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RESUMO

A Papilomatose laringea recorrente (PLR) € um processo crbénico causado pelo
Papiloma Virus Humano (HPV) e que acomete principalmente criancas e
adolescentes. Além de nédo existir nenhum tratamento definitivo, sdo necessérias
diversas intervencgfes cirdrgicas para o controle da doenca, o que gera bastante
desconforto para o paciente. O uso de antivirais como adjuvantes no tratamento da
PLR tem demonstrado maior eficacia no controle das lesbes laringeas, sendo a
formulacdo injetavel contendo cidofovir (CDV) um dos medicamento off-label mais
utilizado atualmente. A injecdo intralesional de cidofovir, entretanto, apresenta
limitagcdes quanto a biodisponibilidade do farmaco, uma vez que ha perda da solucéo
injetada na cavidade laringea. Nesse contexto, teve-se por objetivo com esse projeto
o desenvolvimento de sistemas de liberagdo biodegradaveis compostos por
suspensodes injetaveis de microesferas (MESs) a base do copolimero do acido latico e
glicélico (PLGA) 75:25 e a base de uma blenda de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)
K100 e carbopol 940, contendo CDV. As MEs foram produzidas pelo método de
emulsificacdo simples seguida de evaporacdo do solvente. Os estudos de
caracterizacao in vitro mostraram compatibilidade entre o farmaco e os polimeros,
bem como caracteristicas morfolégicas adequadas. Os estudos in vivo realizados
comprovaram a biocompatibilidade e auséncia de toxicidade dos sistemas
desenvolvidos, por meio de andlise histoldgica da prega vocal de coelhos apés a
administracdo local dos sistemas e do ensaio da membrana corioalantoica em
embrido de galinha. Realizou-se a radiomarcac¢do do CDV e das MEs desenvolvidas
com tecnécio-99m, que permitiu comparar e confirmar a aderéncia das particulas
apos injecdo local nas pregas vocais por um periodo de tempo maior em relacao a
solugédo de CDV, a qual é utilizada atualmente na clinica, por meio da obtencao de
imagens cintilogréficas. Além disso, a partir da radiomarcacdo do CDV também foi
possivel desenvolver um radiotracador para elucidar o comportamento do farmaco

no organismo.

Palavras-chave: papilomatose laringea recorrente. Cidofovir. Microesferas

poliméricas. HPMC. Carbopol. PLGA. Tecnécio-99m.



ABSTRACT

Recurrent respiratory papillomatosis (RRP) is a chronic disease caused by Human
Papilloma Virus (HPV) and affects mainly children and teenagers. Besides there is
no definitive treatment, several surgical interventions are necessary for the
maintenance of the disease, which causes considerable discomfort. The use of
antivirals as adjuvants on the treatment of RRP has been shown to be more effective
in the control of laryngeal lesions, with cidofovir (CDV) being the most used off-label
drug currently used. Intralesional injection of CDV, however, shows limitations on the
bioavailability of the drug, since there is loss of the solution injected into the laryngeal
cavity. Thus, the search for therapeutic innovations, as well as the development of
new formulations, have been the subject of studies concerning the treatment of RRP.
The development of controlled drug delivery systems emerges as an alternative to
modulate the release kinetics of the active substance and prolong its permanence at
the site of action, which allows a reduction in the frequency of administration of the
dose and, in this case, a reduction in the number of injections during the treatment. In
this context, the aim of this project was the development of biodegradable release
systems composed of injectable suspensions of microspheres based on PLGA 75:25
and based on a blend of HPMC K100 and carbopol 940 containing CDV. MEs were
produced by the simple emulsification method followed by solvent evaporation, and
were characterized by pH, zeta potential, size distribution, drug encapsulation
content, scanning electron microscopy and thermal analysis. In vitro studies showed
absence of incompatibilities between the drug and the polymers and adequate
morphological characteristics. The in vivo studies were performed to verify the
biocompatibility and absence of toxicity of the developed systems, through
histological analysis and the chorioallantoic membrane assay. CDV radiolabeling was
performed with technetium-99m in order to develop a radiotracer to elucidate the
drug's behavior in the body. Through the radiolabelling of the CDV and the developed
MEs, it was also possible to compare and confirm the adhesion of the particles after
local injection in the vocal folds for a longer time in relation to the CDV solution,

which is currently used in the clinic.

Keywords: Recurrent respiratory papillomatosis, cidofovir, polymeric microspheres,
HPMC, carbopol, PLGA, technetium-99
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 A papilomatose laringea recorrente

O aparecimento de papilomas na cavidade laringea e faringea em criangas foi
primeiramente identificado por Sir Morrell Mackenzie, ao final de 1800. A primeira
denominagcdo de “papilomatose laringea juvenil’, entretanto, sé foi descrita em
meados de 1940 por Chevalier Jackson (GOON et al., 2008), sendo que apenas em
1980 confirmou-se a presenca de DNA HPV nas lesdes. A caracterizagdo e tipagem
do virus foram realizadas por Gissman e colaboradores, confirmando o papel do
HPV na ocorréncia da papilomatose laringea (VENKATESAM; PINE; UNDERBRINK,
2013).

Estima-se que a papilomatose laringea recorrente (PLR) esta presente em 4,3 a
cada 100.000 criancas e em 1,8 a cada 100.000 adultos nos Estados Unidos, sendo
gue a incidéncia da doenca é maior em pacientes de condicdo socioecondémica mais
baixa (VENKATESAM; PINE; UNDERBRINK, 2013)(MAUNSELL; BELLOMO-
BRANDAO, 2017).

A PLR, também conhecida por Papilomatose Respiratéria Juvenil, € uma doenca
cronica causada pelo Papiloma Virus Humano, o HPV, e afeta principalmente a
laringe e a traqueia do paciente (WIERZBICKA et al., 2011). Caracteriza-se pela
proliferacdo de papilomas no trato respiratorio, sendo as pregas vocais, a epiglote e
as pregas vestibulares da laringe os locais mais acometidos (PONTES et al., 2009).
O espalhamento das lesdes foi identificado em 30% das criancas e 16% dos adultos
com a doenca, sendo os lugares mais acometidos, além da laringe, a cavidade oral,
a traqueia e os bronquios (DERKAY, 1995). As lesdes sédo do tipo exofitica e
proliferativa, constituidas por tecido conjuntivo recoberto por tecido epitelial e ficam
aderidas a mucosa das vias aéreas (CARIFI et al.,, 2015), conforme ilustrado na

figura 1.
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Figura 1 — Vis&o superior da laringe apresentando papilomas (A) e da via aérea

inferior (B).

Fonte: (MAUNSELL; BELLOMO-BRANDAO, 2017)

A maior parte das infec¢cbes ocorre durante o parto da crian¢a ou até mesmo durante
a gestacdo. Quando a manifestacdo da doenca s6 ocorre no individuo ja adulto,
suspeita-se de dois fatores: contato oral ou sexual; ou a infeccdo ocorreu durante o
parto, mas s6 manifestou-se quando houve uma deficiéncia do sistema imunolégico
do paciente (BOLTEZAR et al., 2011).

O diagnéstico definitivo da PLR pode ser bastante desafiador caso ndo sejam bem
conhecidas as manifestacfes clinicas da doenca. Uma vez que os papilomas
desenvolvem-se nas vias aéreas, 0s principais sintomas englobam rouquidao, tosse
cronica, dispneia, disfagia, pneumonia e outras infec¢des recorrentes do trato
respiratério superior, sendo que esses sintomas tendem a se apresentar mais
intensos em criancas, devido ao rapido desenvolvimento das lesdes (CARIFI et al.,
2015).

Apesar de ser relativamente rara e benigna, a doenca pode seguir um curso clinico
bastante agressivo, dada a dificuldade de controle das lesdes (BOLTEZAR et al.,
2011). O curso clinico da doenca € variavel, de modo que alguns pacientes
apresentam remissdo espontanea, enquanto outros sofrem com o0 crescimento
agressivo dos papilomas (WILCOX et al.,, 2014). Assim, a PLR pode apresentar

impacto significativo na qualidade de vida do paciente devido a obstrugéo das vias
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aéreas, disfonia e a necessidade de cirurgias em série, sendo que em paises em
desenvolvimento até 90% dos pacientes pediatricos realizam traqueostomia de
urgéncia (RASMUSSEN et al.,, 2017). A PLR €& mais comumente causada pelos
subtipos 6 e 11 do HPV, de modo que o subtipo 11 estd mais frequentemente
associado a piores prognosticos e maior gravidade clinica (DERKAY; WIATRAK,
2008). O subtipo oncogénico 16 também ja foi identificado em casos mais raros,
sendo que transformacdes malignas dos neoplasmas sao mais comuns em adultos
acometidos pela doenca, podendo afetar até 5% dos pacientes (RASMUSSEN et al.,
2017).

O tratamento da PLR consiste na remoc¢éao dos papilomas da cavidade laringea a fim
de desobstruir as vias aéreas e melhorar a qualidade vocal. Esse procedimento &
realizado por meio de microcirurgias, utilizando-se micropingas frias, laser de CO, ou
microdebridador. Contudo, ainda que todas as lesbes tenham sido ressecadas e
removidas, a persisténcia do virus no local faz com que a doenca possa reincidir,
como acontece na grande maioria dos casos (PONTES et al, 2009). A
traqueostomia costuma ser empregada nos casos mais graves, quando ha elevado
comprometimento das vias aéreas; entretanto, apesar desse procedimento garantir a
passagem do ar, ele acaba fornecendo um novo sitio para a colonizacdo do HPV,
servindo como um condutor para a disseminacdo da doenca para a arvore brénquica
e, por isso, esse procedimento é reservado apenas para os casos de obstrucdo
respiratéria ou nos quais ha a necessidade de multiplas cirurgias (TASCA; CLARKE,
2006).

Dessa forma, faz-se necessario o uso de farmacoterapias adjuvantes, que atuam
sob diferentes mecanismos, a fim de evitar ou reduzir o numero de intervencdes
cirirgicas (PONTES et al., 2009). Dentre os agentes ja propostos, encontram-se 0
interferon, o aciclovir, o carbinol-3-indol, a ribavarina, a vacina contra caxumba e a
terapia fotodinamica (GOON et al., 2008; NK; JAMES, 2010; TASCA; CLARKE,
2006). Apesar de ser um numero consideravel de opcoes, essas intervencdes foram
abandonadas principalmente por ndo terem mostrado a eficacia esperada para o
tratamento da PLR ou por terem apresentado elevada toxicidade com o

aparecimento de efeitos adversos para 0s pacientes.
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Por ndo existir um tratamento bem estabelecido, a busca por agentes terapéuticos
off-label torna-se bastante comum. Recentemente alguns estudos tém descrito 0 uso
do bevacizumabe, um anticorpo monoclonal humanizado inibidor da atividade do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), como terapia promissora para a
PLR (FERNANDEZ-BUSSY et al., 2017; KALANJERI et al., 2017), uma vez que
Rahbar e colaboradores (2005) demonstraram a alta expressdo de RNA mensageiro
(mMRNA) de VEGF-1 e VEGF-2 nos vasos subepiteliais de pacientes com PLR
(RAHBAR, 2005). Além do bevacizumabe, a vacina quadrivalente do papilomavirus
humano (HPV4), a qual é eficaz contra os subtipos 6, 11, 16 e 18 do HPV, foi
utilizada recentemente como adjuvante terapéutico via administracdo sistémica e
intralesional (KATSUTA et al., 2017). Contudo, apesar de ter mostrado eficacia em
alguns estudos, como 0 uso da vacina esta geralmente associado a outras terapias

adjuvantes, é dificil elucidar o efeito independente da HPV4 no tratamento da PLR.

Uma outra alternativa na busca de uma associacdo eficaz com o tratamento
cirdargico, foi a administracao intralesional de antivirais. Dentre os diversos farmacos
jA testados, o CDV foi o de maior aceitacdo, por apresentar resultados mais

satisfatorios no controle do reaparecimento das lesdes.

1.2 O cidofovir

O CDV é um analago de citosina que apresenta atividade antiviral contra DNA virus,
aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento intravenoso
de retinite causada por citomegalovirus em pacientes com a sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (BROEKEMA; DIKKERS, 2008). Além do
citomegalovirus, ja foram demonstradas as acfes do CDV contra adeno-, herpes-,
irido-, hepadna-, polyoma-, pox- e papilomavirus, sendo que todos os herpesvirus de
importancia clinica sao inibidos pelo CDV (ANDREI; SNOECK, 2010).

O CDV apresenta-se como um pé branco e a sua estrutura quimica, bem como as
caracteristicas fisico-quimicas estdo relacionadas na figura 2 e no quadro 1,

respectivamente.
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Figura 2 — Estrutura quimica do cidofovir (base anidra).
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Quadro 1 — Propriedades fisico-quimicas do cidofovir

Propriedade Valor
Foérmula quimica CsH14N306P
Peso molecular (base anidra) 279,20 g/mol
Solubilidade em agua 170,0 mg/mL
pKa 1,19
Log P -3,3
Ponto de fuséo 260°C

Fonte: DrugBank, PubChem, Clarke’s Analysis of Drugs and Poisons

A atividade antiviral do CDV ¢é atribuida a inibicdo seletiva da DNA polimerase e
somente é iniciada apds ativacdo intracelular. Apés a sua internalizacdo por
endocitose, o CDV passa por duas etapas de fosforilagéo para ser convertido no seu
metabdlito ativo difosfato (CDVpp), ao contrario dos seus analogos como aciclovir e
ganciclovir, que necessitam de 3 etapas de fosforilagdo para se tornarem ativos.
Uma vez dentro da célula, a meia vida do CDV pode chegar a até 80 h, funcionando
como um reservatorio a partir do qual o CDVpp pode ser produzido (HADACZEK et
al., 2013). O CDVpp apresenta maior afinidade por DNA polimerases virais em
relacdo as polimerases da célula hospedeira, o que contribui para a sua seletividade
viral, de modo que ele pode atuar como um inibidor competitivo do substrato natural

da enzima DNA polimerase, o dCTP, ou como um substrato alternativo, levando a
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sua incorporacdo ao DNA viral (ANDREI; SNOECK, 2010). Apesar da inibicdo da
DNA polimerase viral ser configurada como o principal mecanismo de acdo do CDV,
a sua capacidade de induzir a apoptose de células infectadas com DNA virus
também ja foi descrita (CARIFI et al., 2015; TASCA; CLARKE, 2006).

O CDV apresenta-se sob a forma de solugéo injetavel com o nome comercial de
Vistide® e, ainda que tenha sido aprovado oficialmente apenas para o tratamento da
retinite causada por citomegalovirus, o seu uso off-label como adjuvante de outras
farmacoterapias, bem como algumas de suas propriedades farmacocinéticas ja
foram descritos (ANDREI; SNOECK, 2010; BUCHINSKY et al., 2008; CARIFI et al.,
2015). A principal limitacdo do uso do CDV decorre da sua elevada nefrotoxicidade
apos administracédo sistémica (POLIS et al., 1995), e ela ocorre devido a absorcao
do CDV pelas células dos tabulos proximais, através de transportadores ibnicos, que
leva & sua secrecdo lenta no lumem e resulta em elevadas concentragdes
intracelulares do farmaco, podendo provocar necrose tubular. Assim, a
coadministracéo de probenicida, um agente que inibe a reabsorcéo de sais no tubulo
contorcido proximal e a hiperhidratacdo do paciente apresentam efeito nefroprotetor
(CARUSO BROWN et al., 2015). A fim de reduzir a nefrotoxicidade do CDV, alguns
estudos que propdem modificagdes moleculares no CDV ja tém sido realizados.
Florescu e colaboradores (2012) e Hadaczek e colaboradores (2013) descreveram
gue o uso de derivados lipidicos do CDV apresentou ndo sé maiores concentracdes
intracelulares do farmaco ativo, como também permitiu o desenvolvimento de uma
forma de administracdo oral do CDV, além da melhor modulacdo do perfil de
seguranca desse farmaco (FLORESCU et al., 2012; HADACZEK et al., 2013).

O uso off-label de medicamentos contendo CDV como adjuvante na PLR foi descrito
pela primeira vez em 1998 e, desde entdo, tem demonstrado resultados
promissores, desde a administracao intralesional (SAHOTA et al., 2011) até a mais
recente forma inalavel (KSIAZEK et al., 2011). Apesar do uso de doses maiores de
CDV, as quais sdao comumente utilizadas no tratamento da PLR, mostrarem-se
seguras (GOON et al, 2008), efeitos adversos como inflamacdo local,
nefrotoxicidade e neutropenia ja foram relatados. Além disso, ha uma maior
preocupacdo acerca do potencial carcinogénico desse farmaco, visto que ja

demonstrou-se o desenvolvimento de adenocarcinoma de mama em ratos (SAHOTA
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et al.,, 2011). Ainda assim, apesar das limitagdes mencionadas, diversos estudos
clinicos tém demonstrado que a associacdo da injecdo intralesional do CDV as
intervencdes cirargicas reduz significativamente a reicidiva das lesdes no tratamento
da PLR (BHADRI; LEE-HORN; SHAW, 2009; KATSUTA et al., 2017; SCHRAFF et
al., 2004; TASCA; CLARKE, 2006).

1.3 Sistemas de liberacdo controlada de fa&rmacos

Desde o inicio da terapia farmacoldgica, a manutencdo de niveis terapéuticos
estaveis dos farmacos tem sido um desafio. O uso de administracées convencionais,
como a intravenosa e a oral, apresenta desvantagens, como elevadas
concentragfes plasméticas que podem ser téxicas ou baixas concentracdes que
podem levar a niveis plasmaticos subterapéuticos, além do possivel
desenvolvimento de resisténcia ao farmaco, em alguns casos. No passado, a Unica
maneira de contornar os problemas descritos e manter os niveis plasmaticos do
farmaco constantes era submeter o paciente a uma infusdo intravenosa, sob uma
taxa constante, baseada na farmacocinética do farmaco. Esse tipo de terapia,
entretanto, apresenta limitacbes 6bvias quanto a necessidade de monitoramento
constante da concentracdo plasmatica do farmaco por profissionais da saude, ndo
sendo esse, portanto, um procedimento passivel de ser realizado no domicilio
(DASH; CUDWORTH, 1998).

Assim, considerando-se os efeitos adversos decorrentes da administracdo das
formas farmacéuticas convencionais, além da dificuldade em manter os niveis
terapéuticos dos farmacos por um periodo mais longo no organismo, tem-se
buscado inovacdes terapéuticas como forma de promover uma melhor modulacdo

da biodisponibilidade do farmaco no local desejado, como exemplificado na figura 3.
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Figura 3 — Perfis de liberacdo de farmacos em funcéo do tempo: sistema de

liberag&o convencional x sistema de liberagdo controlada.
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Fonte: (MARTINS, 2013)

Nesse contexto, sistemas de liberacdo controlada de farmacos oferecem inimeras
vantagens em relacdo aos sistemas convencionais, como reducdo da toxicidade,
entrega do farmaco a sitios especificos, maior conveniéncia para o paciente e menor
custo, uma vez que, além de ser utilizada uma pequena quantidade do principio
ativo, esses sistemas geram uma maior eficiéncia de aplicacdo do farmaco (RAVI
KUMAR, 2000). Ainda, com o uso desses sistemas é possivel contornar problemas
associados ao farmaco, como baixa solubilidade, instabilidade no meio biol6gico
(como curto tempo de meia-vida, por exemplo), baixa disponibilidade e efeitos
adversos potencialmente perigosos (RAWAT et al., 2006). A disponibilidade do
farmaco sob a cinética de liberagdo desejada requer o conhecimento das suas
propriedades fisico-quimicas, as quais determinardo o tipo do material usado no

sistema e 0 mecanismo de liberacdo do farmaco (PARK, 2014).
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Figura 4 — Viséo geral do desenvolvimento de sistemas de liberagao de
farmacos desde a pesquisa basica até aplicacdes clinicas. Os principais
componentes dos sistemas de liberacdo e os processos envolvidos séo
mostrados em negrito, e as subsessdes de cada componente sdao mostradas
nas caixas pontilhadas.
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Fonte: (PARK, 2014)

Os carreadores sao dispositivos de liberacdo de farmacos com propriedades e
funcBes especificas, de modo que a associacdo de farmacos a carreadores pode
melhorar suas propriedades cinéticas para melhor modulacdo da resposta
farmacoldgica. Os micro e nanocarreadores sdo 0s mais empregados nos nNovos
estudos de liberacdo de farmacos, sendo que eles podem ser produzidos a partir de
diferentes materiais biodegradaveis, como polimeros naturais e sintéticos, lipidios e

até mesmo compostos organometalicos.

A caracterizacdo dos sistemas poliméricos de liberacdo controlada sdo uteis na

determinacao das propriedades fisico-quimicas dos polimeros e do farmaco, além
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de evidenciarem as caracteristicas morfologicas e de desempenho das particulas
desenvolvidas. As analises térmicas, como calorimeria exploratoria diferencial
(DSC), anadlise termogravimétrica (Tg) e infravermelho (IV) indicam possiveis
interacdes entre 0os compostos, que sdo evidenciadas por picos endotérmicos nas
curvas DSC ou perda de massa nas curvas de Tg, além da composi¢cdo quimica da
amostra, uma vez que o infravermelho determina grupos funcionais caracteristicos.
Ainda, esses sistemas séo analisados por microscopia eletrénica, podendo ser de
varredura quando deseja-se estudar a morfologia superficial da particula, ou de
transmissdo, quando o objetivo é verificar o interior da particula. As formulagdes
podem ser, ainda, caracterizadas por distribuicdo de tamanho e potencial zeta das

particulas, bem como pode-se determinar o perfil de liberacéo in vitro do farmaco.

Figura 5 — Principais carreadores de ativos utilizados na liberacdo controlada

de farmacos
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Fonte: adaptado de (MARTINS, 2013)
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1.3.1 Microparticulas poliméricas biodegradaveis

Em meio aos sistemas de liberacdo controlada, as microparticulas poliméricas vém
ganhando destague. As microparticulas sdo pequenas particulas soélidas com
tamanho que varia entre 1 e 1000 um, e sudividem-se em microcapsulas, sistemas
do tipo reservatério contendo a substancia ativa revestida por polimeros de
espessuras variaveis, que constituem a membrana da capsula, e em microesferas
(MEs), sistemas do tipo matricial em que o farmaco encontra-se uniformemente

disperso e/ou dissolvido numa rede polimérica (SILVA et al., 2003).

A principal vantagem desse tipo de sistema € a possibilidade de injecdo local, devido
ao tamanho bastante reduzido das particulas (DUARTE BYRRO et al., 2009). Além
disso, sao sistemas biocompativeis, mecanicamente resistentes, oferecem
flexibilidade na dosagem do farmaco encapsulado, sdo degradadas por reacdes
simples de hidrélise e produzem produtos nédo téxicos (SHCHAFFAZICK;
GUTERRES, 2003).

Diferentes métodos podem ser empregados para a obtencdo das MEs (SILVA et al.,
2003), entretanto, o0 método de emulsificacdo seguida de evaporacao do solvente é
o mais utilizados para o preparo de MEs devido a facilidade de realizacdo, que
envolve 0 uso de poucos equipamentos, e a reprodutibilidade. O processo de
emulsificacdo simples pode ocorrer de duas formas, sendo uma a emulséo 6leo em
agua (O/A), na qual a fase interna oleosa € dispersa na fase externa aquosa, e a
outra uma emulsdo agua em 6leo (A/O), na qual a fase interna aquosa é dispersa na
fase externa oleosa. Dessa forma, as duas fases devem ser preparadas e a
dispersdo do farmaco e do polimero em uma dessas fases vai depender da
solubilidade de cada um. A dispersdo de uma fase na outra ocorre sob a forma de
microgotas e o processo de emulsificacdo € realizado por um equipamento de
agitacdo mecanica, sendo o mais comum o Ultraturrax®. O uso de surfactantes faz-
se necessario para manter a individualidade das particulas e o equilibrio do sistema,
o qual é, por natureza, termodinamicamente instavel. Uma vez formada a emulséo e
consequentemente as microparticulas, segue-se com a agitacdo do sistema até

completa evaporacédo do solvente (SILVA et al., 2003).
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Diversos polimeros biodegradaveis sdo aprovados pelo FDA para a producdo das
microparticulas. A biodegradabilidade € uma caracteristica bastante visada nesse
tipo de sistema, uma vez que € esperado que um material introduzido no organismo
seja degradado depois de cumprida a sua funcdo, sem a necessidade de
intervencdes para a sua remocéo (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010). Dentre
0s polimeros biodegradaveis, o PLGA é um dos mais utilizados para constituir
matrizes hidrofébicas, enquanto que a HPMC e o carbopol sdo muito comuns para
constituir matrizes hidrofilicas de sistemas matriciais (COMMANDEUR; VAN
BEUSEKOM; VAN DER GIESSEN, 2006).

1.3.2 Polimeros e copolimeros derivados dos acidos latico e glicélico

O &cido poli latico-co-glicélico (PLGA), cuja estrutura quimica € mostrada na figura 6,
€ um dos polimeros biodegradaveis de maior sucesso, pois a sua hidrolise leva aos
mondmeros &cidos latico e glicdlico como metabdlitos. Uma vez que esses
mondmeros sao enddgenos e facilmente metabolizados pelo ciclo de Krebs em agua
e dioxido de carbono, uma toxicidade sisttmica minima € associada ao uso do
PLGA em sistemas de liberacdo ou em aplicac6es biomateriais (KUMARI; YADAV;
YADAYV, 2010).

Figura 6 — Estrutura quimica do acido poli latico-co-glicélico (PLGA)
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O uso do PLGA é aprovado pelo FDA dos Estados Unidos e pelo EMA (European
Medicine Agency) em diversos sistemas de liberagdo em humanos. Os polimeros
sdo comercialmente disponiveis em diferentes pesos moleculares e composi¢oes

dos copolimeros, de modo que as diferentes apresentacbes do PLGA sé&o
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usualmente identificadas pela propor¢cdo dos monémeros, isto €, 0 PLGA 75:25, por
exemplo, refere-se ao PLGA composto por 75% de éacido latico e 25% de éacido
glicdlico (DANHIER et al., 2012). As sucessivas unidades monoméricas de acido
latico e glicdlico sdo unidas por ligacdes do tipo éster durante o processo de
polimerizacdo, e as diferentes proporcdes entre esses monomeros determinam a
velocidade de biodegradacdo do polimero e consequentemente da particula, de
modo que quanto maior a proporcao de acido latico, maior o tempo necessario para

degradacgéo.

Figura 7 — Relacéo entre a proporcdo dos mondmeros de acido latico e acido
glicolico no tempo de meia-vida de degradacao do acido poli latico-co-glicélico
(PLGA). O gréfico ilustra como a proporc¢ao entre os monémeros pode ser
ajustada de modo aresultar na taxa de biodegradacédo do polimero e liberacéo

do farmaco no tempo desejado

0 PLA — 100
100 = PGA 0

Proporcao do copolimero

Fonte: adaptado de (LEE et al., 2010)

O mecanismo de liberacdo do farmaco pelas microparticulas de PLGA geralmente
segue uma cinética de primeira ordem, sendo que a liberacdo do farmaco depende
de fatores como o tipo de polimero (nesse caso, a propor¢ao entre 0s monémeros
dos &cidos latico e glicdlico), a capacidade de carga da formulacdo, a morfologia e a
porosidade do sistema (LEE et al., 2010). De maneira geral, a liberacdo do farmaco
pode acontecer por difusdo, erosdo do polimero ou a combinacdo dos dois

processos. Assim, diferentes fases podem ser distinguidas durante o processo de
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liberacao in vivo, sendo elas burst, fase lag e erosdo, como detalhado em seguida
(TOMIC et al., 2018):

1) Burst: ocorre durante as primeiras 24 h e é decorrente da dissolu¢cao do
farmaco presente na superficie das particulas e da difusdo do farmaco pelos
poros mais superficiais.

2) Fase lag: ocorre nas 48 a 144 h seguintes ao inicio da liberagdo. Durante
esse periodo ocorre entumecimento das particulas, e a liberagcdo do farmaco
€ minima.

3) Erosao: ocorre de 192 a 672 h apds o inicio da liberacdo. Apos a eroséo e
inicio do processo de liberagcdo, os fluidos biolégicos comecam a penentrar

nas redes poliméricas.

1.3.3 Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)

Os derivados da celulose soluveis em agua sdo um dos polimeros mais
biocompativeis usados em uma gama de aplicagbes na éarea farmacéutica.
Particularmente, quando dispersos em agua, podem ser usados como espessantes,
agentes ligantes, emulsificantes, surfactantes, formadores de filmes, estabilizadores,
dentre outros. Um dos derivados mais comuns da celulose é a
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) (SILVA, 2008). A HPMC, também conhecida como
hipromelose, é, portanto, um derivado da celulose néo ibnico, hidrofilico, solivel em
agua e estavel em pH que varia de 3 a 11, além de ser resistente a acado enzimatica
(LI, 2005).

A celulose é um polissacaridio natural praticamente insolivel em agua devido as
fortes ligacBes de hidrogénio intramoleculares, de modo que os derivados soluveis
em agua sdo preparados pela substituicdo dos grupos hidroxil por outros grupos
funcionais que diminuem a cristalinidade da substancia. No caso da HPMC, os
grupos hidroxil sdo substituidos por hidroxipropil e metil, como mostrado na figura 8
(BAJWA, 2009). Existem hoje 3 principais tipos de HPMC descritos pela USP (United
States Pharmacopeia), classificados de acordo com o grau substituicdo e de

polimerizacdo, sendo eles E, F e K (SILVA, 2008). A hipromelose também
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apresenta-se sob diferentes graus de viscosidade, de modo que é de grande
interesse farmacéutico o controle da sua viscosidade através de ajustes na
temperatura, os quais possibilitam a transicdo da sua estrutura cristalina de solucao

para gel, processo conhecido como transi¢céo sol-gel (SARKAR, 1979).

Figura 8 — Estruturas quimicas da (a) celulose natural e (b)
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)
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Fonte: (SILVA, 2008).

Os sistemas matriciais hidrofilicos também sdo chamados de matrizes sollveis e
intumesciveis, sendo que no caso da HPMC, o intumescimento do polimero
aumenta o seu volume hidrodindmico e expde os seus grupos hidrofébicos, ao redor
dos quais sdo formadas redes de moléculas de agua que levam a erosdo do
polimero, como elucidado na figura 9 (ACEVEDO et al., 2014).
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Figura 9 — Mecanismos de liberacdo de farmaco de sistema matricial hidrofilico
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Fonte: (LYRA, 2007)

A hipromelose, em especial a HPMC K100, € bastante utilizada como matriz
hidrofilica em sistemas de liberacéo controlada, de modo que 0 seu uso em sistemas
particulados para a veiculagdo de farmacos, como as microesferas, ja € bem descrito
na literatura. A identificacdo dos diferentes grades de HPMC é composta por letras,
gue sao as designacdes dos produtos agrupados em classes conforme suas
propriedades, e por niumeros, que correspondem a viscosidade média em cP de
uma solucéo desse polimero, em uma concentracdo de 2% p/p a 20°C. (RAY, 2009;

BASHIR, 2013; RAUT, 2015; UDDIN, 2013).

1.3.4 _Carbopois

Os carbopois, também chamados de carbémeros, sdo polimeros sintéticos derivados
do acido acrilico, de alto peso molecular e carater aniénico, podendo apresentar
ligacbes cruzadas com éteres de polialquileno e divinil glicol. A estrutura quimica
geral dos carbopois esta representada na figura 10. Sdo materiais essencialmente
nao toxicos e nao irritantes com nenhuma evidéncia de hipersensibilidade em
humanos decorrente do seu uso topico (DAS, 2013). A sua aplicabilidade engloba

desde a area cosmética até a farmacéutica, sendo os carbopois comerciais 934 e
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940 os mais utilizados. Esses podem atuar como agente estabilizante, emulsificante
e espessante devido a sua capacidade de formar redes de ligagbes cruzadas entre

suas cadeias poliméricas em solu¢des aquosas (KIM, 2003).

Figura 10 — Estrutura quimica geral dos carbopois
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As propriedades reoldgicas dos carbopois sdo bastante investigadas, uma vez que
eles apresentam-se com propriedade viscoelastica quando dispersos ao invés de se
dissolverem na &agua, além de serem passiveis de modificarem a sua viscosidade
pelo simples ajuste da forca ibnica do meio (KIM, 2003). O ajuste do pH com uma
base inorganica, como o hidéxido de sédio, ou uma amina, como a trietanolamina,
neutraliza os grupos acidos do carbopol, o que provoca a reticulacdo das suas
cadeias poliméricas, transformando-o em gel. Esse processo, chamado de transi¢ao
sol-gel, ocorre em pH superior ao pKa do carbopol, que € em torno de 5,5 (LIN,
2000). Assim, a reticulacdo do carbopol em sistemas de liberacao de farmacos faz-
se (til quando a intencao é aumentar a resisténcia polimérica e retardar o processo

de liberacéo do farmaco.

Os carbopois, quando em contato com a agua, rapidamente a absorvem, hidratam-
se e ficam intumecidos (CHAWLA, 2012), e € por meio desse processo que 0S
farmacos se difundem nos sistemas de liberacdo controlada a base de matrizes
hidrofilicas, como os carbopois. A velocidade de penetracdo da agua na matriz
gelificada condiciona o modo de liberacdo do farmaco, de modo que quando esse
processo excede um valor critico de concentragdo (concentracdo na qual as

interacdes entre a 4gua e o polimero aumentam com consequente reducao das
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interagcdes polimero-polimero), as cadeias poliméricas comegam a se separar, dando

espaco a difusdo do farmaco (LOPES, 2005).

1.4 O uso de radiotracadores com **"Tc em estudos in vivo

A radiomarcagcdo com isétopos radioativos permite a determinagcdo, em tempo real,
da biodistribuicdo do complexo farmaco-radioisotopo (SNEHALATA, 2008) e,
portanto, constitui uma importante ferramenta no estudo de parametros
farmacocinéticos, uma vez que permite a visualizacdo direta e quantificacdo do
farmaco in vivo. O tecnécio metaestavel (*°*"Tc) é o radiois6topo mais utilizado nesse
tipo de processo devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e nucleares, que o
tornam ideal para um radiotracador, como emissao gama de baixa energia (140 keV)
e meia-vida curta (6 h), oferecendo um baixo risco de exposicéo a radiacdo, além de
ser relativamente acessivel (FERNANDES, 2015; DE BARROS, 2013; YANG, 2003).

O *™Tc é um metal de transicdo da familia VIl B e tem nimero de atémico 43,
podendo existir nos estados de oxidacdo de -1 a +7, sendo que os estados +4 e +7
S80 0S mais estaveis e apresentam-se nos oxidos, sulfetos, haletos e pertecnetatos.
O %™Tc é obtido a partir de um gerador de molibidénio na forma de pertecnetato de
s6dio (*™Tc-NaTcO,), sendo que o fon **™TcO, é quimicamente inerte. Assim, é
necessaria a reducdo do *"Tc +7 para um estado de oxidacdo mais baixo,
geralmente +4, pela acdo de um agente redutor, sendo o cloreto estanoso
(SnCl,.H,0) 0 mais utilizado no preparo de compostos radiomarcados com %*"Tc.
Por se tratar de uma espécie deficiente de elétrons, o **"Tc é capaz de formar
complexos com atomos ou grupos funcionais doadores de elétrons, como aminas,
acidos carboxilicos e grupos fosfato. Por ser quimicamente instavel em meio
aquoso, 0 99mTc pode apresentar-se na forma de sal, ™ TcO,; além disso, quando
0 processo de radiomarcacédo € ineficiente, isto €, 0 99mTc foi reduzido mas néo se
ligou a molécula de interesse, ele pode formar espécies colodais, como o TcO,.
Ambas as espécies descritas, *™TcO, e %™TcO, constituem impurezas
radioquimicas decorrentes do processo de radiomarcacdo e devem ser
guantificadas e mantidas em niveis baixos (somatério das duas impurezas deve ser
inferior a 10%) na amostra (BRABAND, 2014; PAPAGIANNOPOULOU, 2017).
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As caracteristicas quimicas do *"Tc levaram ao desenvolvimento de diversos
radiofarmacos e radiotracadores adequados para o diagnostico de inumeras
doencas, uma vez que eles se distribuem apdés administracdo sistémica e
acumulam-se nos 6rgaos e tecidos de interesse. Ainda, devido a tais caracteristicas,
a determinacao de parametros como biodistribuicdo, depuracédo e tempo de meia-
vida de um farmaco ou de uma particula, por exemplo, torna-se possivel
(PAPPANGIUPOLOU). Aliada & radiomarcacdo de compostos com o “™Tc, a
cintilografia constitui uma importante ferramenta de imagem que contribui para o
estabelecimento cada vez maior da medicina nuclear na &rea de diagnéstico (IQBAR
2017).

Diante do exposto, é de extrema importancia o desenvolvimento de um sistema de
liberacdo controlada do cidofovir para o tratamento da papilomatose laringea
recorrente, visto que se trata de uma doenca até entdo sem cura e de elevado
impacto social, cujo tratamento apresenta limitacbes em decorréncia do rapido
extravasamento do CDV do local de acdo. O PLGA, a HPMC e o carbopol séo
polimeros biodegradaveis ja bem estabelecidos no desenvolvimento de sistemas de
liberacdo, como as microesferas poliméricas. Além disso, a radiomarcacdo dos
sistemas poliméricos e do proprio farmaco possibilita acompanhar o comportamento
de ambos no organismo, de modo a estabelecer estratégias para melhor modular

a liberacdo do CDV e prolongar o seu tempo de acdo, aumentando o intervalo entre

as administracfes no tratamento e assim minimizar o desconforto do paciente.
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2 CAPITULO I: Desenvolvimento do radiotragcador *™Tc-CDV e avaliacéo in
vitro e in vivo
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2.1 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo Geral

Preparar o radiotracador **"Tc-CDV de forma estavel para os estudos em animais.

2.1.2 Objetivos Especificos

2.1.3 Radiomarcar o CDV com **"Tc e determinar a pureza radioquimica por meio
da quantificacéo das impurezas *™TcO, e *™TcO,.

2.1.4 Determinar a estabilidade de marcacdo do *™Tc-CDV em solucao salina e em
plasma murino.

2.1.5 Determinar a ligacdo do **™Tc-CDV a proteinas plasmaticas.

2.1.6 Determinar a depuracéo plasmatica do *™Tc-CDV em camundongos sadios.

2.1.7 Realizar estudos de biodistribuicdo do **™Tc-CDV em camundongos sadios.

2.1.8 Obter imagens cintilograficas do *™Tc-CDV em camundongos sadios.
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RADIOMARCACAO DO CDV E REALIZACAO DOS ESTUDOS IN VITRO

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Materiais

Cidofovir hidratado (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil); *™Tc foi obtido de um
gerador de *Mo/*™Tc & base de alumina. Todos os reagentes, incluindo o
SnCl,0.2H,0, foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sado Paulo, Brazil). Camundongos
Swiss fémeas de 4 a 6 semanas de idade (CEBIO-UFMG, Belo Horizonte, Brasil).
Todos os estudos com animais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFMG), sob o n® 125/2017 (Anexo II).

2.2.2 Métodos

2.2.2.1 Radiomarcacdo do CDV e determinacédo da pureza radioguimica como
controle de qualidade

Para o processo de radiomarcacéo, 1,0 mg de CDV foi solubilizado em 300 pL de
solucédo salina a 0,9% (p/v) em um frasco de penicilina. Em seguida, uma aliquota de
100 pL de solucéo de cloreto estanoso (SnCl,.2H,0) em HCl a 0,25 M foi adicionada
a solucéo salina contendo CDV e o pH foi ajustado para 7,0 utilizando-se solucao de
NaOH 1 M. O frasco de penicilina foi entdo submetido a vacuo para receber uma
aliquota de 0,1 mL de Na**"TcO, (37 MBq), de modo a ndo permitir a oxidacdo do
%MT¢ pelo oxigénio do ar. A solucdo final foi mantida em temperatura ambiente por

15 min para completar o processo de radiomarcagdo (FERNANDES et al., 2015).

A eficiéncia da radiomarcacdo foi avaliada pela quantificacdo da pureza
radioquimica em cromatografia delgada (CCD) em fitas de silica gel, como fase
estacionaria, e acetona como eluente. **"TcO, livre apresenta Rf 1 enquanto os
demais constituintes (**TcO, e *™Tc-CDV) apresentam Rf préximos a 0. Dessa
forma, é possivel isolar o **™TcO, livre na parte superior da fita, mantendo *™TcO, e
%MTc-CDV na parte inferior. A fita foi, entdo, cortada ao meio e a radioatividade

contida em cada parte determinada em contador gama (Wallac Wizard 1470-020
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Gamma Counter; PerkinElmer Inc., Waltham, Massachusetts, EUA). O percentual de

9MTcO, livre foi determinado segundo a férmula abaixo:

%TcO4 =

Para a quantificacdo e remocdo do *™TcO,, a solucdo contendo o produto
radiomarcado foi filtrada em filtro 0,22 pm. Para determinacéo do teor de **"TcO,,
tanto o filtro quanto a solucao filtrada foram levados ao contador gama e o teor foi
calculado segundo a formula (FERNANDES et al., 2015):

%TcO, =

A pureza radioquimica foi determinada pelo somatoério das impurezas TcO e TcO
de modo que é considerada como uma marcacéo eficiente aquela que apresenta um

teor de impureza menor ou igual a 10%.

2.2.2.2 Determinacéo da estabilidade de marcacdo do CDV em solucédo salina e
em plasma

A CCD também foi utilizada para estimar a estabilidade do complexo **"Tc-CDV na
presenca de solucdo salina 0,9% (p/v) e plasma de camundongo. Para a
estabilidade em salina, a solucdo radiomarcada foi mantida em temperatura
ambiente e a estabilidade radioquimica foi determinada em amostras coletadas nos
tempos de 1, 2, 4, 6 e 24 h ap6s a incubacao. Ja para a estabilidade em plasma, 90
uL da solucdo de *™Tc-CDV foi incubada, sob agitacdo, a 37°C com 1,0 mL de
plasma fresco de camundongo. A estabilidade radioquimica foi também determinada
e amostras coletadas em 1, 2, 4, 6 e 24 h apos a incubacdo. Todas as amostras
coletadas foram eluidas em CCD e as fitas de silica gel foram levadas ao contador
gama para quantificagdo do tecnécio-99m livre, ou seja, aquele que se dissociou da

molécula de CDV.
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2.2.2.3 Determinacio da ligacdo do **"Tc-CDV a proteinas plasmaticas

O teor de ligacao a proteinas plasmaticas foi estimado pelo método da precipitacdo
de proteina. Uma aliquota de 45 pL de **"Tc-CDV foi adicionada a cada um dos 3
frascos de penicilina contendo 500 puL de plasma fresco de camundongo e EDTA
como agente anticoagulante. Os frascos foram incubados a 37°C, sob agitagao.
Apos transcorridos 30 min, 1 e 4 h do inicio da incubagdo, uma aliquota de 1,5 mL
de acetonitrila foi adicionada em cada frasco, provocando a precipitacdo das
proteinas plasmaticas. As amostras foram centrifugadas a 5000 xg por 3 min, e a
radiagcdo tanto do sobrenadante quanto do precipitado foram medidas em um
contador gama. O percentual de ligacdo do **"Tc-CDV as proteinas plasmaticas foi

calculado segundo a equacao:

% Ligacao a proteinas plasmaticas =

ESTUDOS IN VIVO

2.2.2.4 Determinacio do clearance plasmatico do *°"Tc-CDV

Para a realizacdo desse experimento, camundongos Swiss fémea (n=7) receberam
injecdo contendo **™Tc-CDV (3,7 MBq) pela veia caudal. Em seguida, os
camundongos foram anestesiados com uma mistura de xilazina (15 mg/kg) e
ketamina (80 mg/kg) e uma pequena incisdo foi realizada na parte distal da cauda
para permitir a rapida coleta do sangue. Amostras de aproximadamente 20 uL de
sangue foram coletadas nos tempos de 1, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120 e 240 min
apos a administracdo do radiofarmaco. As amostras foram pesadas e a radiacéo
medida em contador gama. A porcentagem da atividade injetada por grama (%ID/g)
foi expressa como média + DP, sendo que os dados foram plotados em fungéo do
tempo. A analise do clearance plasmatico foi realizada no GraphPad PRISM,
software versao 5.00 (GraphPad Softwar Inc., La Jolla, California, EUA).
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2.2.2.5 Determinacéo do perfil de biodistribuicdo do **"Tc-CDV

Para o estudo do perfil de biodistribuicdo, uma aliquota de 3,7 MBq de **"Tc-CDV
foi injetada pela veia caudal de camundongos Swiss fémea (n=7). Apos 1 e 4 h da
administracdo, os camundongos foram anestesiados com uma mistura de xilazina
(15 mg/kg) e ketamina (80 mg/kg) para posterior eutanasia e coleta dos érgaos.
Sangue, figado, baco, rins, estbmago, intestino delgado, intestino grosso, pulmdes,
coracdao, tireoide, cérebro, masculo e osso foram removidos e colocados em tubos
plasticos previamente pesados. A radioatividade dos 6rgdos foi medida em contador
gama. Uma dose padréo contendo a mesma atividade injetada foi contada
simultaneamente em um tubo separado, sendo definida como 100% de
radioatividade. Os resultados foram expressos como porcentagem da dose injetada

por grama de tecido (%ID/qg).

2.2.2.6 Obtencio de imagens cintilograficas ap6s a administracio do *™Tc-
CDhV

A biodistribuicdo do *™Tc-CDV foi avaliada, também, por meio de imagens
cintilogréficas obtidas em uma gama camara (Mediso, Hungria). A cintilografia € uma
técnica da medicina nuclear baseada na formacdo de imagens a partir da captacao
de radiagdo gama emitida por radiofdrmacos administrados sistemicamente que
podem ser ou ndo direcionados a determinado 6rgao ou tecido. No caso do estudo
de novos radiotracadores, as imagens cintilograficas tornam-se bastante (teis para
confirmar o perfil de distribuicdo de um radiofarmaco que foi observado em um
estudo de biodistribuicdo. Neste estudo, o objetivo n&do foi direcionar o radiotragador
%MTc-CDV a um local especifico no organismo, e sim verificar como ele se comporta
e por quais 6rgdos e tecidos tem mais afinidade ao ser administrado

sistemicamente.

Aliquotas de 3,7 MBq de %™Tc-CDV foram injetadas pela veia caudal de
camundongos Swiss fémea (n=7). Os animais foram anestesiados, imobilizados em
uma tabua de plastico e alocados em decubito frontal sob colimador de uma gama
camara acoplada com um colimador de baixa energia e alta resolucdo. As imagens

foram adquiridas 1 e 4 h apos as inje¢6es, usando uma matriz de dimensdes
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256x256x16, com uma janela de energia de 20% em 140 Kev por um periodo de
300s cada.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Radiomarcacdo do CDV e determinacdo da pureza radioguimica como
controle de qualidade

Por ser um radionuclideo deficiente de elétrons, o *™Tc complexa-se facilmente com
compostos que apresentam em sua estrutura grupos doadores de elétrons,
formando ligacGes covalentes. O CDV apresenta diferentes grupos funcionais que
atendem a esse requisito, como —NH,, -O- e -POOH e, portanto, a complexacao
entre o CDV e o **"Tc ocorre facilmente.

A fim de determinar as melhores condi¢des do processo de radiomarcacdo do CDV,
foram realizados testes variando-se algumas das condi¢cdes mais criticas, como o
volume da solucdo de SnCl,.2H,0, que é o agente redutor do *™Tc e que permite a
sua complexacdo com compostos doadores de elétrons, e o pH do meio. As
condicdes testadas, bem como as respectivas purezas radioquimicas sao

apresentadas nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Variacdo do volume da solucéo de SnCl,.2H, para otimizacéo da

radiomarcacao do cidofovir

Volume da solucéo de

Condicoes SnCl,.2H0 (pL) pH do meio % TcOq4
Condicao 1 50 7 1,43
Condicgéo 2 100 7 0,85
Condicao 3 200 7 6,95

Tabela 2 — Variacdo do pH para otimizacdo da radiomarcacéao do cidofovir

Volume da solucao de

CondicOes SnCl>.2H,0 (uL) pH do meio % TcO4
Condicao 4 100 5 3,21
Condicao 5 100 7 2,83

Condicao 6 100 9 4,37
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A melhor condicdo do processo de radiomarcacdo € definida como aquela que
apresenta menor teor de ®™TcO,, uma vez que essa impureza representa o tecnécio
gue néo foi reduzido e, portanto, ndo conseguiu complexar-se ao CDV. Assim, a
condicao ideal para a radiomarcacédo do CDV, como mostrado na tabela, envolve a
juncdo das condicbes 2 e 5, que consiste no uso de 100 pL da solucdo de
SnCl,.2H,0 em pH igual a 7,0 (FERNANDES et al., 2015).

A partir da condicdo definida, procedeu-se com a quantificacdo da impureza
¥MTcO,, que representa o tecnécio que foi hidrolisado. A solucdo do radiofarmaco
foi filtrada em filtro 0,22 um, com o auxilio de uma seringa, de modo a reter todo o
9MTcO, no filtro e purificar a amostra. Apds a contagem da radiacdo em contador
gama, obteve-se um teor médio de **"TcO, de 6,26 + 0,2%.

Considera-se como satisfatorio o proecesso de radiomarcacdo quando a soma das
impurezas (*™TcO, + *™TcO,) é menor ou igual a 10%. De acordo com o0s
resultados apresentados, pode-se concluir que a radiomarcacdo do CDV com *"Tc
foi eficiente.

2.3.2 Determinacdo da estabilidade de marcacédo do CDV em solucdo salinae
em plasma

Uma vez determinadas as condi¢cdes o6timas de marcacdo do CDV, buscou-se
estimar a estabilidade do complexo ®™Tc-CDV na presenca de solucédo salina 0,9%
(p/v) e de plasma de camundongo, por CCD. A marcacdo do CDV em salina
mostrou-se ligeramente mais estavel em comparacdo ao plasma, entretanto, é
possivel afirmar que *™Tc-CDV permanece estavel, em ambos os meios, por até 24

h, como mostrado na figura 11.
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Figura 11 — Estabilidade in vitro do *™Tc-CDV em funcédo do tempo na
presenca de salina, em temperatura ambiente, e na presenca de plasma de

camundongo, a 37°C
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O CDV é um analogo de nucleosideo aciclico fosfonato, o que significa que o grupo
fosfonato esta diretamente ligado ao analogo de nucleosideo, resultando em uma
ligacdo do tipo éter fosfonometil, o que confere resisténcia as esterases (ANDREI;
SNOECK, 2010). A estabilidade da radiomarcacdo do CDV ja era quimicamente
prevista, uma vez que as caracteristicas apresentadas sao responsaveis por garantir
a integridade da molécula, pois os grupos fosfonatos sdo comumente quelados ao
¥MTc (SAEED et al., 2017) e, assim, garante-se que o grupo ao qual o *™Tc
encontra-se ligado n&o é hidrolisado, de modo que o rastreamento do *™Tc implica
no rastreamento fiel da molécula de CDV.

2.3.3 Determinacao da ligacdo do ®¥MTc.CDV a proteinas plasmaticas

A ligagéo entre farmaco e proteinas plasmaticas é fator determinante ndo s6 na
distribuicdo e eliminacdo do farmaco, como também na sua agédo farmacoldgica, de
modo que apenas o farmaco livre € capaz de transpor as membranas
citoplasmaticas, interagir com proteinas de membrana e se ligar a proteinas livres
circulantes (MCCALLUM et al., 2015).
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Uma das formas de se avaliar a ligagdo de um farmaco as proteinas plasmaticas é
pelo método de precipitacdo de proteina, que consiste na adicdo de um solvente
organico no plasma, provocando a precipitacdo das proteinas plasmaticas devido a
sua baixa solubilidade em solventes organicos. Apesar de ser um método nao
seletivo, com a marcac¢do do farmaco com um isétopo radioativo, é possivel verificar
o farmaco total que se encontra precipitado e, portanto, quantificar o teor de farmaco

gue esta ligado as proteinas plasmaticas.

Foi encontrado um elevado teor de ligacdo do complexo **"Tc-CDV as proteinas
plasmaticas. Em apenas 30 min ap0s a incubacao da solucdo do radiofarmaco com
o plasma, 45,7 + 1,5% do *™Tc-CDV estava ligado as proteinas. Apés 1 h, alcancou-
se 90,1 + 0,8% de ligacéo, e este alto valor se manteve até 4 h de incubagédo (91,1 +
1,0%).

Ao contrario do que relatam dados pulicados anteriormente, nos quais encontram-se
descritas ligacbes do CDV as proteinas plasmaticas menores que 10,0%
(CLARKE'S ANALYSIS OF DRUGS AND POISONS) e menores que 0,5% (CUNDY
et al.,, 1995), no presente estudo foram encontrados niveis bastante elevados de
ligacdo in vitro do complexo ®™Tc-CDV as proteinas plasmaticas. Ainda assim, tal
resultado pode explicar a meia-vida relativamente longa do CDV e marcante
captacdo sanguinea do %*"Tc-CDV observada no estudo de biodistribuicéo,

principalmente 1 h ap6s a administracéo intravenosa do radiofarmaco.

Outro fator que poderia explicar a diferenca entre 0os nossos resultados e os dados
encontrados na literatura pode estar atribuido ao fato de que, nesse estudo, as
avaliacbes foram realizadas com o complexo *™Tc-CDV, e ndo com o CDV
somente, ou seja, a ligacdo do %MTc ao CDV pode ter alterado algumas das
caracteristicas observadas para o farmaco puro, inclusive aumentando a afinidade

do CDV pelas proteinas plasmaticas.
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ESTUDOS IN VIVO

A farmacocinética de uma substancia é definida como a sua distribuicdo temporal e
espacial em um sistema, sendo o resultado de diversos eventos complexos, como a
entrada dessa substancia em um sistema e a sua distribuicdo, implicando na
dindmica circulatoria, o transporte para dentro e fora das células e a eliminacéo, a
qual geralmente necessita de transformacfes bioquimicas. Dentre os diversos
eventos avaliados em um estudo farmacocinético encontram-se a depuracao
plasmatica e a biodistribuicio do composto em questdo (FOSTER, 2007). A
depuracéo plasmética € uma grandeza que relaciona a velocidade de eliminacgéo e a
concentracdo plasmética de uma substancia, isto é, representa o volume de plasma
livre de uma substancia por unidade de tempo. Ja a biodistribuicdo avalia a forma
como o composto administrado sai da corrente sanguinea e perfunde pelos 6rgaos e
guais os fatores que apresentam influéncia direta sobre tal comportamento. Nesse
contexto, a cintilografia € empregada para confirmar, por meio de imagens, o perfil

de biodistribuicdo obtido apds administracdo intravenosa de um radiomarcador.

2.3.4 Determinacdo do clearance plasmatico do *°*"Tc-CDV

O clearance é o volume de plasma a partir do qual uma substancia pode ser
totalmente depurada e depende de alguns fatores como concentracdo sérica do
farmaco em questdo, da taxa de filtracdo glomerular e do fluxo plasmatico renal.
Além disso, por meio de um estudo de depuracao plasmatica, € possivel determinar
também o tempo de meia vida (t12) de determinada substancia, isto é, o tempo gasto
para que a sua concentracdo plasmatica ou quantidade no organismo seja reduzida
a 50% (GOODMAN, 2010). O clearance e o ti» sdo grandezas inversamentes
proporcionais: quanto menor o ti», maior o clearance, sendo que esse foi o perfil

observado no estudo da depuracéo do *™Tc-CDV.

O clearance plasmatico do *™Tc-CDV foi avaliado apés a injecdo do complexo pela
veia caudal dos camundongos. Os dados obtidos, que foram plotados em grafico,
como apresentado na figura 12, mostram que **"Tc-CDV apresenta uma depuragéo

longa e os seus niveis plasmaticos decaem de forma bifasica, apresentando um
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tempo de meia-vida curto, conhecido como fase de distribui¢cdo (a), de 2,3 min e um
tempo de meia-vida longo, conhecido como fase de redistribuigdo ou eliminagao (f3),

de 227,1 min.
Figura 12 — Clearance plasmaético do *™Tc-CDV em camundongos SWISS

fémea. Os dados representam a porcentagem média (n=7) da dose injetada de

9MTc-CDV por grama de sangue, = DP da média
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Esses resultados estdo de acordo com estudos ja publicados, dentre os quais foi

relatado um tempo de meia-vida longo de 5,8 h para o CDV (CARUSO BROWN et

al., 2015).

2.3.5 Determinacio do perfil de biodistribuicio do *°™Tc-CDV

O perfil de biodistribuicdo do *"Tc-CDV foi realizado com o intuito de rastrear o
complexo apdés a sua administracdo intravenosa em camundongos sadios. A
perfusdo do radiofarmaco pelos 6Orgdos esta intimamente relacionada com as
caracteristicas fisico-quimicas que ele apresenta, de modo que tais caracteristicas
ditam ndo s6 o perfil de distribuicdo do complexo no organismo, como também

interferem diretamente nos outros processos avaliados in vivo, como a depuragao, o
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tempo de meia-vida, a ligacdo as proteinas plasmaticas e as vias de eliminacdo do

radiofarmaco.

Ap6s a administracdo do *"Tc-CDV, parte dos animais (n=7) foi eutanasiada para
remocao dos érgdos no tempo de 1 h, e os outros animais (n=7) foram eutanasiados
no tempo de 4 h. O periodo de 1 h é suficiente para que um farmaco admini strado
sistemicamente, e que ndo seja metabolizado e eliminado muito rapidamente, seja
distribuido por todo o organismo e, por isso, a andlise de 1 h fornece uma visdo
geral do comportamento do farmaco. O periodo de 4 h corresponde,
aproximadamente, ao t1, longo encontrado para o *™Tc-CDV, que foi de 227,1 min.
Assim, transcorrido esse tempo, é possivel acompanhar o0 que acontece com 0
radiofdrmaco apés a sua distribuicdo inicial, isto €, verificar se houve alteracdo no
perfil de distribuicdo em relacdo ao tempo de 1 h, em quais 6rgdos houve maior
depuracédo ou acumulo do complexo, assim como avaliar as rotas de eliminacédo do
9MTc-CDV. A biodistribuicdo do *™Tc-CDV nos 6rgéos avaliados dos animais, nos

tempos de 1 e 4 h, esta demonstrada na figura 13.

Figura 13 — Perfil de biodistribuicdo do **"Tc-CDV apés a injecéo intravenosa
pela veia caudal de camundongos Swiss fémeas. Os dados correspondem a

porcentagem média (n=7) da dose injetada de **"Tc-CDV por grama de tecido +

DP da média
101
1h
8 | EE 4h
61 |

%\ D/g




52

Tanto no tempo de 1 h quanto no tempo de 4 h ap6és a administracéo do *™Tc-CDV,
a captacdo mais alta do radiofarmaco foi observada nos rins, como ja era esperado,
devido a sua alta hidrofilia, que é atribuida ao carater polar do farmaco. Além disso,
esse perfil indica a via renal como a principal forma de excrecdo do **"Tc-CDV, e
pode estar diretamente relacionada com a elevada nefrotoxicidade do CDV, causada
por danos nos tubulos proximais renais, 0 que ja estda bem descrito na literatura
(MARERI et al., 2016)(BHADRI; LEE-HORN; SHAW, 2009) (YUSUF et al., 2006).

Uma elevada captacao foi também observada nos ossos. Os 0ssos sdo compostos
por diferentes ions inorganicos, principalmente célcio e fosfato e, portanto,
apresentam afinidade por compostos que apresentam esses ions. Ainda que o CDV
ndo possua um grupo fosfato na sua estrutura quimica, ele apresenta um grupo
fosfonato, que é quimicamente bastante semelhante ao fosfato, o que explica a
elevada captacdo do %°"Tc-CDV pelos ossos. A afinidade entre os 0ssos e
compostos que apresentam grupo fosfonato ja foi bem elucidada na literatura e,
inclusive, pode ser demonstrada pelo uso do MDP (metoxi difosfonato), um
radiofarmaco utilizado para o diagndstico de metéstase 6ssea (SAEED et al., 2017).

E importante mencionar que o intestino delgado e o figado mostraram captacdo
moderada, sugerindo contribuicdo também da rota intestinal na metabolizacdo e
eliminagéo do **"Tc-CDV.

De forma geral, a biodistribuicdo do complexo manteve o mesmo perflem 1 e 4 h. A
maior diferenca pode ser notada no sangue, que sofreu a maior depuracdo do
radiofarmaco no tempo de 4 h, o que pode ser explicado pela propria perfusao e
distribuicdo do *™Tc-CDV pelos tecidos.

2.3.6 Obtencdo de imagens cintilograficas apds a administracdo do ®MTc.CDV

As imagens cintilograficas exibiram um perfil similar ao apresentado pelo estudo de
biodistribuicdo, como mostrado na figura 14. A imagem de 1 h mostra um sinal
bastante intenso na regido abdominal, como resultado da elevada captagéo pelos

rins, intestino delgado e figado. No tempo de 4 h, a intensidade do sinal diminui
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devido a depuracdo do radiofarmaco no organismo. O sinal emitido pela captacéo

0ssea esta presente em ambas as imagens e é indicado por setas na figura 13.

Figura 14 — Imagens cintilogréficas obtidas em 1 (A) e 4 h (B) ap0s a injecéo de
¥MTc-CDV em camundongos sadios. As setas indicam a captacdo 6ssea do

radiofarmaco

C1F-1H[5] C1F-4H[12]

2.4 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste capitulo fornecem novas perspectivas para o
monitoramento do CDV em tempo real in vivo em diferentes modelos experimentais
de modo a entender melhor o comportamento do farmaco. Além disso, o CDV
ganhou bastante enfoque na area farmacéutica devido a sua aplicabilidade no
tratamento de diversas infec¢des virais. Como resultado, muitos pesquisadores tém
estudado diferentes formulacdes, nano e microparticulas, para melhorar a eficiéncia
terapéutica do CDV, bem como reduzir os efeitos adversos decorrentes do seu uso
(SANTOYO et al., 2002). A partir do uso do novo radiotracador (**™Tc-CDV) pode
ser possivel avaliar o perfil de liberacdo do CDV em diferentes formulacdes, além de
comparar sistemas de liberagdo inovadores com os sistemas convencionais. Este
trabalho, portanto, apresenta uma ferramenta promissora na avaliagdo do CDV em

ensaios in vitro e in vivo.
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3 CAPITULO lI: Desenvolvimento e caracterizac&o in vitro e in vivo de
sistemas poliméricos para veiculacdo do CDV
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3.1 OBJETIVOS
3.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver sistemas poliméricos biodegradaveis, contendo CDV, adequados para
administracdo local nas pregas vocais para o tratamento da papilomatose laringea

recorrente.

3.1.2 Objetivos Especificos

3.1.3 Validar o método analitico para identificacdo e quantificacao do cidofovir
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3.1.4 Desenvolver os sistemas poliméricos a base de PLGA 75:25 e da blenda
composta por HPMC K100 e carbopol 940.

3.1.5 Caracterizar os sistemas obtidos por meio das técnicas de andlise térmica
(termogravimetria, calorimetria diferencial exploratoéria e infravermelho), morfolégica
(MEV), tamanho das particulas, potencial zeta e teor de encapsulacao.

3.1.6 Avaliar a citotoxicidade dos sistemas obtidos em modelo de membrana
corioalantéica (CAM) do embrido de galinha.

3.1.7 Avaliar histologicamente a resposta inflamatéria da prega vocal de coelho a
presenca dos sistemas poliméricos.

3.1.8 Realizar a radiomarcac&o dos sistemas poliméricos com *"Tc e avaliar a
eficiéncia do processo de marcacao.

3.1.9 Avaliar qualitativamente, em gama-camara, a aderéncia dos sistemas
poliméricos na mucosa das pregas vocais apos a injecao local na laringe de coelhos.
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4 CAPITULO Il, PARTE 1: VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DO CDV POR CLAE
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VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DE CIDOFOVIR

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Materiais

Cidofovir hidratado (massa molecular = 297,2 g/mol) — Sigma-Aldrich Ltda; Sao
Paulo, Brasil; Poli (D,L-latico-co-glicélico) 75:25 [PLGA 75:25; viscosidade inerente
(v.i) = 0.50 — 0.70 dl/g] Resomer® RG 755 S — Boehringer Ingelheim Pharma GmbH
& Co; Ingelheim, Alemanha; Methocel® K100 — LV premium USP ; carbopol 940 -
Acofarma®; acetonitrila grau CLAE - Merck Brasil; Rio de Janeiro, Brasil; fosfato de
tetrabutilamonio — JT Baker® ; fosfato de sédio monobasico monohidratado — Sigma-
Aldrich Ltda; &gua ultrafiltrada — Milli Q plus, Millipore®, EUA; Billerica, Estados
Unidos.

41.2 Métodos

A validacdo do método analitico para quantificacdo de cidofovir foi realizada em
cromatografo liquido da Agilent® (Modelo 1260 Infinity Series, EUA) equipado com
bomba modelo G1311B, injetor automatico modelo G1329B, detctor DAD (do inglés -
diode array detector) modelo G4212B e com o software da Agilent® (Modelo
EZChrom Elite, EUA). Foi utilizada uma coluna do tipo C-18, fase reversa, de 250
mm de comprimento e 4,6 mm de diametro e com particulas de 5um (Modelo
Purospher® STAR RP-18 endcapped, Merck, Alemanha.

O método foi adaptado de Santoyo e colaboradores (2002) e validado conforme as
diretrizes da resolucdo RE 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Além de serem encontrados métodos desenvolvidos por diferentes
autores na literatura, 0 método para quantificacdo do CDV encontra-se disponivel
também na farmacopeia americana (USP) e, por isso, 0 método proposto neste
trabalho foi validado apenas pelos seguintes ensaios: seletividade, linearidade da
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faixa de trabalho, preciséo intradia e precisdo interdia. As condi¢cdes cromatogréficas
e os parametros de adequabilidade do sistema estdo relacionados nos quadros 2 e

3, respectivamente.

Quadro 2 — Condi¢bes cromatogréficas para validacdo do método de

guantificacdo do cidofovir por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Parametros Condicdes utilizadas
Fase movel Solucéo tampédo* + ACN (97:3 v/v) pH=6
Tipo de corrida Isocratica
Tempo de corrida 15 min
Fluxo 1,0 mL/min
Volume de injecao 10 pL
Comprimento de onda de
absorcao 274 nm
Temperatura do forno 40°C
Pressao do sistema ~110 bar

*Fosfato de tetrabutilamoénio 1,5 mM + fosfato de sédio monobasico 3,5 mM

Quadro 3 — Parametros de adequabilidade do sistema obtidos durante a
validacdo do método de quantificacdo do cidofovir por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE)

Parametros Condic¢des obtidas
Tempo de retencdo do CDV 4,8 min
Pratos tedricos 1000
Assimetria 1,1
Pureza de pico 0,99-1,0

Foi preparada uma solucdo estoque de CDV em agua na concentracdo de 1,0
mg/mL, a partir da qual foram realizadas as diluicbes subsequentes para preparo
das amostras. A seletividade foi avaliada pela comparacdo dos picos obtidos da
analise de uma amostra da fase movel pura, solugcdo de CDV 15,0pg/ mL
(correspondente ao ponto de concentracdo 100% na curva de calibracdo), solucéo
diluente (DCM) e solucao de PLGA 75:25 0,09% pl/v.

A construcao da curva de calibragéo para determinacéo da linearidade foi realizada
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pela andlise de 5 concentracdes igualmente intervaladas do analito, sendo elas 5,0,
10,0, 15,0, 20,0 e 25,0 pg/mL. A partir dos resultados obtidos foram determinados o
coeficiente de correlacédo linear (r), intersecdo com o eixo Y e coeficiente angular
(BRASIL, 2003).

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

O cromatograma correspondente as andlises de seletividade esta exposto na figura
15. O método mostrou-se seletivo para o CDV, uma vez que, no comprimento de
onda de absorcdo do CDV (274 nm), nenhuma das amostras analisadas apresentou

interferentes no tempo de retencéo do farmaco.

Figura 15 — Sobreposicao dos cromatogramas referentes ao cidofovir (azul),
fase movel (vermelho), diluente (verde) e ao acido poli latico-co-

glicélico(turquesa)

No parametro linearidade, realizou-se a analise de variancia (ANOVA) e pode-se
concluir que a regressao é estatisticamente significativa em nivel de significancia de
5% e que ndao ha desvio de linearidade. O método demonstrou ser linear nas
concentragbes entre 50 e 25,0 pg/mL. Foi aplicado o método dos minimos
quadrados ordinarios, utilizando-se o software Microsoft Excel® 2007, obtendo-se
coeficiente de determinacdo (r%) de 0,9994 e a equacdo da reta y = 2391002,4654 x

+ 10622,3889. A curva de calibracdo obtida pelo ensaio da linearidade esta exposta

na figura 16.
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Figura 16 — Curva de calibragdo obtida para o cidofovir no intervalo de 5,0 a

25,0 pg/mL
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No parametro precisdo, a repetibilidade foi avaliada pela injecdo das concentragbes
minima, 100% e maxima, respectivamente 5,0, 15,0 e 25,0 ug/mL, em triplicata,
totalizando 9 determinacdes. O mesmo procedimento foi adotado para precisao
intermediaria, contudo, as analises foram realizadas em dias diferentes. Os valores
de DPR obtidos nas analises das precisfes intradia e interdia foram iguais a 1,69% e
1,93%, respectivamente. Dessa forma, o método foi considerado preciso, uma vez
gue foram obtidos valores inferiores a 5% para as precisdes intradia e interdia,
conforme consta na RE 899 da ANVISA. O cromatograma do CDV na concentracéo
de 15,0 pg/mL, obtido no teste da precisdo e que corresponde as analises de

doseamento da formulacdo, encontra-se na figura 17.

Figura 17 — Cromatograma do cidofovir (15 pug/mL) referente a concentracao de

100% da preciséao
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4.3 CONCLUSAO

O método analitico validado mostrou-se seletivo, especifico, preciso e linear,

podendo-se concluir que ele é adequado para a quantificacdo do CDV nas MEs
desenvolvidas.
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5 CAPITULO I, PARTE 2: DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO IN
VITRO DOS SISTEMAS POLIMERICOS
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MICROESFERAS DE PLGA

51 MATERIAIS E METODOS

5.1.1 Materiais

Cidofovir hidratado (massa molecular = 297,2 g/mol) — Sigma-Aldrich Ltda; Sao
Paulo, Brasil; Poli (D,L-latico-co-glicélico) 75:25 [PLGA 75:25; viscosidade inerente
(v.i) = 0.50 — 0.70 dl/g] Resomer® RG 755 S — Boehringer Ingelheim Pharma GmbH
& Co; Ingelheim, Alemanha; acetonitrila grau CLAE - Merck Brasil; Rio de Janeiro,
Brasil; metanol; diclorometano; Tween® 80 - Neon; Spam® 60 — Sigma-Aldrich Ltda;
fosfato de tetrabutilaménio — JT Baker; fosfato de s6dio monobasico monohidratado
— Sigma-Aldrich Ltda; agua ultrafiltrada — Milli Q plus, Millipore®, EUA; Billerica,
Estados Unidos; dgua destilada; ultraturrax; centrifuga; cromatdgrafo Liquido de Alta
Eficiéncia Agilent; mastersizer 3000 laser diffraction particle size analyzer.

5.1.2 Métodos

5.1.2.1 Desenvolvimento de microesferas biodegradaveis a base de PLGA 75:25
brancas e contendo CDV

As microesferas (MEs) foram desenvolvidas pelo processo de formacédo de emulsao
simples 6leo em agua (O/A) seguido pela evaporacao do solvente. Para tanto, duas
fases foram preparadas, sendo uma aquosa, composta por agua destilada e tween®
80 (surfactante hidrofilico), e uma organica, composta por PLGA 75:25,
diclorometano e spam® 60 (surfactante hidrofébico), no caso da formulacgéo branca.
Para a incorporacao do farmaco, o CDV foi acrescentado na fase aquosa devido a
sua elevada hidrossolubildade. Sdo apresentadas no quadro 4 as proporcoes
utilizadas de cada reagente para o preparo das formulagcdes. ApGs o preparo das
duas fases e completa solubilizagcdo dos componentes, a fase aquosa foi colocada
sob agitacdo pelo Ultraturrax®, enquanto a fase organica era gotejada sobre a
aquosa para formacédo da emulsdo. Diferentes tempos de preparo e frequéncia de



64

agitacdo foram avaliados para determinar a condicao ideal. As etapas do processo
de obtencdo das MEs e as condicdes ideais de preparo sdo apresentadas pelo
fluxograma na figura 18. Uma vez pronta a emulsdo, a formulacédo foi deixada sob
agitacdo magnética por 24 h para copleta evaporacdo do diclorometano. Para a
recuperacéo das MEs, a amostra foi centrifugada a 3500 xg por 5 min e lavada com
agua destilada, por 3 vezes, para completa remocdo do solvente e do excesso de
surfactante. Apds esse processo, as MEs foram ressuspendidas em agua destilada
para armazenamento e posterior realizagdo das analises de caracterizacdo e

quantificagéo.

Quadro 4 — Composicado, em porcentagem, de todos os componentes da

formulacéo de microesferas do acido poli latico-co-glicélico (PLGA)

Constituintes Fase organica | Concentracao | Fase aquosa | Concentracao
Solvente Diclorometano - Agua -
destilada
Polimero PLGA 75:25 0,09% -
Surfactante - - Tween® 80 3,0%
hidrofilico
Surfactante Span® 60 0,09% - -
hidrofobico

Figura 18 — Fluxograma contendo as condi¢fes ideais para o preparo das
microesferas do acido poli latico-co-glicélico (PLGA)
Ultraturrax
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5.1.2.2 Distribuicdo do tamanho, indice de polidispersao. potencial zeta e pH
das microesferas

Para a analise, as MEs brancas ressuspendidas em agua destilada foram
adicionadas ao equipamento. A quantidade de amostra ideal foi obtida quando o
nivel de obscuracdo do sistema, medido pelo equipamento, estava entre 8% e 10%.
A distribuicdo de tamanho foi apresentada por grafico e tabela contendo tamanhos
correspondentes a meédia e mediana. O indice de polidispersdo foi calculado

segundo a formula 1.

— D

Na qual:

IP = indice de polidisperséo

D90 = frequéncia de tamanho de 90% das particulas (um)
D10 = frequéncia de tamanho de 10% das particulas (um)

D50 = frequéncia de tamanho de 50% das particulas (um)

Para a determinacdo do potencial zeta foi utilizado o equipamento Zetasizer® Nano
ZS90, Malvern, o qual baseia-se na mobilidade forética das particulas. Cerca de 1
mL da amostra de MEs brancas foi colocado em uma célula capilar descartavel a
base de policarbonato, contendo eletrodos. O potencial zeta das MEs foi

determinado logo apds ressuspensao das particulas, a 25°C.

O pH da suspensdao de MEs foi medido apés a centrifugacdo da formulacdo e
lavagem com &gua destilada para remocdo do excesso de tensoativo. As medidas
foram realizadas em triplicata, em pHmetro previamente calibrado, em temperatura

ambiente. Os resultados foram expressos como média = DP.
5.1.2.3 Estudo da morfologia das MEs por microscopia eletrénica de varredura

MEV

Com o emprego da técnica de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) € possivel

obter imagens tridimensionais de grande aumento que fornecem informacdes
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morfoldégicas do material analisado. Essa técnica baseia-se na incidéncia de um
feixe de elétrons que interage com a superficie da amostra, gerando sinais sob a
forma de elétrons secundarios, retroespalhados, raios-x caracteristicos, fotons,
dentre outros, que séo direcionados a um detector, onde o sinal € ampliado para
formar a imagem (KLAUSS, 2003).

Para a obtencao de particulas poliméricas, muitas vezes é empregada a liofilizagdo
da amostra como etapa final do processo, de modo a obter particulas
completamente secas e com menor chance de degradacdo. Dessa forma, a fim de
verificar e comparar a influéncia da liofilizacdo na morfologia e integridade das MEs
obtidas, foi preparado um lote de MEs brancas para andlise, de modo que uma parte

desse lote foi liofilizado e a outra parte foi deixada na forma de suspensao.

Os stubs utilizados na técnica de MEV foram pintados com tinta prata para aumentar
a condutividade e potencializar a emissao dos elétrons secundarios. Para a amostra
em suspensao, foi colocada uma laminula sobre o stub, na qual pingou-se uma gota
da formulac@o, que foi deixada dentro de um dessecador até o momento da
metalizacdo do material, para completa evaporacdo da agua. Ja para a amostra
liofilizada, colou-se um pedaco de fita dupla-face sobre a laminula aderida ao stub.
Assim, o p6 obtido do processo de liofilizacdo das MEs foi pulverizado sobre a fita.
As amostras permaneceram por aproximadamente 4 dias dentro do dessecador, e
depois passaram pela etapa de metalizacdo, a qual foi realizada no equipamento
Scancoat Six®. Uma camada condutora de ouro de 22,5 nm, sob atmosfera de
argonio, recobriu as amostras, visando conferir condutividade a superficie das MEs,
uma vez que o polimero PLGA ndo tem natureza condutora de elétrons. Por fim, as
amostras foram levadas ao microscopio eletrénico de varredura para analise.
Considerando-se que os polimeros, de modo geral, apresentam baixa resisténcia ao
feixe de elétrons incidido, as condicdes de andalise como corrente, voltagem,
profundidade de campo e aumento tiveram que ser ajustadas para ndo degradar a

amostra, e estdo relacionadas no quadro 5.

As andlises de MEV foram realizadas no CAPI — Centro de Aquisicdo de
Processamento de Imagens, no Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG,

durante o curso da discplina de Microscopia Eletrénica de Varredura ofertada pelo
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Programa de Pés-graduacéo do ICB.

Quadro 5 - Condi¢cbes 6timas de analise das microesferas do acido poli latico-

co-glicolico (PLGA) por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Parametros Condicao otima de analise
Modelo do microscopio DSM 950
Corrente 80 pA
Voltagem 4 kV
Profundidade de campo 18 mm
Aumentos 200, 500, 1000 e 3000 x

5.1.2.4 Avaliacdo do teor de encapsulacdo do CDV nas MEs

O teor de encapsulacdo do CDV representa a porcentagem de farmaco que foi
encapsulada pelas MEs em relagcdo a quantidade total adicionada a fomulagéo. Essa
analise foi realizada por CLAE, utilizando o método analitico previamente validado.
Para o preparo da amostra, uma aliquota da suspensao de MEs recém preparada foi
adicionada a uma solucdo de ACN e alcool isopropilico (1:1) para completa
solubilizacdo e abertura das particulas. Em seguida, foi realizada uma diluicdo da
amostra, de modo que a concentracdo tedrica de CDV estivesse dentro da curva de
calibracao obtida na validacdo do método. A solucao final foi entéo filtrada em filtro
Millex® 0,45 pm e transferida para vial para posterior injecdo no equipamento.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Desenvolvimento das microesferas biodegradaveis a base de PLGA
75:25 brancas e contendo CDV

A escolha do polimero que seria utilizado para o desenvolvimento das MEs baseou-
se, principalmente, no seu perfil de biodegradabilidade e biocompatibilidade. O
PLGA é uma das matrizes mais utilizadas para o carreamento de farmacos, sendo
aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) para o uso em aplicacbes

biomédicas por ser biodegradavel e biocompativel (CHEN et al., 2013).
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A biodegradabilidade € um fator de destaque na escolha de um polimero, uma vez
que € desejavel que um material introduzido no organismo seja capaz de ser
depurado ou auto-degradado, sem a necessidade de intervencdes externas para a
sua retirada. A degradacdo do PLGA resulta na liberacdo de diéxido de carbono
(CO,) e agua, via ciclo de Krebs, que serdo excretados na urina (VILLANOVA,;
OREFICE; CUNHA, 2010). Assim, devido aos seus produtos de degradacgéo, que
sdo constitutivos do organismo, o PLGA torna-se, além de biodegradavel,
biocompativel, o que justifica 0 seu frequente uso na veiculacdo de farmacos em
sistemas de liberagdo controlada. Além disso, o PLGA apresenta bastante
versatilidade das suas propriedades de liberacdo associadas a modificacdo da sua
composicdo, o que envolve variacfes na razdo de acido latico e acido glicélico e
também serve para identificar os diferentes tipos de PLGA. O PLGA 75:25 contém
75% de acido latico e 25% de &cido glicolico e, considerando que a sua degradacéo
e consequente liberacdo do farmaco encapsulado ocorre em aproximadamente 4
meses (FIALHO et al., 2003; LEE et al., 2010), ele foi o polimero de escolha para
atender ao requisito de apresentar uma degradacdo intermediaria dentre o0s

diferentes tipos de PLGA existentes.

O diclorometano (DCM) foi o solvente de escolha devido a sua volatilidade e
capacidade de dissolver diversos compostos organicos, o que o torna um solvente
ideal para muitos processos quimicos. O DCM é capaz de solubilizar completamente
0 PLGA, e por isso € bastante utilizado nos processos para producdao de micro e
nanoparticulas a base de PLGA (CHENNAMANENI et al., 2013; RAMAZANI et al.,
2016; TUNCAY et al., 2000). Além disso, a elevada volatilidade desse solvente faz-
se bastante (til, uma vez que o processo pelo qual as MEs foram produzidas
envolve a evaporagcdo do solvente e, no caso do DCM, esse processo ocorre

naturalmente, sem a necessidade do uso de equipamentos rotaevaporadores.

Diferentes métodos ja sdo bem descritos na literatura sobre a obtencdo de
microesferas poliméricas, sendo as técnicas de revestimentos, spray-drying,
coacervacao e emulsificacdo os principais métodos utilizados (SILVA et al., 2003). A
escolha do método de emulsdo simples do tipo O/A seguido pela evaporacdo do

solvente para a obtencéo das MEs de PLGA deu-se pela facilidade de reproducao, a
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ndo utilizacdo de equipamentos muito especificos e por ser o método mais utilizado
na literatura (CHENNAMANENI et al., 2013; DUARTE BYRRO et al., 2009;
MARTINEZ-SANCHO; HERRERO-VANRELL; NEGRO, 2006). De fato, tal método

mostrou-se bastante simples de ser executado e eficaz, como ficou claro nos
resultados obtidos pelas analises de caracterizagcdo que serdo apresentados

posteriormente.

Existem dois tipos principais de emulsdo: simples e multipla, de modo que o tipo &
definido conforme a distribuicdo relativa das diferentes fases que compdem o
sistema (PEREIRA; GARCIA-ROJAS, 2015). De modo geral, para a encapsulacao
de farmacos hidrofilicos, como € o caso do CDV, em microparticulas de polimeros
hidrofébicos é utilizado o método de emulsificacdo multipla, do tipo A/O/A. Contudo,
além de ser um processo mais complexo e de dificil reprodutibilidade, as emulsées
multiplas possuem baixa estabilidade termodinamica e, por isso, ao longo do tempo
de armazenamento, ocorrem mudangas em suas estruturas que ocasionam perda
dos componentes nelas encapsulados (PEREIRA; GARCIA-ROJAS, 2015). Ainda,
outro fator limitante no uso das emulsGes multiplas reside no fato de que o volume
da fase mais interna da emulsédo, que é a fase aquosa na qual esta presente o
farmaco, esta presente na ordem de microlitros, ou seja, € um volume muito
pequeno para ser passivel de ser reproduzido em uma provavel escala industrial, de
modo que, dados todos esses fatores em conjunto, a obtencdo de MEs para
encapsulacdo do CDV por esse método estaria, muito provavelmente, restrito a uma
escala de bancada de laboratorio. Devido a esses motivos, 0 método de escolha foi

a emulsificacdo simples O/A para encapsulacdo do CDV.

Devido ao uso de um solvente organico durante o preparo das MEs, o DCM, é ideal
que seja desenvolvido um método para deteccdo de solvente residual, pois o
processo de evaporagdo por agitacdo mecanica pode nao ser totalmente eficaz e
suficiente para a completa remocéo do DCM. Assim sendo, a analise da amostra por
um método de deteccdo e quantificagdo de solventes residuais faz-se necesséria
para garantir que o0 solvente em questdo esteja dentro do limite permitido.
Entretanto, ndo houve disponibilidade para a realizacdo desta etapa do projeto,

ficando como perspectiva para complementacgdes futuras.
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5.2.2 Distribuicdo do tamanho. indice de polidispersdo, potencial zeta e pH
das MEs

A medida da distribuicdo do tamanho de particula é fundamental para avaliar o grau
de uniformidade de uma amostra. De acordo com o indice de polidispersdo de um
sistema particulado, o qual avalia a variagcdo de tamanho das particulas em torno de
uma meédia, é possivel classificar tal sistema como monodisperso, quando a
distribuicdo do tamanho € homogénea, ou polidisperso, quando essa distribuicao é
heterogénea. Diferentes técnicas podem ser utilizadas para a determinacdo do
tamanho médio de particulas micrométricas e do seu indice de polidispersdo, como
métodos cromatograficos por exclusdo de tamanho, difracdo a laser, microscopia
eletrdnica e espalhamento de luz estatico (WISCHKE; SCHWENDEMAN, 2008).

Para determinar o tamanho e o indice de polidispersdo das microesferas, foi
utilizado o equipamento Mastersizer® 3000 Beckman Coulter, o qual baseia-se no
espalhamento de luz estatico. Essa técnica baseia-se no principio de que a luz
incidente, no caso o laser, interage com a amostra € defletida, sendo que particulas
maiores espalham uma maior intensidade de luz em comparacdo a particulas
menores, e devido a esse espalhamento diferencial da luz é possivel determinar a

distribuicdo de tamanho de uma amostra.

As andlises de distribuicdo de tamanho, IP, potencial zeta e pH das MEs foram

realizadas em 3 amostras diferentes, conforme é mostrado na tabela 3.

Tabela 3 — Distribuicdo de tamanho e indice de polidisperséo da formulacao de
microesferas do &cido poli latico-co-glicolico (PLGA) obtida (valores expressos

como média + DP)

Parametro Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média £ DP
Diametro (um) 3,16 3,14 3,08 3,13+ 0,04
IP 2,33 2,38 2,31 2,34+ 0,04
Potencial zeta (mV) -23,3 -21,3 -23,1 -22,6 £ 1,10
pH 4,47 4,5 4,49 4,49 + 0,02

O tamanho das particulas € um dos fatores determinantes para a biodistribuicéo e
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retencdo das particulas no tecido-alvo, e depende, dentre outros fatores, do tipo de
equipamento empregado para a obtencdo das MEs e da concentracdo do polimero.
O resultado da analise da distribuicdo do tamanho, que no caso das MEs é realizado
por espalhamento de luz estatico, deve ser expresso pelo tamanho médio e pela
homogeneidade da distribuicdo do tamanho, a qual refere-se ao IP (CHO;
HOLBACK, 2013).

A distribuicdo do tamanho ideal de um sistema esta diretamente relacionada ao
proposito da formulacdo. No caso desse estudo, o objetivo € que as particulas
formadas figuem retidas e aderidas no local de aplicacdo ao invés de serem
facilmente extravasadas, como ocorre com a solucdo do farmaco atualmente em uso
na clinica. Assim, caso as particulas formadas fossem muito pequenas, correria o
risco de também permearem pelo tecido e extravasarem e, por isso, descartou-se o
uso de um sistema nanoestruturado. Foi entdo proposto que as particulas tivessem
tamanho entre 1 e 20 um, sendo a faixa ideal para a finalidade proposta do projeto.
Os gréficos de distribuicdo de tamanho mostram que os sistemas obtidos séo

unimodais, uma vez que seguem uma distribuicdo Gaussiana.

Valores de indice de polidispersdo, também chamados de span, em torno de 2
indicam sistemas monodispersos e sédo apropriados para sistemas de liberacdo de
farmacos (RIBEIRO-COSTA et al., 2009). Valores de IP entre 3 e 5 referem-se a
sistemas polidispersos, ou seja, a distribuicAo do tamanho das particulas é
heterogénea. Entretanto, esse pode ser um aspecto positivo da formulacdo
desenvolvida, uma vez que a presenca de MEs com tamanhos variados pode levar a
perfis de liberacdo diferentes em um Unico sistema. Considerando-se que a
formulag&o proposta, ainda que contenha o farmaco atualmente em uso, néo cura a
doenca da papilomatose laringea recorrente por ndo ser capaz de erradicar
completamente o virus HPV causador da doenga, o uso de uma formulagdo que
apresenta perfis de liberacdo do famaco diferentes pode ser mais vantajoso no

controle da proliferagdo do virus.

O potencial zeta € uma medida indireta da carga presente na superficie de particulas

em suspensdo, sendo que essa medida é realizada com base na mobilidade

eletroforética exercida pelas particulas quando um campo elétrico € aplicado no
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meio em que elas se encontram. Esse parametro é influenciado pelas mudancas na
interface com o meio dispersante, em razao da dissociacdo de grupos funcionais na
superficie da particula ou da adsorcdo de espécies iGnicas presentes no meio
aquoso de dispersédo (SCHAFFAZICK et al., 2003).

O potencial zeta médio da suspensao de MEs foi de -22,6 + 0,04 mV, o que esta de
acordo com outras formulacdes também a base de PLGA, tanto com relacdo ao
valor em médulo, quanto a carga nergativa observada, decorrente do uso do proprio
PLGA (LANGE et al., 2017; PAWAR et al., 2010; YUAN et al., 2018). A carga

negativa na superficie das MEs, que é decorrente principalmente da presenca de
grupos ionizavies com carga parcial negativa no PLGA (-OH), apesar de nao
oferecer vantagens, ndo prejudica a interacdo das microparticulas com a mucosa da
prega vocal, que € também carregada negativamente em sua superficie. Valores de
potencial zeta como os obtidos nesse estudo sao considerados relativamente altos e
sdo importantes para uma boa estabilidade fisico-quimica da suspensdo, uma vez
que grandes forcas repulsivas tendem a evitar a agregacdo das particulas
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Contudo, por se tratar de uma suspensdo de
particulas micrométricas, ainda que o potencial zeta contribua para a ndo agregacao
das particulas, o seu tamanho e massa molecular favorecem a sedimentacdo das
MESs, mas, por ndo formarem uma massa compacta, sao facilmente ressuspendidas

no meio por agitagao.

O monitoramento do pH da suspensdo de MEs pode indicar informacdes acerca da
estabilidade e da biocompatibilidade da formulacdo, de modo que valores de pH
muito extremos n&o séo vidveis para administracdo no organismo (SCHAFFAZICK et
al., 2003).

O pH médio encontrado nas diferentes formulacdes foi de 4,49 + 0,02. Esse valor,
gue se encontra abaixo da neutralidade, pode ser devido a hidrélise sofrida pelo
PLGA, gue gera monémeros acidos, capazes de acidificar o meio em que o polimero
se encontra. Esse é o processo pelo qual os sistemas de liberagdo controlada a
base de PLGA sé&o degradados para liberarem o farmaco, podendo ser observado
em estudos de liberagao in vitro. Ainda que seja esperado que esse processo ocorra

de médio a longo prazo, para justificar o fato de tais formulacdes serem de liberacdo
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prolongada, nesse caso, a formulacdo em questdo ndo s6 apresenta adgua durante
todo o processo de preparo, como também no estado final da formulacdo, que é
uma suspensdo aquosa das MEs de PLGA. Esses fatores podem justificar a
hidrélise ja sofrida pelo PLGA durante o preparo da formulacdo, ainda que em baixa
propor¢do, mas capaz de acidificar o meio. Ja foi demonstrado que a acidez
presente em matrizes de microparticulas a base de PLGA, gerada pelos monémeros
de degradacdo liberados pela hidrélise do PLGA pode degradar as cargas
macromoleculares que foram encapsuladas, podendo levar a inflamacao local
guando administrado in vivo. Ainda, o controle preciso da sequéncia de mondmeros
do PLGA (isto é, o uso de um PLGA precisamente sequenciado) pode ser utilizado
para modular ndo s6 o comportamento da degradacdo das microparticulas in vitro,
como também as propriedades térmicas, perda de massa molecular e a liberagéo de
acido latico. Apesar do elevado namero de artigos publicados sobre o uso do PLGA
em sistemas de liberacdo controlada, poucos produtos a base de PLGA
conseguiram aprovacdo do FDA nas trés ultimas décadas, sugerindo que esse tipo

de intervencdo molecular é crucial para otimizar a performance do PLGA em
sistemas de liberacdo de farmacos (WASHINGTON et al., 2017).

5.2.3 Estudo da morfologia das MEs por microscopia eletrénica de varredura
MEV

A microscopia eletrénica de varredura foi realizada com o objetivo de caracterizar
morfologicamente as MEs obtidas, com relagdo ao tamanho, formato,
polidispersividade e aspecto superficial das particulas, bem como avaliar a possivel
influéncia do processo de liofilizacdo da formulacdo na estabilidade e integridade
das MEs.
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Figura 19 — Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) referentes

as microesferas do acido poli latico-co-glicélico (PLGA) brancas em

suspenséo (A e B) e liofilzadas (C e D)

Escala figuras A e C = 30 um; escala figuras B e D = 10 pm

Na analise das MEs em suspensao (figura 19 A), é possivel perceber que a amostra
encontra-se bem concentrada, com a maioria das MEs com tamanho relativamente
homogéneo e algumas maiores, com tamanho mais variado, espalhadas pela
amostra. Fica claro que se trata de uma amostra polidispersa, isto €, que, apesar de
apresentar estruturas com uma média de tamanho homogéneo, contém MEs de
tamanhos variados, de 5 a 14 um. Neste aumento também se nota que as MEs
apresentam formato esférico e superficie lisa. A figura 19 B evidencia a morfologia
das MEs, que se apresentam esféricas, lisas, homogéneas e sem poros ou

deformacgdes na estrutura.

Na andlise das MEs liofilizadas, é possivel observar que a amostra ndo suportou
bem a voltagem empregada para a amostra em suspensdo, como € mostrado na
figura 19 C, de modo que as MEs perderam um pouco da sua estrutura esférica e
homogénea. Foi perceptivel com a analise das imagens subsequentes que a

amostra liofilizada mostrou-se menos resistente e mais susceptivel a deformacdes
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provocadas pelo feixe de elétrons em comparacdo a amostra e suspensao. As MEs
apresentam-se bastante aglomeradas, o que pode ser decorrente do processo de
liofilizacdo. Nessa imagem, a qual foi obtida no mesmo aumento que a figura 19 A,
foi detectada uma microesfera medindo aproximadamente 83 um, o que representa
um outlier da amostragem, podendo ser decorrente da aglomeracdao de diversas

MEs, formando uma estrutura so.

O estudo das amostras por MEV permitiu a elucidagdo das -caracteristicas
morfolégicas das MEs produzidas. No geral, elas apresentaram-se homogéneas,
esféricas, com superficie lisa e tamanhos variados. Devido a fragilidade do material,
e considerando-se que néo foi empregado nenhum método de fixacdo e preservacao
da estrutura, pode-se inferir que as alteracdes morfolégicas apresentadas,
principalmente relacionadas a rugosidade das MEs, sdo decorrentes da incidéncia
do feixe de elétrons, e que se mostraram ainda mais acentuadas com o aumento da
voltagem e do aumento. Pela comparacdo entre as imagens, € possivel ainda
concluir que o processo de liofilizacdo da formulacéo, ainda que contribua para uma
maior estabilidade, prejudica a morfologia das particulas, o que pode interferir
diretamente na liberacdo do farmaco encapsulado. Portanto, a liofilizacdo das
amostras como etapa final da producdo das MEs nao foi empregada, sendo a

formulagc&do armazenada sob a forma de suspensao.

5.2.4 Avaliacdo do teor de encapsulacdo do CDV nas MEs

O teor de encapsulacdo do CDV foi calculado por meio de uma regra de trés entre a
guantidade, em pg, de farmaco adicinado a formulacéo e que foi injetada no HPLC e
a quantidade calculada pela integracdo do pico de CDV obtido em cromatograma no
HPLC. O resultado obtido foi inferior a 5% de encapsulagdo, de modo que esse
resultado ndo foi dado como satisfatério para considerar uma encapsulacéo efetiva
do CDV nas MEs de PLGA.

Dadas as estruturas quimicas tanto do PLGA quanto do CDV, ja seria possivel
prever a dificuldade ou até mesmo a impossibilidade de encapsular o CDV nas MEs

pelo método de emulsificagdo simples O/A seguida pela evapracdo do solvente. J4 é
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bem descrito na literatura que uma das formas de contornar a incompatibilidade
guimica entre farmacos hidrofilicos e polimeros hidrofébicos é pelo uso do método
de emulsificagdo multipla do tipo A/O/A (DA SILVA et al., 2012). Contudo, mesmo
sendo o método mais utilizado para a encapsulagdo de farmacos hidrofilicos em
microparticulas hidrofébicas, estudos anteriores demonstraram que a encapsulacao
do CDV em MEs de PLGA por emulsificacdo multipla A/O/A foi muito baixa, de modo
que optou-se pelo método de spray-drying, pelo qual obteve-se encapsulacdo de
80% (SANTOYO et al., 2002).

Levando em consideracdo os dados encontrados na literatura e também as razdes
apresentadas anteriormente nos métodos, a emulsificacdo multipla ndo foi uma
opcao a ser considerada durante a elaboracdo deste trabalho. Assim, algumas
alternativas foram propostas e testadas a fim de contornar as incompatibilidades
apresentadas. Em um trabalho publicado anteriormente, verificou-se que compostos
hidrofilicos e anfifilicos, devido ao baixo valor de log P, tém uma tendéncia a se
distribuirem no excesso de agua da fase externa da emulsao, resultando em baixa
eficiéncia de encapsulagdo. Assim, foram propostas algumas intervencdes pelas
guais obteve-se éxito, como a adicdo de um co-solvente na fase orgénica da
formulacdo para aumentar a solubilidade do farmaco hidrofilico, aumento da
concentracdo de PLGA na fase organica e o ajuste do pH da fase externa
(RAMAZANI et al., 2016). Em um outro estudo, obteve-se sucesso com o0 uso de um
co-solvente para aumentar a solubilidade do farmaco hidrofilico na fase organica da
formulacdo. Além disso, aumentou-se a eficiéncia de encapsulacédo pela adi¢cdo de
cloreto de célcio (CaCl,), de modo que o Ca®" atuou como contra-ion para o farmaco
utilizado, alendronato, diminuindo a sua solubilidade em agua (COHEN-SELA et al.,
2009). Testou-se, ainda, a adicdo de estearilamina na formulacdo, baseando-se
nesse mesmo principio de formacdo de um par idnico entre a amina lipofilica e o
CDV, de modo que a grande cadeia carbbdnica da estearilamina contribuiria para a

diminuicdo da hidrossolubilidade do CDV.

Apesar de todos os métodos testados, nenhum mostrou-se capaz de melhorar a
encapsulacdo do CDV nas MEs de PLGA, o que pode ser explicado pela sua
elevada hidrossolubilidade (170 mg/mL). Entretanto, devido a dificuldades para

aquisicao do CDV, optou-se por desenvolver a formulagao e realizar algumas
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analises de caracterizacdo das particulas brancas (sem o farmaco) a fim de elucidar
as caracteristicas do sistema proposto. S6 com a chegada do farmaco, varios meses
apos o inicio do estudo, é que foi possivel confirmar a impossibilidade de encapsular
o CDV nesse sistema e, por isso, os resultados de caracterizacdo obtidos para as
MEs de PLGA referem-se apenas as particulas brancas. Contudo, apesar de a
formulacdo desenvolvida ndo ser capaz de veicular o farmaco em questdo, ela
apresentou caracteristicas morfologicas satisfatorias para possivel encapsulacéo de
outros farmacos. Além disso, como sera mostrado nas andlises posteriores, as MEs

de PLGA mostraram-se biocompativeis para administracao in vivo.

5.3 CONCLUSAO

As MEs de PLGA 75:25 foram obtidas pelo método de emulsificacdo simples O/A
seguida pela evaporacdo do solvente, o qual mostrou-se reprodutivel e eficaz. As
particulas obtidas foram caracterizadas quanto ao tamanho, potencial zeta, MEV e
teor de encapsulacdo e mostraram-se com tamanho inferior a 10 pum, polidispersas,
potencial zeta alto e negativo, indicando estabilidade da suspensdo e morfologia
esférica, com superficie integra e lisa. O teor de encapsulacdo do CDV pelas MEs
foi considerado insuficiente para a continuidade dos estudos propostos. Isso se deve
a incompatibilidade de associar, em uma mesma formulacdo, um polimero
hidrofobico com um farmaco atamente hidrofilico, utilizando o método proposto. A
formulacdo desenvolvida, contudo, mostrou-se adequada para encapsulacdo de

outros farmacos com carater hidrofébico.

MICROESFERAS DE HPMC E CARBOPOL

5.4 MATERIAIS E METODOS

5.4.1 Materiais

Cidofovir hidratado (massa molecular = 297,2 g/mol) — Sigma-Aldrich Ltda; Séo
Paulo, Brasil; Citidina monofosfato; HPMC K100 Methocel® LV Premium USP -

Colorcon; carbopol 940; acetonitrila grau CLAE - Merck Brasil; Rio de Janeiro, Brasil,
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metanol PA - Proquimios; éter de petroleo - Quimex; trietanolamina; acido fosforico —
Synth; Polissorbato 80 - Neon; Spam® 80 - Sigma-Aldrich Ltda; 6leo mineral branco

70 USP; fosfato de tetrabutilamonio — JT Baker; fosfato de sodio monobasico
monohidratado - Sigma-Aldrich Ltda; agua ultrafiltrada — Milli Q plus, Millipore, EUA;
Billerica, Estados Unidos; agua destilada; Ultraturrax®; pHmetro; rotaevaprador;
cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia Agilent; mastersizer 3000 laser diffraction

particle size analyzer Beckman Coulter®.

5.4.2 Métodos

5.4.2.1 Desenvolvimento das microesferas biodegradaveis a base de HPMC
K100 e Carbopol 940 brancas e contendo CDV

O desenvolvimento das particulas a partir de uma blenda, isto é, associacédo de dois
ou mais polimeros, contendo HPMC K100 e carbopol 940 foi baseado no processo
de reticulacdo idbnica polimérica, o qual envolve a formacdo de ligacdes cruzadas
entre as cadeias poliméricas por meio do ajuste de pH da formulacdo. Considerando-
se que um dos polimeros da blenda, a HPMC, é hidrossolivel e que o estagio final
da formulacdo envolve a ressuspensdo das particulas em agua, o objetivo da
realizacdo dessa etapa foi aumentar a resisténcia fisica das MEs e diminuir a sua
molhabilidade pela agua, bem como favorecer o aprisionamento do farmaco nas

particulas, aumentando o teor de encapsulacao.

Assim como as MEs de PLGA, as MEs de HPMC e carbopol foram desenvolvidas
pelo processo de formacdo de emulsdo simples, mas nesse caso foi uma emulsao
do tipo dgua em oleo (A/O) seguido pela evaporacdo do solvente. Para tanto, duas
fases foram preparadas, sendo uma oleosa, composta por 6leo mineral e Span® 80
(surfactante hidrofdbico), e uma aquosa, composta por agua destilada, HPMC K100,
Carbopol 940 e Tween® 80 (surfactante hidrofilico), no caso da formulacdo branca.
Para a incorporacao do farmaco, o CDV foi acrescentado na fase aquosa devido a
sua elevada hidrossolubildade. S&o apresentadas no quadro 6 as proporcdes
utilizadas de cada reagente para o preparo das formulacdes. Apos o preparo das

duas fases e completa solubilizacdo dos componentes, a fase oleosa foi colocada
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sob agitacdo pelo Ultraturrax®, enquanto a fase aquosa era gotejada sobre a oleosa

para formacdo da emulsdo. Uma vez pronta a emulsdo, ajustou-se o pH da

formulacdo para 7,0 com solug¢do concentrada de trietanolamina, que foi em seguida

colocada em um rotaevaporador para completa remocéo da agua. A formulacéo foi,

entdo, deixada em repouso para sedimentacdo das particulas. O 6leo mineral foi

retirado com o auxilio de uma pipeta volumétrica, sendo que o restante de Oleo foi

lavado com éter de petroleo. Apds esse processo, as MEs foram armazenadas em

dessecador ou entdo ressuspendidas em agua destilada para posterior realizacao

das andlises de caracterizacdo e quantificacdo. As condi¢cbes de preparo e as

etapas do processo de obtencdo das microesferas sdo demonstradas pelo

fluxograma na figura 20.

Quadro 6 - Composicédo, em porcentagem, de todos 0os componentes da

formulc&o de microesferas da blenda de hidroxipropilmetilelulose (HPMC) e

carbopol
Constituintes Fase organica | Concentracédo | Fase aguosa | Concentracao
(%) (%)
Solvente Oleo mineral Agua destilada -
Polimero - - HPMC K100 0,2
Carbopol 940
Surfactante - - Tween® 80 1,0
hidrofilico
Surfactante Spam® 80 4,5 - -
hidrofébico
Conservante - - Tiossulfato de 0,2

sodio




80

Figura 20 — Fluxograma contendo as condi¢des ideais para obtencéo das

microesferas da blenda hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) + carbopol

Ultraturrax
Fase aquosa 17.000 rpm -2 min

otejamento +
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Fase aquosa Faseoleosa Emulsao
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rotaevaporador

A producédo de MEs de PLGA foi a proposta inicial do projeto devido ao respaldo que
0 uso do PLGA ja apresenta. Contudo, como nao foi possivel encapsular o CDV na
formulacdo desenvolvida, buscou-se uma alternativa para carreamento desse
farmaco em MEs a base de polimeros com carater mais hidrofilico, como é o caso
do HPMC e do carbopol. Durante as tentativas de encapsulacdo do CDV nas MEs
de PLGA, além dos outros experimentos que estavam sendo desenvolvidos em
paralelo, muito farmaco foi gasto, limitando a quantidade do mesmo para o
desenvolvimento de novas formulacfes. Apds o desenvolvimento das particulas da
blenda de HPMC e carbopol, verificou-se que houve encapsulacdo do CDV, no
entanto, como a quantidade disponivel do farmaco era muito pequena, os resultados
preliminares obtidos ndo eram seguros e poderiam ser otimizados. Assim, buscando
uma alternativa para contornar esse problema, utilizou-se a CTD, um nucleosideo
cuja estrutura quimica é bastante semelhante ao CDV, para verificar, por simulagao,
o teor de encapsulacdo do farmaco na formulagcdo, bem como realizar as outras
analises de caracterizacdo. As estruturas do CDV e da citidina sdo apresentadas na
figura 21, a fim de comparacdo. Ainda que ndo seja possivel garantir que o0s
resultados apresentados para a citidina sejam completamente reprodutiveis com o
CDV, dada a semelhanca quimica entre os farmacos, pode-se assumir que eles

sejam pelo menos proximos.
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Figura 21 — Estrutura quimica do cidofovit (A) e da citidina monofosfato (B)
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5.4.2.2 Distribuicdo do tamanho. indice de polidispersdo e potencial zeta das
microesferas

Para determinar o tamanho e o indice de polidispersdao das MEs, foi utilizado o
equipamento Mastersizer® 3000, Beckman Coulter, e as MEs brancas foram
ressuspendidas em agua destilada antes de serem analisadas no equipamento. A
distribuicdo de tamanho é apresentada por grafico e tabela contendo tamanhos
correspondentes a média e mediana. O indice de polidisperséo é calculado segundo

a férmula ja apresentada anteriormente.

Para a determinacdo do potencial zeta foi utilizado o equipamento Zetasizer® Nano
ZS90, Malvern, cerca de 1 mL da amostra de MEs brancas foi colocado em uma
célula capilar descartavel a base de policarbonato, contendo eletrodos. O potencial

zeta das MEs foi determinado logo apos ressuspensdao das particulas, a 25°C.

5.4.2.3 Estudo da morfologia das MEs por microscopia eletrénica devarredura
MEV

Para as andlises de MEV foram utilizadas as MEs da blenda brancas e as MEs
contendo a CTD, em suspensdo. O processo de liofilizagdo ndo foi empregado
devido ao resultado obtido para as MEs de PLGA, nas quais a liofilizagdo provocou a

deformidade das particulas. Dessa forma, foi adicionada uma gota da suspenséo de
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cada amostra sobre uma laminula de vidro posicionada em cima do stub metalizado.
Apoés a secagem natural das amostras, foi realizado o processo de metalizacdo com
carbono, ficando as amostras, em seguida, armazenadas até 0 momento da analise
no MEV. O preparo das amostras e a aquisicdo das imagens foram realizados no
Centro de Microscopia da UFMG e as condi¢cdes de analise como voltagem e

aumentos estéo relacionadas na quadro 7.

Quadro 7 — Condicdes Otimas de andlise das microesferas da blenda de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e carbopol por microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

Parametros Condicéo 6tima de analise
Modelo do microscépio JEOL JSM 6360LV
Voltagem 10 kV
Aumentos 100, 1000 e 5000 x

Aliado a anélise microscoépica por varredura, foi utilizado o EDS, sigla em inglés para
espectrometria de energia dispersiva de raios X, que é uma técnica na qual os raios
X gerados a partir da interacdo entre feixe de elétrons e amostra sdo analisados
para determinar a composi¢cdo elementar da amostra, de modo que o0s elementos
individuais possam ser identificados nos espectros. A andlise por EDS teve como
principal objetivo identificar a presenca da CTD no interior das MEs, sendo mais um

indicio da encapsulacao do farmaco.

5.4.2.4 Avaliacdo do teor de encapsulacdo da CTD nas MEs

O teor de encapsulacédo da CTD foi avaliado por CLAE, utilizando o método analitico
validado para a quantificagdo do CDV. Ainda que ndo seja adequada a utilizacéo de
um meétodo desenvolvido e validado especificamente para um farmaco para a
guantificacdo de outro farmaco, como explicado anteriormente, a introducdo da CTD
nos experimentos desse estudo ocorreu quando ja ndao havia tempo habil para o
desenvolvimento de um método especifico para a sua quantificagdo por CLAE. N&ao
obstante, dada a semelhanca quimica entre o CDV e a CTD, optou-se por dosar a
CTD encapsulada nas MEs da blenda a fim de comprovar a eficiéncia da formulacéo

desenvolvida, ainda que os resultados possam néao ser totalmente fidedignos.
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Para o preparo da amostra, uma aliquota da suspensdo de MEs recém preparada foi
adicionada a uma solucdo de acido fosférico e agua (2:1) para completa
solubilizacdo e abertura das particulas. Em seguida, foi realizada uma diluicdo da
amostra em acetonitrila, de modo que a concentracdo tedrica de CTD estivesse
dentro da curva de calibracdo obtida na validacdo do método. A solucdo final foi
entéo filtrada em filtro Millex® 0,45 pm e transferida para vial para posterior injecédo

no equipamento.

ANALISE TERMICA

5.4.2.5 Andlise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

O comportamento térmico das particulas da blenda foi avaliado utilizando-se o
calorimetro modelo DSC50 (Schimadzu), de acordo com a norma ASTM D3418, que
regulariza os procedimentos de andlise por DSC. Foram pesados cerca de 2-3 mg
das amostras de CDV, CTD, HPMC K100, carbopol 940, a mistura fisica dos dois
polimeros, as microesferas brancas, bem como as MEs contendo o farmaco. Apos
pesadas, as amostras foram acondicionadas e seladas em cadinhos de aluminio
semi-herméticos e submetidas a um aquecimento de 10°C/min, de 25 a 250°C, sob

atmosfera inerte de gas nitrogénio.

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.1 Desenvolvimento das microesferas biodegradaveis a base de HPMC
K100 e Carbopol 940 brancas e contendo CD

O HPMC K100 € um polimero hidrofilico que promove liberacdo retardada do
farmaco nele encapsulado, sendo amplamente utilizado para terapias a longo prazo
com alta margem de seguranca (AREFIN; HASAN; REZA, 2016). Além disso, a
estrutura bem definida, a grande variedade de subtipos e a consisténcia que pode
ser adquirida nas amostras, a estabilidade em uma ampla faixa de pH (3,0 a 11,0) e
uma consideravel resisténcia enzimatica sao fatores que tornam o HPMC o polimero
de escolha para os sistemas de liberacéo controlada a base de matrizes hidrofilicas
(KULINOWSKI et al., 2012). Uma das principais razfes para o uso do HPMC, além
daquelas ja mencionadas, estad relacionada a sua capacidade de adquirir um

aspecto gelatinoso ndo s6 quando entra em contato com a agua, mas também por
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intervengdes fisico-quimicas, como o ajuste da temperatura e da forga ibnica do
meio (pH) (RAY et al., 2009; SILVA et al., 2008).

Os carbopois sdo polimeros sintéticos do acido acrilico e de carater aniénico, sendo
considerados materiais ndo irritantes e ndo toxicos. Essa classe de polimeros
absorve agua rapidamente, hidrata-se e incha-se, e portanto, € considerada uma
classe essencialmente hidrofilica (CHAWLA; SARAF, 2012). Além disso, as ligactes
cruzadas existentes no carbopol, propriedade também conhecida como crosslinking
ou reticulacéo, fazem dele um grande candidato para o uso em formulac¢des do tipo
gel e particuladas (DAS; NAYAK; NANDA, 2013). O carater aniénico do carbopol
deriva da presenca de grupos carboxilas presentes na sua estrutura que, quando
neutralizados pela adicdo de uma base (mais comumente trietanolamina ou
hidroxido de sédio) provocam o estiramento das cadeias poliméricas, aumentando a
sua capacidade espessante e, consequentemente, a reticulacdo do polimero como

um todo.

Devido as caracteristicas referentes ao HPMC e ao carbopol que foram expostas,
buscou-se desenvolver uma nova particula a fim de contornar os problemas
relatados com as MEs de PLGA para veicular o CDV. Ao invés de serem
desenvolvidas diferentes MEs, cada uma com um polimero, optou-se pela producao
de MEs compostas por uma blenda polimérica, contendo o HPMC e o carbopol. Tal
abordagem teve por objetivo potencializar as propriedades fisico-quimicas da
particula e, principalmente, aumentar a eficiéncia de encapsulacdo do CDV, o que
foi justificado pelo poder de gelificacdo e reticulacdo dos polimeros. A associacdo de
polimeros para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos ja € bem
descrita na literatura (HAGHSHENAS et al., 2015; TERENCE et al., 2011), de modo
gue Changez e colaboradores (2003) demonstraram que um Unico polimero em uso
nao consegue regular a taxa de liberacdo do farmaco em um sistema de liberacéo
controlada com performance adequada e, portanto, a combinacdo de dois ou mais

polimeros pode ser uma abordagem mais eficaz (CHANGEZ et al., 2003).

As principais abordagens para promover a reticulacdo dos polimeros descritos
envolvem variacdes térmicas, no caso do HPMC, e ajuste de pH, no caso do
carbopol. Apesar de terem sido realizados alguns testes envolvendo ciclos de
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congelamento e descongelamento e aumento gradativo da temperatura para
aumento da viscosidade do HPMC, optou-se por nao utilizar processamento térmico
no preparo da fromulacdo, pelo risco de alteracdo das propriedades do farmaco e
pela dificuldade em ajustar a condi¢éo térmica para obtencdo da viscosidade ideal
do HPMC. Assim, baseado na literatura (BASHIR et al., 2013; RAY et al., 2009) e em
evidéncias experimentais, decidiu-se realizar a reticulacdo das MEs pelo ajuste de
pH da formulacéo, tendo interferéncia direta na formacéo de ligacdes cruzadas nas
moléculas do carbopol. O ajuste do pH, bem como a incorporacdo de agentes
modificadores do pH, nos sistemas matriciais de liberagdo controlada tem sido uma
estratégia usual para obter o perfil de liberacdo desejado (RAUT et al., 2013). A
escolha dessa abordagem, contudo, antes mesmo de visar modular a liberacédo do
farmaco, teve por objetivo melhorar a encapsulagdo do CDV, e obteve-se resultado

satisfatorio, como sera exposto adiante.

Como exposto anteriormente, devido a baixa disponibilidade do CDV, os testes para
desenvolvimento dessa formulagdo foram realizados com a citidina (CTD). Para
verificar se o ajuste do pH com a trietanolamina em diferentes fases do preparo da
formulacdo poderia interferir no resultado final, primeiramente ajustou-se o pH da
fase aquosa, contendo HPMC, carbopol, CTD e a agua, para 7,0, antes do processo
de emulsificacdo pelo Ultraturrax® em um outro experimento, o pH foi ajustado,
também para 7,0, apos a formacédo da emulsdo, antes desta ser levada ao rotavapor
para evaporacdo da agua. Pela quantificacdo da CTN por CLAE, observou-se que o
ajuste do pH apés a formacdo das MEs, isto é, ap0s o processo de emulsificacdo
pelo Ultraturrax®, levou a um maior teor de encapsulacdo do farmaco em
comparacao a outra formulacéo, e, por isso, decidiu-se manter essa formulagédo. O
método para a obtencdo das MEs mostrou-se, portanto, eficaz, simples e

reprodutivel.

Devido ao uso do éter de petroleo para lavagem das MEs e remoc¢ao do excesso de
o0leo mineral presente na formulacdo, nesta etapa do trabalho também seria ideal
que fosse desenvolvido um método para deteccdo de solvente residual, devido a
elevada toxicidade desse solvente. Entretanto, ndo houve disponibilidade para a
realizacdo desta etapa do projeto, ficando como perspectiva para complementacdes

futuras.
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5.5.2 Distribuicdo do tamanho, indice de polidisperséo e potencial zeta das
microesferas

As analises de distribuicdo de tamanho, IP e potencial zeta das MEs foram
realizadas nas MEs brancas e nas MEs contendo a CTD, sendo 3 amostras de cada

tipo, conforme é mostrado nas tabelas 4 e 5, respectivamente.

Tabela 4 — Distribui¢cdo de tamanho e indice de polidisperséo da formulacéo
obtida de microesferas da blenda de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e

carbopol brancas (valores expressos como média + DP)

Parametro Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média + DP
Diametro (um) 37,99 35,24 37,09 36,77 +£1,40
IP 1,97 2,01 1,97 1,98 £ 0,02
Potencial zeta (mV) -22,8 -21,9 -22,23 -22,31 £ 0,46

Tabela 5 — Distribuicdo de tamanho e indice de polidispersao da formulacéo
obtida de microesferas da blenda de hidroxipropilmetilelulose (HPMC) e

carbopol contendo citidina (valores expressos como média + DP)

Parametro Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média £ DP
Diametro (um) 55,60 57,88 57,37 56,95 + 1,20
IP 2,16 2,08 1,99 2,07 £ 0,09
Potencial zeta (mV) -53,9 -53,4 -52,7 -53,3 £ 0,60

Nota-se pelos valores apresentados nas Tabelas 4 e 5 que, ainda que as duas
particulas tenham sido obtidas pelo mesmo tipo de processo, sob as mesmas
condi¢cOes de agitacao pelo Ultraturrax®, as MEs da blenda apresentaram tamanho
consideravelmente superior as MEs de PLGA, as quais tiveram tamanho meédio de
3,13 um de diametro. Esse resultado pode ser explicado pelas proprias
caracteristicas fisico-quimicas do HPMC e do carbopol que, somadas ao processo
de reticulacdo que foi empregado, aumentaram a viscosidade do sistema e, por isso,

mesmo a frequéncia de agitacdo bastante elevada do Ultraturrax® ndo foi suficiente
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para reduzir ainda mais o tamanho das particulas. Observa-se, ainda, que a

encapsulacéo da CTD levou a um aumento ainda maior no diametro das MEs.

O resultado obtido esta de acordo com dados relatados por alguns autores (AREFIN;
HASAN; REZA, 2016; BASHIR et al.,, 2013; RAUT et al., 2013), sugerindo que a
distribuicdo do tamanho de MEs a base de HPMC e carbopol esta mais relacionada
a natureza dos polimeros do que ao processo de obtencdo das particulas em si. No
entanto, o tamanho médio obtido no processo desenvolvido € menor em
comparacao ao encontrado na literatura no que se refere a MEs a base de HPMC e
carbopol. Isso pode ser explicado pela baixa concentracdo de polimeros que foi
utilizada, uma vez que, como demonstrado por Sharma e colaboradores, o aumento
na concentracdo desses polimeros leva a um aumento na viscosidade da
formulacdo e que, por consequéncia, gera particulas maiores. Nesse mesmo
trabalho foi elucidada, ainda, a influéncia da frequéncia de agitacdo durante o
processo de emulsificacdo, a qual é inversamente proporcional ao tamanho das
particulas; enquanto Sharma e colaboradores avaliaram a agitagdo dentro de uma
faixa entre 600 e 900 rpm, neste projeto utilizou-se uma agitacdo de 17000 rpm por
2 min, seguida de 5200 rpm por 20 min (SHARMA; KOHLI; DINDA, 2015). Assim,
todos esses fatores combinados justificam a distribuicdo de tamanho obtida nessa

formulacéo.

O potencial zeta das MEs da blenda branca mostrou-se semelhante ao encontrado
para as particulas de PLGA. Além disso, o elevado valor em médulo dos resultados
obtidos para as trés amostras € indicativo de estabilidade da formulacéo, tornando-
se ainda mais relevante pelo fato de tratar-se de uma suspensdo. Ainda que o
potencial zeta apresentado contribua para uma ressuspensdao adequada das
particulas, devido ao tamanho consideravelmente maior das MEs, o sedimento
formado quando a formulacdo permanece em repouso por um periodo prolongado
torna-se bastante denso, de tal forma que a ressuspensdao ocorre com certa
dificuldade. Assim, o ideal é que a formulacdo seja preparada para uso

extemporaneo, ou que sejam adicionados agentes suspensores no meio.

E interessante observar que, ndo s6 o tamanho das MEs contendo o farmaco

aumentou, como também houve um aumento consideravel, em modulo, no potencial
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zeta, passando de uma média de -22,31 para -53,30 mV. A CTD, assim como o
CDV, possui em sua estrutura um grupo fosfonato e hidroxilas capazes de se
ionizarem, conferindo uma carga formal negativa ao farmaco, o que explica o
aumento no potencial zeta das MEs contendo o farmaco. Esse fato, além de ser um
indicio da encapsulagédo da CTD nas particulas, pode ser extrapolado ao CDV, dada

a semelhanca quimica entre ambos.

1.2 Estudo da morfologia das MEs por microscopia eletrénica de varredura
(MEV)

A fim de verificar a morfologia das MEs a base de HPMC e carbopol, foi realizada a
analise por MEV, a partir da qual foi possivel avaliar o formato, o tamanho e a
integridade superficial das particulas. As figuras 22 e 23 contém as imagens
referentes as MEs brancas e as MEs contendo a CTD, respectivamente.

Figura 22 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) referentes
as microesferas da blenda de hidroxipropilmetilelulose (HPMC) e carbopol

brancas em diferentes aumentos

CM-UFMG

A primeira caracteristica a ser observada pela analise da figura 22 € que, ao
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contrario das particulas de PLGA, as particulas da blenda ndo tém o formato
esférico esperado. Nota-se pela figura 22 A que essa formulacdo também é
polidispersa, pois apresenta uma populacdo de particulas com tamanhos variados.
Entretanto, como j& relatado, a ressuspensdo dessa formulacdo ocorre com uma
certa dificuldade e, portanto, as particulas observadas na imagem 22 A podem se
referir tanto a particulas individuais, quanto a alguns aglomerados decorrentes da
ressuspensao ineficiente da formulacdo, principalmente devido ao fato de que as
amostras nao foram preparadas no mesmo dia da analise, o que potencializou o

efeito da sedimentagao.

As figuras 22 B e C, que mostram uma particula isolada, evidenciam a caracteristica
amorfa da particula, além da superficie rugosa e com cavidades. As caracteristicas
apresentadas séo bastante relatadas na literatura em formulagdes que utilizam a
HPMC pura ou em combinag¢do com outros polimeros para o preparo de sistemas de
liberacdo particulados. Foi relatado em estudos anteriores que as particulas
desenvolvidas utilizando-se apenas o carbopol 940, o mesmo utilizado na
formulacdo deste projeto, apresentaram formato esférico e com superficie lisa. Em
contrapartida, as MEs preparadas com a HPMC mostraram-se com superficie
regular, mas sem formato definido (BASHIR et al., 2013). Em um outro estudo, as
caracteristicas morfologica das particulas foram atribuidas a concentracdo do HPMC
na formulacdo, de modo que as MEs com maior propor¢do de polimero
apresentaram superficie mais lisa e homogénea devido a uma reticulacéo por cross-
linking potencializada pela presenca de maior quantidade de polimero. Além disso,
demonstrou-se gque a superficie rugosa das MEs de HPMC aumenta o contato com a
agua em relacdo as MEs lisas, o que pode justificar a fusdo entre as particulas, uma
vez que a hidratacdo da HPMC a torna gelatinosa, favorecendo a aglutinacéo
(AREFIN; HASAN; REZA, 2016).

Outro aspecto a ser observado é com relagdo ao tamanho das particulas medido por
espalhamento de luz estatico e ao tamanho medido por MEV. Enquanto que para as
MEs de PLGA houve menor discrepancia entre as duas medicbes, as MEs da
blenda apresentaram tamanho consideravelmente maior quando analisadas por
MEV, saindo de uma média de 36,77 um para particulas com diametro de até 83,3

pKm, no caso das MEs brancas, e 92 um para as MEs contendo CTD. Esse fato pode
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ser explicado pela evaporacdo da agua da formulacdo durante o preparo da
amostra, que levou a maior concentracdo das MEs na formulacdo, e, somado a
propriedade mucoadesiva da HPMC, favoreceu a aglutinacdo das particulas,

resultando em MEs com maior diametro.

Figura 23 — Imagens de microscopia eletrénica de varredua (MEV) referentes
as MEs da blenda polimérica contendo citidina em diferentes aumentos (A, B e

C) eimagem obtida por espectrometria de energia dispersiva de raios X (EDS)
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Considerando-se 0 aspecto superficial, as particulas contendo a CTD apresentaram-
se também amorfas, irregulares e rugosas. Houve um aumento no tamanho em
relacdo as particulas brancas, assim como observado pela analise de espalhamento
de luz, sendo um resultado indicativo da encspduls¢éo do farmaco.

Com o objetivo de confirmar o encapsulamento da CTD pelas MEs, foi acoplado ao
MEV o sistema de espectrometria de energia dispersiva de raios X, técnica
conhecida como EDS, através da qual é possivel determinar a composi¢ao
gualitativa e semi-quantitativa das amostras a partir da emissdo de raios X
caracteristicos, 0s quais sao provenientes da camada eletrénica Ka. No espectro
dispersivo da energia resultante dos raios X, as radiografias emitidas correspondem
a picos visiveis, cuja identificacdo fornece informacdes acerca dos elementos que
estdo presentes na amostra. O grafico do espectro correspondente a andlise das
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MEs contendo a CTD esta disposta na figura 24. Uma das limitagBes da andlise por
EDS é o fato de apenas elementos com numero atdbmico maior que 4 poderem ser
detectados e quantificados. Contudo, esse nao foi um problema para o estudo em
guestdo, uma vez que buscou-se encontrar o elemento fésforo (P), cujo niamero
atbmico é 15, e que esta presente na molécula da CTD. Os dados quantitativos
sobre a composicao da amostra séo derivados das diferentes intensidades dos picos
presentes no espectro. (DUARTE et al., 2003)(RESOLUTIONS, 2006).

Figura 24 — Espectro dos raios X caracteristicos correspondente a anélise das
microesferas contendo citidina pela técnica de espectrometria de energia

dispersiva de raios X (EDS)
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Tabela 6 — Relacdo dos elementos quimicos identificados nas microesferas
contendo citidina pela técnica de espectrometria de energia dispersiva de raios
X (EDS)

Elt XRay Int Error K Kratio W% A% ZAF Ox% Cat#

C Ka 835.0 3.4539 0.8170 0.3762 69.03 76.27 0.7761 0.00 0.00
O Ka 221.8 1.7802 0.0939 0.0432 24.65 20.45 3.4421 0.00 0.00
Na Ka 282.6 2.0092 0.0417 0.0192 3.89 2.25 1.5785 0.00 0.00
Si Ka 324 0.6806 0.0041 0.0019 0.23 0.11 1.0185 0.00 0.00

P Ka 171.7 1.5663 0.0239 0.0110 1.25 0.54 1.0074 0.00 0.00

S Ka 105.1 1.2254 0.0161 0.0074 0.79 0.33 0.9587 0.00 0.00
Cl Ka 20.2 0.5369 0.0033 0.0015 0.17 0.06 0.9977 0.00 0.00
1.0000 0.4604 100.00 100.00 0.00 0.00

Os elementos sodio (Na), silicio (Si), carbono (C) e oxigénio (O) identificados s&o
constituintes da laminula de vidro na qual foi depositada a amostra. Carbono e
oxigénio também sao provenientes da amostra, 0 que justifica a maior concentracéo
desses elementos. Ndo se sabe ao certo a procedéncia do cloro (Cl) e enxofre (S)
encontrados, podendo ser decorrentes do éter de petroleo utilizado no preparo da
amostra, o qual é bastante impuro. A presenca do elemento fésforo € decorrente da
CTD, uma vez que € o Unico composto, dentre todos oS outros presentes na
amostra, que possui esse elemento (presente no grupo fosfonato) e, portanto,

confirma-se a hipotese de encapsulacdo da CTD pelas MEs da blenda.

5.5.3 Avaliacdo do teor de encapsulacdo da CTD nas MEs

O teor de encapsulacao da CTD foi calculado por meio de uma regra de trés entre a
guantidade, em pg, de farmaco adicinado a formulagéo e que foi injetada no HPLC e
a quantidade calculada pela integracdo do pico de CTD obtido em cromatograma no
HPLC. O resultado médio obtido foi de 50,2 £ 0,7% de encapsulacdo da CTD nas
MEs da blenda, enquanto que para as MEs de PLGA néo foi encontrado nenhum
valor acima de 5%. O primeiro teste de encapsulacao foi realizado com o CDV, no
gual obteve-se aproximadamente 27% de encapsulacdo. No entanto, considerando-
se que a massa de partida do CDV ja estava muito baixa, devido a pouca

disponibilidade do farmaco, e que durante algumas etapas do processo de producao
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das particulas poderia ainda ter ocorrerido alguma perda do farmaco, julgou-se que
talvez o resultado obtido ndo estivesse refletindo o real potencial de encapsulagcéo
pela formulacdo. Por essa razdo, decidiu-se substituir o CDV pela CTD para que
fosse possivel utilizar quantidades razoaveis de farmaco e polimero e verificar o real

teor de CTD encapsulada nas MEs da blenda.

O consideravel aumento na encapsulagédo do farmaco deveu-se a uma combinacao
de fatores, que envolvem a escolha de uma matriz polimérica compativel com o
farmaco proposto; o processo de reticulacdo ibnica empregado, que aumentou as
ligagOes cruzadas entre as cadeias do carbopol, favorecendo uma maior rigidez das
MEs e consequente capacidade de retencdo do farmaco; e o aumento nas
guantidades utilizadas para o preparo da formulacédo, tanto dos polimeros quanto do

farmaco, mantendo-se as concentracfes propostas.

A dificuldade da veiculacdo de farmacos hidrofilicos em sistemas de liberacdo ja é
bem elucidada, e ela ocorre devido principalmente ao fato de que grande parte dos
processos de obtencdo de particulas envolve a presenca de agua em pelo menos
uma etapa do processo, principalmente nos processos de emulsificacdo. Assim,
para evitar que o farmaco hidrofilico permaneca todo na agua, € essencial que o
farmaco tenha afinidade suficiente pela matriz polimérica utilizada, sendo que esse
fator depende da compatibilidade quimica entre ambos. A escolha da HPMC e do
carbopol, ambos hidrossollveis, possibilitou uma maior interacdo entre o CDV e a
CTD com a matriz polimérica, de modo que foi possivel aprisiona-los nas particulas
formadas. Srivastava e colaboradores (2005) obtiveram aproximadamente 0 mesmo
teor de encapsulacédo do farmaco nas MEs de HPMC desenvolvidas, em uma média
de 55,0% (SRIVASTAVA; RIDHURKAR; WADHWA, 2005). Zhou e colaboradores
(2012) também descreveram 42,33% de encapsulacdo de furazolidona em MEs

mucoadesivas a base de HPMC e carbopol.

O teor de encapsulacdo da CTD pelas MEs da blenda polimérica mostrou-se
satisfatério e em concordéancia com dados relatados na literatura. Estudos
posteriores para padronizacdo da formulacédo fazem-se necessarios para otimizar o

processo de encapsulacéo de farmacos e garantir a sua reprodutibilidade.
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ANALISE TERMICA

Andlise térmica é um termo que abrange um conjunto de técnicas pelas quais uma
propriedade fisica de uma substancia e ou de seus produtos de reacdo é medida em
funcdo da temperatura, enquanto a substancia € submetida a uma programacéao
controlada de temperatura (IONASHIRO; GIOLITO, 1980).

5.5.4 Analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) é a técnica da analise térmica na qual
mede-se a diferenca de energia fornecida a uma substancia e a um material de
referéncia em funcdo da temperatura, enquanto a substancia e o material séo
submetidos a uma programacao controlada de temperatura (IONASHIRO; GIOLITO,
1980). Essa técnica permite a identificacdo das temperaturas de transicdo vitrea, de
fusdo e de recristaliacdo de polimeros, o que permite a verificacdo de possiveis
alteracdes na estrutura do material em funcdo do processamento realizado
(DUARTE BYRRO et al., 2009), de modo que tais informagdes sao expressas pela
curva de DSC.

Pela analise de calorimetria exploratéria diferencial foi possivel elucidar o
comportamento térmico da CTD, dos polimeros HPMC K100 e carbopol 940
separadamente, da MEs branca e da MEs contendo a CTD. A figura 25 apresenta o
grafico das curvas de DSC referentes aos polimros e aos farmacos sobrepostas. Os
resultados indicam que n&o houve interacdo entre 0S compostos que provocasse
alteracdo das suas propriedades fisico-quimicas, uma vez que a curva de DSC
referente as MEs contendo a CTD é resultante do somatorio das curvas referentes

as matérias-primas puras.
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Figura 25 — Sobreposicao das curvas DSC do carbopol (preto), HPMC
(vermelho), citidina (verde), microesferas da blenda branca (azul) e
microesferas da blenda contendo a citidina (rosa), em atmosfera dinamica de

nitrogénio.
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E possivel observar nas curvas do Carbopol (preto) e HPMC (vermelho) ligeiros
desvios na linha de base em temperaturas entre 50 e 100°C, que podem estar
associados a evaporacdo de &gua, uma vez que ambos 0s polimeros sao
hidrofilicos. A curva da blenda, em azul, apresenta um notavel evento endotérmico
se comparada as curvas dos polimeros puros, o que fornece indicios da ocorréncia
de reticulacdo do Carbopol a partir da correcdo do pH. Ainda, a intensificacdo do
pico endotérmico da blenda com a citidina (rosa) pode ser a associacdo do pico
referente ao processo de reticulacdo, que aparece na curva da blenda branca, a
CTD pura. Esses resultados sugerem que ndo s6 houve encapsulacédo da CTD pelas
MEs da blenda polimérica, como também o processo de reticulacdo ibnica das

particulas foi bem sucedido.
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5.6 CONCLUSAO

As MEs compostas por uma blenda polimérica a base de HPMC K100 e carbopol
940 foram produzidas pelo método de emulsificacdo simples A/O. As analises de
caracterizacdo evidenciam a formacado de particulas maiores, de aproximadamente
80 um de diametro, com formato nao definido e rugoso e o potencial zeta alto e
negativo € indicativo de estabilidade da suspensdo. O teor de encapsulagcédo foi
avaliado com a CTD, farmaco analogo ao CDV, e mostrou resultado satisfatorio,
chegando a aproximadamente 50% de encapsulacédo. A utilizacdo da CTD fez-se
necessaria para otimizacdo do processo, devido a pouca disponibilidade do CDV. A
encapsulacdo foi confirmada pela analise de EDS realizada em conjunto com a
MEV, que identificou a presenca do elemento fésforo proveniente do grupo fosfonato
da CTD, e também pela analise térmica, pela qual obteve-se uma curva DSC que
sugere ndo s6 a encapsulacdo da CTD pelas MEs, como fornece indicios de que o
processo de reticulagdo idnica empregado para aumentar as ligagcdes cruzadas do
carbopol na formulacdo foi eficaz. Dada a semelhanca quimica entre a CTD e o
CDV, sugere-se que os resultados obtidos pelas andlises da formulacdo contendo a
CTD possam ser reproduzidos com o CDV, contudo, estudos posteriores com 0
CDV, bem como a realizacdo de um perfil de liberacdo in vitro da formulacdo, sao

necessarios para confirmar essa hipotese.
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6 CAPITULO I, PARTE 3: CARACTERIZACAO IN VIVO DOS SISTEMAS
POLIMERICOS DESENVOLVIDOS
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6.1 MATERIAIS E METODOS

6.1.1 Materiais

Ovos embrionarios; incubadora automatica digital Premium Ecolégica®, Brasil; PBS
estéril; bevacizumabe 500 pug/mL; cidofovir 0,7 uM; MEs de PLGA brancas 0,65 mg;
MEs da blenda polimérica branca e contendo o farmaco 0,65 mg; formaldeido 10%;

estereomicroscépio Motic® equipado com camera Motic Cam®.

6.1.2 Métodos

6.1.2.1 Avaliacdo da toxicidade em membrana corioalantoica (MCA)

A membrana corioalantoica de embrido de galinha (MCA) é formada por uma densa
rede de artérias e veias que funciona como 6rgao de respiracdo para o embrido. O
desenvolvimento do embrido até o momento da eclosdo dura 21 dias, sendo que
MCA ¢é formada entre os dias 4 e 6, e continua a se proliferar e diferenciar até o dia
8, formando uma rede de capilares que realizam as trocas gasosas com 0 ambiente
(YUAN et al., 2014).

Devido ao arranjo planar dessa microvasculatura e da sua proximidade com a
superficie, a MCA tem sido um modelo bastante utilizado no estudo de processos
biologicos,  principalmente  naqueles que envolvem a  angiogénese
(DIMITROPOULOU et al.,, 1998). Em organismos em desenvovimento, a
angiogénese, isto é, a formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos ja
existentes, € uma etapa essencial para o desenvolvimento de novos tecidos. Ja no
caso de organismos adultos, a maioria dos tecidos normais carece de angiogénese
fisiologica substancial. Assim, a angionésese em organismos adultos pode estar
relacionada a cura de feridas, artrite reumatoide, endometriose, retinopatia diabética,
degeneracdo macular, desenvolvimento de tumor e processos inflamatorios em geral
(NORRBY, 2006).

Devido a tais caracteristicas, sdo encontrados diversos relatos na literatura sobre o

uso desse modelo in vivo para a avaliacdo da atividade, biocompatibilidade, bem
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como da toxicidade de farmacos (RIBATTI, 2014).

Para o estudo da biocompatibilidade e possivel toxicidade do CDV e das
microparticulas poliméricas, os ovos embrionarios, que chegaram no terceiro dia de
desenvolvimento, foram incubados em uma incubadora automatica digital (Premium
Ecolégica®, Brasil), figura 26, a temperatura de 37°C e 60% de umidade relativa do
ar, em posigéo horizontal sob agitagédo constante.

Figura 26 — Incubadora automatica digital

No terceiro dia do desenvolvimento embrionério, realizou-se a abertura de um
orificio de aproximadamente 1 cm de diametro na regido da camara de ar da casca
dos ovos. A membrana interna da casca foi removida para a exposi¢cao da MCA e o
orificio foi vedado com fita adesiva transparente. Apds a realizacdo desse
procedimento, os ovos foram acondicionados, em posig¢édo vertical, na incubadora,
onde permaneceram até o final do estudo. As amostras foram aplicadas na MCA no
quinto dia de desenvolvimento, e reaplicadas no sexto dia, conforme consta no
guadro 8. No sétimo dia de desenvolvimento, quinto e Gltimo dia do estudo, as MCAs
foram fixadas com solucdo de formaldeido a 10%, por 10 minutos, e em seguida
extraidas e levadas a um estereomicroscépio (Motic® equipado com camera Motic
Cam®), que foi utilizado para fotografar as membranas. As estapas S&0

esquematizadas na figura 27.
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Quadro 8 — Relagédo dos grupos do experimento da membrana corioalantoica

de embrido de galinha (MCA) e dos respecivos tratamentos

Amostras Tratamentos
Controle positivo — PBS pH =7,4 -
Controle negativo — Bevacizumabe 500 pg/mL
Solucéo de cidofovir 0,7 uM
MEs de PLGA brancas 0,65 mg da formulacéo
MEs blenda brancas 0,65 mg da formulacéo
MEs blenda contendo CDV 0,65 mg da formulacéo

Figura 27 — Fluxograma do ensaio da membrana corioalantoica de embrido de
galinha (MCA)

32 Dia 32 Dia 52 Dia 62 Dia 72 Dia
A?ertura do orificio na Exposi¢do da MCA Aplicagdo de 20 pL das Reaplicacdo de 20 pL das Extragdo da MCA ap6s
camara de ar da casca solugGes-amostra solugBes-amostra fixagdo com Formaldeido

dos ovos 210%

Fonte: adaptado de (OZCETIN, 2013; BURNS, 2008)

As imagens foram obtidas pelo software Motic Images Plus 2.0, com um aumento
padronizado de 20X. Os vasos da MCA foram analisados e quantificados pelo
programa ImageJ, sendo que o plugin Color Threshold foi utilizado para transformar
as imagens em preto e branco, nas quais 0s tons mais escuros correspondem a cor
vermelha dos vasos sanguineos, enquanto que as areas brancas representam a
auséncia de vasos. O plugin Analyze Particles foi utilizado para quantificar a area

referente aos vasos sanguineos em pixels.

Os resultados obtidos foram expressos como percentual + desvio padrdo, e 0s
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resultados encontrados para o grupo controle (que foram fixados a 100%) foram
comparados com aqueles encontrados para os diferentes tratamentos. A analise de
variancia foi feita por ANOVA e a diferenca entre os grupos (n=6) pelo teste de

Tukey, utilizando software GraphPad Prism®5.

6.1.2.2 Avaliacao histologica da resposta inflamatdria em prega vocal de
coelho apos injecdo local de CDV e das MEs de PLGA

O PLGA foi o polimero sintético escolhido para o preparo dessa formulacdo devido
as suas caracteristicas de biodegradabilidade e biocompatibilidade, que ja sdo bem
descritas na literatura (CHEN et al., 2013). No entanto, foi necessério verificar a
resposta do organismo a presenca das MEs de PLGA, de modo que, nesse caso, a
biocompatibilidade foi avaliada pela presenca ou nédo de eventos inflamatérios locais

apos a administracédo da formulacéao.

Para a realizagcdo do estudo, os coelhos da raga New Zealand, pesando 2,0 Kg,
foram sedados e anestesiados com ketamina e xilazina, por injecéo intramuscular na

regido posterior da coxa, conforme estabelecido em projeto aprovado pelo CETEA.

Os animais (n=12) foram divididos em 2 grupos: 6 coelhos receberam a injecao local
de solucdo de CDV, na concentracdo de 75 mg/mL, e os outros 6 coelhos
receberam a injecdo local de suspensdo das MEs de PLGA brancas, em
concentracdo nao definida. Esses dois grupo foram, ainda, divididos em dois
momentos de analise do estudo, sendo um de 7 dias e outro de 30 dias apos as
injecbes, e para cada um desses periodos foi mantido um coelho como controle do
estudo, perfazendo um total de 2 animais controle no estudo. A relacdo dos grupos
de tratamento com seus respectivos periodos de analise estdo representados no

quadro 9.
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Quadro 9 — Relacdo dos grupos de estudo para a realizagdo das analises

histologicas
Periodo de 7 dias Numero de 30 dias NUmero de
sobrevida animais animais
Administracdo de Administracdo de
Grupo 1 (n=6) 0,2 mL de sol. de 3 0,2 mL de sol. de 3
CDV (75 mg/mL) CDV (75 mg/mL)
Administracdo de Administracédo de
Grupo 2 (n=6) 0,2 mL de susp. de 3 0,2 mL de susp. 3
MEs de PLGA de MEs de PLGA
brancas brancas
Animais controle - 1 - 1
Os procedimentos foram realizados pelo Dr. Danilo Rodrigues, médico

otorrinolaringologista vinculado ao programa de pés-graduacdo do Departamento de
Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoco da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto. Injetou-se 0,1 mL das amostras em cada um dos lados
das pregas vocais dos coelhos, previamente anestesiados, resultando em um total
de 0,2 mL por coelho. As injecOes foram realizadas externamente utilizando-se uma
seringa descartavel para insulina com agulha 8 x 0,30 mm, sem a necessidade de
tricotomia, pela apalpacdo da laringe do animal e identificacdo anatbmica das
cartilagens tireoide e cricoide, de modo que as pregas vocais estariam localizadas
entre essas duas cartilagens. Apés a realizacdo das injecdes, 0os animais receberam

Ibuprofeno gotas, na dose de 40 mg/Kg, por via oral, para analgesia.

Para a extracdo das pregas vocais, apés transcorridos os periodos de 7 e 30 dias,
0s animais foram eutanasiados e as laringes extraidas com o auxilio de tesouras
cirargicas e bisturis, conforme exposto na figura 28. As pecas foram fixadas em
solucdo de formaldeido a 10% por 24 h, e enviadas a um centro de anaise
histol6gica especializado, onde foram realizados cortes de 3 um de espessura no
plano coronal antero-posterior, passando pela por¢do membranosa da prega vocal.
Os cortes foram, entdo, corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE) e
Tricrdmio de Masson (TM). A principal finalidade da coloragéo por HE é diferenciar
regides

teciduais basofilas (coradas pela hematoxilina, cor azul-roxeado),

principalmente acidos nucleicos, de regides acidofilas (coradas pela eosina, cor
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résea), sendo proteinas em geral. Ja a coloragdo de Tricromo de Masson tem por
finalidade distinguir células do tecido conjuntivo circundante, sendo possivel
diferenciar areas de glicose (vermelhas), que representam o tecido normal, das

areas de fibrose (azuis).

Figura 28 — Laringe de coelho New Zealand, em corte coronal antero-posterior,
extraida para analise histologica de biocompatibilidade. As pregas vocais

estao indicadas pelas setas vermelhas

As andlises histologicas da reacdo inflamatéria foram feitas sob microscopia Optica,
utilizando microscépio virtual ScanScope VS120 (Olympus life sciences; Toquio,
Japao). Foram avaliados a intensidade e predominio celular do processo
inflamatério, neovascularizacdo, fibrogénese e éareas de necrose, bem como a

concentragéo de colageno.

O infiltrado inflamatério, a fibrogénse, a neovascularizacdo e as areas de necrose
foram avaliados conforme a sua intensidade, através de escala ponderal, e divididos
em diferentes graus, conforme indicado nos quadros 10, 11, 12 e 13,

respectivamente.
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Quadro 10 — Escala ponderal de avaliacdo histologica de infiltrado inflamatorio

Classificagao Descrigcéo
Grau O Ausente
Grau 1 Leve, com esparsas células inflamatérias, sem leséo evidente

Moredado, com infiltrado inflamatério difuso em lamina prépria, sem formacéo
de agregados inflamatérios, com lesdo focal de células epiteliais
Grau 2 caracterizadas por desorganizacao e ruptura de células epiteliais

Intenso, com denso infiltrado inflamatério difuso, com formacédo de agregados
de células inflamatérias, lesdo de células epiteliais caracteriada por
Grau 3 desorganizacdo e ruptura de células epiteliais, sendo descritos os tipos
celulares predominantes: neutrdfilos (N), mastdcitos (M), linfocitos (L),
plasmécitos (P), histiocitos (H), eosindfilos (E), linfohistiocitéarios (LH) e
linfoplasmocitario (LP)

Quadro 11 — Escala ponderal de avaliacao histologica de fibrogénese

Classificagao Descrigcéo
Grau O Ausente
Grau 1 Leve
Grau 2 Moderada
Grau 3 Intensa

Quadro 12 — Escala ponderal de avaliacéo histolégica de neovascularizagéo

Classificagao Descrigcéo
Grau O Ausente
Grau 1 Leve

Quadro 13 — Escala ponderal de avaliacdo histoldgica de areas de necrose

Classificacao Descricao
Grau 0 Ausente
Grau 1 Leve

6.1.2.3 Avaliacdo qualitativa da aderéncia das MEs de PLGA e da blenda de
HPMC e carbopol radiomarcadas com *™Tc nas pregas vocais de

coelhos New Zealand

A fim de verificar se as particulas desenvolvidas cumpririam a principal proposta
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desse projeto, as MEs de PLGA e da blenda e o CDV foram radiomarcados com o
%MTc. O processo de radiomarcacédo do CDV foi realizado conforme protocolo ja
apresentado no capitulo | dessa dissertacdo. Para as MEs, 0 mesmo protocolo foi
seguido, sendo que foram utlizados 100 pL da suspensdao de MEs para a
radiomarcacdo. A complexacdo entre as MEs e o *™Tc é possivel, uma vez que
assim como o CDV, o PLGA, a HPMC e o carbopol possuem em suas estruturas
grupos acidos doadores de elétrons que se quelam com o tecnécio, espécie
deficiente de elétrons. A eficiéncia da radiomarcacdo foi determinada pela
quantificacdo das impurezas *™TcO, e **"TcO..

Para a realizacdo do estudo, os coelhos da raca New Zealand, pesando 1,5 Kg,
foram sedados e anestesiados com ketamina e xilazina, por injecao intramuscular na
regido posterior da coxa, conforme estabelecido em projeto aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), sob o n°® 184/2017 (Anexo 1). Os animais
(n=9) foram submetidos as injecbes locais na prega vocal dos compostos
radiomarcados, sendo que eles foram divididos em 3 grupos: 3 coelhos receberam a
injecdo de CDV radiomarcado com %*"Tc (**"Tc-CDV), 3 coelhos receberam a
injecdo das MEs de PLGA radiomarcadas com *™Tc (*"Tc-PLGA) e 3 coelhos
receberam a injecdo das MEs da blenda radiomarcadas com *°*"Tc (**"Tc-blenda).

Foi injetada em cada animal uma atividade de aproximadamente 4 mCi.

Injetou-se 0,1 mL das amostras em cada um dos lados das pregas vocais dos
coelhos, resultando em um total de 0,2 mL por coelho. As injecbes foram realizadas
externamente, sem a necessidade de tricotomia, pela apalpacdo da laringe do
animal e identificacdo anatébmica das cartilagens tireoide e cricoide, de modo que as
pregas vocais estariam localizadas entre essas duas cartilagens. ApGs a realizacao
das inje¢des, os animais receberam Ibuprofeno gotas, na dose de 40 mg/Kg, por via

oral, para analgesia.

Os animais foram entdo levados a gama-camara para aquisicdo das imagens
cintilogréficas, nos tempos de 1, 4, 8 e 24 h apos as injecdes, de modo a verificar a
cinética de depuracdo dos compostos injetados e assim, comparar, qualitativamente,

a permanéncia das MEs nas pregas vocais em relacdo a solucdo de CDV.
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6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2.1 Avaliacdo da citotoxicidade em membrana corioalantoica (MCA)

A biocompatibilidade dos polimeros utilizados neste projeto ja € bem descrita na
literatura, entretanto, buscou-se avaliar uma possivel citotoxicidade dos sistemas
desenvolvidos in vivo pelo ensaio da membrana corioalantoica (MCA), o qual

apresenta-se como um ensaio de baixo custo, reprodutivel e confiavel.

Durante o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos, embrides de
galinha sao utilizados para avaliar a atividade ou toxicidade de um farmaco ou até
mesmo de outros constituintes da formulagdo, como por exemplo os polimeros. A
toxicidade pode ser avaliada em termos da morte do embrido ou da ocorréncia de
efeitos adversos na MCA, incluindo inflamacgéo e neovascularizacédo (VARGAS et al.,
2007). Sabe-se que a implantacdo de sistemas a base de biomateriais da inicio a
respostas bioldgicas que podem resultar no desenvolvimento de um processo
inflamatério, geralmente acompanhado por angiogénese e, por isso, faz-se
necessaria a avaliagdo da ocorréncia desses processos (ZWADLO-KLARWASSER
et al., 2001).

A membrana corioalantoica fornece um modelo de perfusdo sanguinea que simula a
microvasculatura e a camada de lamina propria superficial das pregas vocais
humanas. Assim, pelo ensaio da MCA, é possivel prever o comportamento do CDV
e das formulacdes propostas em pacientes, o que justifica a relevancia desse estudo
(BROADHURST et al., 2007).

A quantificacdo da microvasculatura presente na MCA ap0és transcorridos os dias de
estudo com os rescpectivos tratamentos permitiu verificar a toxicidade do CDV e dos
sistemas desenvolvidos em relacdo ao tampao PBS, que atuou como controle da
vascularizacdo normal da MCA. A Figura 31 contém as imagens da MCA, referentes
a cada grupo de tratamento, logo apdés serem extraidas ao final do estudo. O
bevacizumabe, que foi utilizado como um controle negativo da angiogénese, &€ um
anticorpo monoclonal humanizado que, ao se ligar as isoformas do fator de

crescimento endotelial vascular (VEGF), inibe a sua ligagcéo aos receptores
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presentes na superficie das células endoteliais, o que inviabiliza o processo de
angiogénese (AISENBREY et al.,, 2007). A sua utilizacdo nesse estudo teve por
objetivo demonstrar a acdo de um composto com propriedade antiangiogénica, a fim
de comparar e verificar se o CDV ou as MEs de PLGA também apresentam essa
propriedade. De modo geral, buscou-se avaliar se ha algum tipo de interferéncia dos
compostos testados na microvasculatura da MCA, podendo o resultado indicar

aumento, diminuicédo ou inalteracdo da microvasculatura.

Na tabela 7 sdo apresentados os percentuais de vasos sanguineos da MCA dos
grupos de tratamento em relacdo ao grupo controle, que foi fixado em 100%. Na
figura 29 é apresentado o grafico que expressa as porcentagens de vasos

sanguineos na MCA de acordo com os diferentes tipos de tratamento.

Figura 29 — Imagens da membrana corioalantoica (MCA) de embrides 7 dias de

vida que foram submetidos aos diferentes grupos de tratamento analisados

PBS
cobv MEs PLGA

MEs blenda MEs blenda
+ CDV
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Tabela 7 — Percentual de vasos sanguineos expressos em relacédo ao grupo

controle fixado em 100%

Grupo de tratamento Média de vasos sanguineos (%)
PBS (controle) 100
Beva 500 pg/mL 44,4
CDV (0,7 uM) 96,2
MEs PLGA (0,65 mg) 95,9
MEs blenda (0,65 mg) 99,0
MEs blenda contendo CDV (0,65 mg) 97,9

Figura 30 — Ensaio de membrana corioalantoica realizado com PBS (controle),
bevacizumabe (500 pg/mL), cidofovir (0,7 uM), microesferas de PLGA (0,65 mg
da formulacéo), microesferas da blenda branca (0,65 mg da formulacao) e
microesferas da blenda contendo cidofovir (0,65 mg da formulacao). O
percentual de vasos sanguineos do grupo tratado foi expresso em relagéo ao
percentual do grupo controle, fixado em 100%. * Significativamente diferente
do grupo controle. ** Significativamente diferente do grupo tratado com

bevacizumabe (500 pg/mL). (P<0,05)
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Nota-se que os ovos tratados com o bevacizumabe apresentaram uma reducao
significativa na vascularizacdo da MCA. Em contrapartida, houve diferenca
significativa também entre todos os sistemas em relacdo ao bevaizumabe, o que
comprova a auséncia de atividade antiangiogénica nesses compostos, ao menos

nas concentracoes testadas.

Por ndo haver atividade angiogénica estabelecida, o tratamento dos ovos com o
PBS reflete a vasculatura normal da MCA. Como ndo houve diferenca significativa
entre nenhum dos grupos testados e o PBS, pode-se inferir que nem as MEs
poliméricas, nem o CDV, induziram aumento da vascularizacdo da MCA. Assim,
existindo a correlagdo entre neovascularizagdo e inflamacéo, conclui-se que, nas
concentracfes testadas, as MEs de PLGA e da blenda, bem como o CDV, nao
induziram o estabelecimento de um processo inflamatério agudo e, portanto, néo

apresentam citotoxicidade.

Ja foi demonstrado que o CDV apresenta potente atividade contra lesdes causadas
por virus oncogéncicos, devido a uma possivel atividade antitumoral do farmaco.
Com o objetivo de investigar o mecanismo da atividade antitumoral do CDV, avaliou-
se o efeito do CDV na angiogénese e na proliferacdo de células endoteliais, em
modelo in vivo de hemangioma, que é um tumor benigno causado pela mal
formacdo de vasos sanguineos. Considerando-se que o0 crescimento tumoral é
determinado pelo balangco entre proliferacdo celular e apoptose, podendo ser
modulado pela angiogénese, sugeriu-se que o CDV poderia exercer sua atividade
antitumoral por inducdo de morte celular por apoptose ou pela inibicdo da
proliferacdo de vasos sanguineos (LIEKENS et al., 2001). Os resultados obtidos in
vitro e in vivo confirmaram a inducdo da apoptose das células endoteliais pelo CDV
de forma dose-dependente, enquanto que o ensaio da MCA demonstrou que, apesar
de o CDV ter prevenido o desenvolvimento de hemangioma nos embrides, a
vascularizacdo da MCA néo foi afetada em nenhuma das doses testadas, sugerindo

gue o CDV néo apresenta atividade antiangiogénica (LIEKENS et al., 2001).

Os resultados obtidos nesse estudo estdo de acordo com o exposto por Liekens e
colaboradores e mostram que o uso do CDV livre, bem como das MEs

desenvolvidas ndo provocam alteracdo das condicdes fisiologicas das pregas vocais
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na laringe. Estudos de maior duracdo podem ser necessarios para avaliacao da

biocompatibilidade a longo prazo.

6.2.2 Avaliacdo histologica da resposta inflamatoria em prega vocal de coelho
apos injecdo local de CDV e das MEs de PLGA

A analise histolégica da laringe extraida dos animais foi realizada pela classificacao,
em escala ponderal, do infiltrado inflamatdério, fibrinogénese, neovascularizacao e
areas de necrose, como demonstrado nos quadros 14, 15 e 16, referentes aos
grupos controle, tratamento com o CDV e com as MEs de PLGA, respectivamente.
As imagens de microscopia 6ptica, obtidas apos coloracdo das laminas histologicas
em HE e TC, também demonstradas nas figuras 31, 32 e 33.

Figura 31 — Corte histolégico da laringe de coelho New Zealand do grupo
controle em coloracdo hematoxilina-eosina (HE) e tricromio de masson (TM)

HE ™
Epiglote

Epitélio da
prega vocal

Cartilagem
tireoidea

Musculo da
prega vocal

Subglote

Cartilagem
cricoidea

Quadro 14 — Analise histélogica da laringe de coelhos New Zealand, em escala

ponderal, do grupo controle

CONTROLE

Classificacao

Periodo Inflamacéao Fibrose Neovascularizagcéo Necrose

7 dias Grau 0O Grau 0O Grau 0O Grau 0O

30 dias Grau O Grau 0O Grau 0O Grau O
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As analises histolégicas do grupo controle foram realizadas em animais que nao
sofreram nenhum tipo de intervencdo. Como mostrado na figura 31, ndo ha nenhum
tipo de alteracdo, de modo que as caracteristicas observadas representam a
histologia do tecido sadio da laringe do coelho, atuando, portanto, como parametro
de comparacao as analises dos grupos tratados.

Figura 32 — Corte histoldgico da laringe de coelho New Zealand do grupo
tratado com cidofovir no periodo de 7 (A) e 30 dias (B) ap0s as injecdes, em
coloracdo hematoxilina-eosina (HE) e tricromio de masson (TM). As setas

indicam area de intensa fibrose, com pouca reacao inflamatoéria local.
i o
3 4 o 1%

Quadro 15 — Anélise histologica da laringe de coelhos New Zealand, em escala

ponderal, do grupo tratado com o cidofovir

CIDOFOVIR

Classificacéo

Periodo Inflamagéao Fibrose Neovascularizagao Necrose
7 dias Grau 1 Grau 0 Grau 0 Grau 1l
30 dias Grau 1 Grau 3 Grau 0 Grau 0

A imagem referente ao periodo de 7 dias (figura 32 A) apds a administracdo da
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solugdo de CDV apresenta leve infiltrado inflamatorio, com sinais de necrose e
liguefacdo tecidual, podendo corresponder ao sitio de infiltracdo do CDV. Ja no
periodo de 30 dias, apesar de nao ter havido exacerbacédo do processo inflamatério,
nem a presenca de necrose e neovascularizagdo, houve intenso estabelecimento de
fibrose, como indicado pelas setas na figura 32 B.

Figura 33 — Corte histoldgico da laringe de coelho New Zealand do grupo
tratado com as microesferas de PLGA no periodo de 7 (A) e 30 dias (B), em
coloracdo hematoxilina-eosina (HE) e tricromio de masson (TM). As setas

indicam areas com desprendimento do estroma.

Quadro 16 — Andlise histélogica da laringe de coelhos New Zealand, em escala

ponderal, do grupo tratado com as microesferas de PLGA

MEs DE PLGA
Classificacao
Periodo Inflamacéao Fibrose Neovascularizagéo Necrose
7 dias Grau 0 Grau 0 Grau 0 Grau 1*
30 dias Grau 0 Grau O Grau 0 Grau 0

De maneira geral, a administracdo das MEs de PLGA nao provocou alteracdes
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histologicas na laringe em nenhum dos periodos analisados. Na figura 33 A, ha uma
area com maior desprendimento do estroma, como indicado pela seta, podendo se
tratar de uma necrose correspondente ao sitio de infiltracdo das particulas.
Entretanto, como n&o é possivel saber ao certo o real local da incisdo, essa hipotese
nao pode ser comprovada.

6.2.3 Avaliacdo gqualitativa da aderéncia das MEs de PLGA e da blenda de
HPMC e carbopol radiomarcadas com %°"Tc nas pregas vocais de

coelhos New Zealand

A fim de comprovar que a formulagédo desenvolvida cumpriria 0 principal objetivo
deste projeto, o qual consiste na permanéncia prolongada das MEs poliméricas nas
pregas vocais para modular a liberacéo do farmaco e controlar o reaparecimento das
lesbes causadas pelo HPV, realizou-se a marcacdo das microparticulas brancas
com *™Tc para obter imagens cintilogréficas que mostrassem a permanéncia ou no
das MEs no local desejado. O mesmo procedimento foi realizado com a suspenséo
das MEs de PLGA e da blenda com uma solucédo de CDV, para comparar a eficacia

do sistema proposto em relagdo ao convencional, usado atualmente na clinica.
E mostrado nas figuras 34, 35 e 36 o comportamento do CDV, das MEs de PLGA
brancas e das MEs da blenda brancas, radiomarcados, na laringe dos coelhos New

Zealand, ao longo do tempo.

Figura 34 — Imagens cintilograficas adquiridas em gama camara evidenciando

o comportamento da solucéo de cidofovir radiomarcada com **"Tc na laringe
de coelhos New Zealand nos tempos de 1 (A), 4 (B), 8 (C) e 24 h (D)
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Figura 35 - Imagens cintilogréficas adquiridas em gama camara evidenciando o
comportamento das microesferas de PLGA brancas radiomarcadas com *"Tc
na laringe de coelhos New Zealand nos tempos de 1 (A), 4 (B), 8 (C) e 24 h (D)

HI26)

FORMI-1H(T] I FORMI2H[13] I FORM1-8H{15] I

Figura 36 — Imagens cintilograficas adquiridas em gama camara evidenciando
0 comportamento das microesferas da blenda de HPMC e carbopol

radiomarcadas com *™Tc na laringe de coelhos New Zealand nos tempos de 1
(A), 4 (B)e8(C)

COELHO1-4H(S]

Pela figura 34 é possivel observar que logo na primeira hora ap6s a administracao
local do CDV a solucdo comecou a se extravasar e o farmaco foi sendo depurado
para o estbmago e logo absorvido. Esse fato é confirmado pela radiacdo detectada
nao s6 na traqueia do coelho até o estbmago, como em todo o corpo, inclusive nos
0sso0s, como observado na regido dos ombros. Gradativamente a intensidade da
radiacdo foi diminuindo no local da injecdo do CDV, nas pregas vocais, e
aumentando no estébmago, de modo que ao final das 24 h (figura 34 D) de
acompanhamento o sinal ja estava consideravelmente mais fraco em relacdo ao
inicio (figura 34 A). Essas imagens confirmam os problemas reportados pelos
profissionais que atuam diariamente no controle das lesdes causadas pela

papilomatose laringea recorrente.

Nas figuras 35 e 36, por outro lado, nota-se que a radiacao proveniente das MEs

radiomarcadas ¢é focal e bem delimitada durante todo o periodo de
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acompanhamento. Além disso, dada a auséncia de radiacdo ao longo da traqueia e
no estbmago do animal, pode-se inferir que a diminuicdo no sinal da radiacdo é
decorrente apenas do préprio decaimento do *™Tc e ndo da absorcdo pela via

gastrointestinal do CDV liberado pela formulagao.

Seria interessante fazer o acompanhamento dos animais por um periodo mais
prolongado a fim de verificar em quanto tempo a solucdo de CDV seria
completamente depurada e por quanto tempo as MEs permaneceriam intactas no
local de aplicacdo. Alguns fatores como a energia nao tao alta de radiacdo gama
emitida pelo *™Tc e o seu curto tempo de meia-vida (6 h), contudo, inviabilizam o
acompanhamento prolongado desse experimento, ndo sendo possivel, por exemplo,
a realizagao de um estudo de liberacao in vivo a longo prazo. Ainda assim, em um
periodo de apenas 24 h j& foi possivel observar a grande diferenca entre o
comportamento das MEs e do CDV em solu¢do ap6s a mesma administracdo por
injecdo local nas pregas vocais dos coelhos, resultado esse que confirma e sustenta
a proposta do estudo em questdo. No caso das MEs da blenda, entretanto, a
radiacdo emitida ndo apresentou energia suficiente para que fosse possivel obter as
imagens de 24 h e, por isso, 0 acompanhamento das particulas ficou restrito aos
temposde 1,4 e 8h.

6.3 CONCLUSAO

Os sistemas poliméricos desenvolvidos foram analisados in vivo pelo ensaio da
MCA, a partir do qual confirmou-se a auséncia de citotoxicidade, por este método,
dos polimeros e farmacos utilizados no preparo das formulagcbes. Pela anélise
histol6gica das pregas vocais conclui-se que, ao contrario do que foi observado para
0 grupo tratado com o CDV, ndo houve alteracdo das condicbes histoldgicas
normais da laringe em decorréncia da injecdo das MEs de PLGA, comprovando a
biocompatibilidade da formulacdo com o devido local de aplicagdo. O estudo da
radiomarcacéo do CDV e das MEs de PLGA e da blenda com *™Tc evidenciou a
maior permanéncia das formulagbes nas pregas vocais apos a injecdo local em
relacdo a solugédo de CDV, 0 que sugere um sistema promissor no tratamento da

papilomatose laringea recorrente em relagdo ao tratamento usual.
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7 CONCLUSAO GERAL

A realizacdo deste projeto teve como principal objetivo desenvolver uma formulacao
baseada em sistemas de liberacdo biodegradaveis poliméricos, a fim de contornar
as dificuldades encontradas na clinica no tratamento da papilomatose laringea
recorrente. Apesar de pouco conhecida, € uma doenca de grande impacto social,
uma vez que atinge principalmente criancas e adolecentes e, além de ainda néo ter
cura, seu tratamento € intermitente e bastante invasivo, devido ao constante
reaparecimento das lesfes na laringe dos pacientes. Por essas razdes, a busca por
alternativas ao tratamento convencional, que é constituido pela inje¢&o intralesional
do CDV, é de grande relevancia para a manutencdo da salde dos pacientes
acometidos pela papilomatose, principalmente no que se refere a maior eficacia do

tratamento e conveniéncia para o paciente.

As MEs de PLGA nédo foram capazes de encapsular o CDV. Entretanto, pelas
analises de caracterizacdo preliminares realizadas, como distribuicdo de tamanho,
potencial zeta e MEV, estima-se que sdo particulas com caracteristicas adequadas
para formulacdes a base de sistemas de libera¢do controlada e podem, portanto, ser
utilizadas para veicular farmacos com carater mais hidrofébico. Assim, outros
farmacos com essa caracteristica e que apresentam atividade contra DNA virus

podem ser testados para o tratamento da papilomatose nessa formulagao.

Apesar das dificuldades e limitacdes encontradas durante alguns experimentos, a
realizacdo deste projeto é de grande importancia clinica, uma vez que fornece
resultados positivos e perspectivas acerca do tratamento de uma doenga pouco
difundida e, por isso, pouco estudada, mas que constitui um desafio diario na area
da otorrinolaringologia. A execucao dos experimentos complementares, aliada aos
resultados ja obtidos, € um grande passo para a implementacdo da formulacdo
desenvolvida na clinica como alternativa a administracao intralesional da solucéo de
CDV.
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8 PERSPECTIVAS

As formulacbes de MEs poliméricas desenvolvidas cumpriram a proposta do projeto,
0 que pode ser confirmado pelos resultados apresentados, principalmente com
relacdo a aderéncia das particulas nas pregas vocais dos animais. A auséncia de
citotoxicidade e a biocompatibilidade das formulagcbes nos testes apresentados
constituem fortes indicios de que as MEs a base de PLGA, HPMC e carbopol serédo
bem toleradas para administracdo em humanos. Outros estudos que avaliam a
citotoxicidade da formulagcdo, como o estudo de viabilidade celular, tanto em
fibroblastos como em células do tecido epitelial da laringe, sdo também necessarios
para sustentar os resultados apresentados.

O desenvolvimento das MEs da blenda polimérica de HPMC e carbopol ocorreu
como uma tentativa de contornar a nao veiculacdo do CDV pelas MEs de PLGA. As
MEs de HPMC e carbopol também apresentaram caracteristicas morfolégicas
satisfatorias, além de terem apresentado teor de encapsulacdo acima de 50%. A
otimizacdo de algumas etapas no processo de producdo das particulas, como
frequéncia de agitacdo da emulsdo e proporcdo entre os surfactantes utilizados,
podem melhorar ainda mais a sua capacidade de carga. Além disso, é importante
realizar um estudo de liberacéo in vitro para avaliar o teor de liberacdo do CDV pelas
MEs ao longo do tempo. O uso da CTD foi necessério para a realizacdo de grande
parte do estudo devido a pouca disponibilidade do CDV; entretanto, apesar de a
CTD apresentar estrutura quimica bastante semelhante ao CDV e de ser esperado
gue os resultados obtidos para a CTD sejam semelhantes ao que ocorreria com 0
CDV, é preciso repetir alguns dos experimentos, como a avalicdo do teor de
encapsulacdo e o MEV acoplado ao EDS, para comprovar a incorporacdo do CDV
nas MEs de HPMC e carbopol.
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ANEXO | - Oficio de aprovacgao para experimentacdo animal pela Comissao de

Etica No Uso de Animais
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Prezado(a):
Esta € uma mansagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situagdo de uma solicitagdo.

Protocolo CEUA: 184/2017

Titulo do projeto: Obtenc3c de imagens cintilograficas a partir da radiomarcacde do Cidofovire de microesferas poliméricas 2 base
de PLGA com Tecnécio28m

Finalidade: Pesquisz

Pesquisador responsavel: Armando da Silva Cunha Junior

Unidade: Faculdade de Farmacia

Departamento: Departamento de Frodutos Farmaceuticos

Situagdo atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado na reunido do dia 18/08/2017. Validade: 18/08/2017 3 17/08/2022
Belo Horizonte, 18/08/2017.

Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
nttps://3plicatives ufma.br/solicite ceual

Universidade Federsl de Minas Garais
Avenida Antonio Carlos, 8827 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa || — 2° Andar, Sala 2005
31270-801 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (21) 3400-4515
woww ufmg bribioetica/ceus - cetea@prpg.ufmg.br




130

ANEXO II - Oficio de aprovacédo para experimentacdo animal pela Comisséo de

Etica No Uso de Animais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

i . CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Prezado(a):

Esta € uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situacdo de uma
solicitacdo.

Protocolo CEUA: 12572017 . i

Titulo do projeto: DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA DE LIBERACAO BIODEGRADAVEL CONTENDO
CIDOFOVIR

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Andre Luis Branco de Barros

Unidade: Faculdade de Farmacia

Departamento: Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas

Situagdo atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado na reunido do dia 05/06/2017. Validade: 05/06/2017 & 04/06/2022
Belo Horizonte, 05/06/2017.

Atenciosamente.

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos. ufmq brisolicite ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar. Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
wwwy ufmg. bribicetica/ceua - cetea@prpag.ufmg br




