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O cancer ndo é uma doenga, mas muitas. Podemos chamar todas da mesma maneira
porque compartilham uma caracteristica fundamental: o crescimento anormal das
células (MUKHERJEE, 2010).



RESUMO

O céancer, também denominado de neoplasia maligna, é causado pela transformacéo de
uma célula normal em tumoral. O céncer de mama é, atualmente, considerado o
segundo tipo mais frequente no mundo e o mais comum entre as mulheres. O
diagnostico do cancer de mama em estagio inicial possibilita um tratamento mais
efetivo e menos agressivo, porém a maioria dos casos é diagnosticada em estagio
avancado reduzindo assim as chances de sobrevida por isto, ¢ tdo importante o
diagndstico precoce para que se evite o processo de metastase. Neste trabalho
utilizamos como farmaco de estudo o lapatinibe, que € um farmaco usado no tratamento
do cancer de mama avancado e metastizado. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e
caracterizar nanoparticulas de PLGA, contendo este quimioterapico e funcionalizando o
mesmo com leucina, visando desenvolver um sistema de encapsulamento e
direcionamento de farmaco para futura aplicacdo no tratamento de céncer. As
nanoparticulas foram preparadas pelo método de evaporacdo do solvente e foram
funcionalizadas por acoplamento com EDC/NHS para em seguida adicionar a leucina
na superficie das particulas. As técnicas utilizadas para a caracterizacdo das
nanoparticulas foram: espectroscopia na regido do UV-vis, emissdo de fluorescéncia e
FTIR. O tamanho da particula foi determinado por espalhamento dindmico de luz e a
morfologia pelo MEV. Os resultados mostraram que eficiéncia de encapsulamento foi
de 95,17% e os espectros de FTIR confirmam o encapsulamento do farmaco e a
interacdo da nanoparticula com a leucina comprovando assim a funcionalizagdo.
Conclui-se que as nanoparticulas produzidas neste trabalho sdo estruturas promissoras

para o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas para o tratamento do cancer.

Palavras-chaves: nanoparticula, PLGA, cancer de mama, lapatinibe, funcionalizacao.



ABSTRACT

Cancer, also called malignant neoplasm, is caused by the transformation of a normal
cell into a tumor. Breast cancer is currently considered the second most frequent type in
the world and the most common among women. The diagnosis of early stage breast
cancer allows for a more effective and less aggressive treatment, but most cases are
diagnosed at an advanced stage, thus reducing the chances of survival because of this, it
IS so important the early diagnosis to avoid the process of metastasis. In this study we
used as study drug lapatinib, which is a drug used in the treatment of advanced and
metastatic breast cancer. The objective of this work was to develop and characterize
PLGA nanoparticles, containing this chemotherapeutic and functionalizing the same
with leucine, aiming to develop a system of encapsulation and drug targeting for future
application in the treatment of cancer. The nanoparticles were prepared by the solvent
evaporation method and were functionalized by coupling with EDC / NHS to then add
the leucine on the surface of the particles. The techniques used to characterize the
nanoparticles were: spectroscopy in the UV-vis region, fluorescence emission and
FTIR. Particle size was determined by dynamic scattering of light and morphology by
SEM. The results showed that encapsulation efficiency was 95.17% and FTIR spectra
confirmed the encapsulation of the drug and the interaction of the nanoparticle with
leucine, thus confirming functionalization. It is concluded that the nanoparticles
produced in this work are promising structures for the development of new
pharmaceutical forms for the treatment of cancer.

Key words: nanoparticle, PLGA, breast cancer, lapatinib, functionalization
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1. INTRODUCAO
1.1. Cancer

O cancer € uma das doencas que mais causam temor na sociedade, por ter se
tornado um estigma de mortalidade e dor. Na verdade, a palavra cancer de origem latina
(cancer) significando “caranguejo” deve ter sido empregada em analogia ao modo de
crescimento infiltrante, que pode ser comparado as pernas do crustaceo, que as introduz

na areia ou lama para se fixar e dificultar sua remocdo (ALMEIDA et al., 2005).

A definicdo cientifica de cancer refere-se ao termo neoplasia, especificamente
aos tumores malignos, como sendo uma doenca caracterizada pelo crescimento
descontrolado de células transformadas. Existem quase 200 tipos que correspondem aos
varios sistemas de células do corpo, os quais se diferenciam pela capacidade de invadir
tecidos e 6rgdos, vizinhos ou distantes (ALMEIDA et al., 2005).

A transformacdo da célula normal em tumoral ocorre por varias razoes,
destacando-se as inducbes por mutacbes espontdneas, as mutacGes estimuladas por
produtos toxicos provenientes do meio ambiente e habitos pessoais, a sua incapacidade
em reparar erros moleculares causados por mutagOes e, sobretudo, pela ineficiéncia

imunoldgica em eliminar células tumorais (ROSENDAHL et al., 2015).

O processo de carcinogénese € lento e gradativo, podendo demorar anos para o
surgimento do tumor. Sendo que a partir da multiplicacdo descontrolada das células

geneticamente modificadas, ird surgir o tumor (MARTINS, 2016).

As células malignas possuem a propriedade de se disseminar entre tecidos
normais, formando tumores secundarios, fato ndo observado em células benignas, e esse
processo de deslocamento de células cancerigenas de um determinado local para outro,
implicando na formacdo de um novo tumor neste local, é conhecido como metastase
(PIACENTINI e MENEZES, 2012). Reconhecidas ha mais de 100 anos, as metastases
com formacdo dos tumores malignos estdo associadas a aproximadamente 90% das
mortes por cancer (CHAFFER e WEINBERG, 2011; IORIO et al., 2009).

Considerando que a maioria dos pacientes portadores de cancer morre devido a
presenca de metastases e ndao por causa do tumor primario, € imprescindivel, portanto,

que os estudos avancem na elucidacdo dos mecanismos moleculares deste evento, de



maneira a encontrar alvos terapéuticos e prevenir a disseminagédo do cancer (SILVEIRA
et al., 2013). As células metastaticas podem repetir a sequéncia completa de eventos

para produzir metastases adicionais (KIM et al., 2009).

Segundo Mundy (2002), os pacientes com cancer de mama e prostata avancados
quase sempre desenvolvem metastases 0sseas e as chances sdo altas em comparacao aos
pacientes que foram originalmente diagnosticados com um desses dois tipos de
canceres, sendo que a maior parte do tumor no momento da morte estard no 0sso. As
metastases 0sseas sdo raramente silenciosas - elas sdo geralmente associadas a dor 6ssea
grave, que pode ser intratdvel e os mecanismos responsaveis pela dor 0ssea sdo mal

compreendidos, mas parece ser uma consequéncia de ostedlise (degradacao 6ssea).

A estimativa para o Brasil, no ano de 2018, aponta a ocorréncia de cerca de 600
mil casos novos de cancer. Excetuando-se o céncer de pele ndo melanoma
(aproximadamente 170 mil casos novos), ocorrerdo cerca de 420 mil casos novos de
cancer. Nas mulheres, o cancer de mama (29,5%), colon e reto (9,4%), colo do Utero
(8,1%), traqueia, brénquio e pulméo (5,3%) e glandula tireoide (4,0%) figurardo entre

o0s principais, conforme mostra a Tabela 1 (INCA, 2017).

Tabela 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2018 para o sexo feminino, exceto pele ndo melanoma.

Localizagéo primaria Casos novos* Porcentagem (%)
Mama feminina 59.700 29,5%
Colon e reto 18.980 9,4%
Colo do utero 16.370 8,1%
Traqueia, brénquio e pulméo 12.530 6,2%
Glandula tireoide 8.040 4,0%
Estébmago 7.750 3,8%
Corpo do atero 6.600 3,3%
Ovario 6.150 3,0%
Sistema nervoso central 5.510 2,7%
Leucemias 4.860 2,4%

*0Os numeros foram arredondados para multiplos de 10
Fonte: INCA, 2017.

1.2. Cancer de Mama



O cancer de mama € o segundo tipo mais frequente no mundo, sendo 0 mais
comum entre as mulheres (principalmente entre 40 e 69 anos), respondendo por 21%
dos casos novos a cada ano. Se diagnosticado e tratado oportunamente, 0 prognostico é
relativamente bom. A taxa de mortalidade relacionada ao cancer corresponde a 15%, e
seus indices se apresentam crescentes e elevados, muito provavelmente porque a doenca
é frequentemente diagnosticada em estagios avancados. Na populagdo mundial, a
sobrevida média apds cinco anos é de 61% (MOURA et al., 2012; MARTINS et al.,
2017).

Segundo o Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva (INCA,
2017) a estimativa de novos casos de cancer de mama, no Brasil, para 2018 é de 59.700
com uma taxa bruta de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres, sendo relativamente raro
antes dos 35 anos, acima desta faixa etaria sua incidéncia cresce progressivamente,
especialmente apds os 50 anos; e as estatisticas indicam aumento de sua incidéncia tanto

nos paises desenvolvidos quanto nos em desenvolvimento.

O céancer de mama se desenvolve a partir de alteracdes genético-moleculares nas
células do tecido mamario ndo sendo considerado como uma Unica doenca, dado ao seu
alto padrdo de heterogeneidade clinica e molecular (MARINO, 2013). Essa
heterogeneidade apresenta diferentes sinais genéticos e assim, diferentes respostas
terapéuticas. O sintoma mais comum de cancer de mama € o aparecimento de nédulo
(caroco), fixo, geralmente indolor, duro e irregular, mas h& tumores que sdo de
consisténcia branda, globosos e bem definidos. O nédulo é a principal manifestacdo da
doenca, estando presente em cerca de 90% dos casos quando o cancer é percebido pela
prépria mulher. Outros sinais de cancer de mama sdo pele de mama avermelhada,
retraida ou parecida com casca de laranja; alteracBes (inversdo) no bico do peito
(mamilo); pequenos nédulos nas axilas ou no pescoco; saida de liquido anormal das
mamas (especialmente quando € unilateral e espontanea). Esses sinais e sintomas devem
sempre ser investigados, pois podem estar relacionados a doencas benignas da mama
(INCA, 2018a).

De modo geral, o carcinoma mamario pode ser dividido em carcinoma in situ e
carcinoma infiltrativo ou invasivo. O carcinoma in situ ainda é dividido em ductal e
lobular, dependendo dos padrbes de crescimento e caracteristicas citoldgicas, sendo o

tipo ductal predominante (MARINO, 2013). Baseando-se na arquitetura do tumor, o



carcinoma ductal ainda pode ser subdividido em cinco classes reconhecidas:
comedocarcinoma, cribriforme, micropapilar, papilar e sélido. De maneira semelhante
aos carcinomas in situ, o tipo invasivo abrange um grupo heterogéneo de tumores,
sendo os tipos mais frequentes: ductal invasivo (70-80% de todas as lesdes) e lobular
invasivo (10-15% de todas as les@es) (LI et al., 2005).

O carcinoma mamario inicia-se primeiramente na unidade ductal-lobular da
mama, onde se originam células unicelulares alteradas, desconhecidas que ndo sdo
identificadas pela defesa natural do organismo (FEBRASGO, 2010).

A maioria dos canceres de mama comeca nas celulas que revestem os ductos
(cancer ductal) e em células que revestem os I6bulos (cancer lobular), enquanto um
nimero pequeno de tumores inicia-se em outros tecidos. A mama ou glandula mamaria
feminina é um 6rgdo que se situa na parede anterior do torax, na parte superior e esta
apoiada sobre o mausculo peitoral maior. A mama feminina normal é composta
principalmente de I6bulos (glandulas produtoras de leite), ductos (minusculos tubos que
transportam o leite dos I6bulos ao mamilo) e estroma (tecido adiposo e conjuntivo que

envolve os dutos e Iébulos, os vasos sanguineos e linfaticos) (ROCHA, 2017).

A melhor forma de prevencdo primaria do cancer de mama é a amamentacao e a
adoc¢do de um estilo de vida saudavel, incluindo a pratica regular de atividade fisica, a
manutenc¢do de peso corporal adequado e o consumo moderado ou ausente de alcool. A
lactacdo, bem como a pratica de atividade fisica sdo fatores protetores para o cancer de

mama, tanto na pré-menopausa quanto na pés-menopausa (INUMARU et al., 2011).

Os fatores reprodutivos relacionam-se com risco de cancer da mama, uma vez
gue os hormdnios ovarianos tém um papel na iniciacdo do desenvolvimento mamario.
Para além deste fato, o ciclo menstrual também regula a proliferagdo maméria. A
menarca representa o inicio de todo este processo maturativo. A idade precoce da
menarca (idade da primeira menstruagdo menor que 12 anos) tem sido associada ao
aumento do risco de cancer da mama e esta relacdo observa-se tanto na pré-menopausa
como na poés-menopausa (KELSEY et al., 1993; INCA, 2018b).

N&o existe nenhum método isento de falhas como prevencdo primaria para o
cancer de mama; porém, existem trés estratégias de prevencdo secundaria para a

deteccdo precoce: 0 autoexame das mamas, o exame clinico das mamas e a mamografia



bilateral, sendo esta ultima considerada 0 método de eleicdo de rastreio em programas

populacionais pelo seu impacto sobre a mortalidade (BRITO et al., 2010).

O céncer de mama ndo tem uma causa Unica. Diversos fatores estdo relacionados
ao aumento do risco de desenvolver a doenca, tais como: idade, fatores
enddcrinos/histéria  reprodutiva, fatores comportamentais/ambientais e fatores
genéticos/hereditarios (INCA, 2018b).

A nuliparidade apresenta risco aumentado de cancer da mama, sendo um fator
mais relevante apos 0s 40 a 45 anos. A idade precoce de uma gestacdo e a amamentacao
estdo associadas a um menor risco de cancer da mama (KELSEY et al., 1993; INCA,
2018b). A primeira gravidez abaixo dos 25 anos reduz o risco de cancer da mama em
36% (LORD et al.,, 2008). Segundo Cipriano e Oliveira (2016), mulheres vem
engravidando cada vez mais tarde, com isso sofrem mais a acdo hormonal que € um dos

fatores de risco para o cancer de mama.

A menopausa em idade precoce também se associa a menor risco de cancer da
mama, conforme constatado em ooforectomizadas. Estima-se que este risco aumente

3% por cada ano de atraso na menopausa (CALLE et al., 1996).

O diagndstico do cancer de mama em estagio inicial possibilita um tratamento
mais efetivo e menos agressivo. Entretanto, no Brasil, a maioria dos casos é
diagnosticada em estagios avancados, correspondendo a cerca de 60% dos diagndsticos.
Em tais condigcOes, observa-se uma diminuicdo das chances de sobrevida,
comprometimento dos resultados do tratamento e, consequentemente, perdas na
qualidade de vida das mulheres (FONSECA et al., 2017).

A importancia do diagnostico precoce do cancer consiste em evitar 0 processo
de metéastases e, consequentemente, contribuir para melhor prognostico. Neste sentido,
0s exames frequentemente propostos visam a analisar os locais mais acometidos por
metastase a distancia no cancer primario da mama, sendo em 51% dos casos 0 0Sso,
seguido de 17% para o pulmao, 16% para o cérebro e 6% para o figado (FERREIRA et
al., 2002). A metastizagdo Ossea tem um progndstico mais favoravel em termos de
sobrevivéncia que a metastizacdo visceral (SOLOMAYER et al., 2000; HESS et al.,
2003). A metastizacdo cerebral representa 15% das doentes com cancer da mama



metastatico e € reportada uma sobrevivéncia média de 16 meses (WRONSKI et al.,
1997).

O céncer da mama metastiza para diversos 6rgdos, constituindo o microambiente
de cada 6rgdo sede de metastizacdo um fator atrativo para o surgimento de metastases.
No entanto, ainda ndo estdo esclarecidos, do ponto de vista molecular quais os fatores
determinantes e especificos de cada localizacdo (ECCLES et al., 2007). Por outro lado,
a celula tumoral pode possuir mutacfes precoces que levem inevitavelmente a
metastizagcdo ou, este processo, pode ser desencadeado por fendmenos de selecdo
natural no processo de progressdao tumoral (MERLO et al., 2006; HANAHAN e
WEINBERG, 2000).

Figura 1. Progressdo metastatica do cancer. A progressao do epitélio normal para o
carcinoma invasivo e o estabelecimento de nédulos metastaticos em 6rgdos secundarios
requer vérias etapas. (1) A proliferacdo descontrolada de células cancerigenas €
perpetuada por mutacdes no epitélio normal e os nutrientes fornecidos por angiogénese.
(2) A angiogénese também fornece as células cancerosas um caminho para o sistema
circulatério sistémico do corpo, resultando na mobilidade de células cancerosas em todo
0 corpo. (3) Apo6s o intravasamento, as células cancerosas devem sobreviver as forcas
de cisalhamento da circulacdo e localizar o(s) local(s) metastatico(s) propicio. (4) Ao
atingir o local metastatico, as células cancerosas aderem as células endoteliais e
negociam o caminho através da membrana basal e passam por extravasamento. (5) A
invasdo de tecidos secundérios é seguida de reorganizacdo das células cancerigenas em
nodulos tumorigénicos.
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1. Proliferagio e G
metastaticos

Angiogénese 4. Adesio e Extravasamento

l

5. Organizagio em
Nodulos Metastaticos

2. Intravasamento

7

Fonte: TSE e KALLURI, 2007.



A metastizacdo € um processo em cascata que envolve vérias etapas sequenciais
(Figura 1), multiplos fatores e interacbes do hospedeiro. A disseminagdo do cancer da
mama envolve uma série de processos, desde um estagio inicial in situ, progredindo
para lesdo invasiva e podendo assim adquirir potencial de metastizacdo (CARVALHO,
2010).

O processo de metastizacdo resulta da ativacdo de varias moléculas, como
matrix metaloproteinases (MPPs), oncogenes e moléculas de adesdo celular. Sendo a
metastizacdo um conjunto de acontecimentos sequenciais, o blogueio de um simples

passo na cascata pode prevenir a metastizacdo (FIDLER e RADINSKY, 1996).

Os receptores tirosina quinase medeiam grande parte do processo de
metastizacdo, bem como a promocdo da proliferacdo e sdo considerados alvos
terapéuticos (SHAWVER et al., 2002; SLAMON et al., 2001).

A identificacdo de fatores relacionados ao desenvolvimento de metéstase 6ssea
poderia contribuir para a deteccdo e inicio da terapia mais oportunos, trazendo maiores

beneficios advindos do tratamento a essas pacientes (BRUM et al., 2017).

A bidpsia € a Gnica maneira de confirmar que o cancer esta realmente presente,
sendo realizada quando as mamografias, outros exames de imagem, ou o exame fisico
identificam uma anormalidade na mama (WILLETT et al., 2010). E uma amostra da
area suspeita, sendo esta removida para ser observada sob o microscopio, por um
médico especializado, com anos de treinamento, um patologista. Existem varios tipos de
bidpsias, como a puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF); nucleo (grande agulha),
bidpsia cirurgica e bidpsia a vacuo-assistida. Cada uma possui seus pros e contras e a
escolha de qual realizar depende da situacéo especifica de cada paciente e deve incluir
local, tamanho e lesbes da neoplasia suspeita, problemas médicos e preferéncias
pessoais (ROCHA, 2017).

A bidpsia é realizada apenas se houver uma area anormal encontrada em exame
fisico e de imagem. Quando o método de diagndstico triplo multidisciplinar (avaliacéo
clinica, avaliagdo por imagem e biopsia de agulha) der o mesmo resultado,
normalmente, é possivel fornecer um diagndstico definitivo (GIOVAGNOLI et al.,
2015; WILLETT et al., 2010).



O primeiro contato com o diagnostico gera angustia e medo tanto nas mulheres
quanto nos familiares. Nesta fase os sentimentos variam de acordo com a personalidade
de cada mulher, mas geralmente esta fase € acompanhada de sentimento de frustracéo,
estresse, revolta, ansiedade, negacéo e depressdo. Outras agem de maneira indiferente a
doenca, mas na maioria dos casos as mulheres buscam na fé o fortalecimento para o
enfrentamento da doenca (GONTIJO e FERREIRA, 2014).

Tanto a mastectomia como a quimioterapia alteram a imagem corporal, fazendo
com que isso se reflita de forma negativa na aceitacdo do seu "novo corpo”. A
mastectomia causa alteracdo na auto-estima e a quimioterapia potencializa essa
alteracdo, ja que ocasiona efeitos colaterais que afetam a mulher fisica e
psicologicamente (BERVIAN e GIRARDON-PERLINI, 2006).

No cancer de mama, além das preocupacfes citadas acima, encontram-se
presentes outras angustias ligadas a feminilidade, maternidade e sexualidade, ja que o
seio é um orgdo repleto de simbolismo para a mulher. Sendo assim, o anuncio desse
diagnostico, seguido pelos tratamentos, pode ocasionar abalos significativos na vida da
paciente (VENANCIO, 2004).

1.3.  Lapatinibe

Lapatinibe € uma molécula (Figura 2) que bloqueia o dominio intracelular de
dois receptores tirosina-quinase da familia de EGFR, o0 HER1 e 0 HER2 (GOMEZ et
al., 2005 e GEYER et al., 2006). Ele liga-se ao trifosfato de adenosina (ATP), sendo 0
local de ligacdo de tirosina-quinase intracelular, o que levaria a inibigdo da proliferacdo
de células induzida pela superexpressdo em células de cancer (BURSTEIN et al., 2001;
GOMEZ et al., 2005; MOY e GOSS, 2006; XIA et al., 2004). O Lapatinibe inibe
também uma forma de receptor HER2, conhecida por p95HER2 ou HER2 truncado,
cujo dominio extracelular de ligacdo ao trastuzumabe esta ausente, o que confere
resisténcia ao uso deste farmaco (SCALTRITI et al., 2007).



Figura 2. Estrutura quimica do lapatinibe.
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Fonte: Autoria propria.

O lapatinibe pertence a uma classe de farmacos para tratamento do céncer
denominada terapia alvo dirigida, destinada a intervir em diversos processos celulares
ou mecanismos da doenca, encontrados no cancer (DEMOLINER e CORTE, 2010).
Dois aspectos importantes das suas propriedades farmacoldgicas sdo 0 seu mecanismo
de acdo intracelular e a sua administracdo via oral. O lapatinibe inibe drasticamente o
crescimento tumoral em células com cancer de mama com superexpressao de receptores
ErbB1 ou ErbB2 (GEYER et al., 2006). Outra propriedade do lapatinibe descrita nan
literatura é a sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefélica o que o tornaria
atil no tratamento de metéstases cerebrais (PAL e PEGRAM, 2007).

O lapatinibe é metabolizado principalmente pela enzima CYP3A4 no figado.
Assim sendo, os inibidores e os indutores dessa enzima podem alterar a farmacocinética
do lapatinibe. A administracdo concomitante de lapatinibe com inibidores de CYP3A4
conhecidos deve ser conduzida com cautela, e a resposta clinica e os eventos adversos
devem ser cuidadosamente monitorados. A solubilidade do lapatinibe é dependente do
pH (DEMOLINER e CORTE, 2010).

O mecanismo (Figura 3) pelo qual o lapatinibe atua é pela inibicdo de forma
reversivel a auto fosforilacdo dos receptores tirosina quinase. Isso impede que ocorra
uma cascata de reacOes que favorece a transcricdo de genes, sobrevivéncia e
proliferacéo celular (PAUL et al., 2008).



Figura 3. Mecanismo de acdo do lapatinibe. A familia do receptor do fator de
crescimento epidérmico humano (HER) €& composta por tirosina cinases
transmembranares (TKs). A ligacdo de ligantes ao dominio extracelular de HERs
conduz a formacdo de homodimeros (constituidos por HERs idénticos) ou
heterodimeros (constituidos por diferentes HER). A ligacdo do ligante e a dimerizagdo
ativam a ligacdo do trifosfato de adenosina ao dominio TK intracelular. A
autofosforilacdo desencadeia uma cascata de reacdes relacionadas a progresséo do ciclo
celular, transcricdo de genes, sobrevivéncia de células tumorais, proliferacdao celular e
organizacao do citoesqueleto. Lapatinib liga-se ao dominio TK do heterodimero HER1-
HER?2 e bloqueia a autofosforilagdo e a cascata de reacgdes a jusante. P = fosfato.
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Fonte: CEOLIN, 2016 adaptado de PAUL et al., 2008.

Dada a capacidade de ligacdo aos receptores desprovidos de dominio
extracelular, o lapatinibe foi aplicado aos casos resistentes ao trastuzumab
(SCALTRITI et al., 2007). Os estudos evidenciam que ocorre desenvolvimento de
resisténcia adquirida ao trastuzumab devido a degradacdo do receptor HER2, como o
lapatinibe induz estabilizagdo do receptor, resensibiliza as células neoplasicas HER?2
positivo para a a¢do posterior do trastuzumab (GORI et al., 2012).

Os estudos clinicos que se sucederam vieram mostrar que o beneficio do

lapatinibe era limitado aos pacientes que sdo ErbB-2 positivos com cancer da mama
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metastizado. Este farmaco em monoterapia mostrou resultados favoraveis na taxa de
recidiva e nos casos refratarios de carcinoma inflamatério da mama ErbB-2 positivos,
com uma taxa de resposta de 62% (NORMANNO et al., 2009). A utilidade do
lapatinibe numa fase mais precoce da historia natural do cancer da mama néo foi ainda
definida. Estdo em curso alguns estudos como ALTTO e Neo-ALTTO (Neo-Adjuvant
Lapatinib and/or Trastuzumab Treatment Optimisation) que estdo a avaliar a eficicia do
lapatinibe isolado em comparagdo com trastuzumab como tratamento adjuvante e
neoadjuvante (CARVALHO, 2010). O tratamento adjuvante consiste de quimioterapia,
radioterapia e hormonioterapia (BEZERRA et al., 2013).

A seguranca de lapatinibe deve ser avaliada, uma vez que esta associada a
efeitos cardiacos adversos (PEREZ et al., 2008), diarreia, vOmitos, nauseas, fadiga,
erupgéo cutanea e prurido (coceira) (GEYER et al., 2006; GOMES, 2013).

Nos Ultimos anos, a andlise do status do HER2 se tornou ainda mais importante

apo6s aprovacao pelo Food and Drug Administration (FDA) de tratamentos alvo-

bTM TM).

especificos: trastuzumab (Herceptin™), lapatinib (Tykerb™), pertuzumab (Perjeta
Mais recentemente, foi aprovado pelo FDA o quarto farmaco contra o HER2,
trastuzumab-maytansine (Kadcyla™), também conhecida como T-DM1 (MILES, 2001;

ROSS et al., 2007; SHAH e CHEN, 2011; SLAMON et al., 1987, WOLFF et al., 2013.

1.4.  Sistema de Liberacdo de Farmacos e PLGA

No sistema de liberacdo controlada, o principio ativo é encapsulado em uma
matriz que deve apresentar as seguintes caracteristicas: permitir a modelagem para a
forma desejada e a liberacdo da substancia ativa, ter estabilidade adequada e ser atoxica
(PANYAM e LABHASETWAR, 2003).

Uma das aplicacbes mais promissoras das nanoparticulas é seu uso para o
transporte de farmacos pela barreira hematoencefélica. Essa barreira representa um
dificil obstaculo para um grande nimero de farmacos, incluindo medicamentos
anticancerigenos, antibidticos e uma variedade de medicamentos ativos do sistema
nervoso central, especialmente neuropeptideos (KREUTER, 2007). Nanoparticulas

podem ser usadas como transportadoras de farmacos para quimioterapicos entregando a
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medicacdo diretamente as celulas tumorais e poupando o tecido saudavel (BERRY e
CURTIS, 2003).

A tecnologia de nanoparticulas se mostrou vidvel na escala comercial quando o
primeiro produto que usava nanoparticulas, Abraxane®, uma suspensdo injetavel de
nanoparticulas de albumina ligado com paclitaxel e utilizado para terapia contra cancer,
ficou disponivel em 2005 (SUNG et al., 2007).

A linha divisoria entre nanoparticulas e microparticulas ainda é matéria de
debate, com algumas fontes considerando particulas de até 1000 nm como
nanoparticulas, como é o caso da Comunidade Européia pelo Scientific Committee on
Emerging and Newly Identified Health Risks (SCENIHR), enquanto o escritério de
patentes dos Estados Unidos e a IUPAC as define usando a escala 1-100 nm ou
ligeiramente maior. E importante ressaltar que por uma questdo de consisténcia com o
prefixo “nano” e o intervalo imposto pela defini¢do, as dimensdes das nanoparticulas

devem ser expressas em nm.

O termo nanoparticula € uma expressdo coletiva usada para designar tanto
nanoesferas quanto nanocapsulas, as quais diferem entre si de acordo com a composicao
e organizacdo estrutural. As nanocapsulas sdo constituidas por um involucro polimérico
disposto ao redor de um nucleo oleoso, permitindo que o farmaco esteja dissolvido
neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as nanoesferas, que ndo
apresentam o6leo em sua composicdo, sdo formadas por uma matriz polimérica

compacta, na qual o farmaco pode ficar retido ou adsorvido (FERREIRA, 2012).

A microencapsulacdo € uma das técnicas capazes de modificar e controlar a
liberacdo de farmacos (KHAN et al., 2010). Dependendo dos materiais utilizados em
sua obtencdo, as microesferas podem liberar o farmaco em um sitio especifico e ainda
protegé-lo de condicOes adversas encontradas durante o transito no trato gastrintestinal
(TGI), como o pH acido do estbmago ou a presenca de enzimas que podem inativa-lo

antes de desempenhar o efeito terapéutico (TRAN et al., 2011).

Os polimeros utilizados na preparacdo dessas nanoparticulas sdo moléculas
organicas de alta massa molecular, constituidos em geral, por mais de 50 monémeros.
Ao se agregarem em um padrdo regular, formam uma matriz ou reservatorio onde o

farmaco estara inserido. A liberacdo do farmaco é facilitada pela dissolucdo gradual da
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matriz e é controlada pela solubilidade e porosidade da mesma (HILLERY et al., 2001).
Os polimeros mais usados para sintese de nanoparticulas podem ser naturais, como a
quitosana e o alginato, ou sintéticos, como o &cido poli latico (Hines e Kaplan), &cido
poli glicdlico (PGA) e o co-polimero &cido poli latico-glicélico (PLGA). Esses
polimeros sdo conhecidos por sua biocompatibilidade e sua reabsorcdo pelas vias
naturais (HANS e LOWMAN, 2002; COMMANDEUR et al., 2006).

Entre os sistemas carreadores destaca-se 0 uso de polimeros biodegradaveis
sintéticos, como o poli(lactico-e-acido glicélico) - PLGA, um copolimero, largamente
utilizado na industria farmacéutica e medica. Como 0 home sugere, sua sintese ocorre
pela copolimerizacdo randémica de anéis abertos de dois diferentes monémeros, 0s
dimeros ciclicos (1,4-dioxano-2,5-diona) do &cido glicdlico e do acido latico (Figura 4).
Durante o processo de copolimerizacdo os mondmeros destes dois &cidos sdo ligados
por ligacdes de éster, formando uma cadeia linear de poliéster alifatico como produto
final (ASTETE e SABLIOV, 2006).

Figura 4. Estruturas moleculares de a) L-PLA - &cido latico levdgero; b) D-PLA - acido
latico dextrogeno; ¢) PGA - cido glicolico e d) PLGA - Poli (lactico-e-acido glicélico),
sendo que x= ndmero de unidades de &cido latico e y= numero de unidades de acido
glicdlico.
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Fonte: Autoria propria.

PLGA é um poliéster relativamente hidrofdbico, instavel em condi¢Bes Umidas e
biodegradavel a subprodutos atoxicos (acido latico, acido glicolico, diéxido de carbono
e agua). Os polimeros derivados dos acidos latico e glicolico tém recebido muita
atencdo nas pesquisas de polimeros biodegradaveis alternativos, existindo diversos
estudos demonstrando sua baixa toxicidade, inclusive com aprovacdo pelo Food and
Drug Administration (FDA) para a utilizagdo como sistemas de liberagdo de farmacos
(SOARES et al., 2005; STEVANOVIC et al., 2009; STEVANOVIC e USKOKOVIC,
2009).
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O é&cido poli-lactico-e-glicolico (PLGA) é o polimero mais conhecido e
amplamente aplicado em sistemas de liberacdo controlada. Este polimero sintético
encontrou grande sucesso devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e
cinética de liberacdo favoravel, mas também enfrenta preocupacbes de estabilidade
quanto a administracdo de proteinas (CROTTS e PARK, 1998).

1.5.  Funcionalizacdo de nanoparticulas

Segundo Horie (HORIE et al., 2004), a Unido Internacional de Quimica Pura e

Aplicada - IUPAC define polimeros funcionais como:

a) Um polimero que possui grupos funcionais (tais como grupos hidroxila, carboxila ou

amino) que tornam o polimero reativo, ou;

b) Um polimero que desempenha uma funcdo especifica para a qual é produzido e
utilizado. A fun¢do no ultimo caso pode ser uma funcéo quimica, como uma reatividade
especifica ou uma funcdo fisica como a condutividade elétrica. Os polimeros que
contém grupos funcionais reativos geralmente sdo considerados polimeros capazes de

sofrer reacfes quimicas.

Exemplos de funcdes de polimeros funcionais de acordo com a definicdo (b) séo
atividade catalitica, ligacdo seletiva de espécies particulares, captura e transporte de
transportadores de carga elétrica ou energia, conversao de transportadores de luz para
carga e vice-versa e transporte de farmacos para um determinado 6rgdo em que 0
farmaco € liberado (HORIE et al., 2004).

A funcionalizacdo de um polimero € a introducdo de grupos quimicos desejados
para criar uma estrutura especifica com propriedades fisicas, biologicas e
farmacoldgicas diferenciadas (PICHOT, 2004). A inser¢do dos grupos funcionais nos
polimeros pode ocorrer durante a polimerizacdo, com o uso de monémeros especificos,
ou por meio de posterior modificacdo quimica no polimero (TIAN et al., 2012). A
presenca destes grupos funcionais possibilita o direcionamento das particulas para sitios

alvo, favorecendo o tratamento de doencas (CAMPOS et al., 2016).
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Segundo TIAN et al. (2012), a funcionalizagdo dos polimeros é muito desejavel
em aplicagdes de liberacdo controlada, favorecendo o melhoramento das propriedades
dos polimeros tradicionais.

As nanoparticulas poliméricas apresentam um grande potencial como agente
transportador de farmaco, pois a sua superficie pode ser modificada quimicamente,
possibilitando a incorporacdo de agentes terapéuticos, de agentes de imageamento por
ressonancia magnética, de ligantes (anticorpos) que reconhegam de forma especifica as
células do cancer (FARAIJI e WIPF, 2009; FRECHET, 2002).

Os sistemas revestidos de distribuicdo de particulas PLGA continuam a ser
investigados e seu sucesso oferece oportunidades para novos sistemas de entrega
direcionados que também podem manter a liberacdo controlada ou sustentada
(GALESKA et al., 2005).

As nanoparticulas poliméricas sdo altamente versateis, pois suas propriedades
fisico-quimicas podem ser controladas de acordo com sua composi¢do e com 0S Seus
grupos funcionais terminais. Nanoparticulas com um nucleo hidrofébico podem ser
utilizadas para o encapsulamento de farmaco anticancer hidrofobicas, enquanto a
camada hidrofilica permite a solubilidade e estabilidade no sangue, permitindo a entrega
do farmaco no local do tumor explorando o efeito de permeabilidade e retencédo
aumentadas (LEE et al., 2009).

1.6.  Ainteracdo entre nanoparticulas e proteinas

De forma geral, diz-se que as proteinas sdo capazes de adsorver sobre a maioria
das superficies, visto seu carater complexo no que diz respeito as cargas e estrutura
(PEIXOTO, 2013). A camada de adsorcdo de proteina que se forma na superficie das
nanoparticulas ¢ chamada “proteina corona” (DEL PINO et al., 2014).

O processo de adsorcdo de proteinas nas interfaces solido-liquido é realizado em
trés etapas (SILVA, 2017):

1) transporte da proteina até a superficie;

2) ligacdo da proteina a superficie (interface sélido-liquido);
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3) acomodacdo conformacional da proteina na interface sélido-liquido.

Em geral, a interacdo entre as nanoparticulas e proteinas séo classificadas em
trés tipos (SILVA, 2017):

1) InteragcBes coul6bmbicas, que ocorrem por atracdo eletrostatica entre os ligantes
ionizados na superficie da nanoparticula e os residuos de aminoécidos carregados da

proteina, tais como a lisina e a histidina.

2) A interagdo por ligacdo de hidrogénio é caracterizada pela atracéo eletrostatica entre
os dipolos formados por atomos de hidrogénio e atomos fortemente eletronegativos
(fldor, oxigénio e nitrogénio), presente na estrutura da proteina ou na superficie da
nanoparticula. As proteinas tém muitos grupos que contém &tomos de hidrogénio e
atomos eletronegativos, capazes de formar um grande nimero de ligagBes de hidrogénio

com ligantes associados as nanoparticulas.

3) As interacGes hidrofobicas resultam da atracdo entre as cadeias de aminoacidos
hidrofobicos da proteina e ligantes hidrofobicos presentes na superficie das

nanoparticulas.

Estudos recentes exploram novas formas de utilizar a nanoparticula ligada a
proteina corona, nos quais foram demonstrados que novos alvos terapéuticos para o
cancer podem ser identificados pelo complexo nanoparticula-proteina corona (LIU e
PENG, 2017).

A formacdo da proteina corona € um processo bioldégico complexo, contingente
e dinAmico que depende de varios elementos, ou seja, tipo de molécula de proteina,
tamanho e sua flexibilidade conformacional; tipo de nanoparticulas, tamanho, forma,
carga elétrica e hidrofilicidade, dentre outros fatores (LIU e PENG, 2017).

A maioria dos métodos propostos na literatura, para imobilizacdo de
biomacromoléculas, parte de uma superficie considerada ativada para acoplamento; ou
seja, admite-se que a superficie do material possui grupos quimicos reativos como
hidroxilas (-OH), aminas (-NH,) e &cidos carboxilicos (-COOH) (PEIXOTO, 2013).

A proteina corona é a identidade bioldgica de uma nanoparticula, com quem a

célula "vé" e interage, sendo que os impactos biolégicos das nanoparticulas sdo afetados
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pela natureza da camada proteica adsorvida, ou a proteina (biomolécula) corona
(LYNCH e DAWSON, 2008).

A corona se forma devido a alta energia livre da superficie das nanoparticulas,
resultando em absorcdo de vérias moléculas, principalmente proteinas. Quando as
proteinas se ligam as nanoparticulas, elas podem sofrer mudancas conformacionais que
podem ser reversiveis ou irreversiveis (WOLFRAM et al., 2014). Essas mudancas

podem ocorrer devido a grande area de interacdo (PEIXOTO, 2013).

A interacdo entre aminoadcido e nanoparticulas ndo sO influenciara as
propriedades basicas da nanoparticula, mas também induzira os rearranjos estruturais do
aminoécido como "mudancas conformacionais”. Para a molécula de proteina individual,
as forcas secundarias, como forcas de Van der Waals, interacdes hidrofdbicas, interacdo
eletrostatica e ligacao de hidrogénio desempenham papéis importantes ha manutencéo e

estabilizagdo de sua estrutura e conformagéo (LIU E PENG, 2017).

Entende-se que a interacdo hidrofébica é de grande importancia nos fenémenos
de adsor¢do de proteinas em uma superficie fracamente modificada. A quantidade de
proteina adsorvida por esta interacdo € maxima na vizinhanca do ponto isoelétrico da
proteina e 0 pH na adsor¢do maxima muda para uma regido mais acida, com aumento de
forga ibnica. A adsorgdo de proteinas € maior em uma superficie hidrofobica do que em
uma hidrofila, se houver apenas interagdo hidrofébica (KIM e YOON, 2002).

Em geral, as nanoparticulas tornam-se maior como resultado das interacoes
proteicas. Este aumento de tamanho geralmente esta na faixa de 20-70 nm, sugerindo
que a corona consista em mdltiplas camadas de proteinas. Contudo, 0s parametros que
ditaram o nimero de camadas que cercam uma nanoparticula permanecem evasivos
(WOLFRAM et al., 2014). Acredita-se que as propriedades particulares das superficies,
juntamente com as propriedades especificas das proteinas, determinam a organizagdo
das camadas de proteina adsorvida (NOGUEIRA, 1999).

Um estudo inicial no campo das interacbes proteicas com superficies planas
chamou a atencdo para o fato de que a distor¢do da proteina pode ocorrer apds a
adsorcdo (LYNCH e DAWSON, 2008). Segundo Barros (2018), nos ultimos anos foi
estudada a adsorcdo imediata das proteinas presentes em meios bioldgicos as quais

formaram uma coroa de proteinas na superficie dos nanomateriais e também surgiram
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investigacOes de grande importancia sobre as mudancas de conformacéo das proteinas
quando adsorvidas na superficie dos nanomaterias e o impacto que essas alteragdes
podem causar na estabilidade e funcbes desses materiais.

Segundo Kim e Yoon (2002), se 0 mecanismo exato de adsor¢do de proteinas
em particulas poliméricas fosse bem conhecido, entdo as ligacdes de hidrogénio, as
ligacbes idnicas e as interacdes hidrofobicas poderiam ser exploradas para
funcionalizacdo, o que poderia promover uma enorme reducdo de tempo e esforgo
requeridos para imobilizar proteinas por meio de ligacGes covalentes produzidas com
auxilio de reacdes complicadas. Segundo Nogueira (NOGUEIRA, 1999), as
propriedades do meio, tais como pH, temperatura e forca i6nica sdo determinantes na

adsorcao.

A proteina corona pode desencadear a agregacdo de nanoparticulas por meio de
pontes de proteina, resultando em formacéo de agrupamentos maiores. Por outro lado, a
presenca de uma proteina corona pode também estabilizar as particulas e impedir a
agregacdo. Além disso, como a maioria das proteinas é carregada negativamente, a
formacdo de uma proteina corona na superficie das nanoparticulas se torna anidnica
(WOLFRAM et al., 2014).

1.7. Leucina

As proteinas sdo macromoléculas formadas por unidades menores, ou unidades
fundamentais, os amino&cidos, unidos por meio de ligagbes peptidicas. Existem 20
aminoacidos que se combinam de diferentes formas para compor as proteinas do corpo
humano. Estes aminoacidos diferem em sua estrutura quimica, e podem ser divididos
em sulfurados, aromaticos, béasicos, acidos e aminoacidos de cadeia ramificada
(WATANABE, 2017).

Em humanos saudaveis, nove aminoacidos séo considerados essenciais uma vez
que devem ser consumidos por meio da dieta por ndo serem sintetizados
endogenamente. Dentre esses aminoacidos, incluem os trés aminoacidos de cadeia
ramificada, ou seja, a leucina, isoleucina e valina que representam 35% de aminoacidos
essenciais em proteinas musculares (ROGERO e TIRAPEGUI, 2008). A suplementacéao

de aminoacidos de cadeia ramificada é também conhecida como ACR (Aminoacidos de
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Cadeia Ramificada) ou BCAA (do inglés Brainched-Chain Amino Acids) (MERO,
1999).

Constituidas por cadeias de aminoacidos, além de servirem de substrato
energético para o crescimento e desenvolvimento do organismo, as proteinas também
desempenham fungbes diversas como a regulacdo do metabolismo, transporte de
nutrientes, catalisadores naturais, defesa imunologica, receptores de membranas, dentre
outras (Figura 5). Quando ndo usadas imediatamente pelo organismo para a sintese de
outras proteinas ou tecidos, sdo importantes no fornecimento de energia para outras
funcGes organicas (FRUEHWIRTH et al., 2015).

Figura 5. Papéis dos aminoacidos na nutricdo e homeostase de todo organismo.
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Fonte: traduzido de WU, 2010.

Historicamente, a leucina sempre se destacou sendo mais importante do que 0s
outros dois aminoacidos de cadeia ramificada (isoleucina e valina) (HUTSON e
HARRIS, 2001). Segundo Mero (1999) e Shimomura e Harris (2006), a leucina se
destaca porque sua taxa de oxidagdo é maior, liberando precursores como alanina a
partir do masculo esquelético, estimulando a sintese proteica em maior quantidade que

0s demais aminoacidos.
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A suplementacdo de leucina, acido 2-aminoisocaproico ou &cido 2-amino-4-
metil-pentanoico (Figura 6), aminoacido com cadeia lateral alifatica e hidrofébica
(apolar), parece ser uma promissora terapia antiatrofica, agindo tanto pela inibicdo da
protedlise do musculo esquelético como também pelo aumento na sintese proteica
(ZANCHI et al., 2009).

Figura 6. Estrutura quimica da leucina.

O

HaC
’ OH

CHs; NH,

Fonte: Autoria propria.

A leucina tem sido investigada por ser estimuladora da sintese de proteinas no
masculo e esta intimamente associada com a liberacdo de precursores gliconeogénicos
(Mero, 1999). Ela é citada por diversos autores como sendo uma estratégia terapéutica
capaz de evitar a atrofia muscular em diversas situacdes, como doencas musculares,
sepse e cancer (NICASTRO et al., 2011).

A caquexia é definida como uma sindrome multifatorial que leva a perda
acentuada de peso corporal, de forma involuntéria e irreversivel (FAVERO, 2017). A
caquexia estd intimamente relacionada ao cancer, acometendo cerca de metade dos
pacientes, dependendo do tipo de tumor, sendo responsavel por um terco das mortes
causadas por esta patologia (FEARON et al.,, 2011; VON HAEHLING e ANKER,
2010). Essa sindrome € diagnosticada quando ha perda a partir de 5% da massa magra,
em menos de seis meses, quando, por exemplo, na presenca de patologia como o cancer
(ARGILES et al., 2016).

A taxa média de sobrevivéncia e a resposta a quimioterapia sdo menores em
pacientes com intensa perda de peso associada ao cancer. Assim, 0 insucesso do
tratamento clinico do paciente com cancer-caquexia torna-se ainda mais evidente, pois
além da severa perda de peso, varios sintomas como anorexia, saciedade prematura,
anemia, edema e astenia (perda ou diminuicdo da forca fisica) estdo associados
(FAVERO, 2017).
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Para prevenir a perda de massa magra ou mesmo manté-la, é indicada
quantidade suficiente de proteinas na dieta, j& que, para que haja sintese, é necessario
que sejam providos aminoacidos essenciais como substrato (MILNE et al., 2009).

No estado céncer-caquexia, 0 aumento do consumo alimentar ndo é capaz de
reverter as alteragdes metabolicas observadas nos pacientes, porém, estudos tém
mostrado analises especificas para uso de terapias coadjuvantes no sentido de minimizar
os efeitos do estado caquético (FEARON, 2008; VERHOEVEN et al.,, 2009;
CASPERSON et al., 2012). O grau da caquexia é inversamente correlacionado com o
tempo de sobrevida do paciente e sempre implica em mau progndéstico e deterioracdo da
qualidade de vida (DA SILVA, 2006).

Pacientes que apresentam cancer-caquexia demonstram anormalidades no
metabolismo proteico muscular esquelético, com consequente atrofia muscular, em
funcdo do desequilibrio do turnover proteico corpéreo, reduzindo a sintese proteica e
aumentando a degradacdo proteica (VENTRUCCI, 2005).

Segundo ZANCHI et al. (2008), a leucina é considerada atualmente ndo apenas
um aminodcido constituinte de uma proteina, mas também uma substancia fisico-
farmacoldgica, sendo que sua administracdo é capaz de promover efeitos anticatabdlicos
importantes, assim como uma atenuac¢do do catabolismo muscular esquelético durante
perda de peso, facilitagdo de um processo de cura ou mesmo melhora do turnover

proteico muscular esquelético.

A leucina é importante combustivel metabolico da musculatura esquelética e
parece estimular a incorpora¢do de aminoacidos nas proteinas e inibir a degradacao
proteica (RENNIE e TIPTON, 2000; VENTRUCCI et al., 2004).

Neste trabalho as nanoparticulas de PLGA contendo o quimioterapico lapatinibe
foram produzidas através do método de simples emulsificagdo e evaporacdo do solvente
em seguida foram funcionalizadas como a leucina atraves do acoplamento com
EDC/NHS. E realizada a caracterizacao fisico-quimica e morfoldgica das nanoparticulas

produzidas.

2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar nanoparticulas de PLGA, contendo o quimioterapico
lapatinibe, funcionalizadas com leucina, visando desenvolver um sistema de
encapsulamento e direcionamento de farmaco para futura aplicacdo no tratamento de

cancer.

2.2. Objetivos especificos

v Encapsular eficientemente o farmaco lapatinibe nas nanoparticulas de PLGA,

pelo método de simples emulsdo seguida da evaporacédo do solvente;
v" Funcionalizar as nanoparticulas, contendo o farmaco, com o aminoéacido leucina;

v’ Determinar caracteristicas fisico-quimicas das nanoestruturas produzidas:

diametro, potencial zeta, eficiéncia de encapsulamento, perfil de liberacéo;

v’ Caracterizar morfologicamente as nanoparticulas produzidas por microscopia

eletronica de varredura (MEV).

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais
3.1.1. Reagentes

v" Acetato de sddio trihidratado P.A., CH;COONa.3H,0, massa molar de 136,08

g/mol, marca Grupo quimica®;

v' Acido acético glacial P.A., C,H,0,, massa molar de 60,05 g/mol, dosagem

minima de 99,7%, marca J.T. Baker®:

v' Acido poli(D,L-lactico-e-glicélico), PLGA, do inglés, poly(DL-lactide-co-
glycolic acid), [C3HiO.]4[C2H20,]y, proporcdo 50:50, massa molar entre
40.000,0 — 75.000,0 g/mol, grau de pureza acima de 99,9%, marca Sigma-
Aldrich®;
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3.1.2.

Diclorometano (Cloreto de metileno) P.A., CH,Cl,, massa molar de 84,93 g/mol,

grau analitico de pureza, teor acima de 99,5%, marca Impex®;

Dimetilsulfoxido P.A., DMSO, C,HgSO, massa molar de 78,13 g/mol, grau
bioldgico de pureza, teor acima de 99,9%, marca Sigma-Aldrich®;

Lapatinib, Cy9H»6CIFN4O,4S, massa molar de 581,06 g/mol, marca Sigma-
Aldrich®

L-Leucina, (CH3),CHCH,CH(NH;)CO,H, massa molar de 131,17 g/mol, grau

reagente 98%, marca Sigma-Aldrich®;

N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida, EDC, CgH;;N3.HCI, massa
molar de 191,70 g/mol, grau de pureza superior a 98,0%, marca Sigma-
Aldrich®;

N-hidroxisuccinimida, NHS, C4HsNOs3, massa molar de 115,09 g/mol, grau de

pureza superior a 97%, marca Sigma-Aldrich®;

Poli(alcool vinilico), PVA, do inglés, Poly(vinyl alcohol), [-CH,CHOH-]n,
massa molar entre 13.0000 — 23.000 g/mol, hidrolisado entre 87,0 — 89,0%,

marca Sigma-Aldrich®;

Equipamentos

Agitador de tubos tipo vortex da marca IKA®, modelo labdance;

Agitador magnético da marca IKA®, modelo Topolino;

Balanca analitica da marca Shimadzu®, modelo AX200;

Centrifuga de bancada para microtubos da marca Eppendorf®, modelo MiniSpin;

Dispersador de alto desempenho Ultraturrax da marca IKA®, modelos T25,

equipado com o elemento de dispersdo S25N-25F;

Dispersador de alto desempenho Ultraturrax da marca IKA®, modelos T10,
equipado com o elemento de disperséo S10N-5G;
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3.1.3.

Espectrofotdbmetro de fluorescéncia da marca Hitachi High-Technologies

Corporation®, modelo F-7000;

Espectrofotdmetro de Infravermelho com transformada de Fourier da marca

Shimadzu®, modelo IRPrestige-21;

Espectrofotdmetro  Ultravioleta-visivel (UV-vis) da marca Hitachi Hight-

Technologies Corporation®, modelo U-3900H;

Espectrofotdmetro  Ultravioleta-visivel (UV-vis) da marca Perkin Elmer®,
modelo Lambda 25;

Medidor de tamanho e potencial zeta da marca Malvern Instruments Limited®,

modelo Zetasizer Nano ZS;

Micropipeta volume variavel monocanal basic de 10-100 uL e 100-1.000 uL da

marca Kasvi®.

Solucdes
Solucdo estoque de alcool polivinilico

Solugéo estoque na concentragdo de 2,0% () foi preparada pela adi¢éo de 2 g
de PVA em um béquer de vidro e adicionado 100 mL de agua destilada. Essa
solucdo foi aquecida em banho-maria a 95°C até total homogeneizacéo e, depois
de frio, foi transferida pra um frasco de vidro e armazenado sob refrigeragéo.

Solucédo tampéo fosfato de sddio

Para preparo de um litro de solucdo tampé&o fosfato (PBS, do inglés, Phosphate
Buffered Saline) 0,1 mol/L, com pH 7,4, foram medidas as seguintes massas:
9,000 g de cloreto de sddio, 0,520 g de fosfato de sédio monobasico e 2,300 g de
fosfato de sddio bibasico. Esses compostos foram solubilizados em 1,0 L de
agua ultrapura. Foi medido o pH da solucdo, sendo necessario, 0 mesmo foi
ajustado utilizando solucdo de HCI 0,1 mol/L ou de NaOH 0,1 mol/L

disponiveis no laboratorio.

v Solucdo tampdo acetato de sédio e acido acético
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Para o preparo dessa solucéo, inicialmente foi preparado 100,0 mL de solucdo de
acido acético 0,1 mol/L, tranferindo 570,0 uL de acido acético glacial P.A. para
um baldo volumétrico de 100,0 mL e completando o volume com &gua
ultrapura. Em seguida, foi preparada uma solucdo de acetato de sédio na
concentracdo de 0,1 mol/L. Para isso, foi medido aproximadamente 0,820 ¢
desse sal anidro P.A. sendo em seguida essa massa solubilizada com &gua
ultrapura e transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 100,0
mL. Ambas as solucBes foram entdo misturadas e a solucdo resultante foi
transferida para um frasco com tampa. O pH da solucdo obtida foi medido e,
quando necessario, ajustado para 4,7 com a adicdo das solu¢bes de HCI 0,1
mol/L ou NaOH 0,1 mol/L disponiveis no laboratorio.

3.2. Métodos
3.2.1. Produgdo das nanoparticulas

Inicialmente foi misturado 100 mg do polimero PLGA (composto de 50% de
acido lactico e 50% de &cido glicolico) em 10 mL do solvente organico diclorometano
(CH.CIly) e 10 mg de lapatinibe. Em seguida, essa mistura foi adicionada, por
gotejamento, em uma solucdo aquosa contendo 20 mL de tensoativo PVA 2% colocada
em banho de gelo e homogeneizado com o ultra-turrax (verificando a temperatura com
o termometro). Ocorrendo entdo, uma emulsificacdo espontanea, formando um sistema
turvo devido a imiscibilidade de ambas as fases. Apds a emulsificagdo, a solucdo foi
submetida a agitacdo magnética, por 4 h, para a evaporac¢do total do solvente organico e
precipitacdo das nanoparticulas do polimero com o farmaco. Em seguida, as
nanoparticulas foram centrifugadas a 14000 rpm por 20 minutos. ApGs esse tempo o
sobrenadante foi coletado e guardado para posterior analise. As nanoparticulas
precipitadas foram lavadas duas vezes com &gua destilada da seguinte forma: foi
adicionada agua destilada no eppendorf contendo as nanoparticulas e colocado na
centrifuga por 20 minutos a 14000 rpm, para a remocao da solucdo de PVA restante, em
seguida a agua foi descartada e o procedimento de lavagem foi repetido. Apds o
processo de lavagem, as nanoparticulas foram guardadas no freezer para posterior

analise.
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3.2.2. Funcionalizacdo das nanoparticulas
v Funcionalizacdo das NP por acoplamento com EDC/NHS

Para funcionalizacdo direta das particulas com leucina, foi utilizado como agente
de ligacdo superficial o EDC/NHS em condicdo levemente &cida. Foram medidas
aproximadamente 0,004 g de NHS e 0,065 g de EDC em microtubos separados. Apds a
adicdo de cada massa foi realizada a solubilizacdo separadamente com 2.000 pL de
solucdo tampdo acetato mantida em pH 4,7. Para uma amostra contendo
aproximadamente 0,100 g de NP em um microtubo de 2,0 mL foram adicionados 500
pL da solugdo de NHS e 500 pL da solucdo de EDC. Uma pequena barra de agitacdo
magnética foi adicionada a este microtubo e, sendo mantido ao abrigo da luz, foi
realizada a agitacdo da suspensao resultante pelo periodo de 4 horas sobre uma chapa de
agitacdo. Apos esse periodo, a agitacdo foi suspensa e as amostras foram centrifugadas a
3.000 rpm pelo periodo de 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante de cada tubo foi
descartado (DIAS, 2017).

v" Funcionalizacdo das NP com leucina

Para adicionar a superficie das particulas o peptideo, inicialmente foi adicionado
50 pL de DMSO e 950 pL de solugdo tampdo PBS ao frasco contendo 1,0 mg do
peptideo leucina. Em cada microtubo contendo as amostras que seriam funcionalizadas
com esse peptideo, foram adicionados 100 pL da solucdo de peptideo e uma pequena
barra de agitacdo magnética. Ao abrigo da luz, foi realizada agitacdo da suspensdo
resultante pelo periodo de 1 hora sobre uma chapa de agitacdo. As amostras foram entéo
centrifugadas a 3.000 rpm pelo periodo de 5 minutos sendo, em seguida, o sobrenadante
descartado e 100 pL de solucdo tampdo PBS adicionado a cada amostra. Ao final, as

amostras foram acondicionadas a -20°C em sistema de refrigeragéo (DIAS, 2017).

3.2.3. Caracterizacdo das nanoparticulas

As nanoparticulas produzidas foram caracterizadas de acordo com métodos bem
descritos na literatura. Para a determinacdo da eficiéncia de encapsulamento do

quimioterapico foram realizados o0s métodos espectroscopicos, tais como:
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espectrofotometria na regido do UV-vis, emissdo de fluorescéncia e FTIR. Na
determinacdo do perfil de liberacdo, in vitro, do quimioterapico a partir do material
nanoestruturado foi aplicado o método de espectroscopia na regido do UV-vis. As
analises morfoldgicas foram realizadas por microscopia eletronica de varredura (MEV)
em que foi avaliada a superficie externa das particulas, sua dimensao e seu estado de

agregacao.

3.2.3.1. Eficiéncia de encapsulamento

A concentracdo total de farmaco é geralmente determinada pela completa
dissolucdo das nanoparticulas em um solvente adequado. A concentragdo de farmaco
associada as nanoestruturas € calculada pela diferenca entre a fracdo livre e total. Uma
técnica muito utilizada é a ultracentrifugacdo, na qual a concentracdo de farmaco livre,
presente na suspensao € determinada no sobrenadante apos a centrifugacdo (CAMPOS,
2013).

O doseamento do farmaco encapsulado foi realizado baseando-se na quantidade
total empregada no preparo das nanoparticulas. Uma aliquota do sobrenadante obtido
apos a centrifugacdo das nanoparticulas foi retirada para analise, por UV-vis, da
concentracdo de farmaco livre (CAMPOS, 2013).

3.2.3.2. Espectrofotometria na regido do UV-vis

Espectros de absorcdo eletronica dos sistemas em estudo foram obtidos
utilizando-se um espectrofotémetro UV-vis (ultravioleta-visivel) de duplo feixe, duplo
monocromador, com fotomultiplicador da marca Hitachi®, modelo 3900H. Adotando
nas medidas fenda para passagem de luz 2,0 nm, cubetas de quartzo com caminho
Optico de 1,0 cm e temperatura constante em 37,0 °C. Antes do inicio das leituras sera
obtida a linha de base e em seguida, posicionada a cela contendo a amostra solubilizada
Oou em suspensdo aquosa no compartimento adequado para obtencdo das medidas de
absorbancia por meio do modo de varredura dentro da faixa espectral de 200,0 a 800,0
nm, com velocidade de escaneamento de 1200,0 nm/min (DIAS, 2012). Os dados
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obtidos serdo tratados com o software UV Solutions 3.0% e transferidos para o programa
GraphPad Prism 6.05°.

3.2.3.3. Perfil e cinética de liberacao

A espectroscopia de fluorescéncia foi utilizada para determinar a presenca e
quantidade do farmaco livre em solugdo para avaliar sua liberacdo (BRONZE-UHLE et
al., 2017). O perfil de liberacdo foi determinado para a amostra contendo o farmaco,
sem funcionalizacdo, utilizando a técnica de espectroscopia de fluorescéncia. Uma
pequena quantidade da amostra foi colocada em um microtubo e adicionado 2000 uL de
agua destilada. A solucéo foi transferida para uma cubeta de quartzo e no primeiro dia
foi analisado por 2h30 minutos, seguidos, com intervalo de 5 segundos entre cada
medida. A andlise foi feita durante doze dias com uma medida, da emissdo de

fluorescéncia, por dia.

A andlise da cinética de liberacdo da nanoparticula contendo o lapatinibe foi
realizada utilizando cinco modelos matematicos (Tabela 2): ordem zero, ordem um,

Higuchi, Hixson-Crowell e Korsmeyer-Peppas.

Tabela 2. Modelos matematicos para analise da cinética de liberacdo do farmaco.

Modelo Equacao Referéncias
Ordem zero Q. = Qp + Kpt
d 1 =1 L
Ordem um 0gQ, =logQ, 2303
COSTA, 2002; MAHLE et
Higuchi Q.= Kt al., 2007; MANADAS et
- - al., 2002.
Hixson-Crowell Q" - Q:“E = K.t

M-
Korsmeyer-Peppas 105( M: ) =loga +nlog(t— 1)

Qo é a quantidade inicial de farmaco na solucdo; Q; é a quantidade de farmaco
liberada no tempo t; K, é a constante de liberacdo de ordem zero; K; € a constante de
liberacdo de ordem um; Ky é a constante de liberacdo de Higuchi; Ks € uma constante
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que incorpora a relagéo superficie/volume; M.;/M,, € a liberagéo fracional do farmaco
considerando o tempo de espera (1) no inicio da liberacdo do farmaco; a € uma constante
que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas da forma farmacéutica, n é o
expoente de liberacdo (COSTA, 2002; MAHLE et al., 2007; MANADAS et al., 2002).

3.2.3.4. Tamanho e indice de polidisperséo

Para realizar a caracterizagdo dos parametros de diametro hidrodindmico médio,
distribuicdo de tamanho e potencial zeta foi utilizado um equipamento de espalhamento
dinamico de luz modelo Zetasizer Nano ZS da Malvern Instruments®. O equipamento
possui como fonte de luz um laser vermelho de 5 mW, He-Ne, com comprimento de
onda de 633,0 nm. As medidas foram realizadas com o detector posicionado no angulo
fixo de 173° em relagdo ao angulo de incidéncia. Para realizacdo das medi¢des, 1000 puL
da solucdo contendo a amostra foram transferidos para uma cubeta de poliestireno com
1,0 cm de caminho Optico. Para cada amostra preparada foram realizadas trés medidas
de tamanho e Pdl (do inglés, Poly Dispersity Index), sendo que, para cada medida,
foram executadas 11 leituras (DIAS, 2012). Os dados foram coletados a 25,0 °C e

tratados com o programa Zetasizer 6.20°.

3.2.3.5. Potencial zeta

Para determinar o potencial zeta das nanoparticulas, 1000 pL da suspensédo
coloidal preparada para medida de didmetro hidrodindmico e Pdl, foram transferidos
para uma ceélula eletroforética e as medidas foram realizadas utilizando o mesmo
aparelho (Zetasizer Nano ZS), alterando a configuragdo do equipamento do modo size
para 0 modo zeta (DIAS, 2012). Como anteriormente, os dados foram coletados a 25,0

°C e tratados com o programa Zetasizer 6.20®.

3.2.3.6. Analise morfologica

Para realizagdo das medidas de microscopia eletronica de varredura (MEV),

aproximadamente 0,0010 g de NP foi transferido para um microtubo e suspenso com
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900 pL de agua ultrapura com o homogeneizador mecanico (T10) em seu nivel 6 de
velocidade (~30.000 rpm) pelo periodo de 1 minuto. Em uma laminula circular limpa e
esterilizada foram depositados 30,0 pL. dessa suspensdo. Em seguida, esse material foi
introduzido no interior de um dessecador a temperatura ambiente e pressao reduzida por
24 horas. Optou-se por ndo realizar qualquer tipo de fixacdo quimica adicional. Apds
desidratacdo, a laminula foi fixada com fita adesiva condutora dupla face sobre um
suporte de aluminio (stub). Devido a baixa condutividade elétrica das NP, uma fina
camada de ouro (~ 40 nm de espessura) foi depositada revestindo as amostras por um
processo de metalizagdo em atmosfera de argbnio. Esse procedimento foi realizado
utilizando um equipamento da marca Balzers®, modelo SCD-050. As amostras foram
examinadas e fotografadas nos aumentos entre 15.000 e 40.000 vezes, operado em
tensdo de aceleracdo de 10-20 kV no modo de deteccdo de elétrons retroespalhados
(BSED).

3.2.3.7. Emissao de fluorescéncia

Espectros de fluorescéncia foram obtidos para 0s compostos em estudo
utilizando-se um espectrofotdmetro modelo F-7000 da marca Hitachi®. Os registros
foram realizados utilizando-se uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho dptico,
contendo 0 meio em estudo (solucdes ou suspensdes). Os espectros foram registrados de
maneira a cobrir uma faixa espectral de 200,0 a 800,0 nm, sob temperatura ambiente,
escaneamento com velocidade de 1.200,0 nm/min e janelas de emisséo e excitagdo com
5,0 nm de abertura (DIAS, 2012). Os dados foram tratados com o software FL Solutions

2.1% e transferidos para o programa de construcdo de graficos GraphPad Prism 6.05°.

3.2.3.8. Espectrometria no infravermelho por transformacdes de Fourier

Espectros de infravermelho das diversas amostras produzidas e reagentes
utilizados foram obtidos utilizando um espectrofotdmetro FTIR (do inglés, Fourier
Transform Infrared), modelo IR Prestige 21 da marca Shimadzu®. Para leitura foram
utilizadas pastilnas de brometo de potassio (KBr) com massa media de 70,0 mg
preparadas com aproximadamente 2,5% (que equivale a 1,750 mg) de amostra,

prensadas a 80,0 KN pelo periodo de 3,0 minutos. Para cada leitura foram obtidos 40
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registros, com resolugo de 4,0 cm™ na regido compreendida entre 400 e 4.000 cm™ no
modo de porcentagem de transmitancia (DIAS, 2012). Os dados foram tratados com o
software IR Solution 1.50%° e transferidos para o programa de construgdo gréfica
GraphPad Prism 6.05°.

4. Resultados e discussao
4.1. Producdo e funcionalizagdo de nanoparticulas

No preparo das nanoparticulas foi utilizado o método de evaporacao do solvente
(RAMOS, 2018), ap6s o gotejamento da fase organica sobre a fase aquosa, foi
observado o surgimento de uma solucéo turva devido a formacdo de uma suspenséao de
nanoparticulas. Em seguida essa solucdo foi levada para agitagdo em que ocorreu a
evaporacdo do solvente organico e como consequéncia houve uma diminui¢cdo no
volume da solugcdo. E por fim, a solucdo resultante foi centrifugada para que as
nanoparticulas precipitassem. Esta solucdo por sua vez foi lavada para a remocdo do

excesso de surfactante (PVA).

A abordagem geral para conferir as capacidades de direcionamento ativo de
nanoparticula é funcionalizar a superficie das mesmas com ligante especifico ja que
estes carreadores objetivam liberar o farmaco proximo ao sitio de acdo, protegendo a
substancia ativa da rapida degradacdo e eliminacdo possibilitando a reducdo da dose e
evitando efeitos colaterais. As nanoparticulas poliméricas, ao serem comparadas a
outros sistemas de carreadores de farmacos, oferecem a possibilidade de encapsular
varios tipos de moléculas e protege-las da degradacdo enzimatica (GARCIA, 2011).

Para o procedimento de funcionalizacdo das nanoparticulas, foi proposto o

mecanismo apresentado na Figura 7.

O EDC reage com o grupo carboxil do PLGA, formando um intermediario (O-
acilisouréia), que é facilmente removido por um ataque nucleofilico das aminas
primarias da leucina. A amina primaria forma uma ligagdo amida com o carboxil e o
subproduto de EDC é liberado em forma de um derivado soltvel de uréia (chamado de
isouréia) (LOPES, 2012; PEPINO, 2016).
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Figura 7. Reacdo quimica entre os grupos do &cido carboxilico (do PLGA) e amina (da
leucina) ativada por EDC e estabilizada por NHS.
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Fonte: Autoria propria.

O NHS é adicionado para aumentar a eficiéncia da conjugacéo e permitir que ela
ocorra em pH fisiologico. O EDC favorece a ligacdo dos grupos carboxil com o NHS,
formando um éster de NHS que é mais estavel que o O-acilisouréia, permitindo uma
conjugacdo mais eficiente e uma ligacdo amida estavel (JANEGITZ, 2012; LOPES,
2012). A inser¢do de NHS resultou em um maior rendimento da reagdo de amidagéo,
pois ndo ocorreu a formacao dos subprodutos indesejaveis. Contudo, os grupamentos
carboxila ndo podem ser ativados diretamente com NHS, sendo necessaria a presenca de

carbodiimida para iniciar a reagdo (RIBEIRO, 2013).
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Em solucdo aquosa, o intermediario O-acilisoureia é suscetivel a hidrdlise, a
qual resulta na regeneragdo do grupo carboxil, minimizando a formacdo de grupos
amidas (PEPINO, 2016).

Segundo Ramos (2018), a literatura mostra que a reagdo de ativacdo dos grupos
carboxilicos ocorre preferencialmente na faixa de pH entre 3,5 e 4,5 enquanto a
formacdo da ligacdo amida ocorre na faixa de pH entre 4 e 6. Entretanto, a hidroélise
méaxima do EDC ocorre em meio acido e a solugdo torna-se estavel em pH maior que
6,5. Assim, de acordo com dados prévios reportados pela literatura o pH ideal para

utilizacdo do EDC situa-se entre 4,5 e 7,5.

Quando proteinas e peptideos sdo empregados, a formagdo da ligacdo amida
mediada por EDC, apresenta rendimento satisfatorio com o pH do meio no intervalo de
4,5 a 7,5, mas se o pH do meio reacional se encontra fora da faixa preconizada o
processo de acoplamento ocorre lentamente e com baixo rendimento (GONCALVES
BRASIL JUNIOR, 2010).

A formacdo de uma amida utilizando uma carbodiimida (EDC) é direta, mas
com varias reacOes laterais que tornam a reacdo mais complexa. O &cido carboxilico
reagird com carbodiimida para produzir o intermediario chave: O-acilisouréia, que pode
ser considerado um éster carboxilico com um grupo de saida ativado (MONTALBETTI
E FALQUE, 2005). O O-acilisouréia reage com uma amina priméria para formar uma
ligacdo amida com a libertacdo de um derivado de ureia soluvel (MATTSON et al.,
1993; MONTALBETTI e FALQUE, 2005).

4.2. Eficiéncia de encapsulamento

Como o lapatinibe é insoluvel em agua entdo inicialmente foi realizada a
solubilizacdo em uma parte de dimetilsulféxido (DMSO) e o volume foi completado
com nove partes de agua destilada. Para a elaboragéo da curva de calibragdo (Figura 8),
0 comprimento de onda de maxima absorcdo considerado foi de 365 nm no intervalo de
concentracdo de 0,0025 - 0,0175 mg/mL (4,30x10® — 3,01x10° mol/L) sendo utilizado

sete concentracgdes diferentes.
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Figura 8. Curva de calibragdo, feita no UV-vis, para determinagdo da concentracdo do
lapatinibe.
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Fonte: Autoria propria.

A equacdo linear obtida foi A = 56,88xC — 0,01464 e o coeficiente de correlacéo
(r%) foi de 0,9998 indicando uma correlacdo positiva forte entre a concentracdo e
absorbancia. A partir dessa curva foi obtida a equacdo abaixo utilizada para determinar
a concentracao da solucdo de lapatinibe:

Absorbancia+ 0,01464
56,88

Concentracio (mg/mL) =

Para a determinacdo da eficiéncia de encapsulamento (E.E.) foi utilizada a

seguinte equacéo:

{(Quantidade inicial de LPT — Quantidade de LPT no sobrenadante)

100
Quantidade inicial de LPT *

E.E.(%) =

A eficiéncia de encapsulamento do farmaco nas nanoparticulas foi avaliada pela

andlise da concentracdo do sobrenadante, que foi obtido apds o processo de
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centrifugacdo, sendo calculada em triplicata e o resultado obtido foi 95,17 % £ 0,0007
%.

Huo et al. (2015), que trabalharam com um nanosistema hibrido de polimero-
lipideo carregado com lapatinibe, produziram nanoformulagGes que consistiam de um
nucleo polimérico (poly[lactide-co-glycolide]-D-a-tocopheryl polyethylene glycol 1000
succinate [PLGA-TPGS]), que foi entdo envolvido por uma camada lipidica PEGilada

(DSPE-PEG) obtendo uma eficiéncia de encapsulamento >80%.

No grupo de pesquisa coordenado pelo orientador deste trabalho foi
desenvolvido dois trabalhos sobre nanoparticulas de PLGA: Dias (2012) na sua
dissertacdo de mestrado desenvolveu um sistema nanoestruturado biodegradével
constituido por acido poli(D,L-lactico-co-glicolico) incorporando varias quantidades de
antiplasico clorambucil que apresentou a porcentagem de eficiéncia de encapsulamento
variando entre 48,80 e 94,70%; e na sua tese de doutorado, Dias (2017) desenvolveu o
mesmo sistema nanoestruturado incorporando o clorambucil e funcionalizando sua
superficie com dois ligantes diferentes (EDC/NHS e DOPA) para acoplar o peptideo
sitio-especifico ciclo (Arg-Gly-Asp-D-Tyr-Lys) apresentando a porcentagem de
eficiéncia de encapsulamento variando entre 86,7 e 89,1%.

4.3.  Espectrofotometria na regido do UV-vis

Os espectros na regido do UV-vis para comprovacdo do encapsulamento do
lalatinibe (LPT) foram obtidos no intervalo de comprimento de onda de 240 a 800 nm,
como € mostrado na Figura 9. O espectro do LTP apresentou dois picos com maximo de
absorcdo nos comprimentos de onda de 353 nm (A =0,423) e 261 nm (A =0,674). Uma
banda de absorcdo fraca em torno de 260 nm, com indicacdes de estrutura vibracional

fina, evidenciam a existéncia de um anel aromatico (HOLLER et al., 2009).

Nos espectros UV vis das amostras de NPL e NPLF é possivel observar uma
pequena elevacdo no comprimento de onda entre 340 e 400 nm, caracteristica do

farmaco indicando assim a presenga do LPT nas NPL e NPLF.
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Figura 9. Espectros de absorcdo na regido do UV-vis das amostras de LPT (laranja),
NPL (azul) e NPLF (rosa).
FIG

Fonte: Autoria propria.

Na comprovacdo da funcionalizacdo, os espectros de LEU e NPLF foram
obtidos no comprimento de onda de 200 a 800 nm, como é mostrado na Figura 10.
Segundo Zaia et al. (1998), a aplicacdo do método UV-vis em proteinas é baseado no
fato de que elas mostram absorcéo na regido de 280 nm e na regido abaixo de 220 nm,
sendo a primeira devido a diversos aminoacidos (fenilalanina, cisteina, cistina,
metionina, triptofano, histidina e tirosina), e a segunda devido a ligacdo peptidica

presente na estrutura quimica da proteina.

Figura 10. Espectros de absor¢do na regido do UV-vis das amostras de LEU (lilas),
NPL (azul) e NPLF (rosa) para comprovacéao da funcionalizag&o.
FIG

Fonte: Autoria propria.

4.4.  Perfil e cinética de liberacao

Para a elaboracdo da curva de calibracdo (Figura 11), o comprimento de onda de
maxima emissdo de fluorescéncia considerado foi de 417 nm no intervalo de
concentracdo de 0,01 - 0,08 mg/mL (344,2x107 — 1376,8x10" mol/L) sendo utilizadas

cinco concentracOes diferentes.

Figura 11. Curva de calibracdo, feita no espectro fluorimetro, para determinacdo da
concentragédo do lapatinibe.
FIG

Fonte: Autoria propria.

A equacdo linear obtida foi EF = 39492 x C - 1232 e o coeficiente de correlagéo
(r%) foi de 0,9034 indicando uma correlacéo positiva forte entre a concentragdo e a
emissdo de fluorescéncia. A partir dessa curva foi obtida a equacdo abaixo que foi

utilizada para determinar a concentracdo da solucédo de lapatinibe:

Emissdo de fluorescéncia + 1232
39492

Concentracdo (mg/mL) =
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O estudo do perfil de liberacdo do farmaco a partir das nanoparticulas, foi
realizado em solugdes tampdo com pH = 5,0, 6,2 e 7,4. Nos primeiros 180 minutos
foram realizadas medidas a cada 5 segundos, conforme mostra a Figura 12, sendo que
os valores de emissdo de fluorescéncia foram obtidos no comprimento de onda de 417

nm.

Figura 12. Grafico da emissdo de fluorescéncia nas primeiras 2 h 30 min (equivalente a
9000 s) com intervalo de 5 segundos entre cada medida sendo realizada 1801 medidas.

FIG

Fonte: Autoria propria.

Durante o periodo de 12 dias, como mostra a Figura 13, foi avaliada a
quantidade de farmaco liberada, a cada 24h, por meio dos valores da emissdo de
fluorescéncia da suspensdo. A partir do sexto dia foi observada que a emissdo de
fluorescéncia atingiu seu valor maximo (187.2), apos este periodo houve pouca variag¢éo

na intensidade de fluorescéncia.

Figura 13. Gréfico da emissdo de fluorescéncia do lapatinibe liberado das
nanoparticulas por hora (min) correspondendo ao periodo de 12 dias sendo realizadas
162 medidas.

FIG

Fonte: Autoria propria.

Como observado nas Figuras 12 e 13 o lapatinibe foi liberado lentamente, isto
pode ser atribuido a sua natureza hidrofobica, entdo parece que interacbes mais
hidrofobicas de LPT com o ndcleo das particulas causaram uma liberacdo mais lenta de
LPT (KELISHADY et al., 2014).

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores de emissdo de fluorescéncia e
concentragdo obtidas em seis momentos da analise do perfil de liberagdo para a
nanoparticula contendo o lapatinibe.

Tabela 3. Quantidade de emissdo de fluorescéncia e concentracdo em seis momentos do

ensaio de perfil de liberacdo para a nanoparticula contendo o lapatinibe.
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Tempo Oh 2he30min | 3dias | 6dias | 9dias | 12 dias

Emisséo de
_ 100,7 127,1 156,1 187,2 182,1 177,3

fluorescéncia

Concentracéao
0,0337 0,0344 0,0351 | 0,0359 | 0,0358 | 0,0357

(mg/mL)

Conforme mostra a Tabela 4, 0 modelo matematico que melhor se adequou ao
gréafico do perfil de liberacdo (Figura 13) foi o de Higuchi, pois apresentou maior

coeficiente de correlacdo (R? = 0,8746).

Tabela 4. Valor de R? determinado para cada modelo matematico de cinética de
liberagdo do lapatinibe da nanoparticula sem funcionalizacéo.

Ordem ) ) Hixson- | Korsmeyer-
Amostra* Ordem um Higuchi
zero Crowell Peppas
NPL 0,7383 0,7098 0,8746 0,7202 0,4767

*NPL — nanoparticula com lapatinibe sem funcionalizacéo.

4.5.  Analise morfoldgica (MEV)

Utilizando a técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi possivel
avaliar a morfologia das amostras NPV, NPL, NPVF e NPLF preparadas pelo método
de emulsificacéo e evaporacdo do solvente. Na Figura 14 sdo apresentadas as imagens
obtidas para algumas das amostras produzidas neste trabalho. As NP se apresentam
esféricas, regulares, pouco porosas, ndo agregadas, sendo algumas encontradas dipostas
de maneira isolada. Na Figura 14 (A e B) sdo apresentadas as imagens das NPV e NPL,
sendo possivel observar que a sua superficie € lisa, e sua forma esférica. Na Figura 14
(C e D), que apresenta maior magnificacédo, € possivel identificar que as superficies das
particulas possuem uma forma diferenciada, contendo estrutura no formato de
filamentos/pontos devido a presenca do agente funcionalizante. Na imagem D, observa-

se uma maior coalescéncia das particulas devido a presenca do farmaco lapatinibe.
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Figura 14. Morfologia da superficie externa das microparticulas preparadas pelo
método de evaporacdo do solvente. A) NPV com ampliacdo 15.000 X por MEV. Barra
de 5,0 um. BSED; B) NPL com ampliagdo 15.000 X por MEV. Barra de 4,0 pum.
BSED; C) NPVF com ampliacdo 40.000 X por MEV. Barra de 1,0 um. BSED; D)
NPLF com ampliagéo 40.000 X por MEV. Barra de 1,0 um. BSED.

FIG
Fonte: Autoria propria.

4.6. Tamanho e indice de polidispersao

Carga superficial e tamanho de particula sdo os dois fatores mais comumente
mencionados que sdo responsaveis por uma gama de efeitos bioldgicos de NPs,
incluindo captacdo celular, toxicidade e dissolucéo; sendo que o DLS (espalhamento
dindmico de luz) e o potencial zeta sdo técnicas simples para investigar o tamanho
(hidrodindmico) e a carga superficial de NPs (BHATTACHARIJEE, 2016).

Os valores da média * desvio padréo dos diametros hidrodindmicos, intensidade
e de Pdl sdo mostrados na Tabela 5, sendo observada a relacdo do tamanho com a

intensidade da amostra.

Tabela 5. Valores da média + desvio padrdo do didmetro hidrodindmico, intensidade e
indice de polidispersdo das nanoparticulas produzidas.

Didmetro _
_ _ ) Intensidade (%0)
Amostra* hidrodinamico Pdl
Pico 1 Pico 2 Pico 1 Pico 2
3741 + 4999 + 96,3 + 0,222 +
A NPV 3,7+1,50
15,80 295,20 1,50 0,018
1171 + 4699 + 76,9 + 23,1+ 0,402 +
B NPVF
28,99 663,40 15,30 15,30 0,030
366,2 + 4639 + 87,4 + 12,6 + 0,397 +
C NPL
53,84 738,60 10,00 10,00 0,010
689,2 + 5102 + 96,8 + 0,252 +
D NPLF 3,1+0,90
30,16 230,80 1,10 0,004

*NPV — nanoparticula vazia sem funcionalizagdo; NPVF — nanoparticula vazia funcionalizada; NPL —
nanoparticula com lapatinibe sem funcionalizacdo; NPLF — nanoparticula com lapatinibe funcionalizada.
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Ao comparar o diametro hidrodindmico das nanoparticulas (Figura 15) com e
sem funcionalizagdo, para o pico 1 que apresentou maior porcentagem de intensidade,
foi observada uma diferenca significativa no tamanho médio. Para as nanoparticulas
vazias com e sem funcionalizacdo foi observado que houve um aumento de 213,02%
quando funcionalizadas. E as nanoparticulas com o farmaco ao serem funcionalizadas

aumentaram 88,20%.

Segundo Huo et al. (2015), particulas com tamanho abaixo de 200 nm sdo
adequadas para captacao por células do cancer e nanoparticulas com tamanho entre 100-
200 nm séo relatadas para acumular preferencialmente nos tecidos cancerosos através

de maior permeacdo e efeito de retencdo (EPR).

Figura 15. Graficos do tamanho em funcdo da intensidade das nanoparticulas: (A)
NPV, (B) NPVF, (C) NPL e (D) NPLF.

FIG

Fonte: Autoria propria.

O PdI para DLS tipicamente mostra a intensidade da luz espalhada por vérias
fracBes das particulas diferindo em seus tamanhos e é calculada por (largura/média)?
para cada pico (BHATTACHARIJEE, 2016). As nanoparticulas foram classificadas

segundo os dados apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Classificagdo das particulas baseado no seu valor de Pdl.

Pdl Classificacao Referéncia bibliografica
<0,1 altamente monodisperso
_ BHATTACHARIJEE,
0,1-0,4 moderadamente polidisperso
2016
>0,4 altamente polidisperso

Como os valores de Pdl estdo variando entre 0,204 a 0,432 isso indica que 0s
sistemas sdo polidispersos para todas as amostras analisadas. O valor de Pdl para a NP
vazia funcionalizada foi 81,08% maior em comparacdo com a NP vazia sem
funcionalizagdo. J& a nanoparticula com o lapatinibe sem funcionalizacdo apresentou

um aumento de 57,54% em comparacdo com a funcionalizada.
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A agregacao de nanoparticulas de PLGA durante o processo de evaporacao de
solvente é um problema notéavel, independente do método de preparacdo e para evitar
essa agregacao sdo utilizados estabilizadores de polimeros com, por exemplo, &lcool
polivinilico (PVA), poli (vinilpirrolidona) (PVP), Tween 80 dentre outros (CHENG et
al., 2008). Neste trabalho as nanoparticulas de PLGA foram preparadas pelo método de

simples emuls&o e evaporacéo do solvente sendo utilizado o PVA como estabilizante.

A parte hidrofobica do PVA ¢é que fica ancorada a matriz polimérica do PLGA,
apos a evaporacdo do solvente orgénico. A interacdo das cadeias poliméricas do PVA na
interface aquosa-organica induz a reducdo na tensdo interfacial, aumentando a

estabilizacdo das areas interfaciais associadas as emulsées (SILVA, 2007).

Estes estabilizadores sdo revestidos na superficie de nanoparticula de PLGA e
podem afetar o potencial zeta, tamanho de particula e propriedades da superficie da
particula. No entanto, embora os estabilizadores de polimeros possam impedir a
agregacdo de nanoparticulas, eles sdo dificeis de serem removidos mesmo por lavagem
completa (CHENG et al., 2008).

Segundo Silva (2007), o aumento da velocidade de agitacdo também induz a
diminuicdo no tamanho das particulas poliméricas, ou seja, quanto maior a velocidade
de agitacdo, maior sera a dispersdo da fase orgénica na fase aquosa e menor o tamanho
das goticulas da fase organica dispersa em solucdo, fato que acarreta a geracdo de

particulas com diametros menores apds a evaporacgdo do solvente.

Embora alguns trabalhos relatem que o PVA seja ndo-biodegradavel e
potencialmente cancerigeno, pesquisas tém mostrado que o PVA € um excelente
material para uso em aplicacdes médicas, tais como em sistema de liberacdo de
farmaco, devido sua biocompatibilidade e sendo que a toxicidade do PVA ndo esta
associada a sua estrutura, mas a sua massa molar (SILVA, 2007).

4.7. Potencial zeta

O potencial zeta, também denominado como potencial eletrocinético, é o

potencial no plano de deslizamento/cisalhamento de uma particula coloidal que se move
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sob campo elétrico (BHATTACHARJEE, 2016). Dados da literatura classificam as

dispersdes com valores de potencial zeta conforme mostra a Tabela 7.

Tabela 7. Classificacdo das nanoparticulas conforme o seu valor de potecial zeta.

Potencial zeta Classificacao Referéncia bibliogréfica
+0-10 mV altamente instaveis
+10-20 mV relativamente estaveis
BHATTACHARIJEE, 2016
+20-30 mV moderadamente estaveis
>+30mV altamente estaveis

Conforme mostram os resultados apresentado na Tabela 8, as nanoparticulas

obtidas estdo relativamente estaveis.

Tabela 8. Valores da média + desvio padrdo do potencial zeta das nanoparticulas.

Amostra* Potencial zeta ({)
A NPV -14,0 +£ 0,850
B NPVF 11,9+0,351
C NPL -11,2 +£ 0,100
D NPLF 9,7+0,315

*NPV — nanoparticula vazia sem funcionalizagdo; NPVF — nanoparticula vazia funcionalizada; NPL —
nanoparticula com lapatinibe sem funcionalizacdo; NPLF — nanoparticula com lapatinibe funcionalizada.

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual é
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em razdo da
dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de espécies

ibnicas presentes no meio aquoso de dispersdo (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A maioria das particulas dispersas em um sistema aquoso adquire carga na
superficie, principalmente por ionizacdo de grupos ou adsorcdo de espécies carregadas.

As cargas das superficies modificam a distribui¢do dos ions na interface, resultando em
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uma camada ao redor da particula da solucdo. O potencial zeta € uma das principais

forcas que medem as interagdes interparticulas (LIMA, 2018).

Na avaliacdo da carga superficial de nanoparticulas as dimensdes positivas ou
negativas de potencial zeta sdo determinadas pela identificacdo de qual eletrodo as
particulas estdo se movendo em direcdo durante a eletroforese (BHATTACHARJEE,
2016).

Geralmente, valores negativos de potencial zeta sdo esperados para particulas de
PLGA devido a presenca dos grupos carboxilicos localizados nas cadeias poliméricas
do poliéster (SILVA, 2007; LIMA, 2018). Neste trabalho as nanoparticulas sem

funcionalizacdo apresentam potencial zeta negativo.

Segundo Baldim (BALDIM, 2011), nanoparticulas negativamente carregadas
sdo rapidamente opsonizadas quando na corrente sanguinea e, consequentemente,
eliminadas por macréfagos. Além disso, o processo de internalizacdo celular destas
estruturas é dificultado pela repulsdo eletrostatica entre as mesmas e a superficie da
membrana celular, composta majoritariamente de cabecgas polares de fosfolipideos
negativamente carregadas. Neste sentido, dispositivos com carga superficial positiva
prometem melhores resultados (BALDIM, 2011). Entdo ao ser funcionalizada com a
leucina a nanoparticula de PLGA, produzida neste trabalho, apresentou carga superficial
positiva.

4.8. Emissdo de fluorescéncia

Na Figura 16 s@o apresentados os espectros das amostras de lapatinibe (LPT),
nanoparticula com lapatinibe sem funcionalizacdo (NPL) e nanoparticula com lapatinibe
funcionalizada (NPLF).

Figura 16. Espectros, normalizados, de emissdo de fluorescéncia das amostras de LPT
(laranja), NPL (azul) e NPLF (rosa).
FIG

Fonte: Autoria propria.
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A Tabela 9 mostra os valores dos comprimentos de onda em que ocorre a
maxima emissdo, quando excitado em 365 nm, e sua respectiva intensidade dos

espectros mostrados na figura.

Tabela 9. Comprimentos de maxima emissdo e intensidade dos espectros de lapatinibe

e das nanoparticulas com o lapatinibe.

Comprimento de | Intensidade de
Amostras o oL L
maxima emissao emissao
LPT 447 nm 2621
NPL 435 nm 3244
NPLF 423 nm 3039

*LPT — lapatinibe; NPL — nanoparticula com lapatinibe sem funcionalizagdo; NPLF — nanoparticula com
lapatinibe funcionalizada.

Analisando a figura e a tabela é possivel verificar que ocorreu o encapsulamento
do lapatinibe nas nanoparticulas de PLGA, pois as NPL e NPLF apresentam uma
intensidade bastante alta e que é caracteristica da presenca do farmaco. Na
nanoparticula funcionalizada houve o deslocamento de 24 nm no pico do espectro,
qguando comparado ao espectro do lapatinibe, indicando que a leucina esta ligada na

nanoparticula comprovando assim a funcionalizacéo.

Todas as amostras foram excitadas no comprimento de onda de 365 nm
(referente ao comprimento de méaxima absorcdo do lapatinibe no espectro do UV-vis)

apresentando emisséo de fluorescéncia variando entre 400 e 500 nm.

Nos estudos espectroscopicos desenvolvidos por Wilson (WILSON et al., 2015),
o lapatinibe foi excitado no comprimento de onda de 370 nm usando BSA e PBS e a

emissdo ocorreu entre 400 e 500 nm.

4.9.  Espectrometria no infravermelho por transformac6es de Fourier

A espectroscopia no infravermelho é uma técnica de caracterizacdo essencial e

crucial para elucidar a composicdo quimica da estrutura e o arranjo de ligagdo em
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materiais compostos e poliméricos de homopolimero, copolimero e polimero (SINGH et
al., 2014).

Os espectros FTIR avaliados neste tralho foram os seguintes: lapatinibe (LPT),
nanoparticula com lapatinibe sem funcionalizacdo (NPL), nanoparticula com lapatinibe
funcionalizada (NPLF), nanoparticula vazia sem funcionalizacdo (NPV), nanoparticula

vazia funcionalizada (NPVF) e leucina (LEU).

A técnica de espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) foi empregada para a comprovacdo da interacdo do farmaco com a
matriz polimérica (Figura 17) e da funcionaliza¢do das nanoparticulas (Figura 18). Os
resultados encontram-se detalhados na Tabela 10.

Os espectros de FTIR das amostras de NPV e NPL apresentaram picos e bandas
de absorcdo caracteristicos similares, uma vez que eles possuem basicamente 0s

mesmos grupos funcionais, com pequenas diferencas entre as intensidades.

Na Figura 17 temos os espectros do farmaco e das nanoparticulas contendo os
farmacos (com e sem funcionalizagdo) para comprovacdo do encapsulamento do
lapatinibe nas nanoparticulas. O encapsulamento pode ser confirmado nas seguintes
bandas: 1500 cm™ ao C=C (anéis aromaticos); 1453 cm™ ao C-H; 1390 cm™ ao C-H;
1130 cm™ao0 C-O (do éter); 750 cm™ ao C-C. Entdo o encapsulamento foi confirmado

pela presenca de cinco bandas caracteristicas do lapatinibe.

Figura 17. Espectros, normalizados, obtidos por FTIR das seguintes amostras: LPT
(laranja), NPL (azul), NPLF (rosa) e NPV (vermelho) para analise do encapsulamento
do farmaco.

FIG

Fonte: Autoria propria.

Figura 18. Espectros, normalizados, obtidos por FTIR das seguintes amostras: LEU
(lilas), NPF (verde), NPLF (rosa) e NPV (vermelho) para analise da funcionalizacéo das
nanoparticulas.

FIG

Fonte: Autoria propria.

Na Figura 18 sdo apresentados o0s espectros da leucina e das nanoparticulas
funcionalizadas (vazia e com o farmaco) para comprovagdo da funcionalizagcdo. A

funcionalizacdo pode ser confirmada nas seguintes bandas: 1360 cm™ atribuida ao

45



grupamento C-H (LEU, NPVF e NPLF); 1082 cm™ devido ao O-H (LEU e NPVF); 705
cm™ ao C-C (LEU e NPLF); e 669 cm™ ao COO™ (LEU e NPLF).

Segundo Singh et al. (SINGH et al., 2014), os picos de FTIR para grupos
funcionais do PLGA correspondem as seguintes bandas: 3450-3500 cm™ ao grupo O-H;
2885-3010 cm™ ao estiramento C-H; 1762,6 cm™ ao estiramento C=0; 1089-1186 cm™

a0 estiramento C-O; e 850-1450 cm™ ao dobramento C-H.

No espectro FTIR da leucina as bandas largas entre 3400 e 2300 cm™ sdo
devidas a sobreposicdo das vibragdes de alongamento NH e CH dos grupos NH3" e
alquila (alcano que perde um H), respectivamente. O pico de absorgéo intenso em torno
de 1584 cm™ é devido a0 modo de vibracdo de estiramento assimétrico COO™ e o
estiramento simétrico do grupo COO" é observado em 1407 cm™. O pico a 1512 cm™ é
uma deformacdo simétrica de NHs*. A vibracdo de C-COO ¢ indicada a 1237 cm™. O
pico a 1078 cm™ e a banda de intensidade média em 1137 cm™ sdo atribuidos & vibracéo
de estiramento C-N (BASKARAN et al., 2016).

A absorcdo correspondente ao estiramento de C-H de alcanos ocorre na regido
de 3000 a 2840 cm™ (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2010). Como diversas
bandas podem aparecer na regido de estiramento C-H, entdo as vibracbes de
dobramento C-H sdo, com frequéncia, mais Uteis para determinar se um grupo metila ou
metileno estdo presentes em uma molécula. A presenca de grupos metila e metileno,
qguando ndo encoberta por outras absorcdes, podem ser determinadas pela analise da
regido entre 1465 e 1370 cm™ (PAVIA et al., 2010). Nas amostras de NPL, NPV e
NPLF o estiramento C-H aparece nos picos 3002 e 2955 cm™. E nas amostras de LPT,
NPL, NPLF e NPV em 1453 cm™ ocorre uma absorcéo de dobramento de CH, (grupo

metileno) e em 1390 cm™ de CH3 (grupo metila).

As ligagBes duplas em anéis, por serem frequentemente simétricas ou quase
simétricas, absorvem com menor intensidade do que aquelas que ndo estdo em anéis. As
bandas de estiramento C=C em anéis aromaticos normalmente aparecem entre 1600 e
1450 cm™ fora da faixa normal onde o C=C aparece em alcenos (PAVIA et al., 2010).
A absorcdo da ligacdo dupla interna dos sistemas ciclo-hexeno possui vibragdo de
deformacéo axial da ligacdo C=C acoplada com a vibracdo de deformacgéo axial das

ligacBes C-C adjacentes correspondendo ao pico 1566 cm™ (SILVERSTEIN et al.,
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2010). Como pode ser observado no espectro do lapatinibe, os picos 1600, 1568, 1525 e
1500 cm™ correspondem ao estiramento C=C (de anéis arométicos).

As bandas mais importantes e que ddo mais informacGes sobre a estrutura dos
compostos arométicos s&o encontradas na regido de baixas frequéncias, entre 900 cm™ e
675 cm™. A banda de absorcdo que aparece frequentemente entre 600 e 420 cm™ no
espectro de derivados de benzeno ¢ atribuida a deformacdo angular fora do plano do
anel (SILVERSTEIN et al., 2010). Como podem ser observados no espectro do
lapatinibe os picos em 960, 928, 847, 790, 690, 661, 630, 483 e 446 cm-".

As ligagdes C-H em alcenos, ao absorverem radiacdo no infravermelho, podem
vibrar por dobramento tanto no plano quanto fora dele e ocorre em aproximadamente
1415 cm™ com uma absorcéo de média a fraca (PAVIA et al., 2010). Como pode ser

observado no espectro do lapatinibe no pico 1418 cm™.

Pode ser dificil usar as bandas de estiramento C-H para diferenciar entre alcenos

e compostos aromaticos por aparecerem na mesma faixa (PAVIA et al., 2010).

A absorcdo mais caracteristica do espectro dos éteres alifaticos € uma banda
intensa que ocorre entre 1150 e 1085 cm™ e é devida & deformacéo axial assimétrica de
C-O-C. Essa banda aparece usualmente em torno de 1125 cm™ (SILVERSTEIN et al.,
2010). Ja Pavia et al. (2010) dizem que o éter alifatico apresenta ao menos uma banda
C-O na faixa de 1300 a 1000 cm™ e gera uma banda forte em aproximadamente 1120
cm™. Essa banda forte pode ser observada nas amostras LPT, NPL, NPLF e NPV no
pico 1130 cm™. A banda C-O pode ser observada nos seguintes picos: 1220, 1178, 1060
e 1022 cm™ no espectro do LPT; 1176 no espectro da NPLF; 1090 cm™ nos espectros
NPL, NPV e NPLF; e 994 cm™ no espectro da NPVF. O espectro de éteres simples é
muito similar ao do alcano (PAVIA et al., 2010).

O grupo carbonila (C=0) est4 presente em aldeidos, cetonas, acidos, ésteres e
amidas. Esse grupo absorve com muita intensidade entre 1870 e 1540 cm™ em razéo de
sua grande mudanca no momento de dipolo e apresenta uma forte absor¢cdo em 1760
cm™ (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2010). Essa banda n&o varia muito de
posicao, é muito intensa e relativamente livre de interferéncias, por isso € uma banda de
reconhecimento mais facil do espectro de infravermelho (SILVERSTEIN et al., 2010).

Como pode ser observada a presenca da carbonila, em um éster, nas amostras de NPL,
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NPV e NPLF no pico 1760 cm-'; NPVF nos picos em 1690 e 1770 cm™; NPLF no pico
1620 cm™,

A caracteristica mais marcante do espectro de um &cido carboxilico (COOH) é a
absorcdo O-H extremamente larga que ocorre na regido de 3400 a 2400 cm™ A
absorcdo frequentemente encobre as vibracbes de estiramento C-H que ocorrem na
mesma regido (PAVIA et al., 2010). Podendo ser observado nas seguintes bandas: 3002
e 2955 cm™ para NPL, NPV e NPLF; 2958, 2875 e 2620 cm™ para LEU; 2795, 2630 e
2500 cm™ para NPVF.

Aminas secundarias, RoN-H, apresentam uma Unica banda, fraca, de estiramento
N-H entre 3500 a 3300 cm™ (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2010) e uma
amina secundéria aromatica gera uma banda N-H mais forte proxima de 3400 cm™
(PAVIA et al., 2010). Como pode ser observado no espectro do lapatinibe que apresenta
o pico 3370 cm™.

Estiramento C-N ocorre na faixa de 1350 a 1000 cm™ segundo Pavia et al.
(2010) e entre 900 e 1300 cm™ de acordo com Holler et al. (2009). Nas amostras LEU,

NPVF e NPLF esse estiramento é identificado no pico 1360 cm™ para amina priméria.

O estiramento C-Cl (forte) em cloretos alifaticos ocorre em 785-540 cm™
segundo Pavia et al. (2010) e entre 850 e 550 cm™ segundo Silverstein et al. (2010). No

espectro do lapatinibe esse estiramento aparece em 690 cm™.

De acordo com Pavia et al. (2010), o estiramento S=0, uma banda forte, ocorre

préximo de 1050 cm™. No espectro do lapatinibe esse estiramento é observado em 1060

em™.

Na Tabela 10 sdo sumarizados os maximos de transmitancia dos sistemas em

estudo com seu respectivo grupo funcional.

Tabela 10. Bandas de absorcdo no FTIR observadas para as amostras.

Pico Espectro Grupo funcional Referéncias
em®) [LPT | NPL | NPV | Leu | NPVF | NPLF P bibliograficasbela
3751 X
- - PAVIA 1., 201
3744 X O-H, C-H etal., 2010
3370 | X NH (amina HOLLER et al., 2009
secundaria)
3100 X -CO-OH (Acido | HOLLER et al., 2009;
carboxilico) PAVIA et al., 2010
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3065

SINGH et al., 2014;
SINGH et al., 2015;

C-H (alcano) PAVIA et al., 2010
3002 SILVERSTEIN et al.,
2010
"CO-OH (Acido | 1\, | ER et al., 2009
carboxilico)
C-H (alcano); KUMAR, 2011;
2958 N-H (amina BASKARAN et al.,
primaria) 2017; HOLLER et al.,
20009.
HOLLER et al., 2009;
SINGH et al., 2014;
SINGH et al., 2015;
C-H (alcano) PAVIA et al., 2010
2955 SILVERSTEIN etal.,
2010
"CO-OH (Acido | ) | ERetal, 2009;
carboxilico)
C-H (alcano); HOLLER et al., 2009;
2875 N-H (amina BASKARAN et al.,
primaria) 2017
2795 -CO- Aci
ngogmégc'do HOLLER et al., 2009;
PAVIA et al., 2010
2630 C-H (alcano)
C-H (alcano) HOLLER et al., 2009,
2620 N-H (amina BASKARAN et al.,
primaria) 2017
-CO-OH (Acido .
- HOLLER et al., 2009;
2500 carboxilico) PAVIA et al.. 2010
C-H (alcano)
2350 C-H (alcano) HOLLER et al., 2009;
N-H (amina BASKARAN et al.,
2300 primaria) 2017
Combinacéo de
i KUMAR, 2011
2131 dois modos_
fundamentais
(1134+1005)
1986 C-H (alcano) HOLLER et al., 2009
HOLLER et al., 2009;
1770 PAVIA et al., 2010
HOLLER et al., 2009;
1760 HOLZ, 2011; SINGH
Cc=0 (éster) etal., 2014
1690 HOLLER et al., 2009;
PAVIA et al., 2010
1620 HOLLER et al., 2009
1600 C=C (anéis HOLLER etal., 2009

aromaticos)
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KUMAR, 2011;
BASKARAN et al.,

1584 coo 2016; HOLLER et al.,
2009
1568 C=C (anéis
1525 aromaticos);
COO (4cido HOLLER et al., 2009
1525 carboxilico); C-H
(alcano)
BASKARAN et al.,
NH.* . 2016; HOLLER et al.,
1515 s (amina 2009; BASKARAN et
primaria)
al., 2017
1500 C=C (anéis
aromaticos)
1485 COO" (acido HOLLER et al., 2009
carboxilico)
1476 NH" (amina
primaria)
1453 HOLLER et al., 2009;
C-H (alcano) PAVIA et al., 2010
1445 HOLLER et al., 2009
C-H (Alcano);
1430 -CO-OH (Acidos
carboxilicos) HOLLER et al., 2009
1418 C-H (alceno)
KUMAR, 2011;
C-H (alcano) HOLLER et al., 2009
BASKARAN et al.,
1407 COO" (4cido 2016: HOLLER et al.,
carboxilico) 2009; BASKARAN et
al., 2017
1393 COO (acido HOLLER et al., 2009
carboxilico); éter
HOLLER et al., 2009;
1390 C-H (alcano) PAVIA et al., 2010
KUMAR, 2011;
CH (alcano) HOLLER et al., 2009
1360 HOLLER et al., 2009;
CN (amina PAVIA et al., 2010;
primaria) BASKARAN et al.,
2017
COO (acido
1325 carboxilico); éter HOLLER et al., 2009
KUMAR, 2011,
HOLLER et al., 2009;
1316 CH (alceno) BASKARAN et al.,
2016
1296 NH (amina KUMAR, 2011;
primaria) HOLLER et al., 2009
Anel aromatico-
1288 NH-R i
Secundgarrig;”a HOLLER et al., 2009
1278 COOH (acidos

50



carboxilicos)

COOH (acidos
carboxilicos)

KUMAR, 2011;
HOLLER et al., 2009;
BASKARAN et al.,

1238 2016
NH;" (amina HOLLER et al., 2009;
primaria) BASKARAN et al.,
2017
1220 C-O (éter) HOLLER et al., 2009
OH SILVERSTEIN et al.,
1194 2010; HOLLER et al.,
2009
C-N (amina KUMAR, 2011;
primaria) HOLLER et al., 2009
1187 HOLLER et al., 2009;
C-O (éter) BASKARAN et al.,
2016; BASKARAN et
al., 2017
1178 . HOLLER et al., 2009;
1176 C-0 (eten) SINGH et al., 2014
SILVERSTEIN et al.,
1146 OH 2010; HOLLER et al.,
2009
KUMAR, 2011,
C-C (alcano) HOLLER et al., 2009
1135 . HOLLER et al., 2009;
gr'iﬁléﬁg'“a BASKARAN et al.,
2016
. HOLLER et al., 2009;
1130 C-O (€ter) SINGH et al., 2014
HOLLER et al., 2009;
1090 C-O (éter); C-H SHI et al., 2018;
(alcano) HOLZ, 2011,
SINGH et al., 2014
SILVERSTEIN et al.,
1082 OH 2010; HOLLER et al.,
2009
S=0 (sulfona); C-
1060 O (éter)
1030 ﬁ 8$'§:n°)' C | HOLLERetal, 2009
primaria)
1022 C-O (eter)
1003 C-_N ga_mina KUMAR, 2011,
primaria) HOLLER et al., 2009
994 (Ce't'ézr)occl'jz HOLLER et al., 2009;
962 (alcano) SINGH et al., 2014
960 Anel aromético HOLLER et al., 2009
959 CH,-O-CHj, (éter HOLLER et al., 2009;
); C-H (alcano) SINGH et al., 2014
KUMAR, 2011,
943 C-C (alcano) HOLLER et al., 2009
928 C=C (anel HOLLER et al., 2009
aromatico)
918 C-C (alcano) KUMAR, 2011;
HOLLER et al., 2009
889 CH,-O-CH, HOLLER et al., 2009;
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870 (éter); C-H SINGH et al., 2014
851 (alcano)
847 Anéis aromaticos
C-C (alcano); C-
845 N (aminas
primérias)
842 HOLLER et al., 2009
CH,-0-CHj, (éter)
811
790 Anéis aromaticos
775 CH,-O-CH, (éter)
C-C=0 KUMAR, 2011
769 HOLLER et al., 2009;
C-C (alcano) BASKARAN et al.,
2017
763 CH,-O-CHj, (éter)
750 C-C (alcano)
721 CH,-O-CH, (eter)
705 C-C (alcano)
HOLLER et al., 2009
C-CI; Anéis
690 aromaticos
685 CH,-O-CHj, (éter)
KUMAR, 2011;
669 CO, BASKARAN et al.,
2017
661 C-Cl, C=C (anel | ) | ER et al, 2009
aromatico)
649 Eter (CH,-O-CH,)
636 C-C (alcano)
630 C=C (anel
aromatico) HOLLER et al., 2009
585
570 CH,-O-CH, (éter)
550
536 COO0 KUMAR, 2011
-CH,-O-CH,-
525 (éter); R-SO,-R
(sulfona)
522 CH,-O-CH, (éter)
C=C (anel HOLLER et al., 2009
483 b
aromatico)
C=C (anel
446 aromatico)
Alcano
441 NH; (amina KUMAR, 2011
primaria)
420 C-C (alcano) HOLLER et al., 2009
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5. CONCLUSAO

Os objetivos propostos neste trabalho foram alcangados com a produgédo de
nanoparticulas de PLGA, contendo o farmaco lapatinibe e funcionalizadas com leucina.
Observou-se que o farmaco foi encapsulado eficientemente (%EE = 95,17 %) pelo
método de evaporacdo do solvente. O processo de funcionalizacdo das nanoparticulas
com leucina foi mediado por meio dos ligantes EDC/NHS e confirmado pelas técnicas
de UV-vis e FTIR. Estas particulas apresentaram dimensdes de 185,5 e 198,3 nm, sem
funcionalizacdo, e de 449,3 e 815,7 nm, funcionalizadas, o que foi observado pela
técnica de espalhamento dindmico de luz. O potencial zeta mostra que as nanoparticulas
estdo relativamente estaveis sendo que as nanoparticulas sem funcionalizacéo
apresentaram valor negativo e ao serem funcionalizadas apresentaram uma carga
superficial positiva. Utilizando a técnica de emissdo de fluorescéncia foi avaliado o
perfil de liberacdo pelo periodo de 12 dias, sendo observada uma crescente emissdo de
fluorescéncia até o sexto dia, do sétimo ao décimo segundo dia ndo ocorreu uma
variacdo significativa nos valores da IF, devido a saida do composto que se encontra
superficialmente ligado a matriz polimérica. A caracterizacdo morfologica das
nanoparticulas foi avaliada pela técnica de microscopia eletrdnica de varredura, tais
estruturas mostraram formato esférico, com superficie lisa no caso das particulas sem
funcionalizacdo e lisas com pequenas estruturas em sua superficie no caso das NP
funcionalizadas. Assim, considerando-se a natureza do farmaco e as caracteristicas do
sistema de liberagdo podemos inferir que trata-se de um sistema nanoestruturado com

possiveis aplicabilidades a terapia de cancer.
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