
estabilizacado por fosfolipidios. Os quilomicrons formados sao direcionados para o
sistema de transporte linfatico via linfa mesentérica e finalmente entram na circulagao
sistémica por drenagem linfatica no ducto toracico (GHADI; DAND, 2017; NANJWADE
et al., 2011). Os mecanismos de promogao de absorgao de farmacos incluidos em
nanocarreadores lipidicos sdo ilustrados na Figura 11.
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Figura 11 - Mecanismos de absorgéo de farmacos encapsulados em sistemas
nanoestruturados lipidicos.
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O sistema linfatico intestinal é responsavel pelo transporte de lipidios
absorvidos (na forma de lipoproteinas coloidais) e moléculas lipofilicas (por exemplo,
vitaminas e farmacos lipossoluveis) a partir dos enterécitos para a circulagao
sistémica. A linfa intestinal ndo passa pelo figado antes de entrar na circulagao
sistémica. Isso fornece uma rota alternativa para o transporte de farmacos, que evita
o metabolismo de primeira passagem hepatica. Os produtos de digestao lipidica sao
preferencialmente direcionados para a circulacao linfatica devido a impermeabilidade
do endotélio vascular a grandes particulas coloidais e as grandes lacunas
interendoteliais presentes no endotélio linfatico. A captacao linfatica de farmacos
lipofilicos também ocorre por vias alternativa, como a absorgéo de micelas contendo
moléculas de farmaco por via transcelular e o transporte paracelular entre os
enterdcitos. Assim, com o aumento da absorcéo intestinal e redu¢ao da metabolizagao

de primeira passagem, € possivel elevar a biodisponibilidade de farmacos
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encapsulados em formulagdes lipidicas nanoestruturadas (PORTER; TREVASKIS;
CHARMAN, 2007; VISHWAKARMA et al., 2019)

A absorcdo de farmacos que apresentam biodisponibilidade dependente da
ingestado de gorduras € favorecida pela incorporagdo em nanocarreadores lipidicos.
Acidos graxos de cadeia longa desempenham um papel importante na estimulagéo
das secregdes biliares e pancreaticas, prolongam o tempo de residéncia do farmaco
no TGI, estimulam o transporte linfatico, promovem alteragdes no fluxo sanguineo
mesenteérico e hepatico, induzem o aumento da permeabilidade da parede intestinal e
reducao do metabolismo e da atividade de efluxo que contribuem significativamente
melhorando a biodisponibilidade. Por isso a escolha do 6leo utilizado na preparagao
dos nanocarreadores lipidicos, por exemplo 6leo de oliva, 6leo de ricino ou
triglicerideos de cadeia média, aumentam a solubilidade e dissolugdo de farmacos
lipofilicos e facilitam a formagao de espécies solubilizadas, a partir das quais ocorre a
absorcao. Assim, formulacbes de nanocarreadores a base de lipidios podem ser
utilizadas para aumentar a biodisponibilidade oral e, simultaneamente, reduzir a dose
do farmaco administradas (KALEPU; MANTHINA; PADAVALA, 2013; KOZIOLEK;
CARRIERE; PORTER, 2018; NABI et al., 2019).

3.4.3 Estratégias adicionais para aumentar a absorcao e biodisponibilidade de

farmacos em nanocarreadores

A biodisponibilidade insuficiente observada para os farmacos administrados
por via oral pode ser causada pela degradagao ocasionada pela abundancia de
enzimas presentes no ambiente gastrico e intestinal, particularmente peptidases,
nucleases, lipases e esterases, que sao secretadas em grandes quantidades no
liumen do intestino e possuem a capacidade de hidrolisar lipidios rapidamente. Além
disso, o TGI apresenta um complexo meio na qual diferentes espécies, como o0s
eletrélitos, podem reduzir a carga superficial dos nanocarreadores lipidicos,
desestabilizando-os. A modificacdo de sua superficie com revestimento polimérico ou
PEG promove uma estabilizacdo estérica, proporcionada pelas cadeias poliméricas,
que pode compensar a instabilidade eletrostatica causada pela alta quantidade de

sais, ions e variagdo de pH. Também ajuda a evitar a adsorg¢ao de enzimas e outras
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moléculas ativas na superficie dos nanocarreadores (KARAMANIDOU et al., 2016;
PLAZA-OLIVER; SANTANDER-ORTEGA; LOZANO, 2021).

O emprego de revestimentos poliméricos carregados positivamente também
pode fazer com que os nanocarreadores interajam com a camada de muco carregada
negativamente para promover a adesao, prolongando o tempo de residéncia da
nanoestrutura no intestino delgado e, portanto, aumentando a probabilidade de
penetracdo na mucosa. Por outro lado, o muco hidrofobico, carregado negativamente,
pode capturar rapidamente substancias por meio de interagdes fisicas, eletrostaticas
ou hidrofébicas e, posteriormente, remové-las quando a camada de muco € eliminada.
Assim, o revestimento com polimeros neutros e hidrofilicos, polietilenoglicol e
poloxameros, fornece a caracteristica mucopenetrante as nanoparticulas, através de
uma superficie eletricamente neutra e hidrofilica, que previne as interagdes
hidrofébicas e eletrostaticas entre as nanoparticulas e a camada de muco (WU;
ZHAO; XU, 2020).

O aumento da absorcdo também pode ser alcancado pelo aumento da
permeabilidade da membrana intestinal. Os lipidios podem aumentar a
permeabilidade por meio de uma série de mecanismos diferentes, incluindo alteragcao
na fluidez da membrana, abertura de jungdes intercelulares e inibicdo dos
mecanismos de efluxo. Em geral, moléculas anfifilicas baseadas em lipidios, como
acidos graxos, sais biliares e surfactantes, sdo conhecidos por aumentar o transporte
transcelular, causando uma ruptura transitoria na bicamada lipidica. Além disso, uma
gama de produtos de digestao de lipidios, particularmente acidos graxos de cadeia
média (C8-12), bem como varios surfactantes, de origem natural ou sintéticos,
mostraram aumentar o transporte paracelular de farmacos, alterando as jungdes
intercelulares podendo estar associado a estimulagdo da contracido dependente da
calmodulina das fibras de actina, aumentando adicionalmente o fluxo transcelular dos
farmacos (NIU et al., 2016).

A glicoproteina-P (P-gp) é um transportador dependente de ATP encontrado
na superficie apical de células epiteliais nos rins, intestino e células endoteliais do
cérebro. Tem funcao protetora, identificando e expulsando toxinas e xenobidticos.
Portanto, a P-gp pode desempenhar um papel relevante na farmacocinética dos
farmacos. A P-gp intestinal é responsavel pelo efluxo de substancias dos enterdcitos

para o lumen intestinal. Esse efluxo diminui a chance de farmacos atingirem a
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circulagao sistémica e, portanto, tem um impacto negativo em sua biodisponibilidade
oral. Para contornar essa limitagdo, a incorporagao de inibidores de P-gp as
formulagcbes de nanocarreadores tem sido testada. Os excipientes farmacéuticos
podem interagir com bicamadas lipidicas e modular a atividade da P-gp. Eles sdo
geralmente compostos tensoativos, como o polisorbato 80 e poloxameros, e sao
considerados inibidores néo especificos da P-gp, podendo se ligar ao sitio ativo nao
transportador da P-gp, mudar a conformacéo da proteina e alterar a integridade da
membrana celular, que resulta em sua disfungdo (NGUYEN; DUONG; MAENG, 2021).

3.5 SISTEMAS NANOESTRUTURADOS CONTENDO ATRA

O desenvolvimento de sistemas de liberagdo nanoestruturados contendo
ATRA tem como objetivos principais propor uma via alternativa para sua
administracao e melhorar as suas propriedades biofarmacéuticas e farmacocinéticas.
Os sistemas nanoestruturados permitem o aumento da biodisponibilidade e
diminuicdo da toxicidade do farmaco, além de possibilitar o direcionamento para
tecidos alvos com introducédo de ligantes na sua superficie. Os nanocarreadores
melhoram a solubilidade aparente de farmacos lipofilicos em agua, o que € de grande
interesse, uma vez que a baixa solubilidade do ATRA tem limitado a sua absorg¢ao
pelo trato gastrointestinal (GIULI et al., 2020).

Muitos estudos tém sido realizados como intuito de melhorar as propriedades
biofarmacéuticas do ATRA. CHEN et al. (2013) prepararam complexos de inclusdo do
ATRA em 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), para a obtengdo de péletes,
visando a administragdo oral. A avaliacdo do perfil de dissolucdo em meio
biorrelevantes mostrou que a dissolu¢do do ATRA aumentou significativamente apos
a formacao do complexo de inclusdao. O ATRA livre apresentou dissolugao menor que
4% apo6s 60 minutos, enquanto o emprego do complexo de inclusao levou a mais de
90% de dissolucdo do ATRA a partir dos péletes em 10 minutos, ndo sendo
observados precipitados em até 60 minutos, demonstrando ser uma boa alternativa
para aumentar a absorcao oral deste farmaco.

NARVEKAR et al. (2014) desenvolveram um nanocarreador hibrido
constituido de polimero-6leo (PONC) na qual o ATRA pré-solubilizado em um 6leo foi

disperso em uma matriz de PLGA. Os nanocarreadores apresentaram tamanho de
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cerca de 200 nm e potencial zeta negativo. A eficiéncia de encapsulagao do ATRA foi
aumentada em até 8,5 vezes, em comparagdo com nanoparticulas poliméricas de
PLGA. Apés a liofilizagdo e armazenamento, os pesquisadores demonstraram que o
ATRA permaneceu encapsulado de forma estavel por 6 meses, sem reducao
significativa da eficiéncia de encapsulagéao.

SILVA et al. (2016) desenvolveram nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS)
contendo ATRA para o tratamento de leucemia. A influéncia da formagéao in situ de
um par ibnico entre o ATRA e aminas lipofilicas sobre as caracteristicas fisico-
quimicas das particulas foi avaliada. Colesterol e butirato de colesterila, foram
utilizados como matriz lipidica, polissorbato 80 como surfactante e as aminas
benetamina (BNT), cloridrato de maprotilina (MPT-HCI) e maprotilina livre (MPT-FB)
foram testadas. As nanoparticulas apresentaram tamanho entre 70 e 200 nm e
potencial zeta negativo. A EE do ATRA em SLN foi significativamente aumentada pela
presenca de aminas. Os valores de EE para ATRA em SLN aumentou de 33% (SLN
sem amina) para 99% para SLN formuladas com aminas.

SUBONGKOT; NGAWHIRUNPAT (2017) desenvolveram microemulsdes a
partir do 6leo de peixe e o tensoativo oleth-5 para administracdo oral do ATRA. As
microemulsdes obtidas apresentaram tamanho de particula menor que 200 nm e
carga superficial negativa. Os pesquisadores observaram que a velocidade de
liberagao in vitro do ATRA em meios biorrelevantes seguia a cinética de ordem zero e
correlacionava-se com o tipo de microemulsdo, de forma que formulagdes 6leo em
agua liberaram o farmaco de forma mais eficiente que microemulsdes agua em 6leo.
A formulacdo microemulsionada foi capaz de aumentar significativamente a
permeacao intestinal in vitro do ATRA, em comparag¢ao com o controle, provavelmente
devido ao transporte em vesiculas e ao efeito promotor de absor¢ao do surfactante.
Além disso, ndo houve diferenga significativa na citotoxicidade entre as formulagdes
contendo ATRA, as formulagbes brancas e o ATRA livre, indicando que os
carreadores sao seguros para a administracao oral.

GUI et al. (2019) desenvolveram nanoparticulas de polimero-lipidio
conjugadas a aptameros de CD133 para o direcionamento do ATRA em células alvo
e avaliaram a sua potencial atividade sobre células iniciadoras de osteossarcoma. As
nanoparticulas conjugadas com aptdmeros CD133 (ATRA-PLNP-CD133)

apresentaram tamanho de 129,9 nm, potencial zeta negativo e uma liberagao
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sustentada de ATRA durante 144 h. Em estudos in vitro, utilizando duas linhagens de
células de osteossarcoma humano, Saos-2 e U-20S, as nanoparticulas promoveram
de forma eficiente e especifica a entrega de ATRA para células iniciadoras de
osteossarcoma e levaram a obtencdo de uma eficacia terapéutica superior em
comparagao com o ATRA livre e as nanoparticulas convencionais (sem a conjugagao
com aptameros). Os estudos in vivo demostraram redugao significativa do volume
tumoral apos tratamento intravenoso com ATRA-PLNP-CD133, em comparagao com
0s grupos controle, representando uma abordagem promissora para a terapia de
células iniciadoras de osteossarcoma.

LI; HAN, (2020) desenvolveram nanoformulagdes lipidicas como uma
estratégia de co-entrega de dacarbazina (DBZ) e ATRA para o tratamento combinado
do melanoma. A DBZ deve ser veiculado no nucleo lipidico, enquanto o ATRA deve
fazer parte da estrutura das nanoparticulas. As propriedades fisico-quimicas,
absorcao celular e citotoxicidade in vitro de nanoparticulas combinadas foram
avaliadas. A citotoxicidade in vitro foi avaliada pelo método de MTT, utilizando células
B16F10 tratadas por 24 h. A eficiéncia de encapsulacdo da DBZ e do ATRA nas
formacgdes RD-LNF foi acima de 90%, o tamanho das particulas em torno de 140 nm
e potencial zeta negativo. Os estudos de citotoxicidade demonstraram que a co-
encapsulacao dos farmacos gera um sinergismo e aumento da morte celular em
comparagao com os farmacos isoladamente. Em concentragao igual a 50 ug/ml, os
carreadores contendo os dois farmacos reduziram em 80% a viabilidade celular,
enquanto a nanoparticula contendo apenas DBZ reduziu em 40%, indicando a
potencialidade sinérgica do ATRA.

LIANG; LI; ZHU (2020) desenvolveram nanoparticulas multicamadas para co-
encapsular ATRA, cisplatina (CDDP) e vinorelbina (VNR) para avaliagdo da atividade
antitumoral in vitro e in vivo frente ao cancer de pulméao de células ndo pequenas. A
estratégia contou com a sintese de um pro-farmaco de CDDP, formulagdo de
nanocarreadores multicamada contendo nucleo polimérico, revestido por uma
camada lipidica, seguida de uma camada de acido hialurdnico para encapsular os trés
farmacos. Os pesquisadores obtiveram nanoparticulas com tamanho de 158 nm e
potencial zeta de 12,3 mV. A citotoxicidade in vitro contra células de cancer de pulmao
resistentes a CDDP (células A549/CIS) e células epiteliais de pulm&o humano normal

(células BEAS-2B) mostrou que os farmacos nanoencapsulados promoveram maior
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reducao da viabilidade em comparagdao com os farmacos livres. A avaliagdo do
sinergismo mostrou valores de Cl < 1, indicando que a administragdo conjunta dos
trés farmacos potencializa a agao antitumoral. Os ensaios in vivo em camundongos
BALB/c inoculados com células A549/CIS demonstraram que o nanossistema pode
inibir significativamente o crescimento antitumoral e reduzir o volume do tumor.
ZUCCARI et al. (2021) prepararam formulagdes de hidrogéis para uso topico
contendo micelas de D-a-tocoferil-polietilenoglicol-succinato (TPGS) contendo ATRA
(ATRA-TPGSs) e avaliaram sua atividade frente a células de melanoma humano. As
micelas foram preparadas pelo método de evaporacéo do solvente usando diferentes
quantidades de TPGS e apresentaram tamanhos entre 11 e 20 nm, potencial zeta
negativo e boa eficiéncia de encapsulagido (35 — 70%). Usando Carbopol® 980 como
agente gelificante, géis contendo ATRA-TPGS foram obtidos. Estudos de permeacéo
cutanea do ATRA foram realizados em células de Franz, utilizando pele de orelha de
porco como modelo de membrana. Os estudos demonstraram uma permeacao do
ATRA de 27 uyg.cm™2 em 24 h, apds aplicagao das formulagées contendo ATRA-TPGS
na pele, superior ao ja relatado para os niossomas e lipossomas. As nanoparticulas
ATRA-TPGSs mostraram efeitos citotoxicos aumentados em células de linhagem
celular primaria de melanoma BRAFV600 humano, reduzindo a viabilidade celular em
até 70% em 72 horas, sugerindo que essas formulagdes podem representar uma
alternativa valida para melhorar a adesdo do paciente e alcancar resultados

terapéuticos mais eficazes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1

411

41.2

41.3

MATERIAIS

Matérias-primas

Acetato fitalato de celulose (Sigma - Aldrich, EUA);

Acido all-trans retindico (Purifarma, Brasil);

Eudragit® S100 (Evonik, Alemanha);

Lecitina de Soja (Lipoid S100®, Lipoid GmbH, Alemanha);
Oleo de ricino (Sigma - Aldrich, EUA);

Polissorbato 80 (Tweem® 80, Sigma - Aldrich, EUA);
Poloxamer 188 (Kolliphor® P 188, Sigma - Aldrich, EUA);

Solventes e Reagentes

Acetona P.A (Neon commercial, Brasil);

Acetonitrila grau HPLC (JT Baker, EUA);

Acido acético glacial grau HPLC (Sigma - Aldrich, EUA);
Acido cloridrico 37% P.A. (Biotec, Brasil);

Agua ultrapura (Milli-Q®, Millipore, EUA);

Alcool etilico 95% P.A. (Neon, Brasil);

Fosfato de potassio dibasico (Alphatec, Brasil);

Fosfato de sédio monobasico (Alphatec, Brasil);
Hidréxido de sodio P.A. (Alphatec, Brasil);

Equipamentos

Agitador magnético multistirrer 15 (Velp Scientifica, Italia);
Agitador Vortex KMC-1300V (Vision Scientific, EUA);
Balanga analitica AUW220D (Shimadzu, Japao);

Balanga analitica BG200 (Gehaka, Brasil);

Banho de ultrassénico USC 700 (Unique-Brasil);
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e Centrifuga analitica LUMiSizer® (LUM GmbH, Alemanha - LINDEN/UFSC)

e Coluna HyperClone™ 00F-4361-E0, C18, 150 x 4.6 mm (Phenomenex, EUA)

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia, acoplado a detector de arranjo de
diodos — LC-20AD (Shimadzu, Jap&o);

e Evaporador rotatério R-300 (Buchi, Suica);

e LUMiISizer® (LUM GmbH, Alemanha - LINDEN/UFSC)

e Medidor de pH mPA210 (MSTecnopon Instrumentacéo, Brasil);

e Minicentrifuga (Ministar, Italia);

e Rotaevaporado R-300 (Buchi, Suiga);

e Zetasizer Nano ZS® (Malvern Instruments, Reino Unido).

42 METODOS

4.2.1 Desenvolvimento dos nanocarreadores contendo ATRA

4.2.1.1 Determinagéao da solubilidade do ATRA em diferentes 6leos

A solubilidade do ATRA em diferentes dleos foi previamente avaliada para
selecionar aquele a ser usado na preparagcao das nanoemulsdes e nanocapsulas. A
determinacado da solubilidade foi realizada adicionando-se um excesso de ATRA
individualmente em 5 mL de diferentes 6leos. As misturas foram submetidas a
agitacdo magnética por 24 horas, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Passado esse periodo, as misturas foram levadas a centrifugagédo a 6200 rpm durante
15 minutos, em temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram coletados e diluidos
adequadamente em acetonitrila. As solugdes resultantes foram filtradas em
membrana filtrante de PVDF (0,45 um, Millipore, EUA) e analisadas por CLAE,
conforme descrito em 4.2.3.1. Os 6leos testados foram o éleo de ricino, triglicerideos
de cadeia média (TCM), dleo de algodao e améndoas. As analises foram realizadas

em triplicata.
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4.2.1.2 Preparagéo das nanoemulsées

4.2.1.2.1 Preparagédo das nanoemulsdes brancas

As nanoemulsées brancas (NEB) foram preparadas utilizando-se a técnica de
emulsificacdo espontanea descrita por BOUCHEMAL et al. (2004). Brevemente, a
fase organica foi preparada pesando-se 500 mg ou 700 mg de d6leo de ricino
diretamente em um calice de 30,0 mL. Em seguida foram adicionados 1,4 mL, 2,0 mL
ou 3,0 mL de uma solugéo etandlica de lecitina de soja (Lipoid® S100) a 5,0 mg/mL. O
volume final foi completado para 20 mL com etanol e as solugdes resultantes foram
mantidas em banho ultrassénico por 6 minutos para completa solubilizacido dos
componentes. Separadamente, solugdes de Poloxamer 188 (Kolliphor® P 188) a
0,25%, 0,5% ou 1,0% (m/v) ou Tween® 80 0,5% ou 1,0% (m/v) foram preparadas e
empregadas como fase aquosa das formulagoes.

A fase organica foi entdo vertida no interior de 40 mL da fase aquosa mantida
sob agitagdo magnética, com o auxilio de uma seringa. A nanoemulsao formada foi
mantida sob agitacdo magnética por mais 10 minutos e, em seguida, submetidas a
evaporagao sob pressao reduzida a temperatura de 40°C para eliminagao do solvente
organico e concentracédo até o volume final de 10 mL. Apdés a evaporagéo, as
nanoemulsées brancas foram filtradas através de papel-filtro quantitativo com
tamanho de poro de 8,0 ym e armazenadas a temperatura ambiente ao abrigo da luz.
Todas as formulagdes foram preparadas em triplicata. A composi¢cao das formulagdes

testadas esta apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2 - Composi¢ao das nanoemulsdes brancas (NEB) preparadas pela técnica de emulsificacdo espontanea.

Fase organica

Fase aquosa

Formulagao NEB Oleo(crlrt‘egr)lcmo Lecitina® (mg) Etanol gqsp (mL) Pc;laoax?t,r)er Tsvt\;e&r:)@ Agua purificada gsp (mL)
NEB:1 700 7 20 0,25 - 40
NEB:2 700 7 20 0,5 - 40
NEBs3 700 7 20 1 - 40
NEB4 500 7 20 0,25 - 40
NEBs 500 7 20 0,5 - 40
NEBs 500 7 20 1 - 40
NEB~ 500 10 20 0,25 - 40
NEBs 500 15 20 0,25 - 40
NEBo 500 10 20 0,5 - 40
NEB+10 500 15 20 0,5 - 40
NEB11 500 10 20 1 - 40
NEB12 500 15 20 1 - 40
NEB13 700 10 20 0,25 - 40
NEB14 700 15 20 0,25 - 40
NEB15 700 10 20 0,5 - 40
NEB16 700 15 20 0,5 - 40
NEB+17 700 10 20 1 - 40
NEB1s 700 15 20 1 - 40
NEB19 500 7 20 - 0,5 40
NEB20 500 7 20 - 1,0 40

a2 Quantidade obtida a partir da adicdo de uma solugdo de lecitina de soja 5 mg/mL em etanol.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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4.2.1.2.2 Preparacao das nanoemulsdes contendo ATRA

A preparagdo das nanoemulsdes contendo ATRA (NEA) foi realizada
conforme descrito em 4.2.1.2.1., com modificacbes. Para a preparagcdo da fase
organica, 500 mg de éleo de ricino foram adicionados a um célice de 30,0 mL. A este
calice foram adicionados 1,4 mL da solugdo etandlica de lecitina de soja (Lipoid® 100)
5,0 mg/mL e 5,0 mL ou 10,0 mL de uma solugéo etandlica de ATRA 1,0 mg/mL. O
volume foi entdo completado com etanol para 20 mL. A fase aquosa foi constituida de
40 mL de uma solugdo de Poloxamer 188 (Kolliphor® P 188) 0,25% (m/v) ou Tween®
80 0,5% ou 1,0% (m/v).

A fase organica foi vertida no interior da fase aquosa com o auxilio de uma
seringa. A nanoemulsao formada foi mantida sob agitagdo magnética por 10 minutos
e, em seguida, submetidas a evaporacgéao sob pressao reduzida a temperatura de 40°C
até o volume final de 10 mL. Apds a evaporacgao, as nanoemulsdes contendo ATRA
foram filtradas através de papel-filtro quantitativo com tamanho de poro de 8,0 um.
Com o objetivo de evitar a degradacao do farmaco, as formulagdes foram preparadas
e armazenadas protegidas da luz e em temperatura ambiente. O pH das formulagdes
foi ajustado para 3,5 de modo a manter o ATRA em sua forma nao ionizada, na qual
ele € menos soluvel em agua. Todas as formulagdes foram preparadas em triplicata.
A composicao final das formulagdes de nanoemulsdes contendo ATRA é apresentada

na Tabela 3.

Tabela 3 — Composigao das nanoemulsdes (NEA) contendo ATRA.

NEAP1 NEApP2 NEAT1 NEAT2

Fase Oleo de ricino (mg) 500 500 500 500
organica Lecitina® (mg) 7 7 7 7
ATRAY (mg) 5 10 10 10

Etanol gsp (mL) 20 20 20 20

Fase Tween® 80 (%) - - 0,5 1,0
aquosa Poloxamer 188 (%) 0,25 0,25 - -
Agua purificada 40 40 40 40

gsp (mL)
a Quantidade obtida a partir da adigao de uma solugao de lecitina de soja a 5 mg/mL em etanol;
b Quantidade obtida a partir da adigdo de uma solugdo de ATRA 1 mg/mL em etanol.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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4.2.1.3 Preparagédo das nanocapsulas poliméricas

4.2.1.3.1 Preparacao das nanocapsulas poliméricas brancas

As nanocapsulas poliméricas (NC) foram preparadas utilizando a técnica de
deposigao interfacial do polimero pré-formado (nanoprecipitagéo) descrita por FESSI
et al. (1989). Brevemente, a fase organica foi preparada pesando-se 500 mg de 6leo
de ricino diretamente em um calice de 30,0 mL. Em seguida, 1,0 mL de uma solugao
etandlica de lecitina de soja (Lipoid® S100) a 7 mg/mL e 5,0 mL de uma solugéo
etanolica de Eudragit® S100 (EUD) 20 mg/mL ou de acetoftalato de celulose (CAP) 20
mg/mL em etanol:acetona (1:1, v/v), foram adicionados ao calice. O volume final foi
completado para 20 mL com etanol e as solugdes foram deixadas em banho
ultrassénico por 6 minutos para completa solubilizacdo dos componentes.
Separadamente, uma solugédo de Tween® 80 a 1,0% (m/v) foi preparada e utilizada
como fase aquosa.

A fase organica foi entao vertida no interior de 40 mL da fase aquosa mantida
sob agitagcdo magnética, com o auxilio de uma seringa e as nanocapsulas formadas
foram mantidas sob agitagdo magnética por 10 minutos. Apds, as suspensdes de
nanocapsulas foram submetidas a evaporagao sob pressao reduzida a temperatura
de 40°C para eliminagao do solvente organico e concentracao até o volume final de
10 mL. Apds a evaporacgédo, as nanocapsulas brancas (NCB) foram filtradas através
de papel-filtro quantitativo com tamanho de poro de 8,0 um e armazenadas a
temperatura ambiente ao abrigo da luz. Todas as formulacbes foram preparadas em

triplicata. A composicao das formulagdes encontra-se na Tabela 4.

4.2.1.3.2 Preparacao das nanocapsulas poliméricas contendo ATRA

A preparagdo das nanocapsulas poliméricas contendo ATRA (NCA) foi
realizada conforme descrito em 4.2.1.3.1, com a diferenca que foram acrescidas a
fase organica 10,0 mL de uma solugao etandlica de ATRA 1 mg/mL. Com o objetivo
de evitar a degradacdo do farmaco, todas as formulagdes foram preparadas e
armazenadas protegidas da luz e em temperatura ambiente. O pH das formulagdes

foi ajustado para 3,5 de modo a manter o ATRA em sua forma nao ionizada, na qual
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ele € menos soluvel em agua. As formulagdes foram preparadas em triplicata. A
composi¢cao das formulagdes de nanocapsulas contendo ATRA testadas esta

apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 - Composi¢ao das nanocapsulas brancas (NCB) e contendo ATRA (NCA)
preparadas pela técnica de deposicao interfacial do polimero pré-formado.

NCBeup NCBcap NCAeup NCAcar

Fase Oleo de ricino (mg) 500 500 500 500
organica Lecitina® (mg) 7 7 7 7

Eudragit® S100° (mg) 100 - 100 -

(6]

Acetoftalato de celulose i 100 i 100

(mg)

ATRAY (mg) - - 10 10

Etanol gsp (mL) 20 20 20 20
Fase Tween® 80 (%) 1,0 1,0 1,0 1,0
aquosa ,(Argt)a purificada gsp 40 40 40 40

a Quantidade obtida a partir da adicao de uma solugao de lecitina de soja 5 mg/mL em etanol;
b Quantidade obtida a partir da adigdo de uma solugdo de Eudragit® S100 20 mg/ml em etanol
¢ Quantidade obtida a partir de uma solugéo de CAP a 20 mg/ml em etanol:acetona (1:1 v/v),

d Quantidade obtida a partir da adicdo de uma solugdo de ATRA 1 mg/mL em etanol

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

4.2.2 Caracterizacgao fisico-quimica dos nanocarreadores

4.2.2.1 Determinacdo do didmetro médio, indice de polidisperséo e potencial zeta

O diametro médio e indice de polidispersdo e o potencial zeta das
nanoemulsdes e das nanocapsulas poliméricas foram determinados pela técnica de
espalhamento dindmico da luz e anemometria laser Doppler, respectivamente,
utilizando um equipamento Zetasizer Nano ZS® (Malvern Instruments, Reino Unido).
As analises foram realizadas a 25 °C, ap6s diluigdo apropriada das amostras (1:100
V/V) em agua ultrapura (Milli-Q®, Millipore, EUA). A andlise do tamanho e distribuigdo
granulométrica foi realizada em angulo fixo de 173°. Para determinagéao do potencial
zeta, as amostras foram colocadas em células eletroforéticas, onde um potencial de

+150 mV foi estabelecido. Os valores de potencial zeta foram calculados a partir dos
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valores de mobilidade eletroforética, empregando a equacédo de Smoluchowski (SZE
et al., 2003).

4.2.2.2 Determinag&o do pH

O pH das formulacdes de nanocarreadores foi determinado em um pHmetro
mPA210 (MSTecnopon Instrumentacgédo, Brasil), previamente calibrado com solugbes

tampao pH 4,0 e 7,0. Os resultados correspondem a média de trés determinacdes.

4.2.2.3 Determinagdo do teor e eficiéncia de encapsulacgdo do ATRA em

nanocarreadores

A concentracdo de ATRA presente nas nanoemulsdes e nanocapsulas foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, nas condi¢gbes descritas em
4.2.3.1. Para as analises, uma aliquota de 50,0 yL de cada uma das formulagdes
contendo ATRA foi transferida para baldes volumétricos de 5,0 mL e o volume final
completado com acetonitrila. As solugdes resultantes foram submetidas ao banho de
ultrassom por 20 minutos e, posteriormente filtradas em membrana de PVDF (0,45
pm, Milipore) e analisadas por CLAE. O teor de ATRA (ug/mL) nas nanoemulsdes e
nanocapsulas foi calculado pela média de trés determinagdes. Todas as amostras
foram mantidas protegidas da luz até o momento da analise.

Para avaliacdo da eficiéncia de encapsulagéo (EE,%), as nanoemulsdes e
nanocapsulas foram submetidas a centrifugagao a 6200 rpom durante 10 minutos em
temperatura ambiente e protegidas da luz. Em seguida, 100 uL do sobrenadante foi
coletado e diluido em acetonitrila. As amostras foram filtradas em membrana de PVDF
(0,45 um, Millipore) e analisadas por CLAE nas condi¢cbes descritas em 4.2.3.1. A
eficiéncia de encapsulagao (EE,%) do ATRA nas formulagbes foi estimada como
sendo a diferenca percentual entre a concentragdo total, obtida apds completa
dissolucéo das formulagdes, e a concentragao encontrada no sobrenadante, conforme

a Equacao 2.
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Ct- Cs
EE % = oL x 100 (2)

em que, Ct corresponde a concentragédo total de ATRA (ug/mL) determinada nas
nanoemulsdes e nanocapsulas e Cs corresponde a concentracdo de ATRA (ug/mL)
determinada no sobrenadante. Os resultados foram expressos pela média de trés

determinacoes.

4.2.3 Desenvolvimento e validacao do método analitico por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a determinagao do teor de ATRA

livre e nos nanocarreadores

4.2.3.1 Condigbes cromatogréaficas

O teor do ATRA livre e nos nanocarreadores foi determinado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), conforme metodologia descrita por
SUBONGKOT; NGAWHIRUNPAT (2017), com modificagdes. As analises foram
realizadas em cromatégrafo LC-20AD (Shimadzu, Japao) equipado com uma bomba
binaria LC-20AD e acoplado com um detector de arranjo de fotodiodos SPD-M20A
206 (DAD). Os experimentos foram realizados em modo de fase reversa, utilizando
uma coluna C18 (150 x 4,6 mm, 5,0 um), (Phenomenex, EUA) com temperatura de
forno a 30 °C. O sistema foi operado em modo isocratico com fase moével constituida
de 80% de acetonitrila grau HPLC, 20% de agua ultrapura acrescida de acido acético
glacial grau HPLC, com pH ajustado para 2,5, em fluxo de 1,0 mL/min. O volume de
injecao foi de 20 yL e os cromatogramas foram obtidos no comprimento de onda de
353 nm, com monitoramento dos espectros de UV/Vis na faixa de 200 a 400 nm. A

aquisi¢ao dos dados foi realizada utilizando o software LCsolution.

4.2.3.2 Validagdo do método analitico

A validagdao do método analitico foi realizada levando-se em consideragao os
parametros de especificidade, linearidade, limites de detecgéo (LD) e quantificagao
(LQ), precisao, exatidao e robustez, conforme recomendagdes presentes na RDC N°
166, de 24 de julho de 2017, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
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que dispde sobre a validagdo de meétodos analiticos e da outras providéncias
(BRASIL, 2017).

4.2.3.2.1 Especificidade

A especificidade do método analitico foi avaliada por meio da analise dos
perfis cromatograficos das solugbes obtidas apds completa dissolugdo dos
nanocarreadores sem farmaco, em comparagao com as solugdes obtidas a partir dos
nanocarreadores contendo ATRA, ap6s analise das amostras nas condi¢gdes descritas
em4.2.3.1.

4.2.3.2.2 Linearidade

A linearidade do método foi determinada por meio da construgcao de trés
curvas de calibragdo em trés dias consecutivos. Para o preparo da solugao estoque,
1,0 mg de ATRA padrao de trabalho foi exatamente pesado e transferido para um
baldo volumétrico de 10,0 mL. O volume final foi completado com acetonitrila e a
solucao foi deixada em banho de ultrassom por 3 minutos para completa solubilizacao,
levando a obtengao de uma solugao de ATRA com concentragdo de 100 pg/mL. A
partir desta solugcéo estoque, solugbes de ATRA nas concentragdes de 0,5 a 20,0
pg/mL foram preparadas usando acetonitrila como solvente. Todas as solugdes foram
mantidas protegidas da luz até o momento da analise. As solugdes foram analisadas
por CLAE conforme condigbes cromatograficas descritas em 4.2.3.1. A partir dos
dados obtidos, graficos da area do pico do ATRA versus concentragao foram
construidos e utilizados como curvas de calibracdo. A equacéao da reta e o coeficiente
de correlagdo foram obtidos pelo calculo da regressao linear utilizando Software

Excel®.

4.2.3.2.3 Limites de deteccao e quantificacao

Os limites de deteccao (LD) e de quantificagdo (LQ) foram calculados com
base nas curvas de calibragdo obtidas, utilizando a Equacdo 3 e Equacdo 4,

respectivamente:
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DPi x 3,3
— 3
LD e (3)
DPi X 10 (4)

Lo = IC

em que: DPi corresponde ao desvio padrao do intercepto com o eixo y obtido a partir

das trés curvas de calibragao e IC corresponde a inclinagao da reta

4.2.3.2.4 Precisao

A precisdo do método de CLAE foi avaliada por meio dos ensaios de
repetibilidade (intradia) e precisao intermediaria (interdia). A repetibilidade foi avaliada
pela analise de seis amostras obtidas apds dissolugao de 10,0 yuL nanocapsulas
NCAcar em 1,0 mL de acetonitrila, preparadas individualmente, nas condi¢des
descritas em 4.2.3.1. A precisao intermediaria foi avaliada por meio da analise das
seis amostras em trés dias consecutivos. A preciséo foi expressa como a porcentagem

do desvio padréo relativo (DPR, %) entre as analises.

4.2.3.2.5 Exatidao

A exatidao do método foi determinada pelo método de adigdo de padrao de
ATRA em 3 niveis de concentragao (baixo, médio e alto) diferentes, na faixa de
concentracdo da curva de calibragdo. Para isto, 50 pL de uma suspensao de
nanocapsulas brancas (NCBcar) foram transferidos para baldes volumétricos de 5,0
mL, aos quais foram adicionadas solugcbes padrao de ATRA, de modo a obter
concentragdes finais de 1,0, 10,0 e 20,0 pg/mL. O volume final foi completado com
acetonitrila e as solugdes levadas ao banho de ultrassom por 3 minutos. As amostras
foram filtradas em membrana PVDF (0,45 um, Millipore, EUA) e analisadas por CLAE,
conforme descrito em 4.2.3.1. As analises foram realizadas em ftriplicata e a exatidao
do método foi estimada pela recuperagéao percentual (R%) de ATRA nas solugdes,
conforme Equacgao 5

Cex
R% = P 100 ()
Cteor

em que: Cexp. corresponde a concentragdo média de ATRA (ug/mL) encontrada na

solugao apos a adigao do padrao e Cteor. corresponde a concentragao teorica.
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4.2.3.2.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio da analise da concentragado de
ATRA na suspensao de nanocapsulas NCAcap ap0s pequenas alteragdes das
condi¢gdes cromatograficas. A robustez do método foi expressa como porcentagem do
desvio padrao relativo (DPR, %) entre as analises. Os parametros avaliados estédo

descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Parametros avaliados para determinagao da robustez da metodologia
analitica para a determinagao do teor de ATRA por CLAE.

Parametro Nivel Nivel superior
inferior
Fluxo da fase mével (mL/min) 0,9 1,1
Composigéo da fase movel _ _
(acetonitrila:agua pH 2,5, v/v) 79:21 81:19
Comprimento de onda de detecgao (nm) 352 354

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

4.2.4 Estudos de estabilidade dos nanocarreadores contendo ATRA

4.2.4.1 Estudo de estabilidade de curto prazo

Para avaliacdo da estabilidade de curto prazo das formulacbes, a
nanoemulsao e as nanocapsulas contendo ATRA foram armazenadas protegidas da
luz, a temperatura ambiente (25 + 2 °C) e sob refrigeracao (5 + 2 °C). Nos tempos 0,
7, 15, 30, 45 e 60 dias, aliquotas de cada uma das amostras foram coletadas e
analisadas quanto ao tamanho médio de particula, indice de polidisperséao, potencial
zeta e teor de ATRA. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados
expressos como a média * desvio padrao. Os resultados obtidos foram comparados
e analisados estatisticamente pela analise da varidncia (ANOVA) seguida pelo
posthoc de Tukey. As diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05

para um nivel de confianca de 95%.
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4.2.4.2 Estudos de estabilidade acelerada

A estabilidade acelerada das formulagdes contendo ATRA foi investigada
usando uma centrifuga analitca LUMiSizer® (LUM GmbH, Alemanha -
LINDEN/UFSC), que consiste em uma centrifuga com 12 células épticas e uma fonte
de luz infravermelho proximo. Este equipamento permite a medi¢ao da intensidade da
luz infravermelha transmitida em fungédo do tempo e da posi¢cado ao longo de todo o
comprimento da cubeta contendo a amostra, enquanto elas sdo simultaneamente
submetidas a forga centrifuga, fornecendo informagdées sobre fendbmenos de
instabilidade, como cremagem, coalescéncia e floculagdo (SOBISCH; LERCHE,
2008). Para a analise, 2,5 mL de cada formulagéo foram colocados em células 6pticas
de policarbonato e submetidos a rotagcdo a 4.000 rpm por 7200 segundos, na
temperatura de 25 °C, e intervalo de 10 s entre as medigdes. As amostras foram
analisadas em triplicata sem diluicdo prévia. A estabilidade das formulacbes foi
representada por meio do perfil de transmissao no tempo versus espaco e pelo indice
de instabilidade, em que, quanto mais proximo de zero, menor é a tendéncia de

ocorréncia de fendbmenos de separacéao de fases.

4.2.5 Avaliagao do perfil de liberagao do ATRA a partir dos nanocarreadores

4.2.5.1 Determinagéo da solubilidade do ATRA nos meios de liberagéo

Para a realizagdo dos estudos de liberacdo do ATRA a partir dos
nanocarreadores, a solubilidade do farmaco em diferentes meios foi avaliada com
intuito de estabelecer as condi¢des sink. O acido cloridrico 0,1 N e tampéao fosfato pH
6,8 foram usados como meio gastrico e intestinal simulados, e etanol e laurilsulfato de
sédio (LSS) foram adicionados para aumentar a solubilidade do ATRA. A composigao

dos meios € mostrada na Tabela 6.
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Tabela 6 - Composi¢ao dos meios testados para realizagéo do teste de liberagao.

Meio Composicao
1 HCI 0,1 N
HCI 0,1 N + etanol (80:20)
HCI 0,1 N + LSS (0,5%)
HCI 0,1 N + etanol (80:20) + LSS (0,5%)
Tampéao fosfato pH 6,8
Tampéao fosfato pH 6,8 + etanol (80:20)
Tampéao fosfato pH 6,8 + LSS (0,5%)
Tampéao fosfato pH 6,8 + etanol (80:20) + LSS (0,5%)

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

0O NO Ok WOWN

Para determinacéo da solubilidade, um excesso de ATRA (cerca de 15 mg)
foi adicionado a 30 mL de cada meio. As misturas foram submetidas a agitacéao
magneética por 24 horas, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds esse
periodo, as misturas foram submetidas a ultracentrifugagéo a 6200 rpom durante 20
minutos, em temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram coletados, filtrados em
membrana filtrante de PVDF (0,45 um, Millipore, EUA), diluidos em acetonitrila na
propor¢ao de 1:10 (v/v), e analisados por CLAE, conforme descrito em 4.2.3.1. A
concentracdo de ATRA nos diferentes meios foi determinada pela equacéo da reta
obtida a partir da curva de calibragao do farmaco nos diferentes meios. Os resultados

foram expressos pela média de trés determinacdes.

4.2.5.2 Validacao do método analitico de CLAE para determinagcdo do ATRA nos

meios de liberagéo

4.2.5.2.1 Condi¢bes cromatograficas

A concentracdo de ATRA nos meios de liberacdo foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, conforme condigdes descritas em 4.2.3.1. A
validagdo do método analitico foi realizada pela avaliagdo dos parametros de
especificidade, linearidade, limites de deteccao e quantificagao, segundo orientagdes
presentes na RDC N° 166, de 24 de julho de 2017, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), que dispde sobre a validacado de métodos analiticos e da outras
providéncias (BRASIL, 2017).
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4.2.5.2.2 Especificidade

A especificidade do método analitico foi avaliada pela analise dos perfis
cromatograficos obtidos apds incubagao das formulagdes brancas e contendo ATRA
nos meios de liberagéo na proporgao de 1:100 v:v. As amostras foram analisadas por
CLAE conforme metodologia descrita em 4.2.3.1. Para o método ser considerado
especifico nenhum dos componentes presentes nas formulagbes € nos meios de

liberagcdo devem eluir no tempo de retengéo do farmaco.

4.2.5.2.3 Linearidade e limites de detecgao e quantificagcao

A linearidade do método foi avaliada através da construcéo de trés curvas de
calibracdo em dias consecutivos para cada meio selecionado. Para o preparo das
solugdes padrdo, 20,0 mg de ATRA foram exatamente pesados e transferidos para
um baldo volumétrico de 100,0 mL. O volume final foi completado com acetonitrila,
levando a obteng¢ao de uma solugéo de ATRA com concentragao de 200 pg/mL (S1).
A partir da solugéo S1, solugdes de ATRA nas concentragdes de 2,0 uyg/mL (S2) e
20,0 yg/mL (S3) foram preparadas em bal&o volumétrico de 10,0 mL usando os meios
de liberagdao como solvente em ambas. A partir das solugdes S2 e S3, solugdes padrao
de ATRA nas concentragcbes de 0,05 a 20,0 ug/mL foram obtidas nos meios de
liberagcdo. Todas as amostras foram mantidas protegidas da luz até o momento da
analise. As solug¢des foram analisadas por CLAE conforme condigdes cromatograficas
descritas em 4.2.3.1. A partir dos dados obtidos, graficos da area do pico do ATRA
versus concentracdo foram construidos. A equacdo da reta e o coeficiente de
correlagao foram obtidos pela analise da regresséo linear, utilizando Software Excel®.

Os valores de LD e LQ foram calculados conforme descrito em 4.2.3.2.3.

4.2.5.3 Avaliagdo da estabilidade do ATRA livre e nanoencapsulado nos meios de

liberagdo

Para a avaliacdo da estabilidade do ATRA livre e nanoencapsulado nos
ensaios de liberagao, 400 uL de cada formulacdo e de uma solugao de ATRA a 1,0

mg/mL foram adicionados a 40 mL de cada meio de liberagdo. As misturas foram
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submetidas a agitagdo magnética por 24 horas, a temperatura de 37°C e mantidas ao
abrigo da luz. Aliquotas de 2,0 mL dos meios foram coletadas nos tempos 0, 0,5, 2, 4,
6, 8 e 24 horas. As amostras foram filtradas em membrana filtrante de PVDF 0,45 pym
(Millipore, EUA), e analisadas por CLAE, conforme descrito em 4.2.3.1. A
concentracdo de ATRA nos diferentes meios foi determinada com auxilio da equagao
da reta obtida a partir da curva de calibragdo do farmaco em cada um dos meios de
liberagdo. Os resultados foram expressos em porcentagem de ATRA em relagéo a
concentracao inicial, pela média de trés determinagdes. Os resultados obtidos foram
comparados e analisados estatisticamente pela analise da variancia (ANOVA) seguida
pelo posthoc de Tukey. As diferengas foram consideradas significativas quando p <

0,05 para um nivel de confianga de 95%.

4.2.5.4 Avaliagdo do perfil de liberagdo do ATRA pelo método do saco de dialise

Os estudos de liberagao foram realizados pelo método do saco de dialise (KIM
et al., 2021). Para o experimento, uma aliquota de cada um dos nanocarreadores
contendo ATRA ou uma solugao alcodlica de ATRA a 0,9 mg/mL foi colocada dentro
de um saco de dialise (MWCO 14.000, Sigma Aldrich, EUA). Os sacos de dialise foram
fechados e colocados em béqueres contendo 300 mL de acido cloridrico 0,1 N ou
tampéao fosfato pH 6,8, ambos contenho LSS 0,5% (m/V). Os meios de liberagao foram
mantidos a 37 + 0,5 °C sob agitacdo magnética a 500 rpm e ao abrigo da luz. Aliquotas
foram entdo coletadas nos tempos 0,5, 1 e 2 horas do meio acido e nos tempos 0,5,
1,2, 4, 6, 8 e 24 h do tampéo fosfato pH 6,8. Em cada tempo, o meio de liberagao foi
imediatamente reposto por meio fresco. As amostras retiradas foram filtradas em
membranas de PVDF de 0,45 ym e analisadas por CLAE, sem dilui¢gao prévia. Todas
os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos em

porcentagem de farmaco liberado em fungéo do tempo.

4.2.5.5 Avaliacdo da liberagdo do ATRA apés incubagéo direta no meio de liberagcao

A liberacdo do ATRA a partir dos nanocarreadores foi realizada pelo método
de separacao de amostra (Sample and Separate - SS)(KIM et al., 2021). O ensaio foi

realizado adicionando-se 500 uL de cada formulacdo e de uma solucdo de ATRA a
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900 pg/mL, diretamente em 40 mL de meio tampéao fosfato pH 6,8 contendo LSS 0,5%
(m/V). As misturas foram submetidas a agitagdo magnética de 500 rpm por 06 horas,
a temperatura de 37 £ 0,5 °C e ao abrigo da luz. Apos esse periodo, 400 pL das
dispersbes foram retiradas e submetidas a centrifugagao/ultrafiltracdo a 6200 rpm
durante 20 minutos em temperatura ambiente e protegidas da luz. Em seguida, 200
ML do sobrenadante foi coletado e analisadas por CLAE sem diluigdo prévia, conforme
descrito em 4.2.3.1. A concentragdo de ATRA foi determinada com auxilio da curva
de calibragdo obtida em tampédo fosfato pH 6,8 contendo LSS 0,5% (m/V). Os
resultados foram expressos em porcentagem de ATRA, pela média de trés
determinacdes. Os resultados obtidos foram analisados e comparados
estatisticamente pela analise da variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo posthoc
de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05 para um

nivel de confianga de 95%.

4.2.6 Avaliagcdao da atividade citotéoxica do ATRA livre e nanoencapsulado,

utilizando cultura de células de melanoma B16F10

4.2.6.1 Cultivo celular

Os experimentos foram conduzidos em parceria com o Laboratério de
Farmacologia e Bioquimica do Cancer (LabCancer — UFSC), que cedeu a linhagem
celular de melanoma epitelial de camundongo B16F10 altamente metastatica. As
células de melanoma murino B16F10 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium - High Glucose, Sigma-Aldrich, EUA) suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino e 1% de solugao antibiética:antimicética (penicilina e

estreptomicina) e tampao pH 7,4 a 37 °C em atmosfera umidificada com 5% de COx.

4.2.6.2 Avaliagéo da citotoxicidade

Para os estudos de citotoxicidade, as células B16F10 foram cultivadas em placas
de 96 pocos, contendo 5 x 103 células por pogo e mantidas em atmosfera imida a 37°
C com 5% de COz2. Apds 24 horas de plaqueamento, uma solugdo de ATRA livre, a

nanoemulsdo e nanocapsulas poliméricas brancas e contendo ATRA foram



69

adicionadas as células nas concentragdes de 50 uM, 25 uM, 10 uM, 1 uM e 0,1 uM, e
as células foram incubadas a 37°C por 72 horas. Em seguida, o meio de cultura foi
retirado, as células foram lavadas com PBS e 100 uL de uma solugéo de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a 5 mg/mL, diluida em meio de cultivo completo
foram adicionados em cada um dos pogos. As células foram incubadas por 30 minutos
em estufa a 37°C e, em seguida, a solugdo de MTT foi descartada e 100 L de DMSO
foram adicionados em cada pog¢o para solubilizacdo dos cristais de formazan
formados. A leitura foi realizada no equipamento Multileitora Infinite M200 TECAN
(LAMEB/UFSC) nos comprimentos de onda 560 nm e 630 nm. O grupo controle foi
incubado somente com meio de cultura. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata. Os dados foram expressos como porcentagem da viabilidade celular em
comparagao com o grupo controle, calculada da seguinte forma:

B * 100

Viabilidade celular (%) = 1

Onde,
A = densidade optica média do grupo de controle

B = densidade optica média dos grupos tratados (em cada concentragao).

A analise estatistica foi realizada por meio de analise de varidancia (ANOVA) de
duas vias, seguida de post-hoc de Tukey. As diferencas foram consideradas

significativas quando p < 0,05 para um nivel de confianga de 95%.

4.2.6.3 Avaliagdo da citotoxicidade dos nanocarreadores contendo ATRA na

presenca de cisplatina

Células B16F10 foram cultivadas em placas de 96 pogos, contendo 5 x 103
células por poco. Apds 24 horas de plaqueamento solugdes de nanoemulsao e
nanocapsulas poliméricas contendo ATRA foram adicionadas as células em
concentracdes de 0,1 uM, 1 uM, 5 yM, 10 uM, 25 uM e 50 uM, acrescidas de uma
solugao de cisplatina a 10 yM e incubadas a 37°C por 72 horas. Apds esse tempo, a
viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de redugao do MTT, conforme descrito em
4.2.6.2. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Os resultados foram utilizados para calcular o indice de combinacao

(Combination index - Cl) pelo método de efeito mediano, através do software
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CompuSyn (ComboSyn, Inc.). De acordo com o método de Chou-Talalay, IC < 1 indica
sinergismo, IC = 1 efeito aditivo e IC > 1 antagonismo (CHOU; TALALAY, 1984).

4.2.7 Avaliagdao preliminar da eficacia terapéutica dos nanocarreadores

contendo ATRA em modelo de melanoma murino

4.2.7.1 Animais experimentais

Este projeto seguiu todas as premissas éticas no uso de animais de
experimentagao presentes nas normativas do Conselho Nacional de Experimentacéo
Animal (CONCEA). Os procedimentos experimentais foram avaliados e aprovados
pelo Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa
Catarina, sob o protocolo CEUA n°® 2372251018 (ANEXO A). Nestes ensaios foram
utilizados camundongos C57BL/6 fémeas, com 18 a 25 g e idade entre 8 e 10
semanas, cedidos pelo Prof. Juliano Ferreira (Laboratério de Farmacologia
Experimental - LABEX, UFSC) e os experimentos foram conduzidos em parceria com
o Laboratdrio de Farmacologia e Bioquimica do Cancer (LabCancer — CCB -UFSC).
Os animais foram mantidos em gaiolas ventiladas, em instalacédo mantida a 22 + 1°C,
com 50 + 10% de umidade relativa, e 12 horas de luz e escuriddo durante o periodo
experimental. Os animais receberam acesso a ragdo normal e agua filtrada. Ao final
dos experimentos os animais foram eutanasiados por sobredosagem anestésica com
uma solugdo de cetamina:xilazina, (90:10 mg/kg). O ponto final humanitario utilizado
para exclusao de animais antes do fim do experimento foi o volume tumoral exceder

1000 mm3, dimensdes que prejudicam a qualidade de vida do camundongo.

4.2.7.2 Avaliagdo do crescimento do tumor em animais inoculados com células
B16F10

O efeito da administragdo oral do ATRA livre e nanoencapsulado sobre o
crescimento do tumor foi avaliado segundo descrito por DORA et al. (2016). Células
de melanoma murino B16F10 (5 x 10° células previamente ressuspensas em 0,1 mL
de DMEM isento de soro) foram inoculados por via subcutdnea no dorso de

camundongos C57BL/6. Os animais foram divididos em 5 grupos contendo 6 animais
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em cada. Sete dias apos a inoculagao de células B16F10, uma solugdo de ATRA em
Oleo de soja, a nanoemulséo e as nanocapsulas contendo ATRA foram administrados
por via oral em doses de 10 mg/kg, uma vez ao dia, durante 14 dias. O controle
negativo recebeu apenas Oleo de soja por via oral. Os volumes de tumor foram
medidos duas vezes por semana, ao longo dos 21 dias de experimento e estimados
de acordo com a seguinte equacéo:
volume do tumor (mm3) = largura? X comprimento X 0,52

O peso corporal dos animais foi verificado no inicio e no final do experimento.
Vinte e dois dias apds a inoculagao, os camundongos foram sacrificados e os tumores
excisados e pesados. Os resultados obtidos com os camundongos tratados com
farmaco livre, com o veiculo e com os nanocarreadores foram analisados e
comparados estatisticamente pela analise da varidncia (ANOVA) de uma via seguida
pelo posthoc de Tukey. As diferengas foram consideradas significativas quando p <

0,05 para um nivel de confianga de 95%.

4.2.8 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente por meio da analise de
variancia (ANOVA), de uma ou duas vias, seguida pelo pos-teste de Tukey para
comparacgao entre as médias. As diferencas foram consideradas significativas quando
p < 0,05 para um nivel de confianca de 95%. As avalia¢des foram realizadas com o

auxilio do software GraphPad Prism verséao 8.0.



72

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DOS NANOCARREADORES
CONTENDO ATRA

5.1.1 Determinacgao da solubilidade do ATRA em diferentes éleos

Para a encapsulagcdo de farmacos lipofilicos, como o ATRA, em
nanoemulsdes e nanocapsulas, é essencial a escolha de uma fase oleosa que tenha
alta capacidade de solubilizacio dele, possibilitando uma alta taxa de encapsulacéao.
Os oleos vegetais tém varias vantagens no desenvolvimento desses sistemas. Sao
constituidos por misturas de ésteres de glicerideos de acidos graxos insaturados, que
podem ser de cadeia meédia (TCM), com 6 a 12 cadeias de carbono, ou de cadeia
longa (TCL), mais de 12 cadeias. Oleos de diferentes fontes vegetais possuem
diferentes proporgdes destes lipidios, resultando em perfis de solubilidade distintos
para o farmaco a ser encapsulado. Além disso, proporcionam absor¢ao mais eficiente
do farmaco no TGI através do sistema linfatico intestinal e sdo totalmente digeridos
pelo organismo, portanto, ndo apresentam problemas quanto a seguranca de
utilizacao (POUTON; PORTER, 2008; RANI et al., 2019). Assim, para a escolha da
fase oleosa mais adequada para a preparagdo dos nanocarreadores, a solubilidade
do ATRA foi avaliada em diferentes o6leos. Os resultados obtidos estdo mostrados na
Tabela 7.

Tabela 7 - Solubilidade do ATRA em diferentes 6leos.

Oleos Concentragcao de ATRA
(mg/mL % dp)
Ricino 5,44 + 0,31
Triglicerideos de cadeia média (TCM) 2,54 £ 0,07
Algodao 1,80 £ 0,10
Améndoas 1,01 £ 0,02

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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O dleo de ricino apresentou maior capacidade de solubilizagdo do ATRA, em
comparagao com os outros 6leos testados. O 6leo de ricino € obtido pela extragao das
sementes da planta Ricinus communis (popularmente conhecida no Brasil como
Mamona) da familia Eurphorbiacae. Este 6leo € composto principalmente por ésteres
do glicerol e acido graxos, sendo que o acido ricinoléico (acido 12-hidroxi-9-
octadecendico) é o acido graxo majoritario (89%), seguido de menores quantidades
de acido linoléico (4,2%), oleico (3,0%), estearico (1%), palmitico (1%), acido
dihidroxiestarico (0,7%), acido linolénico (0,3%) e acido eicosandico (0,3%).
Apresenta alta viscosidade, devido a interagao de hidrogénio de seus grupos hidroxila,
e baixa polaridade, por apresentar grande quantidade de acidos graxos de cadeia
longa (OGUNNIYI, 2006). Na area da saude, o 6leo de ricino é usado como veiculo
para administracdo de medicamentos, como excipiente, aditivo ou para formar
emulsdes estaveis em sistemas aquosos. Também é frequentemente usado como
veiculo para farmacos insoluveis em agua, como os antitumorais, devido a alta
capacidade de solubilizagdo de compostos apolares (PATEL et al., 2016). Diante
dessas caracteristicas, o 6leo de ricino foi selecionado para compor a fase oleosa dos

nanocarreadores no desenvolvimento das formulagdes.

5.1.2 Preparacgao e caracterizagao fisico-quimica das nanoemulsdes brancas e
contendo ATRA

As nanoemulsdes foram preparadas pela técnica de emulsificacido
espontanea, que consiste na adicdo lenta e controlada de uma fase organica,
composta pelo 6leo, surfactante lipofilico e um solvente organico miscivel em agua,
no interior de uma fase aquosa, composta por surfactante hidrofilico e agua purificada.
A alta afinidade dos surfactantes pelas fases, somada a agitagdo magnética, leva a
turbuléncia interfacial no sistema e a formagao espontanea de goticulas de éleo de
tamanho nanométrico (BOUCHEMAL et al., 2004; MEHRNIA et al., 2016). Com o
intuito de obter nanoemulsdes com caracteristicas fisico-quimicas adequadas, varias
formulagbes foram preparadas, variando-se a quantidade inicial de dleo de ricino, e o
tipo e concentragdo do surfactante das fases organica e aquosa. A lecitina de soja
(Lipoid S100®) foi utilizada como surfactante lipofilico e dois surfactantes hidrofilicos

foram testados, o poloxamer 188 (Kolliphor® P 188) e polisorbato 80 (Tween® 80). O
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poloxamer 188 € um surfactante ndo ibnico apresentando uma estrutura de triblocos
em que dois blocos hidrofilicos de 6xido de etileno (EO) sao intercalados por um bloco
hidrofébico de éxido de propileno (PO), sendo que a porgdo oxido de etileno
representa 80% da sua massa molecular. Os poloxameros demonstram uma
variedade de efeitos bioldgicos, como mucoadesividade e capacidade de aumentar a
fluidez da bicamada lipidica nas membranas celulares (HONG et al., 2018). O Tween®
80 (polissorbato 80, mono-oleato de sorbitano polietoxilado) € um surfactante nao-
idnico hidrofilico, amplamente utilizado como agente emulsificante para reduzir o
tamanho das goticulas em emulsdes lipidicas. Apresenta capacidade em inibir a
glicoproteina-P (P-gP), e por isso tem sido utilizado para aumentar a permeabilidade
de farmacos na membrana intestinal (PRABHAKAR et al., 2013).

Os resultados obtidos na caracterizagao fisico-quimica das formulagdes estao
apresentados na Tabela 8. O tamanho das particulas € um dos fatores mais
importantes que influenciam as propriedades dos nanocarreadores, como
estabilidade, liberacdo do farmaco e perfil farmacocinético e farmacodinamico
(MCCLEMENTS; MCCLEMENTS, 2016).- Nas condigbes testadas, o tamanho médio
das goticulas das nanoemulsdes variou entre 244 e 362 nm € o indice de polidispersao
variou entre 0,21 e 0,33, sendo que o principal fator que afetou estas caracteristicas
foi a quantidade de 6leo na formulagcdo. As nanoemulsdes preparadas com 700 mg
de dleo de ricino (ex., NEBr1 a NEBr3) apresentaram tamanhos mais elevados, em
comparagao aquelas obtidas com 500 mg de éleo (ex., NEBrs a NEBFrs). O tipo de
tensoativo utilizado nas formulagdes também afetou o tamanho das goticulas. Quando
comparado as formulagdes preparadas com poloxamer 188 (NEBrs e NEBrs), a
utilizagdo do Tween® 80 (NEBF19 e NEBF20), percebe-se que este Ultimo conduziu a
obtencdo de nanoemulsbées de menor tamanho. Por outro lado, o aumento da
quantidade de lecitina nas formulagdes pareceu aumentar o tamanho das goticulas

da nanoemulséo (ex. NEBr9 versus NEBr10 e NEBr11 versus NEBF12).



75

Tabela 8 - Resultados de diametro médio, indice de polidisperséo, potencial zeta e
pH das nanoemulsdes brancas (n=3).

Formulacga Diametro Indice de Potencial zeta pH
o médio polidispersa +dp *dp
*dp oxdp

NEBF1 336,8 + 37,4 0,32+ 0,02 -30,3+0,7 6,67 £ 0,04
NEBFr2 317,3+12,6 0,27 £ 0,02 -33,9+1,6 6,51 £ 0,02
NEBF3 306,2+11,6 0,26 £ 0,02 -31,6 £ 0,6 6,63 £ 0,02
NEBF4 258,7+5,4 0,21 £ 0,01 -359+1,6 5,90 + 0,06
NEBFs 2779+ 2,2 0,26 £ 0,02 -31,9+15 5,62 £ 0,01
NEBFrs 279,2+6,0 0,25+ 0,01 -29,8 £ 0,9 5,78 £ 0,03
NEBF7 265,2+5,2 0,24 £ 0,02 -32,4+1,0 6,36 £ 0,07
NEBFrs 271,385 0,25+ 0,01 -26,8 + 1,1 6,32 £ 0,08
NEBFg 2894 £ 17,7 0,25 +0,03 -32,8 £0,2 6,88 £ 0,04
NEBF10 3454 +7,3 0,25+ 0,02 -33,8+14 6,71 £ 0,05
NEBF11 292,7+1,8 0,28 £ 0,02 -30,8 £1,0 6,20 £ 0,14
NEBF12 3355+1,6 0,32 +£ 0,02 -30,1+2,0 5,83+0,10
NEBF13 284,5+ 3,9 0,27 £ 0,01 -32,3+0,7 5,75+ 0,08
NEBF14 276,7 £ 9,6 0,22 £ 0,01 -31,2+1,7 5,62 £ 0,05
NEBF15 293,5+1,7 0,28 £ 0,01 -394 +1,2 7,01 £ 0,06
NEBF16 2952+7,0 0,24 £ 0,02 -31,6+1,2 7,00 £ 0,01
NEBF17 362,6 £ 6,9 0,33 £ 0,01 -32,8 £ 0,6 6,68 £ 0,10
NEBF1s 296,2+4,9 0,29 £ 0,01 -32,5+0,6 6,55 £ 0,02
NEBF19 2571 £10,7 0,22 £ 0,01 -23,9+8,5 4,94 £ 0,09
NEBF20 2448 + 8,6 0,22 £ 0,02 -28,5+4,5 4,65 1 0,04

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O potencial zeta é um fator importante utilizado para avaliar a estabilidade dos
nanocarreadores. Geralmente, as particulas sdo estaveis quando o valor em moédulo
do potencial zeta esta em torno a 30 mV. Em formulagdes com surfactante nao iénico,
gue nao apresentam grupos com carga, como 0s idnicos, a estabilizagdo pode ocorrer
por polarizacdo molecular e adsor¢cao de moléculas de agua a sua superficie. Assim,
sobre a interface particula/agua forma-se uma camada elétrica semelhante a ibnica,
estabilizada estericamente (LASON; SIKORA; OGONOWSKI, 2013).

As nanoemulsdes apresentaram carga superficial negativa, independente do
surfactante hidrofilico usado. Esta caracteristica tem sido associada a presenca de
lecitina nas formulacdes. Lecitinas sdo constituidas por misturas de fosfolipideos,
contendo principalmente fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, que ndo apresentam

carga em pH fisiolégico. Entretanto, lipideos com grupamentos polares carregados
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negativamente também estdo presentes, como fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e
acido fosfatidico. Embora representem cerca de 1-2% dos fosfolipideos das lecitinas,
podem conferir carga negativa na interface 6leo/agua, estabilizando as formulagbes
(BRUXEL et al., 2012). Adicionalmente, observa-se que as formulagbes preparadas
com poloxamer 188 apresentaram valores de potencial zeta mais elevados, em
comparagdo com as formulagdes em que se utilizou Tween® 80. Teoricamente, esse
parametro demonstraria maior estabilidade das formula¢des, mas o verificado na
pratica foi a instabilidade e separagdo de fases em grande parte das formulagdes
contendo poloxamer 188. Diante dos resultados obtidos nessa fase do
desenvolvimento, as formulacbes NEBr4, NEBr19 € NEBr20 foram escolhidas para dar
continuidade aos estudos.

A partir das formulagdes selecionadas foram desenvolvidas nanoemulsdes
com a incorporagdao de ATRA. Para esse processo, quantidades estabelecidas do
farmaco, previamente solubilizado em etanol, foram adicionadas a fase organica da
formulacao e as nanoemulsdes foram preparadas usando os mesmos procedimentos
descritos em 4.2.1.2.1 Os valores didmetro médio, indice de polidisperséo, potencial

zeta e pH das nanoemulsdes encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9 - Resultados de diametro médio, indice de polidispersao, potencial zeta e
pH das nanoemulsdes contendo ATRA (n=3).

Formulaga Diametro médio indice de Potencial pH * dp
o *dp polidispersao zetat dp

*dp
NEAP1 2575+1,8 0,21 £ 0,01 -33,8 1,7 6,28 + 0,08
NEApP2 264,8 + 15,1 0,21 £ 0,02 -31,8+1,6 6,02 £ 0,02
NEAT1 2423+ 2,1 0,24 + 0,01 -23,6 £ 3,3 3,54 £0,02
NEAT2 226,2 + 10,5 0,20+ 0,03 21,9+11 3,52+0,02

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O tamanho das goticulas das nanoemulsdes contendo ATRA variou entre 226
e 264 nm, e o indice de polidispersao entre 0,20 e 0,24. Uma pequena redu¢ao no
tamanho da gota pode ser observada apés a adicdo do ATRA, principalmente para as
formulagbes preparadas com Tween® 80 (NEB19 versus NEAT1 e NEB2o versus NEAT2)

sugerindo que a adi¢gao do farmaco pode interferir na formagao da gota, estabilizando-
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a. Os valores de potencial zeta das nanoemulsdes contendo ATRA mantiveram-se
negativos, com pouca variagao em relagao as formulagdes de nanoemulsdes brancas.
Apoés algumas semanas as formulacbes NEAr1 e NEAp2 apresentaram-se instaveis,
ocorrendo separagédo de fases, como mostrado na Figura 12. Assim, a formulagéo
NEAT2 foi escolhida para dar continuidade ao trabalho, pois apresentou melhores
caracteristicas de tamanho, IPD e potencial zeta. Sua composicao foi utilizada como

base para o desenvolvimento das nanocapsulas poliméricas.

Figura 12 - Aspecto macroscopico dos nanocarreadores. (a) Formulagbes NEAp1 €
NEAPR2. (b) Formulacées NEB e NEAT2.

(a) (b)

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

5.1.3 Preparacgao e caracterizagao fisico-quimica das nanocapsulas brancas e
contendo ATRA

As nanocapsulas poliméricas foram preparadas utilizando a técnica de
deposigao interfacial do polimero pré-formado, descrita por Fessi et al. (1989). Esta
técnica ocorre sob os mesmos principios termodindmicos da emulsificagcao
espontanea, diferindo apenas pela formacdo de uma parede polimérica na interface
entre as duas fases. Nesta técnica, uma fase organica constituida de um solvente
organico miscivel na agua contendo o 6leo, o surfactante hidrofébico e o polimero, é
adicionada a uma fase aquosa contendo um surfactante hidrofilico. A rapida difusdo
do solvente organico na agua gera uma turbuléncia interfacial levando a formacgao de
nanogotas. Com a alteragao da polaridade do meio, o polimero precipita na interface
entre o 6leo e a agua, gerando suspensodes coloidais de nanocapsulas. As
caracteristicas das nanocapsulas, neste caso, também sao afetadas pelo tipo e
concentragao do polimero empregado (DENG et al., 2020; MAYER, 2005).
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Neste trabalho, com o objetivo de proteger o ATRA de sua potencial
degradacao no ambiente acido do estomago e permitir a sua liberagdo em pH onde
ele apresenta maior solubilidade, as nanocapsulas poliméricas foram preparadas
utilizando-se dois polimeros com propriedades gastrorresistentes, o Eudragit® S100 e
o acetato ftalato de celulose (CAP). O Eudragit® S100 (EUD) é um copolimero do
acido metacrilico e metacrilato de metila, cuja proporgao de grupamentos carboxilicos
livres e de ésteres é de cerca de 1:2 e sua dissolugado ocorre em pH > 7,0. O acetato
ftalato de celulose (CAP), por sua vez, € um derivado de celulose em que metade dos
grupamentos hidroxilas encontram-se esterificados com grupamentos acetila e cerca
de um quarto com acido ftlalico, apresentando solubilidade aquosa em pH préximo a
6,0. Ambos sdo amplamente utilizados como material de revestimento de formas
farmacéuticas sélidas entéricas, empregadas para proteger o farmaco frente a
degradacdo em pH acido ou melhorar a absor¢do daqueles que sdo melhores
absorvidos no intestino (CHEN et al., 2017; VIDAL-ROMERO et al., 2019).

Os valores de didmetro médio, indice de polidispersao, potencial zeta e pH
das nanocapsulas brancas e contendo ATRA testadas neste trabalho encontram-se
na Tabela 10. Considerando que o ATRA apresenta pka de 4,75, o pH das
formulacdes foi ajustado a 3,5. Neste pH, uma maior parte do ATRA encontra-se na
forma nao ionizada, menos soluvel em agua e com maior afinidade pelo nucleo oleoso
das particulas. Ademais, este pH garante a manutencdo da estrutura da capsula,
evitando dissolucdo da parede polimérica. Suspensdes de nanocapsulas
monodispersas com tamanho médio variando entre 229 e 256 nm foram obtidas,
independente do polimero empregado. Pode-se notar um leve aumento de tamanho
em relagdo a nanoemulsdo correspondente (NEAT2), que pode ser justificada pela
presenca da parede polimérica nas nanocapsulas. Os valores de potencial zeta em
modulo também aumentaram, quando comparado as nanoemulsdes, estando estes
relacionados a presenca de grupamentos carboxilicos livres em ambos polimeros
empregados, que estdo localizados na interface, em contato com meio aquoso
(BARBOSA et al, 2019). As nanocapsulas contendo ATRA apresentaram
caracteristicas semelhantes as nanocapsulas brancas, sem variagdes significativas

de tamanho, IPD e potencial zeta.
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Tabela 10 - Resultados de diametro meédio, indice de polidispersao, potencial zeta e
pH das nanocapsulas brancas e contendo ATRA (n=3).

Formulacga Diametro Indice de Potencial zeta pH = dp
o médio*dp  polidispersa +dp

otdp
NCBEeup 232,7+5,2 0,22 + 0,01 -25,9+0,9 3,89+0,10
NCBcar 2526 +4,5 0,25+ 0,02 -37,8+£2,2 4,06 £ 0,03
NCAEuD 256,8 + 8,1 0,22 + 0,01 -29,56+29 3,50 £ 0,04
NCAcapP 229,3+9,3 0,22 £ 0,02 -37,8 £0,7 3,55+ 0,02

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

5.1.4 Determinacao do teor de ATRA nos nanocarreadores por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

5.1.4.1 Desenvolvimento e validacdo do método analitico de CLAE

A metodologia analitica de CLAE foi desenvolvida e validada para
determinacao do ATRA nas formulagdes, utilizando-se como base as condigdes
cromatograficas previamente descritas por SUBONGKOT; NGAWHIRUNPAT (2017),
com modificagdes. A analise cromatografica foi realizada em modo de fase reversa e
sistema de elui¢do isocratico. O melhor perfil cromatografico foi obtido com a utilizagéo
de fase movel constituida por 80% de acetonitrila e 20% de agua, acrescida de acido
aceético, com pH ajustado para 2,5. O pH acido da fase mével é fundamental para
deslocar o equilibrio quimico do ATRA para sua forma protonada, nao ionizada, o que
gera o pico cromatografico com parametros adequados para a quantificagdo, como
maior resolucdo do pico cromatografico e menor efeito de cauda, além de evitar a
isomerizacdo do ATRA em &cido cis-retindico (ESPINOSA; BOSCH; ROSES, 2000).
O cromatograma obtido apds anélise de uma solugéo padréao do ATRA encontra-se
representado na Figura 13. Nas condigbes cromatograficas utilizadas, o ATRA
apresentou um tempo de retencdo em aproximadamente 7,5 minutos e o tempo de

analise foi estabelecido em 8,5 minutos.
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Figura 13 — Cromatograma obtido apés analise de uma solugéo padrao de ATRA por
CLAE com detecgao em 353 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

5.1.4.1.1 Especificidade

A especificidade é a capacidade do método analitico em identificar e
quantificar exatamente o analito de interesse na presenca de outros componentes da
amostra, como impurezas e produtos de degradacao (SHABIR, 2003). A verificagao
da especificidade do método foi avaliada apods injecdo de solugdes diluidas a partir
das nanoemulsdes e nanocapsulas brancas no cromatégrafo, sob as mesmas
condigbes de analise. Os cromatogramas evidenciaram a auséncia de interferentes
no mesmo tempo de retencdo do ATRA, confirmando a especificidade do método de
CLAE (Figura 14).

Figura 14 — Cromatograma obtido apds analise de uma dispersdo de nanocapsulas
poliméricas brancas (NCBcar) por CLAE com detecgéo de 353 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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5.1.4.1.2 Linearidade

A linearidade do método demonstra sua capacidade de obter respostas
analiticas diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, em toda a
faixa de trabalho estabelecida. O método desenvolvido para a determinagdo de ATRA
livre e nanoencapsulado mostrou ser linear na faixa de concentragao entre 0,5 e 20,0
pMg/mL, com equagédo de reta correspondendo a y = 148915x — 32958, onde x
representa a concentracdo de ATRA em pg/mL e y a area absoluta do pico. O
coeficiente de determinacéo (r?) calculado foi igual a 0,996, estando de acordo com o
preconizado pela RDC 166 (Figura 15) (BRASIL, 2017)

Figura 15 — Curva de calibragao de ATRA obtido por CLAE.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

5.1.4.1.3 Limites de deteccao e quantificacao

O limite de detecgdo (LD) € a menor concentragdo do analito presente em
uma amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado, sob
as condicdes experimentais estabelecidas. Ja o limite de quantificacédo (LQ) € a menor
concentracdo do analito que pode ser determinada na amostra com o grau
especificado de exatidao e precisdo (BRASIL, 2017; INDRAYANTO, 2018). Os valores
de LD e LQ foram determinados a partir da triplicata das curvas de calibracao, e
corresponderam a 0,09 yg/mL e 0,27 ug/mL, respectivamente.
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5.1.4.1.4 Precisao

A precisdo do método analitico € a medida de quao proximos sao os
resultados obtidos para um numero de medigcdes nas mesmas condigdes analiticas.
Por definicdo, a precisdo contém trés componentes: repetibilidade, precisao
intermediaria e reprodutibilidade. Neste trabalho foram avaliadas a repetibilidade, que
expressa a precisdo obtida com o mesmo procedimento em amostras idénticas sob
as mesmas condigdes de operagdo, mesmo analista e equipamentos em um curto
espaco de tempo, e a precisao intermediaria, obtida com o mesmo procedimento em
amostras idénticas, no mesmo laboratério, mas em dias diferentes (BRASIL, 2017;
RENGER; VEGH; FERENCZI-FODOR, 2011).

A precisao do método foi avaliada apds analise por CLAE de uma solucéo
obtida apds a completa dissolugéo da formulacdo NCAcar. A repetibilidade foi avaliada
pela analise de seis amostras idénticas, obtidas apos dissolugdo de nanocapsulas
NCAcap em acetonitrila, preparadas individualmente. A precisdo intermediaria foi
avaliada por meio da analise das seis amostras em trés dias consecutivos. Os
resultados experimentais obtidos através da avaliagdo da repetibilidade (intradia) e
precisao intermediaria (interdia) do método de CLAE estao compilados na Tabela 11.
Os valores de desvio padréo relativo (DPR, %) para todas as analises encontraram-
se abaixo de 5%, demonstrando uma variabilidade aceitavel entre as amostras para

ambos os ensaios.

Tabela 11 - Resultados experimentais obtidos para a avaliagdo da repetibilidade
(precisdo intradia) e preciséo intermediaria (interdia) do método de CLAE.

Repetibilidade Precisao
1° dia 2° dia 3° dia intermediaria
ATRA 11,51 £ 0,52 11,58 + 0,46 11,67 £ 0,42 11,58 + 0,48
(Mg/mL) = dp
DPR (%) 4,52 3,95 3,56 4,14

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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5.1.4.1.5 Exatidao

A exatidao representa o grau de proximidade entre os resultados individuais
obtidos nas amostras utilizando-se o método analitico desenvolvido e um valor de
referéncia aceito como verdadeiro. A exatidao pode ser determinada de quatro formas
distintas: (i) através da analise de uma amostra de concentracdo conhecida
(substancia de referéncia) e comparando-se o valor obtidos experimentalmente com
o valor real; (i) pela comparagdo dos resultados obtidos através do método
desenvolvido com um outro método alternativo, ja validado; (iii) pela adigdo do analito
em uma matriz branca (sem o analito), em trés niveis de concentragao, ou (iv) pela
adicdo de padrdao em amostras contendo o analito de interesse, em uma concentracao
conhecida (RENGER; VEGH; FERENCZI-FODOR, 2011).

A exatidao foi determinada pelo ensaio de recuperacdo com a adicédo de
solugdo padrdao de ATRA, em diferentes concentragdes, sobre uma amostra de
suspensao de nanocapsulas brancas (NCBcar). Os resultados obtidos na avaliagéo
da exatidao do método estdo apresentados na Tabela 12. Os valores de recuperagao
encontram-se entre 96,25% e 108,86%, com DPR inferiores a 5%. Assim, o método
de CLAE desenvolvido foi considerado exato, uma vez que esta estabelecido pela
RDC 166 /2017 que os critérios de aceitacdo estao baseados no objetivo do método,

variabilidade intrinseca e concentracédo do analito na amostra (BRASIL, 2017).

Tabela 12 - Resultados experimentais obtidos na avaliagdo da exatiddo do método
de CLAE para a determinacdo de ATRA nos nanocarreadores.

Concentragao Concentragao Porcentagem de

. + o
tesrica (ugimt) PN B rocuperagao %) PP )
1,0 1,09 £ 0,02 108,86 1,71
10,0 9,52+ 0,08 96,25 0,83
20,0 19,55 £ 0,32 97,74 1,63

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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5.1.4.1.6 Robustez

A robustez do método analitico € definida como a medida de sua capacidade
de permanecer inalterado diante de pequenas variagbes, mas deliberadas, nos
parametros do método. A robustez fornece um indicativo da confiabilidade do método
durante o uso rotineiro. Alguns fatores criticos que podem ser selecionados para sua
avaliagao sdo: variagdes no pH, composigao e fluxo da fase mével, diferentes lotes ou
fabricantes de colunas, temperatura de analise, entre outros (BRASIL, 2017;
INDRAYANTO, 2018).

A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos na avaliagdo da robustez do
meétodo, apds analise de uma solucao obtida apds dissolugao completa da formulacao
NCAcap sob condigdes normais e apds pequenas variacdes nos parametros de fluxo,
composicao de fase mével e comprimento de onda de detecgdo. Os teores de ATRA
apresentaram valores entre 10,52 ug/mL e 12,75 ug/mL. Os tempos de retengao
variaram em cerca de 1 minuto. Pode-se observar que a maior influéncia sobre o teor
de farmaco ocorreu ao variar-se o fluxo de fase mével em + 0,1 mL/min, o que pode
estar relacionado a modificagdo do tempo de interagdo entre o ATRA e a coluna.
Assim, o0 método foi considerado robusto para os parametros de composicao da fase
movel e comprimento de onda de detecgao (DPR% < 5%). O parametro fluxo pode
ser considerado critico para as analises e deve ser controlado para evitar variagoes

nos resultados relativos a concentragcado de ATRA nas formulagdes.

Tabela 13 - Parametros cromatograficos avaliados na robustez do método
desenvolvido por CLAE para quantificacdo de ATRA em nanocarreadores

Parametros Variagdo Concentragdo Média +dp Tempo de
de ATRA (DPR, %)* retencao
(pg/mL) (min)
Fluxo (mL/min) 1,0 11,53 11,60 + 1,12 7,44
0,9 12,75 (9,67%) 8,27
1,1 10,52 6,74
Composicao de fase 80:20 11,53 11,55 + 0,02 7,44
movel (ACN:H20) 81:19 11,54 (0,17%) 7,36
79:21 11,57 7,45
Comprimento de 353 11,53 11,53 £ 0,03 7,44
onda (nm) 352 11,50 (0,26%) 7,44
354 11,56 7,44

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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5.1.4.2 Determinagcdo do teor e eficiéncia de encapsulagdo do ATRA em

nanocarreadores

Os nanocarreadores lipidicos sao formulagdes ideais para a encapsulagao de
farmacos lipofilicos, pois a baixa solubilidade aquosa desses compostos resulta em
elevada incorporagdo aos componentes oleosos da formulagdo, resultando em
sistemas altamente solubilizados no lumem do TGI, melhorando a absorcédo e a
biodisponibilidade oral do farmaco (VITHANI et al., 2019).

Varios fatores podem influenciar a eficiéncia de encapsulacdo de farmacos
em nanocarreadores. Os mais relevantes sao a concentragao e o peso molecular dos
compostos, método de preparacéo, solubilidade do farmaco, polimeros e surfactantes
e velocidade de agitagcéo. Por isso a avaliacdo do teor de farmaco encapsulado e a
eficiéncia de encapsulacdo devem ser realizadas durante todo o processo de
desenvolvimento da formulagao, a fim de se atingir as melhores caracteristicas fisico-
quimicas e os beneficios terapéuticos desejados (BALE et al., 2016).

A determinacao do teor, recuperacgao e eficiéncia de encapsulagao do ATRA
nas nanoemulsdes e nanocapsulas foi realizada por CLAE, de acordo com o método
descrito em 4.2.3.1., e encontram-se na Tabela 14. Em todos os nanocarreadores
observa-se alto teor e valores de recuperagéo acima de 80%, o que reafirma a alta
solubilizacdo do ATRA em o6leo de ricino. Os valores de eficiéncia de encapsulagao
foram superiores a 99%, indicando que quase a totalidade do ATRA encontra-se
associado as particulas, podendo estar localizado em nucleo oleoso e/ou adsorvido a
sua superficie. Os resultados de eficiéncia de encapsulagao (EE) foram similares aos
descritos na literatura para diferentes tipos de nanocarreadores (NARVEKAR et al.,
2014; SILVA et al., 2016).
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Tabela 14 - Valores de teor, recuperacao e eficiéncia de encapsulagao de ATRA nos
nanocarreadores (n=3).

Formulagao Teor (pg/mL) Recuperagao Eficiéncia de
(média * dp) (%) (£ dp) encapsulagao (%)

NEAT1 801,9 £ 95,2 80,19 £ 0,10 >99

NEAT2 894,4 + 35,2 89,44 + 0,04 >99

NCAEuD 909,5 £ 49,1 90,95 + 0,05 >99

NCAcar 912,2+ 13,4 91,22 + 0,01 >99

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

5.1.5 Estudos de estabilidade dos nanocarreadores contendo ATRA

Na atualidade, a nanotecnologia tem sido considerada uma ferramenta
poderosa na obtencdo de medicamentos inovadores que apresentam propriedades
inerentes a sua composigao e suas caracteristicas fisico-quimicas, que determinam o
seu desempenho in vivo. Assim, dentre os principais objetivos do desenvolvimento de
nanocarreadores estdo o estabelecimento de propriedades fisico-quimicas, carga e
velocidade de liberagdo do farmaco 6timas, de modo que a formulacéo atenda aos
requisitos necessarios para uma dada aplicagao (MUSUMECI; PIGNATELLO, 2018;
VEGA-VASQUEZ; MOSIER; IRUDAYARAJ, 2020). Ainda que os nanocarreadores
possam ser obtidos a partir de uma grande variedade de materiais (ex., polimeros,
lipidios, surfactantes, compostos metalicos e inorganicos), o termo estabilidade
coloidal é usado para descrever a manutencdo da nanoestrutura frente a
agregacgao/coagulagdo, que esta diretamente relacionada a sua composicao,
tamanho, forma, cristalinidade e propriedades de superficie (PHAN; RAES, 2019).
Tais caracteristicas ndo devem ser afetadas durante o armazenamento e, portanto,
estudos de estabilidade durante o desenvolvimento do produto sdo imprescindiveis
para garantir a sua eficacia e seguranga de utilizagao.

A estabilidade das dispersdes coloidais depende em grande medida das
propriedades da fase dispersa, e é definida pela manutencdo das particulas em
suspensao, que por sua vez depende das forcas de interagao entre as particulas. O
principal modelo que tem sido usado para descrever a estabilidade dos coloides é a
teoria do DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek), que recebeu este nome em
homenagem aos cientistas que contribuiram para o seu desenvolvimento. De acordo

com esta teoria, a estabilidade dos coloides é definida pela soma das forcas de
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atracado de van der Waals e forgas de repulsao eletrostaticas, devido a sobreposigcéao
das duplas camadas elétricas de particulas coloidais. A soma destas duas
contribuigdes de energia potencial de interagédo resulta em uma energia potencial de
interacao total. Como resultado do balanco entre forgcas atrativas e repulsivas, a
agregacao ou estabilizacdo da dispersao pode ocorrer (MIYAZAWA et al., 2021;
PLAZA-OLIVER; SANTANDER-ORTEGA; LOZANO, 2021).

Os nanocarreadores lipidicos como as nhanoemulsdes s&o sistemas
termodinamicamente instaveis, uma vez que a energia livre requerida para separagao
das fases € menor que a requerida para emulsificagcdo. Nanoemulsdes estao sujeitas
a desestabilizacdo durante armazenamento devido a varios mecanismos, como a
separagao gravitacional (cremagem ou sedimentacgéo), floculagéo, coalescéncia e
amadurecimento de Ostwald. Entretanto, o reduzido tamanho das gotas das
nanoemulsdes e o movimento browniano podem ser suficientes para contornar a agcéao
da gravidade sobre as goticulas, impedindo a ocorréncia de mecanismos
gravitacionais de separagdo de fases (TADROS et al., 2004). A floculagdo ocorre
quando as gotas de 6leo colidem, mas permanecem como gotas independentes. O
amadurecimento de Ostwald € a forma mais comum de instabilidade nas
nanoemulsoes e é resultante da diferenca de solubilidade de goticulas de diferentes
tamanhos na disperséo coloidal. Neste caso, as goticulas menores mais soluveis na
fase externa tendem a um estado de equilibrio, pela difusdo de suas moléculas
solubilizadas na diregéo das goticulas de maior didametro. Como consequéncia, ocorre
o0 aumento do tamanho das goticulas. Tais mecanismos de instabilidade podem levar
a separacao completa das fases. Na coalescéncia, a barreira interfacial proporcionada
pela presencga dos surfactantes € rompida, fazendo com que as goticulas da emulsao
se unam, gerando gotas de 6leo cada vez maiores até a completa separacéo (VEGA-
VASQUEZ; MOSIER; IRUDAYARAJ, 2020).

As nanocapsulas poliméricas diferem das nanoemulsdes pela presenca de uma
parede polimérica na interface 6leo-agua. No entanto, uma vez que séo constituidas
de particulas de tamanho nanométrico, a relagéo entre superficie e volume e a energia
potencial de superficie é alta. Assim, do mesmo modo que as nanoemulsdes, as
suspensdes de nanocapsulas sao sistemas termodinamicamente instaveis e a

instabilidade fisica pode resultar em agregagao ou fusdo das particulas, levando a
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perda da sua integridade e a potencial perda do farmaco encapsulado (DEGOBERT;
AYDIN, 2021).

Considerando os aspectos mencionados acima, no presente trabalho as
formulagdes de nanoemulsdes e nanocapsulas contendo ATRA foram avaliadas em
estudos de estabilidade a curto prazo e em estudos de estabilidade acelerada. Os

resultados serao apresentados a seguir.

5.1.5.1 Estudo de estabilidade de curto prazo

Para avaliar a estabilidade de curto prazo, as formulagdes de
nanocarreadores contendo ATRA foram armazenadas por 60 dias nas temperaturas
ambiente (25 £ 2 °C) e sob refrigeracao (5 £ 2 °C), e protegidas da luz. As formulagdes
foram avaliadas quanto ao teor de ATRA, tamanho e indice de polidispersao, e
potencial zeta. Conforme a Figura 16, a redugao do teor de ATRA nas formulagdes foi
observada a partir do 15° dia de armazenamento a temperatura ambiente e a partir do
30° dia de armazenamento na geladeira. No entanto, a significAncia estatistica na
reducao do teor de farmaco foi verificada a partir do 30° dia de armazenamento das
nanoemulsées NEAT2, tanto a temperatura ambiente quanto sob refrigeragdo, com
perda de cerca de 30% de farmaco em 60 dias. As nanocapsulas NCAEeup também
apresentaram reducao significativa do teor de ATRA a partir do 30° dia sob
refrigeracdo, mas manteve seu conteudo sem redugao significativa até o 45° dia a
temperatura ambiente, com perca de cerca de 25% do ATRA em 60 dias. Ja as
nanocapsulas NCAcap apresentaram reducgao significativa do conteudo de ATRA no
60° dia em armazenamento a temperatura ambiente e no 45° dia sob refrigeragao. A
reducao foi de 15% de farmaco sob refrigeracao e 35% de farmaco em temperatura

ambiente.
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Figura 16 - Teor de ATRA (%) apdés armazenamento das formulagbdes durante 60
dias em (a) temperatura ambiente (b) sob refrigeragdo. Os resultados foram
expressos como a média + desvio padrao (n = 3). *representa significancia estatista
quando comparado ao tempo 0 (zero)(p<0,05).
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

As caracteristicas de tamanho, PDI e potencial zeta dos nanocarreadores
lipidicos também foram monitorados durante 60 dias apdés armazenamento nas
mesmas condi¢des e os resultados sédo apresentados na Figura 17. A analise
estatistica indicou a inexisténcia de significancia estatistica entre os valores de
tamanho e indice de polidispersao das formulagdes apés armazenamento. Por outro
lado, o potencial zeta dos nanocarreadores aumentou significativamente apds 45 dias

de armazenamento (p < 0,05). O potencial zeta reflete o potencial de superficie das
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particulas, que é afetado pelas mudangas na interface com o meio dispersante, em
razao da dissociagédo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorgao
de espécies idnicas presentes no meio aquoso de dispersdo. Em médulo, um valor de
potencial zeta elevado é importante para uma boa estabilidade coloidal, uma vez que
forgas repulsivas entre particulas carregadas tendem a evitar a agregagao em fungao
das colisdes ocasionais de nanoparticulas adjacentes (SCHAFFAZICK et al., 2003).
Os valores elevados de potencial zeta verificados apds armazenamento
podem explicar a manutencao do tamanho das particulas na faixa nanométrica, assim
como a estreita faixa de distribuicdo granulométrica ao longo do tempo, expressa pelo
indice de polidispersao (PDI < 0,2). Por outro lado, a alteragdo do potencial zeta
parece estar relacionada com a reducéo do teor de ATRA nas formulacdes durante o
armazenamento, que provavelmente alterou o balango de cargas na interface das
particulas. Apos 30 dias de armazenamento observou-se a formagdo de um
precipitado amarelo no fundo dos recipientes em todas as formulagdes, armazenadas
tanto em temperatura ambiente quanto em geladeira, sugestivo de ser o ATRA e seus
isdmeros. Isso reflete a instabilidade desse farmaco em meio aquoso, mesmo
armazenada sob abrigo da luz. Estudos mostraram que a degradagdo do ATRA em
solugdes aquosas foi cerca de 5 a 30% apdos 30 minutos a 37 °C. Além disso, ATRA
degradou rapidamente em varios produtos de isomerizagcdo apos apenas 1 hora de
exposicao a luz em frascos transparentes e apds 6 horas em frascos de ambar
(CZUBA et al., 2020). A obtencdo de produtos de degradagdo do ATRA pdde ser
verificada através dos cromatogramas obtidos por CLAE para todas as formulagoes
submetidas a avaliagdo da estabilidade, onde picos de menor area sdo observados

em tempos de retengdo mais baixos que o obtido para o farmaco Figura 18.
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Figura 17 - Tamanho (barras) e PDI (linhas) das formulacbes armazenada em (a)
temperatura ambiente e (b) sob refrigeragcédo. Potencial zeta das formulagbes
armazenadas em (c) temperatura ambiente e (d) sob refrigeracao (d). Os resultados
foram expressos como a média + desvio padrao (n = 3). *representa significancia
estatista quando comparado ao tempo 0 (zero)(p<0,05).
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Figura 18 - Cromatograma obtido apd6s 60 dias de armazenamento da formulagéo
NEAT2. Todas as formulagdes apresentaram o mesmo aspecto.
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5.1.5.2 Estudos de estabilidade acelerada

A estabilidade acelerada das nanoemulsdes e nanocapsulas contendo ATRA
foi avaliada usando uma centrifuga analitica LUMiSizer® (LUM GmbH, Alemanha), o
qual emprega a detecgao fotométrica para avaliar fenbmenos de instabilidade nas
dispersdes coloidais. Este método a baseado na medida da intensidade da luz
transmitida no infravermelho proximo de uma amostra irradiada que esta sendo
submetida a centrifugacdo. A variagdo da luz transmitida ao longo do tempo e do
espaco é registrada em perfis de transmisséao e fornece informagdes sobre a cinética
dos processos de separagao, permitindo o calculo da velocidade de migragao das
particulas. A extensdo dos processos de separacao de fases € expressa pelo indice
de estabilidade fornecido pelo equipamento. Este parametro pode ser calculado com
base na clarificacdo (aumento da intensidade de transmissdao da luz) em um
determinado tempo de centrifugacgao, dividido pela clarificagdo maxima. O indice de
instabilidade € numero adimensional e varia de 0 (mais estavel) a 1 (menos estavel)
(ZIELINSKA et al., 2018).

Os perfis de transmissdao representativos das formulagdes de
nanocarreadores lipidicos sdo apresentados na Figura 19. Os perfis de transmissao
da nanoemulsdo NEAT2 e nanocapsulas NCAcap, em menor intensidade,
apresentaram uma area de clarificagdo (aumento da transmissao de luz) na parte
inferior da cubeta, possivelmente devido a um fendbmeno inicial de cremagem. Para
as nanocapsulas NCAEeup o processo de clarificagao é praticamente imperceptivel,
demonstrando um efeito adicional na estabilizagdo da suspensao de nanocapsulas

devido a presenca do polimero EUD, em relagao ao polimero CAP e a nanoemulsao.



93

Figura 19 - Representacao dos perfis de transmissao de luz dos nanocarreadores
contendo ATRA sujeitas a centrifugagéo de 4000 RPM a 25 °C. (a) NEAT2, (b)
NCAEup e (c) NCAcar. Perfis de transmissao de luz registrados inicialmente séo
apresentados em vermelho. A medida que o tempo de centrifugagdo avanga, os
perfis passam a ser representados por linhas verdes.
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Todas as formulagbes desenvolvidas contendo ATRA apresentaram um
indice de instabilidade inferior a 0,2, o que demonstra alta estabilidade dos
nanocarreadores frente a separacao de fases a 25 °C (Figura 20). Comparando os
valores do indice de instabilidade da nanoemulsées NEAT2 (0,172 + 0,032) com a
nanocapsulas NCAcap (0,037 + 0,001) e a nanocapsulas NCAeup (0,006 + 0,001) é
possivel afirmar que a presenga dos polimeros gastroresistentes na composi¢ao das
nanoestruturas também contribuem para a estabilizacdo das formulagoes,
possivelmente devido a presenga de grupamentos carregados negativamente em

suas estruturas, que aumenta as forgas de repulsao entre as particulas.

Figura 20 - Valores de indice de estabilidade para as diferentes formulagdes de
nanocarreadores contendo ATRA, obtidos através do estudo de estabilidade
acelerada (n = 3).

0.25-
mm NEAR
0.20-
0.15-

0.10-

0.05-

indice de instabilidade

0.00-

NEAr, NCAgyp NCAqp

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

5.1.6 Avaliacao do perfil de liberagao do ATRA a partir dos nanocarreadores

A solubilizagao dos farmacos nos fluidos gastrointestinais € um dos processos
que afetam diretamente sua farmacocinética quando administrados por via oral.
Compostos fracamente soluveis em meio aquoso apresentam baixa absorgao oral,

bem como biodisponibilidade baixa e/ou com alta variabilidade individual. Com isso as
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tecnologias de veiculagcdo e liberagdo modificada de farmacos, como os
nanocarreadores a base de lipideos, sdo frequentemente utilizados para melhorar a
solubilidade desses farmacos no TGl (CARRIER et al., 2010; PERRIER et al., 2018;
ZHOU et al., 2017).

E bem conhecido que os dois principais processos que afetam a absorgéo de
farmacos administrados pela via oral sdo a dissolugao nos fluidos biolégicos e o
transporte através das mucosas até a circulagdo sistémica. Assim, estudos de
dissolucédo sdo imprescindiveis para caracterizacdo das formulagdes e predicao do
seu comportamento in vivo. Neste contexto, MARKOPOULOS et al. (2015)
propuseram quatro niveis de simulacdo da composi¢cao luminal para os ensaios de
dissolugdo. Os meios de Nivel 0 sdo solugbes aquosas simples, com pH ajustado
(geralmente com um tampao) para representar o pH da regido de interesse do TGlI.
Nos meios de Nivel |, tanto o pH quanto a capacidade do tampao sao ajustados para
refletir os valores fisioldgicos. Os componentes biliares, lipidios da dieta e produtos
essenciais da digestdo sao incluidos adicionalmente nos meios de Nivel Il para refletir
a capacidade de solubilizagao dos fluidos fisiolégicos e as diferengas na composi¢cao
entre o estado de jejum e alimentado. Em meios de Nivel lll, as composi¢cdes sao
ainda mais complexas, e incluem a adigao de proteinas, enzimas e a avaliagao dos
efeitos da viscosidade na liberacédo do farmaco. Os estudos de liberagdo do ATRA a
partir dos nanocarreadores foram conduzidos utilizando dois meios que simulam o
ambiente gastrico e o intestinal em nivel 0, levando em consideragao o pH fisiolégico
de cada regido. Por outro lado, em ensaios de dissolugao in vitro, é preferivel que a
condicao sink seja estabelecida, de modo que a solubilidade do farmaco no meio nao
seja impeditiva para que ocorra o processo de dissolugdo. Assim, de modo a obter
condigbes sink e permitir a quantificagdo do ATRA no meio de dissolugdo, estudos
iniciais de solubilidade do ATRA em meio gastrico e intestinal simulados foram
realizados e os resultados seréo descritos a seguir.
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5.1.6.1 Determinagédo da solubilidade do ATRA nos meios de liberagéo

A avaliacdo da solubilidade do ATRA foi realizada em acido cloridrico 0,1 N e
tampao fosfato pH 6,8, os quais sdo considerados meio gastrico e intestinal simulados.
Etanol e laurilssulfato de sddio (LSS) foram adicionados a estes meios para aumentar
a solubilidade do ATRA. Os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 15. A maior
solubilidade no tampao fosfato pH 6,8 foi atingida ao acrescentar 0,5% de LSS (56,57
+ 2,05 pg/mL) e no acido cloridrico 0,1 N quando este foi acrescido de 20% de etanol
e 0,5% de LSS (26,28 + 0,60). Para dar continuidade aos ensaios de liberagao foram

selecionados os dois meios contendo LSS a 0,5%.

Tabela 15 - Solubilidade do ATRA (pg/mL) em diferentes meios de liberacgao.
Resultados expressos em média * desvio padrao de trés determinagdes

Meios Solubilidade * dp

HCI0,1 N 8,69 + 0,87

HCI 0,1 N + etanol (80:20) 15,73 +4,48
HCI 0,1 N + LSS (0,5%) 18,31 + 1,68
HCI 0,1 N + etanol (80:20) + LSS (0,5%) 26,28 + 0,60
Tampao fosfato pH 6,8 19,12 + 7,70
Tampao fosfato pH 6,8 + etanol (80:20) 3,98 + 0,51

Tampao fosfato pH 6,8 + LSS (0,5%) 56,57 + 2,05
Tampéo fosfato pH 6,8 + etanol (80:20) + LSS (0,5%) 52,47 £1,72

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

5.1.6.2 Revalidacdo do método analitico para determinacdo do ATRA nos meios de

liberagéo por CLAE

Para a determinagdo do ATRA em cada meio foi utilizado uma metodologia
analitica de CLAE previamente desenvolvida e validada, conforme descrito em
4.2.3.1. A revalidacado de um método analitico compreende a repeticao parcial da
validagdo da metodologia ja validada, e tem como objetivo assegurar que o método
continua cumprindo com os requisitos estabelecidos, ainda que a composi¢ao da
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amostra e/ou o método analitico tenham sofrido alteragbes (BRASIL, 2017). A

revalidacao fez-se necessaria para determinagao do ATRA no meio de liberagéao.

5.1.6.2.1 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada a partir da analise de solugdes
contendo formulagbes brancas e os meios de liberacdo, em comparagcdo com o0s
cromatogramas obtidos a partir de formulagdes contendo ATRA nos respectivos
meios. O método demonstrou ser especifico nas condi¢gdes de analise, ndo havendo
interferentes no mesmo tempo de retengao do farmaco, conforme representado na

Figura 21.

Figura 21 - Cromatograma obtido a partir da solugdo de ATRA no meio HCI 0,1 N
contendo LSS 0,5% (m/V). Ambos os meios apresentam o mesmo perfil
cromatografico.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

5.1.6.2.2 Linearidade e limites de deteccao e quantificacao

A linearidade do método foi avaliada através da construgcdo de curvas de
calibragdo para o ATRA nos diferentes meios de liberagdo na faixa de concentragéo
de 0,05 a 20,0 ug/mL. Os valores do coeficiente de determinagéao (r?), assim como a
equacao da reta e os valores de LD e LQ encontram-se na Tabela 16. As curvas de
calibragédo se encontram na Figura 22 e indicaram que o método foi linear para ambos

0s meios na faixa de concentracao testada (r* > 0,99) (BRASIL, 2017).
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Tabela 16 - Equacéao da reta e valores de r?, LD e LQ obtidos a partir das curvas de
calibracdo do ATRA em acido cloridrico 0,1 N e tampao fosfato pH 6,8, ambos
contendo LSS 0,5% (m/V).

Acido cloridrico 0,1 N+ Tampao fosfato pH 6,8 +

LSS (0,5%) LSS (0,5%)
Equacgéo da reta y = 118909x - 31482 y = 144361x - 35031
Coeficiente de 0,999 0,999
determinacgao (r?)
LD (pg/mL) 0,34 0,29
LQ (ug/mL) 1,03 0,87

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Figura 22 - Curvas de calibragao obtidas para os meios (a) HCI 0,1 N e (b) Tampao
fosfato pH 6,8, ambos contendo LSS 0,5% (m/V).

(@)

2500000,0
y = 118909x - 31482 ',.’
3 2000000,0 R*=0,9988
E
g 1500000,0
= .
£ 1000000,0 o
3
& 500000,0 '
..
0,0 #*
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Concentragéo de ATRA (ug/mL)
(b)

3500000,00 y = 144361x - 35031

5 3000000,00 R2=0,9991 ..

T 2500000,00
3 2000000,00
S 1500000,00 o
 1000000,00
500000,00 ....--"'
0,00 &
0,00 500 10,00 1500 20,00 25,00
Concentracédo de ATRA (ug/mL)

©
o}
—_
<L

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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5.1.6.3 Avaliagdo da estabilidade do ATRA livre e nanoencapsulado nos meios de

liberagéo

Estudos da literatura descrevem que o ATRA apresenta alta sensibilidade a
degradacao e isomerizagdo ocasionados por altas temperaturas, exposicao a luz
visivel e UV e em meios acidos e oxidativos (MARTIN et al., 1998). Assim, a
estabilidade do ATRA livre e nanoencapsulado nos meios de liberagao foi avaliada
apos diluicao diretamente em acido cloridrico 0,1 N e tampao fosfato pH 6,8, ambos
contendo LSS 0,5% (m/V). As misturas foram mantidas sob agitagdo a 37° C e
aliquotas foram coletadas nos tempos 0, 0,5, 2, 4, 6, 8 h e analisadas quanto ao teor
de ATRA por CLAE.

Os resultados obtidos demonstraram a rapida degradagédo do ATRA em meio
acido (pH ~ 1,2), enquanto em pH 6,8 o farmaco se manteve estavel durante todo o
periodo testado (Figura 23). A anadlise estatistica mostrou a tendéncia que as
formulacdes apresentam em proteger o farmaco frente a degradagédo em meio acido.
Diferengas significativas no teor de ATRA foram encontradas nos tempos
correspondentes a 4, 6 e 8 h, quando a formulacao NCAEeup foi testada, e nos tempos
8 e 24 horas, quando a formulagao NEAT2 foi testada, em comparagéo ao farmaco nao
encapsulado (p < 0,05). Assim, levando-se em consideragdo que em ambiente
fisioloégico o tempo de residéncia gastrica € de 2 a 3 h, cerca de 10 a 20% do ATRA

seria degradado antes de alcancgar o intestino delgado.
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Figura 23 - Perfis de degradagao do ATRA apés incubacéo em (a) HCI 0,1 N e (b)

Tampéao fosfato pH 6,8, ambos contendo LSS 0,5% (m/V). (e) representa

significancia estatistica entre os valores de teor de ATRA da NCAeupb em relagéo ao
farmaco livre. (n) representa significancia estatistica entre os valores de teor de
ATRA da NEAT2em relagéo ao ATRA livre (p< 0,05).
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O perfil de degradagdo do ATRA no meio acido se ajusta ao modelo de

cinética de primeira ordem, significando que a degradacao depende principalmente
da concentragéo de ATRA disponivel no meio (SALMANI et al., 2014). Na Tabela 17

encontram-se os valores de r? e os tempos de meia-vida obtidos para o ATRA nas

diferentes formulagdes, apds incubacdo em acido cloridrico 0,1 N, calculados a partir
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da regressao nao linear, utilizando o software GraphPad Prism 8.0. Como base nestes
resultados é possivel afirmar que os nanocarreadores sao capazes de proteger o

farmaco da degradagédo em ambiente gastrico.

Tabela 17 - Valores de r? e valores de tempo de meia-vida obtidos segundo cinética
de primeira ordem para o ATRA, ap6s incubacao do farmaco na forma néo
encapsulada e encapsulada em HCI 0,1 N contendo LSS 0,5% (m/V).

Valor de r? Tempo de meia-vida (h)
ATRAuIivre 0,9934 4,919
NEAT2 0,9926 8,109
NCAEuD 0,9835 6,957
NCAcapP 0,9762 6,438

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

5.1.6.4 Avaliagéo do peffil de liberagdo do ATRA pelo método do saco de dialise

A avaliagao do perfil de liberacdo do ATRA a partir dos nanocarreadores foi
realizada pelo método do saco de dialise. Nesse método, as particulas contendo o
farmaco sao fisicamente separadas do meio de liberagdo por uma membrana de
didlise semipermeavel, e a liberagdo do farmaco é geralmente avaliada apds analise
no meio externo ao longo do tempo. O método do saco de dialise evita 0 emprego de
técnicas para separagao das particulas do meio e elimina a perda indesejada das
mesmas durante o preparo e manuseio da amostra. Além disso, a amostragem e
substituicdo do meio sao facilitadas (AMATYA et al., 2013; GUPTA; CHEN; XIE, 2021).
Os perfis de liberacdo do ATRA em acido cloridrico 0,1 N e tampéao fosfato pH 6,8,
usando o método do saco de dialise sdo apresentados na Figura 24. Os resultados
mostraram que menos de 10% de farmaco foi liberado em ambos os meios de
liberagdo. Da mesma forma o farmaco livre também né&o se difundiu adequadamente
através da membrana para o meio de liberacao, apresentando precipitacao no interior

do saco de dialise.
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Figura 24 — Valores de porcentagem de farmaco liberada ao longo do tempo no meio
(a) tampéo fosfato pH 6,8 e (b) HCI 0,1 N, HCI 0,1 N, ambos contendo LSS 0,5%
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

A baixa liberagao do ATRA verificada durante o ensaio pode estar relacionada
tanto as caracteristicas das particulas e do farmaco, quanto a problemas relacionados
ao método utilizado. Embora o método de dialise ofereca varias vantagens como
facilidade de coleta da amostra e conveniéncia, esta técnica ndo pode ser usada se o
farmaco se ligar aos componentes da formulagdo ou a membrana de dialise (AMATYA
et al., 2013; GUPTA; CHEN; XIE, 2021). Além disso, devido a barreira imposta pela
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membrana e a falta de uma agitagdo adequada no interior do saco de dialise, a perda
das condigdes sink pode ocorrer, comprometendo a liberagdo do farmaco a partir do
nanocarreador (SHEN; BURGESS, 2013). Ainda, como relatado anteriormente, o
ATRA demonstrou baixa estabilidade em meio acido, o que pode ter levado a
subestimar os percentuais de liberagdo em fungdo do tempo. Todos estes aspectos

podem ter contribuido para a obteng¢ao dos resultados observados.

5.1.6.5 Avaliagdo da liberagdo do ATRA apos incubagédo direta no meio de liberagdo

Outra metodologia comumente utilizada para avaliagado do perfil de liberagéo
de farmacos de formulagdes micro e nanoparticuladas consiste na incubacao direta
das particulas no meio de liberagdo. Neste método, conhecido como Sample and
Separate (SS), é caracterizado pela sua facilidade de execugado. As particulas
contendo farmaco sao dispersas diretamente em um recipiente contendo o meio de
liberagcdo e em tempos pré-determinados, o meio de liberagéo é coletado. Uma técnica
de separagao das particulas como centrifugacéo ou ultrafiltracdo € empregada, e o
farmaco liberado € determinado no meio de liberagdo por um método analitico
validado (KIM et al., 2021; SHEN; BURGESS, 2013).

Com intuito de verificar se a membrana de dialise atuou como barreira a
liberagdo do ATRA, um ensaio de liberacao foi realizado apds incubagao direta do
ATRA livre e dos nanocarreadores em tampao fosfato pH 6,8 contendo LSS 0,5%.
Apobs 6 horas de incubagéo, os nanocarreadores e o farmaco livre foram submetidos
a ultrafltragdo/centrifugacdo e os sobrenadantes foram analisados por CLAE. Os
resultados mostraram que 55% do ATRA foi liberado a partir da nanoemulsao (NEAT2),
enquanto cerca de 7% e 14% foram liberados a partir das nanocapsulas NCAEeup e
NCAcar, respectivamente (Figura 25). Quando o farmaco livre foi testado, a dissolugédo
foi de aproximadamente 48% no mesmo periodo. Os resultados indicaram que de fato
o0 método da dialise nao se mostrou adequado para avaliar a cinética de liberagéo do
ATRA a partir dos nanocarreadores. Por outro lado, a menor liberagdo do ATRA a
partir das nanocapsulas sugere que a parede polimérica atua como uma barreira a

liberacao.
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Figura 25 - Porcentagem de liberagdo do ATRA apds 6 h de incubagao dos
nanocarreadores e do farmaco livre em tampéao fosfato pH 6,8 contendo LSS 0,5%
(m/V) (n = 3). * Valores estatisticamente significativos quando comparados a
formulacdo NEAT2-e ao farmaco livre (p < 0,05).
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

5.1.7 Avaliacao da atividade citotéxica do ATRA livre e nanoencapsulado,

utilizando cultura de células de melanoma B16F10

Os estudos in vitro sao utilizados como indicadores de resultados potenciais
sobre a atividade de nanocarreadores a nivel celular para embasar posteriores
estudos in vivo. Eles permitem explorar o efeito de diferentes compostos e
concentracbes a um custo relativamente baixo e tempo reduzido, além da
possibilidade de investigagdo de mecanismos relacionados a citotoxicidade,
alteragdes metabdlicas e de expresséo génica. Os estudos in vitro, utilizando culturas
de células, reduzem o numero e custo dos animais necessarios para avaliar

estatisticamente os efeitos da veiculacdo de farmacos em nanoparticulas
(NATARAJAN; TOMICH, 2020).
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5.1.7.1 Avaliagdo da citotoxicidade em modelo de cultura de células de melanoma
B16F10

O efeito citotoxico do ATRA livre e encapsulado em diferentes
nanocarreadores foi avaliado em células de melanoma murino B16F10 por meio do
ensaio do MTT, apds 72 horas de incubagéo. Os resultados sdo mostrados na Figura
26. A incubacgao de células B16F10 com ATRA livre e os nanocarreadores contendo
ATRA causou reducgao significativa da viabilidade celular, de forma dependente da
concentracdo de farmaco. Foi observada reducao estatisticamente significativa no
numero de células viaveis para o ATRA livre em comparagao ao grupo controle (P <
0,05), em concentragdes acima de 25 pM. Na concentragdo de 50 uM, a incubagao
das células B16F10 com ATRA livre causou uma reducédo de 30% no numero de
células viaveis. Quando os nanocarreadores contendo ATRA foram testados, uma
reducdo na viabilidade celular de 80%, 75% e 70% foi verificada para a formulagéo
NCAcapr, NEAT2 e NCAEUD, respectivamente, apos 72 h de incubagao. Na comparacao
entre as formulacbes contendo ATRA, as nanocapsulas NCAcap, apresentaram
reducao significativa (P < 0,05) da viabilidade celular nas concentragdes de 10 e 25
MM. Nao houve diferenga estatistica entre as formulagdes nas demais concentragbes
avaliadas.

O maior efeito citotéxico dos nanocarreadores em relagédo ao farmaco livre
pode ser explicado, em parte, pelo encapsulamento do ATRA no interior das
particulas, que fornece uma protecao frente a degradacdo no meio de cultura,
tornando-o mais disponivel para atuar nas células. Além disso, a encapsulagcdo do
ATRA em nanocarreadores lipidicos permite a administracdo desse farmaco
hidrofébico como uma dispersao aquosa, o que pode melhorar sua biodisponibilidade.
Os nanocarreadores brancos (sem ATRA) também exibiram efeito citotoxico. Esse
efeito pode ser explicado pela possivel toxicidade que os componentes da formulacao,
como surfactantes e polimeros, apresentam sobre a cultura de células. A formacéao de
espécies reativas de oxigénio (EROS), interagbes com proteinas intracelulares,
desestabilizagdo da membrana celular e do potencial de membrana mitocondrial sdo
mecanismos bastante estudados para justificar a morte celular causada por
nanoparticulas (FROHLICH, 2012; NATARAJAN; TOMICH, 2020).
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Figura 26 - Valores de viabilidade celular obtidos apds 72 h de incubagao do ATRA
livre e dos nanocarreadores (a) NEAT2, (b) NCAeup, e (c) NCAcap em cultura de
células de melanoma B16F10. x, y e z indicam a existéncia de significancia
estatistica dos nanocarreadores contendo o ATRA, quando comparado ao controle,
ao ATRA livre e a formulagéo branca, respectivamente (P < 0,05).
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Os valores de ICs0 em yM do ATRA livre e associado em nanoparticulas foram
estimados através de regressao nao linear utilizando o software GraphPad Prism 8.0
e os resultados estao listados na Tabela 18. Os valores de |Cso das nanocarreadores
contendo ATRA foram menores do que os apresentados pelo ATRA livre, o que
embasa o efeito de seu encapsulamento na citotoxicidade do ATRA frente as células

de melanoma B16F10.

Tabela 18 - Valores de ICs0 em yM calculados para o ATRA livre e nanoencapsulado
em diferentes formulagdes.

ATRAIivre NEAT NCAEuD NCAcar
ICs0 (UM)(xdp) 107,8 £31,59 4563+16,26 50,57 £1569 26,32 +10,70

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

5.1.7.2 Avaliag&o in vitro da atividade antitumoral combinada entre nanocarreadores

contendo ATRA e cisplatina

Dada a complexidade fisiolégica do tumor, um unico medicamento ou mesmo
uma estratégia terapéutica isolada pode nao ser suficiente para um tratamento eficaz.
A quimioterapia combinada, com a administracao simultanea de dois ou mais agentes
terapéuticos, esta se tornando cada vez mais importante para alcangar o prognostico
a longo prazo e diminuir os efeitos adversos indesejados. Ao contrario da
monoterapia, a quimioterapia combinada pode modular diferentes vias de sinalizagao
nas células cancerigenas, causar respostas sinérgicas, maximizar o efeito terapéutico
e superar a resisténcia aos medicamentos (HU et al., 2016).

A administragdo simultédnea de dois farmacos pode gerar efeitos terapéuticos
maiores, iguais ou inferiores aos efeitos produzidos pelos dos farmacos isoladamente.
A combinacgao é farmacodinamicamente sinérgica quando o efeito € maior que o efeito
somado dos farmacos individuais e o alvo de cada farmaco esta localizado em
diferentes locais ou vias de sinalizag¢ao diferentes. O efeito é aditivo quando o efeito é
maior ou igual ao efeito somado dos farmacos individuais e eles exercem efeitos no
mesmo alvo terapéutico ou via de sinalizacédo. Efeitos de potenciacdo podem ser
alcangados quando o efeito/atividade terapéutica de um farmaco € aumentado ou o

efeito adverso é reduzido pelo outro farmaco através da regulacdo de sua
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farmacocinética. Finalmente, o antagonismo € o oposto da sinergia e ocorre quando
o efeito combinado dos farmacos € menor do que o esperado, seja por mecanismos
quimicos, fisiologicos ou farmacodinamicos, como a competicdo pelo mesmo sitio de
acao (HU et al., 2016; ROELL; REIF; MOTSINGER-REIF, 2017).

O efeito citotoxico do ATRA nanoencapsulado em combinacdo com a
cisplatina foi avaliado sobre as células de melanoma murino B16F10. A cisplatina foi
selecionada devido a sua alta atividade antitumoral frente a diversos tipos de cancer,
incluindo o melanoma e outros tumores sélidos. Além disso, terapias combinadas de
cisplatina com outros farmacos tém sido altamente consideradas para superar a
resisténcia e reduzir a toxicidade. O mecanismo de acédo deste farmaco esta
relacionado a sua capacidade de se ligar ao DNA, com formagao de adutos,
originando liga¢des intra e intercadeias que induzem altera¢des estruturais, causando
a inibicao da transcricéo e replicagao, e a indugao de apoptose. A cisplatina também
leva a geragao de EROS e interfere em diversas vias de sinalizagdo que levam a morte
celular (DASARI; BERNARD TCHOUNWOU, 2014).

Para o ensaio, células B16F10 foram incubadas com as nanoemulsdes e
nanocapsulas poliméricas contendo ATRA em diferentes concentracdes, acrescidas
de uma solugado de cisplatina em concentracéo fixa. Apdés 72 horas, a viabilidade
celular foi avaliada pelo ensaio de redugdo do MTT. A partir dos resultados de
viabilidade celular foram calculados os valores de indice de combinacédo (Cl),
conforme descrito por CHOU; TALALAY (1984), usando o software CompuSyn, para
a analise dose/efeito. Segundo estes autores valores de Cl menores que 1,0 indicam
interacdo sinérgica, igual a 1,0 indicam efeito aditivo e maiores que 1,0 indicam
antagonismo (CHOU, 2010; CHOU; TALALAY, 1984). Os perfis de viabilidade celular
obtidos pela combinacdo de diferentes concentracbes de ATRA nanoencapsulado
com a cisplatina sdo mostrados na Figura 27. Os valores de indice de combinacao

calculados sao apresentados na Figura 28.
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Figura 27 - Valores de viabilidade celular obtidos apds 72 h de incubagao do ATRA
livre, CDDP e dos nanocarreadores contendo ATRA em diferentes concentragdes
em combinagao com 10 uM de CDDP em cultura de células de melanoma B16F10.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Figura 28 — Valores de Cl obtidos apds avaliagdo da citotoxicidade do ATRA
nanoencapsulado em diferentes concentragées em combinagdo com 10 uM de
CDDP frente as células de melanoma murino B16F10.

Indice de combinacgéo (Cl)

0.1 1.0 5.0 10.0 25.0 50.0

Concentragdo de ATRA [gM]

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

== NEA
= NCAEUD

= NCACAP



110

Conforme verificado na Figura 28, para as condi¢des testadas no ensaio, os
valores de CIl indicaram que o sinergismo ou antagonismo depende tanto
concentragcdo de farmaco quanto do nanocarreador avaliado. O efeito sinérgico foi
observado principalmente quando a nanoemulsdo NEAT2 e as nanocapsulas NCAEeup
em combinagdo com a cisplatina, enquanto as nanocapsulas NCAcap co-incubada
com a cisplatina levou preponderantemente a um efeito antagdnico. Algumas
hipoteses sobre o possivel efeito antagdnico entre a cisplatina e os nanocarreadores
contendo ATRA s&o: (I) a competicao por vias de internalizag&o celular causada por
componentes da formulagdo, que podem reduzir a concentragdo intracelular de
cisplatina; (/l) baixa disponibilidade do ATRA no meio para realizar sua agao
antiproliferativa; (/ll) diferengas no tempo de ag¢ao entre os farmacos, que pode levar
a supressao de um deles; (1V) inativagéo da cisplatina por componentes da formulagéo
(HACKMAN et al., 2020; RICHARDS et al., 2020). Ja os mecanismos de sinergismo
podem estar relacionados a (/) modulagao da permeabilidade celular, induzindo maior
dos farmacos no interior das células, para exercerem seus efeitos; (//) acdo em
diferentes momentos do ciclo celular, potencializando o efeito antiproliferativo; (/1)
diferentes mecanismos de acao, que levam a morte celular por diferentes vias; (IV) a
inducao da diferenciagao celular causada pelo ATRA pode aumentar a sensibilidade
da célula a acao da cisplatina (ZHANG et al., 2016).

Outros estudos tém evidenciado o efeito da combinagdo do ATRA com
farmacos quimioterapicos sobre a atividade antitumoral frente ao melanoma. HAN et
al. (2019) avaliaram o efeito da co-liberacdo do ATRA e paclitaxel em micelas de acido
hialurénico sobre a citotoxicidade frente as células de melanoma B16F10. Neste
estudo, a maior citotoxicidade foi verificada quando o paclitaxel foi combinado ao
ATRA nas micelas. LI; HAN, (2020) também avaliaram o efeito citotoxico produzido
pela combinacdo de nanoformulagdes lipidicas contendo ATRA e a dacarbarzina
frente as células de melanoma B16F10. Neste estudo, os autores evidenciaram um
efeito sinérgico da combinacgédo, a qual provocou uma redugéo na viabilidade celular
em cerca de 80%. Estes estudos corroboram com os achados neste trabalho, os quais
mostraram que a combinagcdo do ATRA encapsulado nas nanoemulsdes NEAT2 e nas
nanocapsulas NCAeup com a cisplatina pode constituir uma estratégia util para o

tratamento do melanoma.



111

5.1.8 Avaliagao preliminar da eficacia terapéutica dos nanocarreadores

contendo ATRA em modelo de melanoma murino

Para o estudo do melanoma, diversos modelos foram desenvolvidos e podem
ser classificados como xenoenxertos (a partir de tumores humanos), modelos
singénicos (tumores geneticamente idénticos), tumores induzidos com carcinégenos
ou exposicao a radiagao UV, ou modelos geneticamente modificados em que ha a
expressdo aumentada de oncogenes ou inativagado de genes supressores de tumor.
Os modelos de melanomas murinos transplantaveis sdo modelos bem estabelecidos
para o estudo de terapias experimentais contra esse tipo de cancer, sendo mais
utilizada a linhagem celular de melanoma B16 murino e suas sub-linhagens, que se
originam do camundongo singénico C57BL/6. Varias linhagens derivadas da B16
foram obtidas para estudar diferentes estratégias terapéuticas. A sub-linhagem
B16F10 foi selecionada por sua alta capacidade proliferativa e metastatica in vivo. As
células B16F10 podem ser injetadas através da veia da cauda de camundongos
C57BL/6 para produzir metastases artificiais, principalmente no pulmao, ou podem ser
injetadas na pele do flanco para estudar o crescimento local do tumor ou o
desenvolvimento metastatico espontaneo (DANCIU et al., 2015; POTEZ et al., 2018).

A eficacia terapéutica da administracao oral do ATRA livre e nanoencapsulado
foi avaliada em modelo de tumor sélido em que as células B16F10 sao injetadas
subcutaneamente do dorso dos camundongos C57BL/6 e a evolugéo do crescimento
do tumor é avaliada ao longo dos tratamentos, conforme protocolo descrito em 4.2.7.2.
A Figura 29 mostra os resultados obtidos na evolugdo do volume do tumor, peso
corporal e sobrevida dos animais ao longo dos ensaios. Os resultados de massa e
volume tumoral, assim como o numero de obitos apés 10 e 14 dias de tratamento
estdo compilados na Tabela 19. A Figura 30 mostra a fotografia dos tumores

removidos apds o sacrificio dos animais.



112

Figura 29 - Resultados obtidos na avaliagao da atividade antitumoral apos
administracado do ATRA livre e nanoencapsulado na dose de10 mg/kg em modelo de

melanoma murino,

apos inoculagdo de 5 x 10° células B16F 10 pela via subcutanea

no dorso de camundongos C57BL/6. (a) Volume do tumor, (b) peso corporal dos
animais e (c) sobrevida dos animais determinados ao longo do ensaio.
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Tabela 19 - Resultados obtidos na avaliagao da atividade antitumoral apds
administracado do ATRA livre e nanoencapsulado na dose de10 mg/kg em modelo de
melanoma murino, apos inoculagédo de 5 x 10° células B16F10 pela via subcutanea
no dorso de camundongos C57BL/6. Nao houve diferenca estatistica entre os

grupos (p>0,05).
Grupo Peso do tumor Volume tumoral Obitos
(9) (x dp) (mm?®) (£ dp) Apés 10 Apés 14
dias dias
Controle 0,70 £ 0,21 1964,02 £ 1061,10 0 4
ATRA livre 0,75+0,20 699,81 + 930,28 1 5
NEAT2 0,88 £ 0,29 1260,71 £ 1024,13 3 5
NCAEub 0,69 £ 0,28 1480,71 £ 1090,42 2 5
NCAcar 0,81+£0,13 1031,85 + 1069,32 3 6

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Figura 30 - Fotografia dos tumores coletados dos camundongos apds a
administracado do ATRA livre e nanoencapsulado na dose de10 mg/kg em modelo de
melanoma murino, apos inoculagéo de 5 x 10° células B16F10 pela via subcutanea
no dorso de camundongos C57BL/6.
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Como observado na Figura 29 e Tabela 19, ndo houve uma redugao
significativa no volume do tumor dos animais tratados com o ATRA livre e
nanoencapsulado, na dose e numero de células de melanoma B16F10 testados. Além
disso, a alta taxa de mortalidade nos grupos experimentais prejudicou a analise
estatistica dos dados. E possivel notar uma tendéncia do ATRA livre em ser mais
eficaz na redu¢do do volume do tumor, em comparagcao ao ATRA nanoencapsulado.
No entanto, como ha uma grande variag&o do volume tumoral entre animais do mesmo
grupo, nao é possivel afirmar este resultado.

Quanto ao baixo efeito antiproliferativo relacionado ao ATRA, algumas
hipéteses foram formuladas, com base na dose administrada, farmacocinética
desfavoravel e mecanismos de resisténcia ao farmaco. Na literatura ha uma ampla
variacao da faixa de dosagem de ATRA administrada por via oral em modelos animais
para avaliagdo em diversos tipos de cancer, mas nao ha dados suficientes para esse
modelo em especifico, quando a via oral é utilizada. Com isso, um compilado da
literatura foi estudado e dosagens entre 0,1 e 30 mg/kg/dia foram encontradas para
tratamento de carcinoma oral de células escamosas (XU et al., 2008), carcinoma
espinocelular de eséfago (LI et al., 2017), adenocarcinoma do colon (SHI et al., 2017),
carcinoma hepatocelular (YANG et al., 2018), entre outros.

Por outro lado, a baixa sobrevida ao longo do experimento é uma
caracteristica desse modelo tumoral in vivo. Células B16F10 tém alto potencial
metastatico para 6rgaos viscerais distantes, principalmente os pulmdes, e rapido
crescimento, induzindo a morte dentro de duas a quatro semanas apds a injegao
subcutdnea em camundongos. A linhagem de células B16 expressa baixos niveis de
marcadores de classe | do complexo principal de histocompatibilidade e sao pouco
imunogénicas, devido a sua incapacidade de serem reconhecidas por células T CD8*
citotdxicas, o que a tornam ainda mais agressivas (KUZU et al., 2015), explicando
assim a alta mortalidade observada.

Além do aumento da dose a ajuste do numero de células, outra perspectiva
para avaliagao do efeito benéfico do ATRA nanoencapsulado no modelo de melanoma
murino in vivo consiste na avaliagcdo da associagdo dos nanocarreadores com a
cisplatina. O ATRA tem mostrado uma ag¢ao sinérgica em combinagdo com outros

agentes quimioterapicos em varios estudos in vifro e em modelos animais. Os
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mecanismos de sinergismo baseiam-se em perturbagbes que os quimioterapicos
causam na sintese de DNA acopladas a um aumento da sensibilidade induzida pelo
ATRA. Além disso, o ATRA exibe uma série de efeitos interessantes sobre o
crescimento e diferenciagao de células normais, pré-neoplasicas e neoplasicas in vitro
e in vivo, que podem potencializar a atividade de outros farmacos por diferentes vias,
produzindo melhores efeitos terapéutico, com menores doses e efeitos adversos (LIU;
CHAN; HO, 2008; ZHU et al., 2019). Assim, mesmo que preliminares, os resultados
obtidos neste trabalho servirdo para embasar os delineamentos experimentais dos

estudos in vivo que ainda seréo realizados.
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6. CONCLUSOES

Nanoemulsdes e nanocapsulas poliméricas brancas e contendo ATRA foram
desenvolvidas usando as técnicas de emulsificacdo espontanea e deposigcéo
interfacial do polimero pré-formado, respectivamente. A caracterizagao das
nanoemulsées e nanocapsulas brancas e contendo ATRA evidenciou a
obtencdo de suspensdes coloidais monodispersas de tamanho nanométrico e
potencial zeta negativo. Fatores como concentracdo de o6leo e tipo e
concentracdo de surfactante afetaram o tamanho das goticulas das
nanoemulsdes. Tanto o emprego do Eudragit® S100 quanto do acetato ftalato

de celulose conduziram a obtengédo de nanocapsulas.

O método analitico de cromatografia liquida de alta eficiéncia desenvolvido para
quantificacdo do ATRA nas formulagées mostrou ser especifico, linear, preciso,
exato e robusto, permitindo a determinagdo do teor e da eficiéncia de
encapsulacdo. A eficiéncia de encapsulacdo do ATRA foi proxima de 100%,
indicando que o farmaco se encontra preferencialmente associado as particulas.
O teor de ATRA nas formulacdes mostrou ser satisfatorio, com vistas a obtencao

de uma dose adequada para administragcao oral deste farmaco.

Estudos de estabilidade acelerada foram realizados, utilizando o LUMiSizer®, e
a estabilidade de curto prazo foi avaliada armazenando as formulacbes a
temperatura ambiente e sob refrigeracdo durante 60 dias. As formulagbes
demonstraram alta estabilidade em ambos os testes, com redug¢ao do potencial
zeta apdés armazenamento prolongado. Houve redugao do teor do ATRA apds
armazenamento, nas duas temperaturas avaliadas, relacionada a alta

instabilidade do farmaco.

Estudos de liberagdo em meios gastrico e intestinal simulados foram realizados
usando o método do saco de dialise. Os perfis de liberacdo mostraram um baixo
percentual do ATRA liberado apds 24 h (< 10%), tanto para o ATRA livre como

encapsulado. Ao usar o método SS (sample and separate), uma maior liberagao
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do ATRA foi verificada para a nanoemulsao apés 6 h de incubagédo, mostrando

a maior capacidade deste sistema em liberar o farmaco.

A atividade citotoxica do ATRA livre e nanoencapsulado foi realizada utilizando
cultura de células de melanoma B16F10, através do ensaio de reducdo do MTT.
Os resultados demonstraram redugao significativa da viabilidade celular do
farmaco nanoencapsulado em comparacdo com o farmaco livre, indicando que
0s nanocarreadores sdo capazes de proteger o farmaco da degradacéo e torna-

lo mais disponivel para exercer sua agao antitumoral.

A atividade citotéxica dos nanocarreadores contendo ATRA em combinagao com
a cisplatina foi realizada em cultura de células de melanoma B16F10 e
demonstrou que o efeito sinérgico esta diretamente relacionado a concentragéo

de ATRA e ao tipo de nanocarreador.

Estudos preliminares de atividade antitumoral in vivo do ATRA livre e
nanoencapsulado foram realizados, em modelo de melanoma murinho B16F10,
ap6s administracdo oral, em camundongos C57BL/6. Nao foram observados
efeitos antiproliferativos nas condicbes avaliadas, necessitando de
aprimoramento do ensaio para se obter os efeitos de reducéo do volume tumoral

desejados.
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