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RESUMO

FALCAO, Manuel. Estudo de Extragdo de C. roseus e Produgdo de
Nanoparticulas para Liberagcdao de Vimblastina. Porto Alegre. 2016. Tese.
Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais,
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

A quimioterapia é opcgao terapéutica para o tratamento de diversas classes de
tumores, principalmente pelos novos nanosistemas de liberagdo modificada de
farmacos. Os nanosistemas de liberacdo modificada tém como foco a maior
seletividade aos tecidos anormais, a diminuicdo de efeitos adversos, reducdo da
dose e diminuigao da frequéncia de aplicacdes. Devido a escala destes sistemas, o
efeito EPR favorece a permeabilizagdo nos vasos sanguineos e a retencédo de
particulas no tecido tumoral. Nesta tese foram realizadas extragdes de vimblastina a
partir de C. roseus utilizando agua e etanol como cossolventes de CO; a 300 bar e a
diferentes temperaturas mostraram a viabilidade do método de extracao,
posteriormente, as extragdes foram otimizadas utilizando etanol. Quando os
resultados encontrados sao comparados a métodos tradicionais de extracao como a
extracdo soélido-liquido o resultado encontrado foi de até 92,41% superior.
Concluindo, que a extragédo de vimblastina utilizando misturas de didxido de carbono
e etanol a altas pressbes € possivel. As nanoparticulas de PLGA contendo
vimblastina demonstraram a reprodutibilidade do método de nanoemulsao
garantindo a producédo de nanoparticulas homogéneas, com e sem farmaco. Os
experimentos de viabilidade celular mostraram que as trés formulagdes de
nanoparticulas de PLGA contendo vimblastina potencializaram a atividade do
farmaco para as doses mais baixas, 1 e 5 yg/mL, em relagdo ao farmaco livre. Os
estudos realizados de sintese de glicopolimeros apresentaram a sintese inédita de
um iniciador de ATRP baseado em PLGA sem o uso de espacgadores de PEG. Este
iniciador pode, em futuros estudos, ser utilizado para a modificacdo de PLGA. As
sucessivas tentativas de polimerizacdo de mondmeros de sacarideos via ATRP em
agua e DMSO leva a conclusao que esta metodologia n&o € a mais adequada para

sinteses glicopolimeros conjugados a PLGA sem o uso de espagadores de PEG.

Palavras-Chaves: CO; supercritico, vimblastina, glicopolimeros e nanoparticulas.



ABSTRACT

FALCAO, Manuel. Study of C. roseus Extraction and Production of
Nanoparticles for Vinblastine Release. Porto Alegre. 2016. PhD Thesis.
Graduation Program in Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL
CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

Chemotherapy is highlighted for the treatment of many classes of tumors, especially
by new drug delivery nanosystems. The drug delivery nanosystems are focused on
greater selectivity for abnormal tissue, decrease adverse effects, dose reduction and
decreased frequency applications. Due to the scale of these systems, the EPR effect
favors the permeabilization in blood vessels and retention in tumor tissue particles.
This thesis performed vinblastine extractions from C. roseus using water and ethanol
as co-solvents for CO, at 300 bar and at different temperatures, those experiments
showed the viability of this extraction method, subsequent extractions were optimized
using ethanol. The results are compared to traditional extraction methods such as
solid-liquid extraction the results found was up to 92.41%. Concluding that vinblastine
extraction using carbon dioxide and ethanol mixtures at high pressure is possible.
The PLGA nanoparticles containing vinblastine showed again the reproducibility of
the nanoemulsion method of ensuring the production of homogeneous nanoparticles
with and without drug and cell viability experiments show that the three formulations
of PLGA nanoparticles containing vinblastine potentiated drug activity at the lower
doses, 1 and 5 pg/mL, compared to free drug. The studies of glycopolymers
synthesis presented the novel synthesis of an ATRP initiator based on PLGA without
using PEG spacers. This initiator may, in future studies, be used for modifying PLGA.
Successive attempts monomer polymerization saccharide via ATRP in water and
DMSO leads to the conclusion that this approach is not the most suitable for the
syntheses of glycopolymers graft from a PLGA initiator without the use of PEG

spacers.

Key-words: Supercritical Carbon Dioxide, vinblastine, glycopolymers and

nanoparticles.
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1. INTRODUGAO

O céncer pode ser definido como o conjunto de doengas caracterizadas
pelo aumento descontrolado de numero de células. Se este aumento de replicacao
celular nao for controlado por estratégias como cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
horménios ou imunoterapia pode resultar em morte (Ferlay et al., 2010). O cancer
esta entre as doengas que mais causam mortes no mundo, mais de 8,2 milhdes de

mortes e 14,1 milhdes de novos casos em 2012 (WHO, 2013).

O tratamento do cancer teve como marco inicial estudos realizados por
Paul Ehrlich, o qual desenvolveu o conceito de quimioterapia, o uso de substancias
quimicas para o tratamento de doencas. Ehrlich iniciou os desenvolvimentos de
farmacos para o tratamento de doengas em modelos animais. Para o tratamento
para cancer estudou os primeiros agentes alquilantes e corantes de anilina (Chabner
e Roberts Jr, 2005). Apés Paul Ehrlich, até a década de 1960, a ressecgao cirurgica
e a radioterapia eram os tratamentos de escolha para diversos casos de cancer.
Porém, apds observar pacientes com cancer de mama, constatou-se que a
combinacao destas técnicas com a quimioterapia se tornava mais efetiva. A década
de 1960 também foi promissora por causa da descoberta e aprovacdo pelo FDA
(Food and Drug Administration) de diversos farmacos, entre eles os denominados
alcaloides de vinca, farmacos biossintetizados pela Catharanthus roseus

representados pela vimblastina e vincristina. A partir da década de 1980 iniciaram-se
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estudos de biologia molecular a fim de identificar possiveis alvos moleculares e
rotas metabdlicas dos tumores, dando origem a novas classes de farmacos para o
combate do cancer como o0s anticorpos monoclonais, os inibidores da
tirosinaquinase entre outros (Chabner e Roberts Jr, 2005). No inicio deste século
foram desenvolvidas e aprimoradas diversas tecnologias que possibilitaram a
melhora nos mecanismos de liberacdo e vetorizacdo de quimioterapicos, utilizando

sistemas de liberacdo modificada de farmacos.

Existe uma tendéncia de reducdo do numero de novos farmacos
aprovados pelo FDA nos Estados Unidos (Chong e Sullivan Jr., 2007).
Consequentemente, aumentaram os estudos que buscam novos usos para farmacos
ja existentes, alterando formulagbes, doses e indicagbes (Keiser et al., 2009;
Ashburn e Thor, 2004). Estas pesquisas, muitas ja em etapas pré-clinicas e clinicas
de fase | e Il, beneficiam-se do conhecimento prévio das propriedades das
moléculas, tais como seguranga e perfis farmacocinéticos das mesmas (Ashburn e

Thor, 2004).

Um estudo clinico de fase Il (Bouffet et al., 2012) colocou em evidéncia
um novo uso para vimblastina, o tratamento de gliomas de baixo grau. A vimblastina
€ um alcaloide de alto peso molecular biossintetizado pela vinca-de-Madagascar
(Catharanthus roseus (L.) G. Don) utilizado tradicionalmente no tratamento de

linfomas, cancer de mama e de testiculos.

Os extratos de C. roseus, uma planta nativa da ilha de Madagascar e da

india, atualmente distribuida por todo do globo, s&o utilizados para diversos fins na
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medicina popular. Muitas de suas atividades bioldgicas estdo relacionadas com a
alta quantidade de moléculas farmacologicamente ativas como alcaloides, taninos e
flavonoides. Dentre os metabdlitos secundarios da vinca-de-Madagascar, os mais
conhecidos por suas atividades antineoplasicas sdo a vimblastina e a vincristina,
com estruturas moleculares muito semelhantes entre si e com alta atividade
citotdéxica. Atualmente, a vimblastina comercial é extraida por vias classicas de
fitoquimica ou semi-sintetizada a partir de precursores produzidos pela prépria C.

roseus.

Diversas metodologias foram desenvolvidas para a extracdo dos
alcaloides de C. roseus, em sua maioria extragées longas, com diversas etapas e
com alto uso de solventes organicos (Verma et al., 2008). Apesar do alto valor
agregado do produto gerado, as diversas etapas acabam gerando grandes
quantidades de residuos téxicos e aumento dos custos de produgao. Sendo assim, a
extracdo por fluidos supercriticos € uma alternativa aos processos fitoquimicos
tradicionais. Desde o final da década de 70 os fluidos supercriticos tém sido
utilizados em processos extrativos tais como a descafeinizacdo de chas e café, a
extragdo de lupulo para industria cervejeira e a extragdo de produtos aromaticos e
flavorizantes (Taylor, 1996). Atualmente as pesquisas buscam produtos de alto valor
agregado como extracéo farmacos provenientes de fontes naturais. A vimblastina &
disponivel no mercado apenas sob a forma de ampolas contendo sulfato de
vimblastina liofilizado, o qual é suspenso e aplicado intravenosamente. Este fato
torna evidente que novas formulagbes e estratégias de liberagdo do farmaco séo
opgdes para prospeccao de novas aplicagdes e indicagdes. A estratégia de

desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada de farmacos € uma opg¢ao
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altamente viavel para farmacos antineoplasicos, formando sistemas de agentes
terapéuticos incorporados a matrizes com caracteristicas distintas e de tamanhos
reduzidos, em micro e nanoescala. Estas particulas com tamanho, carga de
superficie, morfologia e outras propriedades controladas, podem atingir novos alvos
e possuir novas fungdes (Sinko, 2008). Com estes sistemas, projetam-se
tratamentos mais efetivos, com menores efeitos adversos e maior adesao (Zhang et

al., 2013).

Os estudos relacionados ao tratamento de céancer, utilizando
nanotecnologia, tiveram grande impulso apds a descoberta do efeito EPR (enhanced
permeability and retention), o qual aumenta a permeabilidade de vasos sanguineos
no tecido tumoral e a retengao de particulas (Stewart e Kleihues, 2003; Saha et al.,
2010). A partir da década de 1980, equipes multidisciplinares iniciaram o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada de farmacos em nanoescala,
0s quais possibilitam o uso do efeito EPR, podendo atingir com maior seletividade os

tecidos anormais e causando menores efeitos adversos.

Para a formulacdo de sistemas de liberacdo de farmacos existem quatro
grupos principais de materiais: lipossomas/micelas, farmacos conjugados a
polimeros, materiais biodegradaveis e farmacos ligados a proteinas. Atualmente
existem 35 nanomedicamentos aprovados pelo FDA que utilizam estas estratégias,

sendo 13 de farmacos incorporados a materiais biodegradaveis (Zhang et al., 2013).
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Dos materiais biodegradaveis a classe mais destacada é a dos
polimeros, que pela atual quimica sdo de facil sintese e modificacdo e podem ser
obtidos em larga escala. O polimero mais utilizado em nanosistemas de liberagao de
farmacos é o poli (acidos latico-co-glicdlico) (PLGA), aprovado pelo FDA para o uso
como excipiente em medicamentos, diagndstico, aplicagdes clinicas e em pesquisa

de ciéncia basica.

Com o objetivo de proporcionar uma caracteristica furtiva e aumentar o
tempo de circulagao destes sistemas em nanoescala tem se estudado métodos de
revestimento de nanoparticulas. O polietilenoglicol (PEG) é o agente de
revestimento mais utilizado, entretanto, estudos sugerem que em certos casos a
aplicagao sistematica favorece a competéncia do sistema imune em reconhecer o
PEG como um material estranho ao organismo (Yang et al., 2015; Ishida et al., 2007,

Wang et al., 2007).

Esta tese propde uma tecnologia limpa para extragao de vimblastina, a
producdo de um nanosistema para liberagcdo de vimblastina e, como alternativa aos
métodos convencionais de revestimento de nanoparticulas, esta tese propde o uso
de (glicopolimeros sintéticos. Estes glicopolimeros buscariam mimetizar os
polissacarideos presentes nas membranas celulares de eritrécitos, adicionar uma
caracteristica furtiva as nanoparticulas, reduzir a formagao de uma corona proteica e

aumentar o tempo de circulagao.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho consiste em obter vimblastina a partir de C. roseus,
produzir nanosistemas de PLGA para liberagdo modificada de vimblastina e
apresentar uma proposta para o desenvolvimento de nanoparticulas revestidas com

glicopolimeros sintetizados a partir de um iniciador baseado em PLGA.

2.1. Objetivos Especificos

* Extrair de vimblastina por CO, supercritico a partir de C. roseus (Cap. 3);

* Analisar qualitativa e quantitativa dos extratos por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria UV e espectrometria de massas (Cap. 3);

* Produzir de nanosistemas de liberagdo modificada de vimblastina (Cap. 4 e Cap. 5);
* Caracterizar fisico-quimica dos sistemas de liberagdo modificada (Cap. 4 e Cap. 5);
* Avaliar a viabilidade celular “in vitro” (Cap. 4 e Cap. 5);

* Sintetizar monémeros de glicose, galactose e manose para polimerizagao via ATRP
e RAFT (Cap. 5);

* Polimerizar glicopolimeros via RAFT (Cap. 5);

* Polimerizar glicopolimeros via ATRP a partir de um iniciador baseado em PLGA
(Cap. 5).
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3. EXTRACAO POR FLUIDO SUPERCRITICO DE VIMBLASTINA A
PARTIR DE C. roseus

3.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.1. Catharanthus roseus

Catharanthus roseus (L.) G. Don (Figura 3.1), conhecida popularmente
como vinca ou pervinca, é originaria da india e de Madagascar. Atualmente esta
distribuida mundialmente, sendo utilizada como planta ornamental. Esta planta
chega a 90 cm de altura, composta principalmente por folhas com 3 — 7 cm de

comprimento (Verma et al., 2007; Pasquali et al., 1992).

Figura 3.1: Catharanthus roseus (L.) G. Don



22

A partir da década de 1950 a C. roseus despertou interesse de industrias
farmacéuticas devido a diversos usos na medicina popular relatados apds sua ampla
difusdo em paises tropicais. Durante estas pesquisas, observou-se a alta
concentragado de alcaloides nas folhas, sendo trés deles utilizados comercialmente,
dois antineoplasicos, vimblastina e vincristina, e um anti-hipertensivo, ajmalicina

(Svoboda et al., 1959; Shanks et al., 1998; Bouffet et al., 2012).

3.1.2. Vimblastina

A vimblastina (Figura 3.2) € um dos diversos alcaloides encontrados na C.
roseus. Na década de 1970 a companhia farmacéutica Eli Lilly patenteou uma
metodologia de extragdo e purificagao utilizando solventes organicos (Jones, 1973).
O método consiste em uma extragdo utilizando agua e acido sulfurico e quatro
processos de purificagdo: (1) fracionamento por particdo com benzeno, (2, 3) duas
colunas cromatograficas e, por fim, (4) a purificagdo por cristalizagdo em etanol e

acido sulfurico.

Como ¢é -caracteristico dos farmacos antineoplasicos, a vimblastina
também gera uma série de efeitos adversos ao paciente, entre eles disturbios
gastrointestinais, queda de cabelo, estomatite, dermatite e leucopenia. Apesar
destes efeitos, a vimblastina é considerada um farmaco antineoplasico de baixa
toxicidade e com efeitos adversos de facil controle (Sweetman, 2011; Bouffet et al.,
2012). A vimblastina é utilizada amplamente no tratamento de linfomas e tumores de

testiculo, pulm&o e mama (Sweetman, 2011).
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Figura 3.2: Estrutura quimica da vimblastina, C4sHssN4Oo.

A partir da metade da primeira década dos anos 2000 aumentaram os
estudos para novos usos de farmacos antigos. Nesta mesma década uma pesquisa
promissora utilizando vimblastina foi publicada, na qual a vimblastina foi
administrada como alternativa a carboplatina para cinquenta e um pacientes
pediatricos com gliomas de baixo grau. Este estudo piloto tratou pacientes
pediatricos com doses semanais de 6 mg/mz. Destes pacientes, 7 tiveram uma
reducdo do tumor maior que 25% ao final do tratamento. A administracdo de
vimblastina a esta dosagem obteve moderada hematotoxicidade e melhora da
qualidade de vida dos pacientes, quando comparada a outros farmacos (Lafay
Cousin et al., 2005). Como complemento um estudo piloto multicéntrico de fase Il foi
realizado de 2002 — 2006 (Bouffet et al., 2012), e publicado em 2012, no qual nove
pacientes entre 1,4 a 18,2 anos com glioma de baixo grau foram tratados com
vimblastina por 52 semanas com aplicacdes intravenosas semanais de 6 mg/m?, e
dose maxima de 10 mg por semana. Ao final das 52 semanas 35% dos pacientes
tiveram a redugao dos tumores e uma grande parte a estabilizacdo da patologia.

Novamente, foi observada uma baixa toxicidade e uma melhora da qualidade de
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vida dos pacientes. Apds 5 anos do inicio do tratamento 43% dos pacientes nao
necessitaram de novos tratamentos para a patologia. Estes resultados indicam uma
nova terapia para gliomas de baixo grau, sendo ela barata, de baixa toxicidade e

podendo ser administrada por longos periodos.

Estes estudos sobre a vimblastina abrem espaco para a modificacdo da
forma de aplicagdo, visto que a atividade antineoplasica da vimblastina é
reconhecida e devido aos baixos efeitos adversos possibilitam uma melhor
qualidade de vida aos pacientes. Com a liberacdo modificada o farmaco pode ser
carreado ao tumor e entdo ser liberado em quantidades menores do que quando
utilizado sistemicamente, reduzindo ainda mais os efeitos adversos e aumentando a

eficacia do tratamento (Sinko et al., 2008).

A vimblastina atua nas células em mitose bloqueando a B-tubulina, que
fica incapaz de se polimerizar com a a-tubulina em microtubulos. Com a interrupgao
da formacdo dos microtubulos nao ocorre o fuso mitético, dispersando os
cromossomos pelo citoplasma, e assim ocorrem alteragcdes caracteristicas da

apoptose (Jordan e Wilson, 2004).

3.1.3. Fluido Supercritico

O fluido supercritico €, por definicdo, uma substadncia a pressido e
temperatura acima do ponto critico em fase unica (Figura 3.3). Estes fluidos

possuem propriedades caracteristicas das fases liquida e gasosa, isto é, difundem-
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se através de matrizes solidas como um gas e solubilizam extratos como um liquido

(Taylor, 1996).

Supercritico

Liquido

Pressao

Supercritico

C

Ponto Critico

Gas

Ponto Triplo
)

Temperatura

Figura 3.3: [A] Diagrama de fases do CO, (Adaptado de Taylor, 1996); [B] CO,liquido e gasoso; [C]

CO, supercritico.

O fluido supercritico mais utilizado € o didxido de carbono (CO,), por
necessitar de baixas temperaturas e pressbées para atingir essa condi¢cdo, ser
seguro, atoxico, de baixo custo e possuir alta pureza, em comparagdo com outras

substancias (Tabela 3.1).

Tabela 3.1: Temperaturas criticas (T.) e pressdes criticas (P;) de diferentes compostos.

Fluidos T. (°C) P. (bar)
Xendnio 16,6 57,6
Trifluorometano 25,9 46,9
Diéxido de Carbono 31,0 72,9
Propano 96,8 42,4
Amonia 132,4 111,3
Agua 374,0 217,7

Adaptado de: Taylor, 1996.
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A potencial aplicacdo na industria farmacéutica de fluidos supercriticos é
ampla, principalmente do didxido de carbono, desde a producdo de matérias primas
(por extragao) até processamento e esterilizagdo de formas farmacéuticas (Brun et
al., 2012; Carginin et al., 2010; Cassel et al., 2010; Costa et al., 2010; Deshpande et

al., 2011; Dillow et al., 1999).

3.1.3.1.  Extragdo por Fluidos Supercriticos (SFE)

A pesquisa sobre o uso de fluidos supercriticos em extragdes comerciais
iniciou em 1960. A partir da década de 1970 os fluidos supercriticos tém sido
utilizados para isolar produtos naturais, mas por um longo periodo estas extragdes

eram aplicadas para poucos produtos (Taylor, 1996).

O processo de SFE consiste em passar um solvente em condicdes
supercriticas através de um leito poroso formado por uma matriz vegetal em um
vaso extrator, solubilizando e arrastando os compostos até uma valvula de
expansado. Em seguida, o extrato € precipitado no vaso de separagédo e o CO, é
eliminado para o ambiente ou reciclado. Para realizar este processo € necessario o
uso de uma fonte de CO,, uma bomba de alta pressdao, um trocador de calor, um
vaso de alta pressdo e um vaso de expansao/separagao (Figura 3.4). Em escala

industrial é realizado o reciclo do CO,, voltando a origem do sistema.
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Figura 3.4: Diagrama do equipamento de extragado supercritica (Adaptado de: Cassel e Rocha, 2008).

Devido a tecnologia da SFE ja estar industrialmente estabelecida em
industrias de descafeinizacdo de café e chas, produgdao de extratos de lupulo,
producdo de aromatizantes e flavorizantes, as pesquisas de SFE buscam a geragao
de novos extratos com usos semelhantes, logo, em sua grande maioria se destinam

a produtos alimenticios e aromas.

No Rio Grande do Sul, Argentina e Uruguai se consome grandes
quantidades de llex paraguaiensis (erva-mate), a qual contém cafeina, tendo sido ja
realizados estudos para o uso de SFE na descafeinizagdo de erva-mate (Cassel et
al., 2010; Cassel et al., 2008). Além de estudos para extragado de flavorizantes e
aromatizantes de pimenta (Piper nigrun) (Topal et al., 2008), alecrim (Rosmarinus

officinalis) (Carvalho Jr. et al., 2005), marcela (Achyrocline satureioides) (Vargas et
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al., 2013), alho (Allium cepa) (Simandi et al., 2000), cravo da india (Scopel et al.,
2016) e lavanda (Lavandula angustifolia) (Da Porto et al., 2009). Os compostos de
aroma e sabor muitas vezes sdo de baixo peso molecular e lipofilicos, sendo de facil
extracado por CO; supercritico. Para moléculas polares e/ou de alto peso molecular é
possivel alterar durante as extracdes o poder de solubilizacdo do fluido supercritico
adicionando um cossolvente. A extracdo de farmacos utilizando SFE foi estudada
em escala laboratorial para a extragao de paclitaxel de Taxus brevifolia (Jennings et
al., 1992), lapachol de Tabebuia avellanedae (Viana et al., 2003), digoxina de
Digitallis lanata (Moore e Taylor, 1997) e escopolamina de Scopolia japonica (Choi et

al., 1999).

Estudos para SFE de C. roseus foram realizados em escala analitica,
quantidade de planta na escala de mg. Verma et al. (2008) tiveram como foco de
estudo a extragdo de 3’,4’-anidrovimblastina, podendo ser observado nos
cromatogramas os picos de catarantina, vindolina, vimblastina e ajmalicina para
extratos obtidos a 250 bar e 80°C. Outro estudo (Choi et al., 2002) utilizou os
cossolventes dietilamina e trietilamina em combinagdes com metanol, sendo o
melhor resultado para combinagdo de CO,-metanol-trietilamina (80:18:2) a 80°C e

340 bar, obtendo 37,53 ug/g de vimblastina por massa de extrato.

Este capitulo da tese propde o uso de CO, supercritico para a extracéo de

vimblastina de C. roseus, utilizando agua e etanol como cossolventes.
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3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Materiais
Metanol (Merck, Alemanha), acetato de aménio (Merck, Alemanha),
acetonitrila (J.T. Baker, Estados Unidos), vimblastina (Sigma-Aldrich, Estados

Unidos), e Diéxido de Carbono 99% (AirProducts, Brasil).

Mudas de Catharanthus roseus (L.) G. Don foram adquiridas na
Floricultura Ursula localizada na cidade de Nova Petrépolis — RS. As partes aéreas
da matéria vegetal foram coletadas, secas em estufa a 40° C por 24 horas e
trituradas em um moinho de facas até a obtencdo de particulas com tamanho médio

de 362 pm, definido conforme Gomide (1983).

3.2.2. Obtencéao de Extratos de Catharanthus roseus Utilizando CO;

3.2.21. Extracao por CO, Supercritico

As extracdes foram realizadas na unidade piloto de extragcao supercritica
(Cassel et al., 2011 — Figura 4.2) localizada no Laboratério de Operagdes Unitarias
situado na Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (LOPE/PUCRS).
Foram adicionados 10 g do material vegetal seco e moido ao vaso de extragao.
Apods pressurizagao do sistema com CO, foram realizadas extragées a 300 bar nas
temperaturas de 40° C, 50° C, 60° C com dois cossolventes, agua e etanol a 2,0%
(m/m). Em seguida foram realizadas extragdes a 300 bar e 40° C, utilizando etanol

como cossolvente em trés concentragdes, 2,0, 5,0 e 9,0% (m/m).
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O equipamento de extracao supercritica consiste em: um cilindro de CO,,
um trocador de calor de arrefecimento, uma bomba de pistdo para altas pressodes,
um trocador de calor de aquecimento, trés vasos de extragdo (100 mL, 500 mL e
1000 mL), quatro vasos de expansédo e uma bomba de alta pressdo para

cossolvente (Cassel et al., 2011).

16

15

Figura 3.5: Fluxograma do Equipamento de Extragcdo Supercritica em Escala Piloto (Cassel et al.,
2011). [1] Cilindro de CO; com tubo pescador, [2] trocador de calor, [3] bomba de alta pressao, [4]
valvulas de retengao, [5] trocador de calor (aquecimento), [6] valvulas de 3 vias, [7] vaso de extragao
100 mL, [8] vaso de extragdo de 500 mL, [9] vaso de extragdo 1 L, [10] valvulas de bloqueio, [11]
valvulas micrométricas, [12] vasos de expansdo, [13] valvulas de seguranga, [14] sensor de vaséo,
[15] vaso de cossolvente, [16] bomba de cossolvente. PT — Transmissor de pressao, TT —

Transmissor de temperatura, TC — Controlador de temperatura.
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O processo consiste em direcionar o CO; ja em condi¢gdes supercriticas
(pressurizado e aquecido) ao fundo do vaso de extragdo, onde esta localizada a
planta. Apds passar pelo leito vegetal, o fluido supercritico e o extrato chegam ao
topo do vaso, onde é direcionado aos vasos de expansao, separando o extrato do
solvente. Quando cossolventes sao utilizados, estes sdo injetados junto com o

solvente supercritico a partir do fundo do vaso de extragao.

3.2.3. Identificacdo e Quantificacdo de Vimblastina por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria Ultravioleta e Espectrometria de

Massas

A identificacdo de vimblastina em extratos foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplado a um espectrdmetro de massa (Agilent®
Technologies 1100 series). A separagdo da amostra foi realizada em uma coluna
ZORBAX Eclipse XDB C4g de 100 mm, utilizando como fase mével metanol. O
detector de espectrometria de massas no modo scan selecionou as massas
identificadas no padrao de vimblastina (406.2, 376.2, 346.4, 271.6 e 210.1 Da), além

de analisar ions na faixa de 100 — 1500 Da (Adaptado de: Choi et al., 2002).

Para quantificagcdo de vimblastina em extratos foi utilizado um cromatografo
(Agilent® Technologies 1200 series). Apos a filtracdo das amostras em filtros com
poros de 0,2 um (Milipore®), 20 pL foram injetadas no cromatégrafo. Sendo
separadas em uma coluna cromatografica Cis (15 x 2 mm) empacotada com
particulas de 5 um (Agilent® Technologies). Como fase mével foi utilizado acetato de

amoénio (20 mM) e acetonitrila nas propor¢des 70:30, alterando para 25:75 durante
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30 minutos em um gradiente linear e mantendo 25:75 até 50 minutos, com fluxo de
0,2 mL/min, sendo o tempo total de analise de 50 minutos. Em um detector UV no
comprimento de onda de A = 254 nm foi realizada a quantificacdo de vimblastina
(Adaptado de: Choi et al., 2002), sendo realizada uma curva de calibragao utilizando

um padrao de vimblastina (>95% Sigma-Aldrich).

3.3. RESULTADOS

As primeiras extragdes de vimblastina a partir de C. roseus foram realizadas
com 5 g de material vegetal seco e moido na condigdo de 300 bar e 40° C. Em
sequéncia, utilizando a mesma planta, manteve-se as mesmas condicbes de
extragao, porém ao solvente foi adicionado 2% (m/m) de etanol como cossolvente.
As massas de extratos obtidos foram de 45 mg e 179 mg, respectivamente. Estas
amostras foram analisadas por HPLC/UV e foi possivel observar que o uso de
dioxido de carbono como solvente, foi seletivo para um composto nao identificado
que representa 95% de area com tempo de retengéo de 43,859 minutos (Figura 3.6).
Ja a extragao utilizando cossolvente apresentou um extrato com um maior numero
de compostos (Figura 3.7). A vimblastina foi identificada no extrato obtido com
cossolvente por LC/MS com picos correspondentes a 406,2, 376,2, 346,4, 271,6 e

210,1 Da e no HPLC/UV com pico em 35,5 min.

Os experimentos iniciais indicaram que a pressao de 300 bar, limite de
operacao da unidade piloto de extragcao supercritica, foi eficiente para extracao de
vimblastina. Sendo assim, foram avaliadas outras temperaturas e cossolventes,

visando maximizar a concentracdo de vimblastina no extrato. Conforme Tabela 3.2,
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ambos cossolventes, agua e etanol, influenciaram no aumento da concentragcéo de

vimblastina no extrato.
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Figura 3.7: Cromatograma do extrato obtido utilizando CO; supercritico a 300 bar e 40° C com etanol

a 2% como cossolvente.

A densidade do fluido supercritico em uma pressao constante pode ser

alterada modificando sua temperatura. Quanto menor a temperatura maior sua

densidade. As extracdes realizadas a 40° C apresentaram uma maior seletividade
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para vimblastina, possivelmente a maior densidade influenciou na extracdo de

compostos de maior massa molecular.

Tabela 3.2: Rendimento e porcentagem de vimblastina nos extratos obtidos por SFE.

Condicao Massa de Extrato VBL/extrato (ug/g)
300 bar, 40° C 45 mg 0,00
300 bar, 40° C+agua 360 mg 74,01
300 bar, 40° C+etanol 320 mg 70,36
300 bar, 50° C+agua 480 mg 55,45
300 bar, 50° C+etanol 402 mg 66,91
300 bar, 60° C+agua 321 mg 62,45
300 bar, 60° C+etanol 436 mg 68,83

Definidas as condicbes de operagao do processo, foram realizadas novas
extracbes com coleta de extrato a cada 30 minutos para avaliar a variacido da
concentragdo de vimblastina ao longo do processo de extragdo. Os resultados séo
apresentados na Tabela 3.3 para cossolvente agua e na Tabela 3.4 para

cossolvente etanol.

Tabela 3.3: Rendimento e porcentagem de vimblastina nos extratos obtidos por extragao supercritica
com CO; e agua 2 %(m/m) a 300 bar, 40° C.

300 bar, 40° C+agua Massa de Extrato VBL/extrato (ng/g)
30 minutos 250 mg 92,29
60 minutos 32 mg 45,23
90 minutos 22 mg 34,62
130 minutos 122 mg 27,04

A partir dos resultados obtidos verificou-se que para a condicdo 300 bar, 40°
C e agua 2% (m/m) como cossolvente a faixa com maior concentracdo de
vimblastina é extraida na faixa de 30 até 90 minutos e para etanol de 60 até 130

minutos.
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Tabela 3.4: Rendimento e porcentagem de vimblastina nos extratos obtidos por extragao supercritica
com CO; e etanol 2 %(m/m) a 300 bar, 40° C.

300 bar, 40° C+etanol Massa de Extrato VBL/extrato (ng/g)
30 minutos 167 mg 38,46
60 minutos 53 mg 102,01
90 minutos 32 mg 81,70
130 minutos 22 mg 52,56

Dentro da estratégia de otimizagado das condigdes operacionais de extragao,
definiu-se o etanol como cossolvente, apesar da concentragdo massica de
vimblastina no extrato ser menor. O etanol € um solvente limpo, de facil recuperagao
e mais volatil que a agua, permitindo um menor tempo no processo de volatilizagao
e secagem dos extratos. Para avaliar a concentragcdo adequada de cossolvente,
foram realizados experimentos a 300 bar, 40° C e etanol como cossolvente a 2,0, 5,0

e 9,0% (m/m).

Os resultados de extragdo massa versus tempo (Figura 3.8 e Tabelas 3.5, 3.6
e 3.7) indicam que o aumento da vaz&o de cossolvente aumentou o rendimento de
extrato. As amostras extraidas utilizando 5,0 e 9,0% de etanol obtiveram resultados
estatisticamente semelhantes de massa total de extrato, chegando proximas da

saturacado da mistura de solventes.
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Figura 3.8: Curvas de extracdo de C. roseus utilizando misturas de dioxido de carbono e etanol 2,0,
5,0 € 9,0 % (m/m) a 300 bar 40° C.

O grafico de extragdo de vimblastina (ug) versus tempo (Figura 3.9) também
apresenta curvas semelhantes para as amostras obtidas utilizando 5,0 e 9,0% de

cossolvente e valores abaixo quando utilizada uma vazao baixa de etanol (2,0%).
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Figura 3.9: Curvas de extracdo de vimblastina utilizando misturas de dioxido de carbono e etanol a
2,0, 5,0 € 9,0 % (m/m) a 300 bar 40° C.
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Tabela 3.5: Rendimento e porcentagem de vimblastina nos extratos obtidos por extragdo supercritica
com CO; e etanol 2,0 %(m/m) a 300 bar, 40° C.

Extrato Vimblastina % VBL extraida  VBL/extrato (ug/g)
Tempo (min) Média (g) DesvPad Média (ug) DesvPad
0 0,0000 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0,0530 0,0066 18,98 2,76 37,44 358,09
20 0,0690 0,0044 22,98 2,52 45,34 333,03
30 0,0867 0,0006 26,77 1,54 52,81 308,83
40 0,1020 0,0050 30,16 0,97 59,50 295,64
50 0,1130 0,0066 33,07 0,82 65,24 292,63
60 0,1243 0,0067 36,24 0,66 71,49 291,44
70 0,1337 0,0071 39,12 0,55 77,17 292,63
80 0,1417 0,0059 41,74 0,57 82,35 294,64
90 0,1503 0,0072 44,25 0,65 87,30 294,32
100 0,1583 0,0086 46,22 0,41 91,18 291,89
110 0,1650 0,0070 48,26 1,13 95,22 292,49
120 0,1723 0,0071 50,04 1,97 98,73 290,38
130 0,1737 0,0064 50,68 2,53 100,00 291,85

Tabela 3.6: Rendimento e porcentagem de vimblastina nos extratos obtidos por extracao a alta
pressdao com CO; e etanol 5,0 %(m/m) a 300 bar, 40° C.

Extrato Vimblastina % VBL extraida VBL/extrato (ug/g)
Tempo (min) Média (g) DesvPad Média (ug) DesvPad
0 0,0000 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0,0730 0,0219 26,92 9,57 28,18 368,74
20 0,1073 0,0221 33,27 8,74 34,82 309,94
30 0,1420 0,0231 40,21 7,46 42,09 283,15
40 0,1717 0,0197 48,73 5,48 51,00 283,85
50 0,2037 0,0224 58,56 4,43 61,30 287,54
60 0,2270 0,0246 66,27 2,51 69,36 291,93
70 0,2470 0,0292 76,05 6,24 79,60 307,89
80 0,2630 0,0302 82,12 6,04 85,95 312,23
90 0,2797 0,0286 85,97 7,31 89,99 307,42
100 0,2923 0,0281 89,15 8,94 93,32 304,97
110 0,3033 0,0281 92,06 10,74 96,36 303,51
120 0,3143 0,0286 94,76 12,14 99,18 301,45
130 0,3167 0,0304 95,54 12,73 100,00 301,70
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Tabela 3.7: Rendimento e porcentagem de vimblastina nos extratos obtidos por extragdo a alta
pressdo com CO; e etanol 9,0 %(m/m) a 300 bar, 40° C

Extrato Vimblastina % VBL extraida VBL/extrato (ug/g)
Tempo (min) Média (g) DesvPad Média (ug) DesvPad
0 0,0000 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0,0797 0,0172 28,01 9,97 25,23 351,57
20 0,1380 0,0159 36,25 12,38 32,65 262,69
30 0,1910 0,0108 51,56 10,97 46,44 269,93
40 0,2403 0,0093 66,35 10,19 59,76 276,06
50 0,2743 0,0115 78,64 10,16 70,83 286,65
60 0,2990 0,0161 87,52 11,08 78,84 292,71
70 0,3167 0,0159 93,95 11,16 84,63 296,70
80 0,3297 0,0159 98,91 10,25 89,10 300,04
90 0,3467 0,0186 103,91 9,70 93,60 299,74
100 0,3577 0,0215 106,10 8,03 95,57 296,65
110 0,3680 0,0240 108,60 7,55 97,83 295,12
120 0,3777 0,0268 110,78 8,15 99,78 293,32
130 0,3797 0,0264 111,02 7,99 100,00 292,40

Os resultados encontrados de 292,40, 301,70 e 291,85 ug/g de vimblastina
por massa de extrato (Tabelas 3.5, 3.6 e 3.7) mostram a eficiéncia de misturas de
etanol e didxido de carbono para a obtencdo de vimblastina a partir de C. roseus.
Quando estes resultados sdo comparados (Tabela 3.8) ao estudo de Choi e
colaboradores (2002) que utilizaram uma massa reduzida de planta (200 mg) em um
equipamento em escala laboratorial, esta tese utilizou 8 g de planta em uma planta
piloto de extracéo a altas pressoes, eles obtiveram 37,53 ug/g utilizando misturas de
CO,-metanol-trietilamina a 80° C e 340 bar, solventes de alto risco ocupacional e de
maior toxicidade. Esta comparagdo permite concluir que o aumento da massa de
planta nao afeta a eficiéncia da extragcdo com dioxido de carbono a altas pressodes e
que a vimblastina é mais soluvel em misturas de CO; e etanol que em CO»-metanol-

trietilamina.
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Também é possivel realizar uma comparacdo entre métodos de extragao.
Verma et al. (2007) comparou métodos de extragdo de C. roseus, para soxhlet
utilizando metanol a extracdo obteve apenas tracos de vimblastina néo
quantificados, utilizando soxhlet com diclorometano obtiveram 29,4 pg/g, para
extragao por fluido supercritico e metanol a 450 bar 40° C 77,8 ug/g e para extragéao
sélido-liquido com acido sulfurico em metanol 156,8 ug/g, o melhor resultado do
artigo apresentado. Realizando um paralelo entre esta tese e o melhor resultado
encontrado de extracdes de fitoquimica tradicional os resultados apresentados aqui

superam em 92,41%.

Tabela 3.8: Comparativo entre os resultados de extragdo de vimblastina obtidos por esta tese e

outros estudos.

Método Solvente Concentragdo  T(°C) P (bar) Ref.

SFE €O _+Etanol 2,0% 291,85 pg/g 40 300 -

SFE €O _+Etanol 5,0% 301,70 pg/g 40 300 -

SFE €O _+Etanol 9,0% 292,40 pg/g 40 300 -

SFE COZ+MetanoI+TrietiIamina 37,53 ug/g 80 340 Choi et al., 2002

SFE COZ+Metano| 77,8 ug/g 40 450 Verma et al., 2007
Soxhlet Metanol - ug/e 66 - Verma et al., 2007
Soxhlet Diclorometano 29,4 ug/g 40 - Verma et al., 2007

Extragdo Sdlido Liquido Acido Sulfdrico+Metanol 156,8 ug/g 25 - Verma et al., 2007

Estes resultados indicam que a extracdo de vimblastina utilizando misturas de

diéxido de carbono e etanol a altas pressdes € possivel. Sendo uma tecnologia
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limpa, barata e alternativa aos métodos tradicionais de fitoquimica. Se utilizada para
extragdo em escala industrial sera possivel obter extratos mais concentrados
reduzindo etapas de purificacdo e como a purificagdo em escala industrial utiliza
cromatografia pode ser possivel purificar em uma etapa vimblastina, vincristina e

seus precursores para semi-sintese (vindolina e catarantina).
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4. PRODUGAO DE NANOPARTICULAS DE PLGA

4.1. Sistemas de Liberagao Modificada de Farmacos

O desenvolvimento de sistemas de liberagdo modificada de farmacos tem
se tornado uma alternativa cada vez mais utilizada pelas industrias farmacéuticas
tdo importante quanto a descoberta de novos farmacos. Por ser mais viavel
economicamente, por existir um conhecimento prévio dos farmacos, tais como
seguranca e perfis farmacocinéticos (Ashburn e Thor, 2004; Patridge et al., 2016). O
custo e tempo para o desenvolvimento destes sistemas de liberacdo modificada de
farmacos é de aproximadamente US$ 50 milhdes em quatro anos, enquanto que
para o desenvolvimento de um novo farmaco o custo médio é dez vezes maior,
levando aproximadamente dez anos. O mercado de sistemas de liberagao
modificada de farmacos também esta em desenvolvimento, passando de US$ 75
milhdes em 2001 para US$ 121 bilhdes em 2010, nos Estados Unidos (Zhang et al.,
2013). Os sistemas de liberagdo de farmacos tém como objetivo alterar o perfil
cinético de absorg¢ao e metabolismo dos medicamentos convencionais (comprimidos,

capsulas, solugdes e outros).

Cada farmaco se comporta de forma especifica no organismo, alterando
suas doses terapéuticas, sitios de agao, cinética de absor¢cao entre outros fatores.

Para otimizacao da atividade do farmaco é necessaria uma forma farmacéutica que
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seja capaz de auxiliar o mesmo a transpor as barreiras e proteger o farmaco de
degradagdo no organismo, entdo se utilizam sistemas de liberacdo de farmacos

(Allen e Cullis, 2004; Liechty et al., 2010).

O avanco da engenharia e tecnologia de materiais possibilitou o
desenvolvimento de novos materiais para sistemas de liberacdo de farmacos com
diferentes caracteristicas, podendo ser biodegradaveis, biocompativeis e
degradaveis devido a estimulos externos entre outros. Em décadas passadas as
formulagdes candidatas com maior aprovagao em testes clinicos foram as micelas e
lipossomas, enquanto que na década atual sdo os farmacos conjugados a polimeros
e os sistemas de liberagdo de farmacos baseados em polimeros biodegradaveis
(Zhang et al., 2013). Uma grande variedade de polimeros € estudada para estes
sistemas, tanto polimeros sintéticos, quanto naturais ou hibridos. O polimero mais
utilizado em estudos e o com mais medicamentos aprovados pelo FDA é o
Poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA), tendo 11 produtos no mercado (Zhang et

al., 2013).

4.1.1. Polimeros Responsivos

Na ultima década foram criados diversos polimeros responsivos que se
degradam a um estimulo fisiolégico, como estimulos relativos ao meio (ex.: agua),
internos (ex.: enzimas) e externos (ex.: luz e magnetismo). Estas respostas sao
obtidas pela incorporacédo de ligagbes hidrolisaveis ou oxidaveis em diferentes

arquiteturas poliméricas (Deshayes e Kasko, 2013).
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4.1.1.1. Polimeros Responsivos a Estimulos Relativos ao Meio

Os polimeros responsivos a estimulos relativos ao meio respondem a
condigdes que estimulam a sua degradagéao. Estes estimulos incluem a agua, pH e
temperatura. Através destes estimulos a liberagao do farmaco pode ocorrer de duas
formas: a quebra do polimero (agua e pH) ou a mudanga de solubilidade do meio

(temperatura).

O pH no corpo humano nao é constante e isto possibilita o
desenvolvimento de polimeros responsivos a pH especificos (Tabela 4.1). Os
polimeros responsivos a pH sdo submetidos a hidrdlise catalisada por acidos ou
bases, que quebram as ligagdes covalentes do material polimérico, ou a variagao de
pH pode resultar na ionizacdo do polimero, alterando a sua solubilidade. Neste caso
o polimero ndo é degradado a nivel molecular, mas sofre modificagdes estruturais
fisicas. Os polimeros frequentemente utilizados como responsivos a pH utilizam
ligacdes acetal/cetal, ortoéster, carbamato, hidrazona, imina e outros como

iniciadores da degradagao (Deshayes e Kasko, 2013; Sebra et al., 2006).

Tabela 4.1: Variagdo de pH em diferentes tecidos do corpo humano.

Tecido/Orgéo/Compartimento pH

Sangue 7,4

Tecido tumoral (Extracelular) 6,5-7,2
Lisossoma 45-50
Intestino 5,0-8,0
Estomago 1,0-3,0
Endossoma (inicial) 6,0-6,5
Endossoma (final) 50-6,0

Adaptado de Deshayes e Kasko, 2013.
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Os materiais responsivos a temperatura sao estudados devido a
temperatura fisiolégica ser geralmente estavel (37° C) e diferente da temperatura de
ambientes controlados (~ 20° C). Polimeros termo-responsivos sao submetidos a
uma mudanca de fase quando existe a variacao de temperatura, que pode induzir a
uma subita mudanga do estado de solvatacdo. Novas pesquisas (Hervault et al.,
2016; Kakwere et al., 2016) alteram a temperatura corporal de forma que o polimero
inicie a degradacdo, aquecendo ou resfriando locais, podendo ser utilizados
ultrassons, micro-ondas, radiofrequéncia ou até banhos frios ou quentes. Os
hidrogéis sdo os polimeros de maior interesse entre os materiais responsivos a

temperatura.

O estimulo comumente utilizado em sistemas de liberagao de farmacos é
a agua, abundante no corpo humano (aproximadamente 60%). Este tipo de
degradacgao ocorre pela hidrélise das ligagdes da cadeia polimérica. A hidrdlise
ocorre quando uma molécula de agua se incorpora na matriz polimérica causando
uma quebra de cadeia. Existem diversas classes de polimeros degradados por
hidrélise: polianidridos, poliésteres, poliuretanos, policarbonatos e poliamidas. Os
grupos funcionais sdo de grande importancia na liberacdo modificada de farmacos,
para liberagdes prolongadas durante semanas se utilizam ésteres e para liberagdes

mais rapidas anidridos, sendo o PLGA o representante mais utilizado dos ésteres.

4.1.1.1.1 Poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA)

Degradado por estimulos relativos ao meio, o PLGA (Figura 4.1) € um

poliéster formado pela combinag¢do dos polimeros dos acidos latico e glicdlico. Ele é
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frequentemente utilizado tanto em pesquisa quanto comercialmente, em sistemas de
sistemas de liberagdo de farmacos e scaffolds para engenharia de tecidos e

sustentacao de tecidos (Anderson et al., 2012).
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Figura 4.1: Monémeros do PLGA, &cido latico e acido glicdlico.

A liberacao de farmacos veiculada por PLGA pode ser sustentada por
horas ou até meses. Segundo Fredenberg et al. (2011), a liberagdo de farmacos de
matrizes de PLGA é decorrente de quatro mecanismos de liberagado: (1) difusao
através de poros, (2) difusdo através do polimero, (3) bombeamento osmético e (4)

erosao (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Mecanismos de degradacao e liberagédo de farmacos de matrizes de PLGA (Adaptado de:
Fredenberg et al., 2011).

A difusdo do farmaco através de poros é a forma mais comum de

liberacdo para biofarmacos (ex.: proteinas) em matrizes de PLGA, quando as
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moléculas de alta massa molecular e hidrofilicas difundem através da matriz
polimérica. Este mecanismo é dependente da estrutura e dos processos de abertura
e fechamento dos poros do polimero. O coeficiente desta difusdo é dependente do
coeficiente de difusao de um liquido nos poros, da porosidade e da tortuosidade dos
poros, devendo estes serem continuos a partir do farmaco até a superficie dos

sistemas de liberagédo de farmacos (Fredenberg et al., 2011; Faisant et al., 2002).

A difusdo de farmacos através de matrizes de PLGA depende da
mobilidade e densidade da cadeia polimérica. Utilizando um farmaco pequeno e
hidrofébico esta forma de liberacdo €& facilitada, porque quando ocorre o
intumescimento do sistema PLGA-farmaco, o farmaco se difunde do interior da

matriz até a superficie, sendo em seguida liberado (Fredenberg et al., 2011).

A liberacao de farmacos do PLGA por erosao ocorre quando o farmaco é
liberado do sistema na medida em que polimero se degrada. Esta forma de
liberagao se caracteriza pelos perfis idénticos de liberagao do farmaco e degradagao
do polimero, considerando-se um farmaco homogeneamente distribuido no sistema.
O PLGA tem como caracteristica o rapido intumescimento, o que acaba restringindo
este mecanismo a liberagao de farmacos com PLGA de baixa massa molecular e de
pequeno tamanho, ndo sendo a erosdo o mecanismo de liberacdo dominante

(Fredenberg et al., 2011; Faisant et al., 2002).

4.1.1.2. Polimeros Responsivos a Estimulos Internos
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O corpo humano é um sistema reativo, com diferentes concentracbes de
agentes reativos em diferentes partes do organismo, existindo diferengas
significativas entre tecidos lesados e tecidos saudaveis. Sendo enzimas e oxidagéo
utilizadas como estratégias para degradagcado de polimeros por estimulos internos

(Deshayes e Kasko, 2013).

As enzimas sdo proteinas que catalisam reagdes quimicas em meio
intracelular e extracelular. Naturalmente existem enzimas especificas para a
degradagdo de polimeros naturais, como o colageno (colagenase), e enzimas
inespecificas. Estas enzimas inespecificas sdo o alvo para a sintese de novos
materiais poliméricos, onde sao incorporadas sequéncias de aminoacidos

especificas, degradando o material no local e no momento desejado.

A degradacdo polimérica por oxidagdao se da por agentes oxidantes
presentes no organismo, sendo classificados como espécie reativa de oxigénio (ex.:
peroxido de hidrogénio) e espécie reativa de nitrogénio (ex.: 6xido nitrico). O
estresse oxidativo é associado a diferentes patologias como céncer, Parkinson,
Alzheimer e esclerose multipla (Berg et al., 2004). Este desequilibrio redox pode ser
utilizado como desencadeador da degradagao polimérica. Os polimeros comumente

utilizados como responsivos a oxidacao sao os polisulfuretos.

4.1.1.3. Polimeros Responsivos a Estimulos Externos

Os polimeros responsivos a estimulos externos tém sido de grande

interesse nas pesquisas de biomateriais para a liberagdo controlada de farmacos,
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pela grande variedade de formas de desencadear a degradacédo e, conseguinte,
liberacdo do farmaco. Entre as formas mais estudadas de degradagdo existe a
fotdlise, a elétrica e a magnética. Destas, a fotdlise é a estratégia de liberagéo
controlada de farmacos que apresenta grandes avangos e pesquisas (Kloxin et al.,

2009; Griffin et al., 2013).

A fotdlise € uma estratégia promissora por poder ser utilizada na presenga
de células vivas sem comprometer a viabilidade ou bioatividade celular. Na liberagao
de farmacos por fotdlise uma fonte luminosa, em um comprimento de onda
especifico, € incidida na matriz polimérica, quebrando as ligagbes covalentes.
Quando estes polimeros sao utilizados em presengca de células vivas os
comprimentos de onda, o tempo de incidéncia e intensidade sao limitados para que
nao afetem a viabilidade celular. A luzes geralmente utilizadas sao ultravioletas (UV)
de comprimentos de onda altos, ja que os de baixa intensidade causam danos
celulares e possiveis danos ao material genético. A fotdlise é singular por liberar o
farmaco apenas no local e no momento da incidéncia luminosa (Deshayes e Kasko,

2013).

4 .1.2. Nanosistemas no tratamento do cancer

A nanotecnologia € um campo de estudo multidisciplinar e com atual
destaque pelo grande numero de pesquisas desenvolvidas (Haley e Frenkel, 2008).
O termo nanotecnologia foi estabelecido para classificar pesquisas de cunho

tecnologico com materiais em pequena escala, 200 nm (Lovestam et al., 2010).
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Existem diversos exemplos de pesquisas utilizando nanomateriais com
objetivos farmacéuticos, entre eles lipossomas, nanoparticulas de ouro,
nanoparticulas poliméricas, farmacos ligados a proteinas, nanocristais e
nanoparticulas de silica. Estes podem ser divididos em trés gera¢des de acordo com
a forma que foram desenvolvidos: (1) ndo especificamente orientados, (2)

vetorizados ativamente e (3) multifase (Serda et al., 2011; Peer et al., 2007).

A primeira geracdo é a dos nanosistemas nao especificamente
orientados, sendo a liberagao lipossomal a forma utilizada com maior sucesso na
clinica possuindo diversos representantes comerciais, entre eles a doxorrubicina
lipossomal utilizada no tratamento de cancer de mama, de ovario e sarcoma de
Kaposi. O Doxil® foi o primeiro nanosistema para liberacdo de farmacos aprovado
pelo FDA. Por sua pequena dimensao (<300 nm), o Doxil® utiliza o efeito EPR
(enhanced permeability and retention) para transpor passivamente os vasos e ficar
retido e acumulado no tumor, evitando ou reduzindo a perfusdo de doxorubicina para

o tecido saudavel (Peer et al., 2007).

A segunda geracdo de nanosistemas para uso farmacolégico sdo os
desenvolvidos para vetorizagao ativa, utilizando moléculas especificas do
metabolismo dos tumores como alvos para liberagao, como acido félico, anticorpos
monoclonais ou antigenos de membrana. Esta estratégia de liberagao apresenta
uma melhora significante da biodistribuicdo dos nanosistemas (Serda et al., 2011;
Peer et al., 2007). A aprovagdo pelo FDA do Brentuximab Vedotin® (2011) e do

sucesso do Abraxane® (aprovado pelo FDA em 2005) demonstra a efetividade
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destes sistemas. O Abraxane® é um medicamento do conjugado de paclitaxel e
albumina, desenvolvido com o objetivo de retirar o Cremophor™, excipiente
farmacéutico altamente toxico, da formulacao tradicional do paclitaxel. A albumina,
além de aumentar a solubilidade do paclitaxel em agua, evita a ligagdo do paclitaxel
as proteinas plasmaticas e auxilia na transcitose endotelial, pela ligagdo a uma
glicoproteina de superficie celular (gp60). A gp60 liga-se a caveolin-1, uma proteina
intracelular, com a consequente formacdo de vesiculas intracelulares. Apds a
degradagdo da albumina o farmaco é liberado. A caveolina-1 esta presente em
diversas neoplasias como de mama, pulmao e de prostata, o que explica o porqué
da albumina ser acumulada em alguns tumores e, também, facilitando o acumulo
intratumoral de farmacos e nanosistemas ligados a albumina (Miele et al., 2009;

Stinchcombe, 2007).

A terceira geragcdo de nanosistemas representa uma mudanga de
estratégia para a superagao de barreiras fisioldégicas até o tumor. Uma vez que unico
agente ndo pode transpor a infinidade de barreiras existentes, esses nanosistemas
sdao compostos de diversas classes de materiais com distintas funcdes, combinados
em um unico vetor para conseguir interacdes colaborativas. Estes nanosistemas séo
desenvolvidos utilizando materiais dos sistemas de primeira e segunda geracdes

(Serda et al., 2011).

Este capitulo propde a fabricacdo de nanosistemas para liberacdo de
vimblastina de primeira geragédo utilizando trés PLGA como matrizes. Sendo
analisados tamanho de particula, potencial zeta, perfis de liberagcdo e atividade

antitumoral frente a células HEP G2.



51

4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Materiais

Acetato de etila (Merck, Alemanha), acetato de amobnio (Merck,
Alemanha), acetonitrila (J.T. Baker, Estados Unidos), vimblastina (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos), vimblastina (Libbs, Brasil), dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck,
Alemanha), Poli(acido latico-co acido glicdlico) 50:50 (PLGA) terminado em acido
carboxilico 46 kDa (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), Poli(acido latico-co acido
glicélico) 50:50 100 kDa (PURAC, Alemanha), Poli(acido latico-co acido glicélico)

85:15 200 kDa (PURAC, Alemanha) e alcool polivinilico (PVA) (Merck, Alemanha).

4.2.2. Producédo de Nanoparticulas de PLGA

50,0 mg de cada PLGA foram dissolvidos em DMSO (200 pL) e acetato
de etila por 72 horas. A nanoemulsao da fase organica e a fase aquosa (PVA 3% em
agua) foi realizada utilizando trés ciclos de vortex e ultrassonicagéo por sonda. Em
seguida a nanoemulsdo foi vertida em uma solugédo de PVA 0,3% (m/m). Apds 18
horas as particulas foram centrifugadas a 25000 rcf, lavadas com agua trés vezes e
coletadas apos liofilizagado. Para producdo de nanoparticulas contendo vimblastina
foram adicionados 3,0 mg de vimblastina liofilizada na fase organica da emulséo.

Todos os experimentos foram realizados em duplicata.
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4.2.3. Liberagao de vimblastina “in vitro”

A liberagdo de vimblastina in vitro foi realizada conforme estudo de
Mukerjee e Vishwanatha (2009). 3,5 mg de nanoparticulas foram solubilizadas em
35 mL de tampéo fosfato (pH 7,4). 1 mL de cada solucéo foi dividida em microtubos
de reacao e incubadas sob agitagdo moderada a 37° C e retiradas amostras em 0,5,
1,2, 4,8, 24,48, 72, 96 e 168 horas. Apods o intervalo de tempo predeterminado as
amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante filtrado

em filtros de 200 nm e injetados no HPLC/UV para quantificagdo de vimblastina.

4.2.4. Determinagao de viabilidade celular “in vitro”

As nanoparticulas foram adicionadas em diferentes concentracdes a placas
de cultura com densidade uniforme de células de hepatocarcinoma humano (Hep
G2). Estas placas foram incubadas a 37° C com umidade controlada e 5% de CO,. A
avaliacao de viabilidade e proliferagdo celular foi realizada através de contagem

celular (Liang e Kiick, 2014; Silva, 2015).

4.2.5. Determinagcdo de Tamanho de Particula e Potencial Zeta

As determinacdes de tamanho de particula e potencial zeta foram realizadas
em um Zetasizer Nanoseries ZS. Para a determinacdo de tamanho de particula
foram adicionados 1 mL de uma solugédo 0,1 mg/mL de nanoparticulas em agua em
uma cubeta de quartzo (ZEN 2112). O equipamento foi estabilizado por 120

segundos e foi determinado o tamanho de particula. Para o potencial zeta foi
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realizado o mesmo procedimento em uma cubeta DTS 1060 e determinado o

potencial zeta.

4.3. RESULTADOS

As nanoparticulas de PLGA produzidas pelo método de nanoemulsdo e
evaporacao (Tabela 4.2) obtiveram tamanho médio de 124,3 nm até um maximo de
180,75 nm e indice de polidispersdo maximo de 0,11. O potencial zeta variou de -
12,10 até -4,69 mV. As nanoparticulas contendo vimblastina obtiveram valores
maiores de potencial zeta que suas matrizes sem o farmaco. Esta diferenca pode ser

devido a capacidade de ionizagao da vimblastina.

Tabela 4.2: Resultados de rendimento (m/m), tamanho, indice de polidispergcao e potencial zeta das

diferentes nanoparticulas de PLGA produzidas por nanoemulsao.

Concentragdo de

Potencial vimblastina nas
Amostra Rendimento % (m/m) Tamanho (nm) PDI* Zeta (mV) nanoparticulas
Média Desvio Padrdo Média Desvio Padrdo
PLGA 8515 200kDa 67,91 2,39 136,85 1,06 0,07 -9,01
PLGA 5050 100kDa 74,14 3,47 151,35 23,12 0,11 5,18
PLGA 5050 54kDa 67,95 12,74 124,30 2,97 0,06 -12,00
PLGA 8515 200kDa+Vimblastina | 54,31 1,94 123,70 6,93 0,05 6,33 36,43 ng/me
PLGA 5050 100kDa+Vimblastina | 52,55 0,00 149,05 8,70 0,10 5,28 31,01 ug/me
PLGA 5050 54kDa+Vimblastina 54,17 41 180,75 5,30 0,11 11,40 30,75 ug/me

*PDI: Indice de Polidisperséo

Ja foram relatadas na literatura (Verdeiro et al., 2013; Sande et al., 2013)
diversos resultados de producdo de nanoparticulas de PLGA por nanoemulsdo, o
resultado obtido mostrou a eficiéncia deste método, que apesar de os PLGAs terem

massas moleculares diferentes. Os resultados obtidos foram proximos aos
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resultados obtidos por Verdeiro et al. (2013) 116,90 a 128,37 nm de diametro e

potencial zeta de -21 mV.

A concentracdo de vimblastina dispersa nas nanoparticulas foram de 36,46
pMg/mg para o PLGA 8515 200 kDa, para o PLGA 5050 100kDa de 31,01 ug/mg e
30,75 pg/mg para a amostra de PLGA 5050 56 kDa. Este método de producao de
nanoparticulas permite que o farmaco esteja disperso nas nanoparticulas de
diferentes formas, determinando assim os principais mecanismos de liberagao
(Verdeiro et al., 2013; Mukerjee e Vishwanatha, 2009). Quando a liberagéo € rapida
existe um indicativo que a maior parte do farmaco disperso esta na superficie das
nanoparticulas, sendo sua liberacdo controlada por mecanismos de dessorcao e
difusdo. Em casos de liberagéo prolongada por diversos dias, a liberagao ocorre por
mecanismos de difusdo e consequente degradacdo do polimero. O tamanho de
particula também tem um papel fundamental no perfil de liberagao do farmaco. Em
sistemas biolégicos as nanoparticulas tém sua distribuicdo em tumores facilitada e

uma maior internalizagao.

O perfil do percentual de liberacdo de vimblastina em relagdo ao total
incorporado as nanoparticulas (Figura 4.3) realizada em tampé&o PBS (pH 7,4) indica
que o método de producdo e incorporagdo de vimblastina nas nanoparticulas
favoreceu sua dispersao préximo a superficie das nanoparticulas. Liberando 87,82 —
92,92 % nos primeiros 30 minutos de liberacdo e de 91,69 % a 96,49 % nas
primeiras 24 horas (Tabela 4.3 e Tabela 4.4). Em 7 dias a liberagdo média de
vimblastina foi de 95,55%. O PLGA 8515 200kDa liberou 95,52%, o PLGA 5050 100
kDa 93,80% e o PLGA 5050 54kDa 97,34%. Esta liberacdo veloz indica que os

mecanismos favorecidos para a liberacdo de vimblastina foram a dessor¢cdo do
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farmaco da superficie da matriz polimérica e a difusdo. A liberagao foi dividida em
dois mecanismos principais iniciados pela dessorcéo, contabilizado por 95,20 % para
o PLGA 8515 200 kDa, 90,43 % para o PLGA 5050 100 kDa e 96,46 % para o PLGA
5050 54 kDa, Seguidos por uma etapa de difusdo, onde o farmaco contido no interior
das particulas atravessa a barreira da matriz polimérica respeitando o coeficiente de

difusao.
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Figura 4.3: Perfil de liberagdo de vimblastina (%) das nanoparticulas de PLGA 8515 200 kDa, PLGA

5050 100 kDa e PLGA 5050 54 kDa

Tabela 4.3: Resultados de liberagédo de vimblastina por cento em razdo do tempo das diferentes
nanoparticulas de PLGA 8515 200 kDa, PLGA 5050 100 kDa e PLGA 5050 54 kDa produzidas por

nanoemulsao.

Amostra 30 minutos 1 hora 2 horas 4 horas 8 horas 1 dia 2 dias 3 dias 7 dias
PLGA 8515 200kDa+Vimblastina 92,93% 92,88%  93,50%  94,79%  95,20%  9525%  9525%  9562%  95,53%
PLGA 5050 100kDa+Vimblastina 87,82% 89,04%  90,02%  90,43%  90,45%  91,70%  92,10%  92,08%  93,81%

PLGA 5050 54kDa+Vimblastina 92,92% 94,76%  96,58%  96,43%  96,43%  96,50%  96,27%  96,57%  97,35%
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Tabela 4.4: Desvios padrao dos resultados de liberagao de vimblastina por cento em razédo do tempo
das diferentes nanoparticulas de PLGA 8515 200 kDa, PLGA 5050 100 kDa e PLGA 5050 54 kDa

produzidas por nanoemulsao apresentados na Tabela 4.3.

Amostra 30 minutos 1 hora 2 horas 4 horas 8 horas 1 dia 2 dias 3 dias 7 dias
PLGA 8515 200kDa+Vimblastina 0.24% 017% 038% 004% 0.14% 019% 046% 006% 003%
PLGA 5050 100kDa+Vimblastina 1.12% 046% 035% 0.19% 012% 027% 034% 023% 0.18%
PLGA 5050 54kDa+Vimblastina 0.63% 048% 077% 025% 0.15% 029% 0.05%  0.04% 0.10v

Os resultados apresentados na Tabela 4.5 e Figura 4.4 mostram que para as
trés formulacdes de nanoparticulas de PLGA contendo vimblastina potencializaram a
atividade do farmaco para as doses mais baixas, 1 e 5 uyg/mL. As nanoparticulas
formuladas com o PLGA 8515 geraram as menores densidades celulares nas
amostras de 1 e 5 pyg/mL, aumentando significativamente a atividade do farmaco em
comparagao ao farmaco livre. Ambas amostras de PLGA 5050 obtiveram resultados
semelhantes nas duas concentragdes iniciais. Para a concentragcéo de 25 ug/mL era
esperado uma estabilizacdo ou reducdo do numero de células, mas houve um

aumento para as amostras formuladas com o PLGA 5050 de 100 kDa.

O aumento da atividade de vimblastina pode ser explicado pelo fato das
particulas agirem como um reservatorio, protegendo-a de degradagao e promovendo
a liberagao retardada, mesmo que sua maior parte seja liberada em poucas horas,
estes fatores podem contribuir para a manutencdo da atividade do farmaco. Os
valores de potencial zeta apresentados pelas nanoparticulas afetam o trafego
intracelular de nanoparticulas, aumentando a atividade destas. A massa molecular

dos diferentes PLGAs nao influenciaram na viabilidade de células HEP G2.
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Tabela 4.5: Tabela de viabilidade celular de células HEP G2 tratadas com diferentes concentracoes

de vimblastina e nanoparticulas de PLGA contendo vimblastina.

Amostra Opg/mL  1pg/mL  Spg/mL  25ug/mL 50 pg/mL
PLGA 8515 200kDa+Vimblastina | 101,29 % 34,46 % 29,49 % 29,23 % 31,03 %
PLGA 5050 100kDa+Vimblastina | 135,58 % 41,07 % 34,22 % 42,40 % 32,85%
PLGA 5050 54kDa+Vimblastina 13890% 43,18 % 34,39 % 31,59 % 25,42 %
Vimblastina livre 100,00% 54,81 % 51,95 % 33,90 % 19,87 %
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Figura 4.4: Grafico de viabilidade celular de células HEP G2 tratadas com diferentes

concentragdes de vimblastina e nanoparticulas de PLGA contendo vimblastina.

Os resultados de aumento de atividade de nanoformulagdes contendo

vimblastina quando comparados ao farmaco livre, confirmam estudos de liberagéo

modificada de outros farmacos relatados na literatura (Jin et al., 2009). Os resultados

apresentados na tabela 4.5 em relagcao as nanoparticulas de PLGA sem farmaco

demonstram a n&o toxicidade das nanoparticulas para as células estudadas.

O perfil de liberagao (Figura 4.3) e o aumento de atividade (Figura 4.4) de

vimblastina sugerem que, caso estas formulagdes sejam testadas in vivo, as
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nanoparticulas de PLGA podem auxiliar a carrear a vimblastina até o tumor
utilizando o efeito EPR. Este é um estudo inédito de nanoparticulas de PLGA
contendo vimblastina realizando estudos de liberacao e viabilidade celular. Baseado
nestes resultados pode-se concluir que estes nanosistemas produzidos por esta tese
podem ser promissores carreadores de vimblastina para tratamento de tumores de
figado. Como continuidade a esta tese o préximo capitulo abordara experimentos
iniciais para o desenvolvimento de nanoparticulas revestidas com glicopolimeros
com o objetivo de potencializar a atividade das nanoparticulas de PLGA contendo

vimblastina.
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5. PROPOSTA DE POLIMERIZAGAO DE GLICOPOLIMEROS A
PARTIR DE UM INICIADOR BASEADO EM PLGA

Como mencionado no capitulo anterior, os nanosistemas de liberagao de
farmacos de terceira geragdo buscam uma mudanga de estratégia, unindo em um
unico vetor diferentes materiais tendo como alvo os tecidos alterados (Serda et al.,
2011). A estratégia proposta por este capitulo de produgdo de nanosistemas de
terceira geracéo para liberagdo de farmacos em tumores € a utilizagdo de polimeros

de sacarideos ligados a PLGA como estratégia de revestimento.

5.1.1. Polissacarideos

Os polissacarideos sao biopolimeros com unidades de agucares ligados
através de ligagbes glicosidicas (Figura 5.1). Polissacarideos naturais foram
adaptados para diversas aplicagdes como o aumento de viscosidade em liquidos,
producédo de capsulas, formacdo de géis, entre outros, além de seus usos

terapéuticos.

A sintese de polissacarideos pode ser realizada através das ligagdes
glicosidicas ou ligando os mondmeros a uma cadeia polimérica principal,

glicopolimeros (Figura 5.1). Devido as inumeras dificuldades da sintese através das
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ligacdes glicosidicas. Em funcdo da baixa reatividade dos grupos alcoois dos
sacarideos e do baixo e dificil controle da estereosseletividade (fundamental em
polissacarideos), a alternativa mais viavel para sintese de grandes quantidades de
polimeros de forma controlada é a sintese de glicopolimeros (Lin e Kasko, 2013;

Liau et al., 2015).
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Figura 5.1: Exemplos de um glicopolimero e um polissacarideo.

5.1.1.1.  Glicopolimeros

A pesquisa sobre glicopolimeros se expandiu com diversos experimentos
a partir de 1985. Atualmente as principais técnicas para polimerizacdo de
glicopolimeros sdo a Polimerizagdo por Transferéncia Atbmica Reversivel (ATRP),
Transferéncia Reversivel de Cadeia por Adigcao-Fragmentacdo (RAFT) e
Polimerizagcdo Mediada por Nitroxido (NMP). Este estudo ira se basear

principalmente em ATRP e RAFT.



61

RAFT e ATRP, polimerizagbes “vivas", apresentam inumeras
possibilidades de novos polimeros, como diferentes topologias, composi¢ao variada,

massa molar definida além de novas arquiteturas de cadeias.

As polimerizacdes radicalares controladas “vivas” estdo entre os principais
avangos da sintese de polimeros, permitindo a obtencdo de polimeros em grande
escala, baixo custo e alta variedade de monémeros. Nestas polimerizagdes existem
baixas concentragdes de espécies ativas radicalares e os radicais sdo convertidos
em espécies dormentes, reduzindo a probabilidade de terminacdo. Nao existindo as
reacoes de terminacao, este sistema pode ser considerado “vivo”, permitindo assim

um maior controle sobre a massa molecular (Lin, 2014).

As polimerizagbes via RAFT utilizam como agentes de polimerizagdes
compostos tiocarbonilicos, os quais reagem com um mecanismo de adicdo e
fragmentacdo em equilibrio (Figura 5.2). Os polimeros obtidos via RAFT possuem
em seus finais de cadeia partes remanescentes das cadeias dos agentes de RAFT,
possibilitando modificacbes pods-polimerizagbes como a ligagdo com novos

polimeros ou superficies (Liau et al., 2015).
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Figura 5.2: (A) Exemplos de agentes de RAFT e (B) mecanismo de polimerizagao via RAFT.
Adaptado de: Moad et al. (2013)

Como mencionado anteriormente, o equilibrio entre espécies dormentes e
ativas sao fatores importantissimos para polimerizagdes “vivas”. As polimerizacoes
via ATRP utilizam como espécie dormente um composto halogenado e a ativagao é
realizada por um metal de transicdo, coordenado por um ligante. O mecanismo de
polimerizagdo se inicia com o metal de transicdo My se coordenando com o
halégeno e promovendo sua cisdo. Assim, a cadeia organica se transforma na
espécie ativa da polimerizagdo. O metal é oxidado a Mg+ € o radical livre inicia sua
propagacao até a espécie ativa reagir com o metal oxidado, interrompendo a reagao.
O composto halogenado retorna ao seu estado dormente e o metal retorna a sua

forma Mx (Figura 5.3) (Lin e Kasko, 2013).
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AU P - X+ Cu(L)Y ~==— " U Pt + X -Cul(L)Y
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Figura 5.3: Mecanismo de polimerizagéo via ATRP Adaptado de: Peng et al., 2011
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5.2. Formagao de Corona Proteica em Nanoparticulas

E conhecido que nanoparticulas, quando em contato com fluidos
bioldgicos, adsorvem biomoléculas, em sua maioria proteinas, gerando uma nova
interface entre as nanoparticulas e as células. Esta nova interface regula o
reconhecimento entre a nanoparticula e seu sitio de acado, podendo esta perder sua
atividade ou vetorizacdo. Ja foi demonstrado que a corona proteica reduz a adesao
de nanoparticulas a membranas celulares, reduzindo sua atividade (Lesniak et al.,

2012).

Existem diversas estratégias para modificagdo de topografia de
nanoparticulas para a redugdao da formacdo de corona proteica. Entre as mais
utilizadas destaca-se o revestimento de PEG (polietilenoglicol) e a adigdo de
proteinas especificas na superficie das nanoparticulas. A nanoparticulas revestidas
com PEG sao frequentemente tidas como inertes e furtivas, mas estudos (Bertrand
et al., 2014; Deshayes e Kasko, 2013) demonstram que a frequente aplicagao deste
material inicia a formacédo de respostas imunes do organismo a ele, gerando a

rejeicado ou a formagao de capsulas fibrosas.

Este capitulo propde como alternativa o revestimento de nanoparticulas
por glicopolimeros que mimetizem os polissacarideos presentes em membranas de
eritrocitos reduzindo a formacdo de corona proteica e a toxicidade dos
nanosistemas. A parte experimental inicial deste capitulo foi realizada durante

periodo sanduiche no KaskoLab, laboratério situado na University of California, Los
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Angeles (UCLA) e uma segunda etapa no Laboratorio de Operagdes Unitarias

(LOPE) e no Laboratério de Oleo Resinas (LOR), ambos vinculados a PUCRS.

5.3. MATERIAIS E METODOS

5.3.1. Materiais

Metanol (Merck, Alemanha), acetato de ambnio (Merck, Alemanha),
acetonitrila (J.T. Baker, Estados Unidos), vimblastina (Libbs, Brasil), Manose (Merck,
Alemanha), acido acético (Merck, Alemanha), acido bromidrico (HBr) (Merck,
Alemanha), diclorometano (Merck, Alemanha), trietilamina (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos), cloreto de acriloila (Merck, Alemanha), metéxido de soédio (Merck,
Alemanha), resina DOWEX 50WX8 200-400 Mesh (Acros Organics, Estados
Unidos), galactose (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), acetona (Merck, Alemanha),
acido sulfurico (Merck, Alemanha), silica gel 60 (0,063-0,200 mm) (Merck,
Alemanha), bicarbonato de sédio (Merck, Alemanha), 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiamida (EDC) (Acros Organics, Estados Unidos), 4-(dimetilamino) piridina
(DMAP) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), biotina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos),
N,N,N,N,N”-pentametildietilenotriamina (PMDETA) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos),
cloreto de cobre (CuCl) (Acros Organics, Estados Unidos), tolueno (Fisher, Estados
Unidos), dimetilsulfoxido (DMSQO) (Merck, Alemanha), 2,2’ azobis(2-metilpropionitrila)
(AIBN) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), acido-2-propandicoditiolencoato (RAFT
CTA) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), Poli(acido latico-co acido glicdlico) (PLGA)
terminado em acido carboxilico (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), alcool polivinilico
(PVA) (Merck, Alemanha), etanolamina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), 2-cloro-1-
propanol  (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) e dimetilformamida (DMF) (Fisher,

Estados Unidos)
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5.3.2. Mondbmero Manose Acrilato

o )k/
OH 1-Tricl otrt OH \)km o
Q )
HO' 2-Ac0 AcO & HBr AcO & NEt; AcO & NaOMe HO
Pyridin —n —_— = —weon >
Ho 1-50° C, 4h AcO AcOH AcO DCM AcO MeOH

OH  2-RT,12h OAc T35 OAc RT, 18 h OAc y

35% 66 %

Figura 5.4: Esquema da sintese de 6-acriloxi f-manopiranose.

A sintese de 6-acrilixi manopiranose foi realizada em quatro etapas (Figura
5.4). Inicialmente a hidroxila ligada ao carbono numero 6 foi protegida com um
grupamento tritil e as demais com grupamentos acetatos. Em seguida o grupo tritil

foi retirado e substituido pelo grupamento acriloxi e os grupos acetatos removidos.

5.3.21.  6-tritil-1,2,3,4-tetraacetato B-manopiranose

OH 1-TrtCl ot
Q X
HO 2 Ac0 AcO &
Pyridin
HO 1-50° C, 4h AcO
OH 2-RT, 12h OAc

35 %

Figura 5.5: Esquema da sintese de 6-tritil-1,2,3,4- tetraacetato f-manopiranose.

Em um baldo de 500 mL foram adicionados 20 g de manose (111 mmol) em
200 mL de piridina. Apds a solubilizagdo da manose, adicionou-se 32,5 g de cloreto
de trifenilmetileno (117 mmol) e aqueceu-se até 50° C por quatro horas. Entdo, 103
mL de anidrido acético (1,08 mol) foram adicionados e, sob agitacdo constante,

reagiu por 18 horas. Em evaporador rotativo a solugao foi concentrada e precipitada
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em agua (5° C). Os cristais coletados foram lavados com &agua e precipitados

novamente em éter, tendo um rendimento de 35 % (Lin e Kasko, 2013).

'H RMN (300 MHz, CDCl3): 85,89 (d, H-1), 5,55 (dd, H-2), 5,41 (t, H-4), 5,11
(dd, H-3), 3,69 (m, H-5), 3,38 (dd, H-6a), 3,21 (dd, H-6b), 2,28, 2,17, 2,01, 1,79 (s,

12H, 4CHs).

5.3.2.2. 1,2,34-tetracetato B-manopiranose

OTrt OH
AcO & HBr AcO &
AcO AcOH
RT, 45s AcO
OAc 73 % OAc

Figura 5.6: Esquema da sintese de 1,2,3,4- tetraacetato 3-manopiranose.

24 g de 6-tritil-1,2,3,4-tetracetato B-manopiranose (40,6 mmol) foram
dissolvidos em acido acético (104 mL). Apds completa dissolugdo, foram
adicionados 10 mL de acido bromidrico e agitado imediatamente e vigorosamente

por 45 segundos (Lin e Kasko, 2013).

"H RMN (300 MHz, CDCls): 85,91 (d, H-1), 5,53 (dd, H-2), 5,30 (t, H-4), 5,18

(dd, H-3), 3,81 (m, H-5), 3,67 (m, H-6a, b), 2,25, 2,14, 2,05 (s, 12H, 4CHs).

5.3.2.3. 6-acriloxi-1,2,3,4-tetracetate 3-manopiranose
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AcO DCM AcO
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Figura 5.7: Esquema da sintese de 6-acryloxy-1,2,3,4- tetraacetato f-manopiranose.

1,2,3,4-tetracetato B-manopiranose (4.27 g, 12,2 mmol) foram dissolvidos em
diclorometano, a solugdo foi desoxigenada por N, e adicionados 3,42 mL (24,4
mmol) de trietilamina. Em banho de gelo foram adicionados 1,86 mL de cloreto de
acriloila (22,9 mmol dissolvidos em diclorometano). A solugédo foi agitada por 18

horas e filtrada (Lin, 2013).

Em um funil de separagdo a solugédo organica foi lavada com uma solugao
saturada de NaCl e seca com Na,SO;4. A solucio foi concentrada em rotaevaporador
e precipitada em éter e filtrada, tendo um rendimento final de 66 % (Lin e Kasko,

2013).
"H RMN (300 MHz, CDCls): 86,51 (d, CH,=CH), 6,20 (m, CH,=CH), 5,93 (d, H-
1), 5,53 (dd, H-2), 5,36 (t, H-4), 5,18 (dd, H-3), 3,90 (m, H-5), 4,35 (d, H-6a, b), 2,25,

2,14, 2,05 (s, 12H, 4CHs).

5.3.2.4. 6-acriloxi manopiranose

[o]
o)v OJ\/
AcO & NaOMe HO Q
AcO R¥,| e7or:|in HO
OAc 55 %

OH

Figura 5.8: Esquema da sintese de 6-acriloxi- B-manopiranose.
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Em um vial foram adicionados 23 pL de metdxido de sddio (solugdo de 5,4 M
em metanol) em 5 mL de metanol e em seguida 0,5 g de 6 acriloxi-1,2,3,4-
tetracetato B-manopiranose (1,2 mmol) dissolvidos em 5 mL de diclorometano e
agitados. Apds 4 minutos se adicionou uma quantidade suficiente de resina Dowex
50WX8 200-400 mesh. A solucédo foi agitada por mais 30 minutos e filtrada (Lin e

Kasko, 2013).

O produto foi purificado por cromatografia em coluna utilizando metanol e
diclorometano (0 — 40 %) as fragdes de Rf (fator de retengdo) correspondente a 0,2

(CCD metanol diclorometano 25:75) foram coletadas com rendimento final de 55%.
'"H RMN (300 MHz, D20): 86,37 (d, CH,=CH), 6,13 (m, CH,=CH), 5,89 (m,
CH»=CH), 5,03 (s, H-1), 4,32 (o, H-6a, b), 3,91 (q, H-4), 3,81 (d, H-2), 3,73 (dd, H-5),

3,62 (t, H-3).

5.3.3. Mon6bmero Galactose Acrilato

\

2

Q
o
¢

OH OH

o Acetone, HZSO4 Km NEt3 >< o) 50/ AcOH
“Rren 80 C.6h
HO OH 71 % DCM 48 % HO OH

RT, 18h OH

Figura 5.9: Esquema da sintese de 6-acriloxi galactopiranose.

A sintese de 6-acrilixi galactopiranose foi realizada em trés etapas (Figura

4.8). Inicialmente as hidroxilas ligadas aos carbonos numeros um, dois, trés e quatro
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foram protegidas por grupamentos isopropilidenos. Em seguida a galactose

protegida foi acrilada e os grupos isopropilidenos removidos.

5.3.3.1.  1,2,3,4-Di-isopropilideno galactopiranose

OH OH

o OH
o) Acetone, H,SO, >< o)
E— .
RT, 18 h
HO OH 1% o o>< 5

OH

Figura 5.10: Esquema da sintese de 1,2,3,4-Di-isopropilideno galactopiranose

Uma mistura heterogenia de galactose (5 g, 27,7 mmol) foi agitada por um dia
em 50 mL de acetona e acido sulfurico (0,25 mL). O produto foi filtrado e a galactose
precipitada foi reciclada e adicionada novamente a mistura acetona e acido sulfurico.
Apods 3 ciclos o filtrado foi neutralizado com bicarbonato de sddio e concentrado. O
concentrado foi diluido em diclorometano e lavado com duas solugdes: primeiro uma
solugédo concentrada de bicarbonato de sddio e em seguida uma solugao de cloreto
de sddio. A solugao organica foi concentrada novamente e destilada por destilagéo
fracionada a vacuo (135° C), resultando em um liquido incolor com rendimento de

71% (Lin, 2013).

"H RMN (300 MHz, CDCly): 85,56 (d, H-1), 4,65 (dd, H-3), 4,37 (dd, H-2), 4,26

(dd, H-4), 3,91 (m, H-6a, b), 3,80 (m, H-5), 1,30 — 1,57 (s, 4CH).
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5.3.3.2.  6-acriloxi-1,2,3,4-Di-isopropilideno galactopiranose

(o] )I\/
OH
0 \)j\m o o
Q NEt >< 0
T8
o o) DCM [¢] o
o RT, 18 h o
90 % ><

Figura 5.11: Esquema da sintese de 6-acriloxi-1,2,3,4-Di-isopropilideno galactopiranose

A 1,2,3,4-Di-isopropilideno galactopiranose (11,7 g, 45,2 mmol) foi dissolvida
em diclorometano. A solucdo foi desoxigenada com Nz e adicionados 11,3 mL (81,4
mmol) de trietilamina. Em banho de gelo foram adicionados 5,5 mL de cloreto de
acriloila (67,8 mmol dissolvidos em diclorometano). A solugédo foi agitada por 18

horas e filtrada (Lin, 2013).

Em um funil de separagdo a solugédo organica foi lavada com uma solugao
saturada de NaCl e seca com Na,SO;,. A solucio foi concentrada em rotaevaporador

e precipitada em éter, tendo um rendimento final de 90 %(Lin e Kasko, 2013).

"H RMN (300 MHz, CDCls): 56,48 (d, CH,=CH), 6,20 (m, CH,=CH), 5,83 (d,
CH,=CH), 5,58 (d, H-1), 4,67 (dd, H-3), 4,46 (m, H-4, H-5, H-6a, b), 4,23 (dd, H-2),

1,28 — 1,60 (s, 4CH).

5.3.3.3.  6-Acriloxi-1,2,3,4-Di-isopropilideno galactopiranose
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Figura 5.12: Esquema da sintese de 6-acriloxi-1,2,3,4-Di isopropilideno galactopiranose

OH

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 21 g (66,8 mmol) de 6-
Acryloxy-1,2,3,4-Di-isopropylidene galactopyranose e dissolvido em 100 mL de acido
acético. Em seguida foram adicionados 100 mL de agua e aquecido a 80° C por seis
horas. O acido acético foi removido em um rotaevaporador e o produto precipitado
em acetona. O precipitado foi cristalizado em metanol com rendimento de 48% (Lin,

2013).

"H RMN (300 MHz, D20): 56,34 (d, CH,=CH), 6,09 (m, CH,=CH), 5,88 (d,

CH,=CH), 5,13 (d, H-1), 4,20 (m, H-5, H-6a, b), 3,92 (dd, H-4), 3,71 (0, H-2, H-3).

5.3.4. Sintese do Mon6émero Glicose Acrilato

1-TriCl Tt OH O
2 Ac,0 o HBr ° \/‘km o
——» A0 NEt; AcO NaOMe o
OH Py ridin OA ACOH OA —_— OA ~—wmeon > HO on
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36 % c ° ! % OH
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Figura 5.13: Esquema da sintese de 6-acriloxi glicopiranose

A sintese de 6-acrilixi glicopiranose foi realizada em quatro etapas (Figura

4.12). Inicialmente a hidroxila ligada ao carbono numero seis foi protegida com um



72

grupamento tritil e as demais com grupamentos acetatos. Em seguida o grupo tritil

foi retirado e substituido pelo grupamento acriloxi e os grupos acetatos removidos.

5.3.4.1. 6-tritil-1,2,3,4-tetracetato Glicopiranose

1- TriClI OTrt
2- Aczo (o]
AcO
Pyr|d|n OAc
1-50° C, 4h AcO OAc

2-RT, 12h
40 %

Figura 5.14: Esquema da sintese de 6-tritil-1,2,3,4-tetracetato Glicopiranose.

Em um baldo de 500 mL foram adicionados 20 g de glicose (111 mmol) em
200 mL de piridina. Apés a solubilizacdo da manose adicionou-se 32,5 g de cloreto
de trifenilmetileno (117 mmol) e aqueceu-se até 50° C por quatro horas. Entdo, 103
mL de anidrido acético (1,08 mol) foram adicionados e, sob agitagdo constante, o

sistema reagiu por 18 horas.

Em evaporador rotativo a solugéo foi concentrada e precipitada em agua a 5°
C. Os cristais coletados foram lavados com agua e precipitados novamente em éter,

tendo um rendimento de 40 %.

"H RMN (300 MHz, CDCls): 57,31 (m, 15H), 5,75 (d, H-1), 5,32 (m, H-2, H-3 e H-4),

3,63 (m, H-5), 3,40 (d, H-6a), 3,18 (dd, H-6b), 2,22, 2,15, 2,02, 1,76 (s, 12H, 4CHs).
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5.3.4.2. 1,23 4-tetracetato Glicopiranose

m o m
RT,45s

36 %

Figura 5.15: Esquema da sintese de 1,2,3,4-tetracetato Glicopiranose.

22 g de 6-tritil-1,2,3,4-tetracetate glicopiranose (32,1 mmol) foram dissolvidos
em acido acético (104 mL). Apos completa dissolugéo, foram adicionados 10 mL de
acido bromidrico (33% em acido acético) e agitado imediatamente e vigorosamente

por 45 segundos. Rendimento de 36%.

"H RMN (300 MHz, CDCls): 85,90 (d, H-1), 5,45 (t, H-2), 5,25 (t, H-3), 5,02 (¢,
H-4), 4,23 (m, H-5), 3,30 (d, H-6a), 2,93 (dd, H-6b), 2,25, 2,18, 2,06, 1,82 (s, 12H,

4CH3).

5.3.4.3. 6-acriloxi-1,2,3,4-tetracetato Glicopiranose

oH \)(])\ o)]\/
Q Nl Q
AcO NEt; AcO
OAc —_— OAc
AcO OAc DCM AcO OAc

RT, 18 h
75 %

Figura 5.16: Esquema da sintese de 6-acriloxi-1,2,3,4-tetracetato Glicopiranose.
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1,2,3,4-tetracetato glicopiranose (4,27 g; 12,8 mmol) foram dissolvidos em
diclorometano, a solugéo foi desoxigenada utilizando N3 e adicionados 3,42 mL (24,4
mmol) de trietilamina. Em banho de gelo foram adicionados 1,86 mL de cloreto de
acriloila (22,9 mmol dissolvidos em diclorometano). A solugédo foi agitada por 18

horas e filtrada.
Em um funil de separagdo a solugéo organica foi lavada com uma solugao

saturada de NaCl e seca com Na,SO4. A solugao foi concentrada e precipitada em

éter, tendo um rendimento final de 75%.

"H RMN (300 MHz, CDCl3): 86,42 (d, CH,=CH), 6,05 (m, CH,=CH), 5,80 (d, H-

1), 5,75 (d, H-1), 5,55 (t, H-2), 5,35 (t, H-3), 5,22 (t, H-4), 4,35 (m, H-5), 3,32 (d, H-

6a), 2,83 (dd, H-6b), 2,35, 2,19, 2,09, 1,86 (s, 12H, 4CHs).

5.3.4.4. 6-acriloxi Glicopiranose

o

S i
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Figura 5.17: Esquema da sintese de 6-acriloxi Glicopiranose

Em um vial foram adicionados 23 pyL de metéxido de sédio (solugdo de5,4 M
em metanol) em 5 mL de metanol e em seguida 0,5 g de 6-acriloxi-1,2,3,4-

tetracetato glicopiranose (1,2 mmol) dissolvidos em 5 mL de diclorometano e
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agitados. Apds 4 minutos se adicionou uma quantidade suficiente de resina Dowex

50WX8 200-400 mesh, A solugéo foi agitada por mais 30 minutos e filtrada.

O produto foi purificado por cromatografia em coluna utilizando metanol e
diclorometano (0 — 40%) as fragbes de Rf correspondente a 0,2 (CCD metanol

diclorometano 25:75) foram coletadas com rendimento final de 51%.

'H RMN (300 MHz, D20): 86,37 (d, CH,=CH), 6,13 (m, CH,=CH), 5,89 (m,
CH,=CH), 5,03 (s, H-1), 4,32 (0, H-6a, b), 3,91 (g, H-4), 3,81 (d, H-2), 3,73 (dd, H-5),

3,62 (t, H-3).

5.3.5. Sintese do iniciador baseado em biotina
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Figura 5.18: Esquema da sintese de iniciador de ATRP baseado em biotina

2-bromo-3-hidroxipropionato (500 mg, 2,70 mmol) foi adicionado a 5 mL de
DMF, apods total solubilizagdo EDC (640 mg, 3,24 mmol) e DMAP (61 mg, 0,54
mmol) foram adicionados a um baldo de fundo redondo. Depois de 15 minutos foi
adicionada a biotina (650 mg, 2,70 mmol) em 5 mL de DMF e agitado por 18 horas a

temperatura ambiente.
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Apos a reacdao o DMF foi reduzido por rotaevaporacdo, o produto foi
precipitado em éter e coletado por filtragdo. Em seguida uma coluna cromatografica
a vacuo utilizando como fase mével diclorometano e metanol (50 — 100%). Obtendo

rendimento final de 42%.

"H RMN (300 MHz, DMSO): 56,48 (s, H-1), 6,45 (s, H-2), 4,52 (m, H-11), 4,47
(m, H-12 e H-3), 4,12 (m, H-4), 3,61 (m, H-13 e H-14), 3,40 (m, H-6 e H-7) e 1,50 (m,

H-7, H-8 e H-9).

5.3.6. Sintese do iniciador baseado em PLGA

Br ! , o o

_o OH EDC, DMAP \OJ\(\O o o H
DMF
18 h, RT Br o

2% X y

Figura 5.19: Esquema da sintese de iniciador de ATRP baseado em biotina

2-bromo-3-hidroxipropionato (10,4 mg, 0,57 mmol) foi adicionado a 500 uL de
DMF. Apos total solubilizagdo, EDC (8,1 mg, 0,52 mmol) e DMAP (1,0 mg, 0,06
mmol) foram adicionados a um baldo de fundo redondo. Depois de 15 minutos foi
adicionado o PLGA terminado em acido carboxilico (2,024 mg, 0,44 mmol) em 3 mL

de DMF e agitado por 18 horas a temperatura ambiente.

Apos a reacdo o DMF foi evaporado e o produto ressolubilizado em

diclorometano, precipitado em metanol e o produto coletado por filtracao.
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"H RMN (300 MHz, DMSO): 85,45 (m, H-3 e H-6), 4,73 (m, H-2 e H4), 3,50 (d,

H-1) e 3,12 (d, H-5).

5.3.7. Polimerizacdo dos mondémeros de acucares a partir do iniciador baseado
em PLGA

5.3.7.1. Polimerizagdo dos monémeros de agucares a partir do iniciador baseado

em PLGA em tolueno

2 o
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Figura 5.20: Esquema da polimerizacao via ATRP.

Em um tubo de schlenk foram adicionados o iniciador baseado em PLGA (99
mg, 0,021 mmol), galactose acrilato (16,9 mg, 0,540 mmol), CuBr (0,3 mg, 0,021
mmol) em 500 pL de tolueno, apdés 5 ciclos de congelamento, vacuo e
descongelamento, foi adicionado PMDETA (0,9 uL, 0,043 mmol) em tolueno (500
ML), realizados mais 5 ciclos de congelamento, vacuo e descongelamento. Apds
agitacédo por 18 horas o produto foi analisado por RMN para verificagdo da

porcentagem de conversao dos mondmeros.

5.3.7.2. Polimerizagdo dos monémeros de agucares a partir do iniciador baseado
em PLGA em DMSO
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Figura 5.21: Esquema da polimerizacao via ATRP.

Em um tubo de schlenk foi adicionado o iniciador baseado em PLGA (1 eq.), 0
mondmero de escolha (100 eq.), CuBr (1 eq.) em 500 yL de DMSO, apés 5 ciclos de
congelamento, vacuo e descongelamento, foi adicionado PMDETA (2 eq.) em
DMSO (500 L), realizados mais 5 ciclos de congelamento, vacuo e
descongelamento. Apds agitagdo por 18 horas o produto foi analisado por RMN para

verificagdo da porcentagem de conversao dos mondmeros.

5.3.8. Polimerizagdo de Mon6meros de Sacarideos por RAFT
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Figura 5.22: Esquema da polimerizagdo via RAFT.

Em um tubo de schlenk foram adicionados o AIBN (0.5 mg, 1.01 mmol), o
mondmero (100 mmol — Grau de polimerizagdo (GP) 100, 50 mmol — GP50 e 25
mmol — GP25), RAFT CTA (2.5 mg, 3.04 mmol) e 1000 pL de tolueno. Apds 5 ciclos
de congelamento, vacuo e descongelamento o conteudo foi agitado por 72 horas a
80° C. Os produtos foram analisados por RMN para verificagdo da porcentagem de

conversdao dos monémeros. Em seguida foi realizada a precipitacdo em metanol.
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Foram sintetizados homopolimeros de galactose, glicose e manose com graus

nominais de polimerizagao de 100, 50 e 25.

5.3.9. Desprotecao dos grupos —OH dos polimeros de glicose e manose

Em um vial foram adicionados 23 pyL de metéxido de sédio (solugéo de 5,4 M
em metanol) em 5 mL de metanol e em seguida 0,5 g de cada polimero foram
dissolvidos em 5 mL de diclorometano e agitados. Apds 4 minutos se adicionou uma
quantidade suficiente de resina Dowex 50WX8 200-400 mesh. A solugdo foi agitada

por mais 30 minutos e filtrada. Os polimeros foram dialisados por 24 horas em agua.

5.3.10. Desprotegao dos grupos —OH dos polimeros de galactose

Em um vial foram adicionados 100 mg do polimero de galactose e dissolvido
em 10 mL de acido féormico, apds 2,5 horas adicionados 4 mL de agua e agitados

por trés horas. Os polimeros foram dialisados por 24 horas em agua.

5.4. Determinagao de Formagao de Corona Proteica em Nanoparticulas

5.4.1. Ressonancia Plasmoénica de Superficie

Os polimeros sintetizados via RAFT desprotegidos foram solubilizados em 1
mL de agua, em seguida foram adicionados 50 uL de etanolamina e um chip de ouro

especifico para o equipamento Biacore® T100. A solugao foi agitada por 24 horas em
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um agitador orbital. Apds agitagdo o chip de ouro foi lavado com etanol e seco com

argoénio.

No equipamento Biacore T100 foram injetados 30 uL de soro humano (10%
em tampao PBS pH 7,4) por 60 segundos. O chip foi lavado com tampao PBS 7,4
por 5 minutos. Em seguida foi realizada a inje¢ao de lectinas especificas para cada
sacarideo (30 uL por 60 segundos) e o equipamento lavado novamente com tampéo

PBS 7,4.

5.4.2. Cromatografia de Permeagao em Gel

As analises de cromatografia de permeagdo em gel foram realizadas em um
cromatografo Waters 1515 utilizando THF como fase moével a uma vazédo de 1
mL/min e utilizando quatro colunas Estiragel® ligadas em série. Para andlise de
massa molecular de polimeros foi realizada uma curva de calibragao utilizando

poliestireno detectado por um detector de indice de refracdo Waters 2415.

5.5. Resultados

5.5.1. Sintese dos iniciadores de ATRP

55.1.1. Sintese do iniciador baseado em biotina

(o}

HNJLNH o
fe1
o OH
Y HNJ\NH
Br O o Br O
EDC, DMAP H H
o A meomr o wg— 0
(o} DME S q,,/\/\n/ \)\/U\o/

RT, 18 h o

42 %

Figura 5.23: Esquema da sintese de iniciador de ATRP baseado em biotina.
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A sintese do iniciador de ATRP (Figura 5.23), baseado em biotina, foi
realizada para polimerizagao via ATRP dos glicopolimeros e futura ligagdo a chips
de ouro funcionalizados com estreptavidina para uso em ressonancia plasmdnica de
superficie. A sintese foi bem sucedida com 42% de rendimento, sendo recuperada

massa de biotina ndo reagida com a possibilidade de reuso.

5.5.2. Polimerizagdes via ATRP a partir do iniciador baseado em biotina

Inicialmente foram realizadas diversas tentativas de realizar ATRP em agua a
partir do iniciador baseado em biotina e posteriormente utilizando um iniciador
comercial em agua, ndo obtendo sucesso em nenhuma tentativa. Como estes
polimeros seriam utilizados nos experimentos de ressondncia plasménica de

superficie a técnica de polimerizagao foi alterada para RAFT (ltem 5.8.3).

5.5.3. Polimerizagbes via RAFT

Tabela 5.1: Rendimento e conversao dos polimeros obtidos via RAFT.

Grau de polimerizagao teérico Rendimento % de conversao
Galactose GP100 72% 95%
Galactose GP50 54% 77%
Galactose GP25 71% 92%
Glicose GP100 77% 86%
Glicose GP50 72% 88%
Glicose GP25 70% 81%

Manose GP100 73% 70%
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As polimerizagbes realizadas via RAFT (Tabela 5.1) foram bem sucedidas,
sendo realizadas polimerizagbes com diferentes graus de polimerizagao (25, 50 e
100). Apds a desprotecdo dos grupos acetatos e isopropilidenos ainda era possivel

identificar picos caracteristicos dos trés sacarideos polimerizados (Figura 5.24).

M 6 4 2 [ppm]

Figura 5.24: RMN do glicopolimero de galactose obtido por RAFT depois de ser desprotegido e antes

de ser desprotegido.

5.5.4. Analise da formagao de corona proteica por SPR

Como o objetivo destes glicopolimeros € proteger o sistema de liberagao de
farmacos e a forma de administracao seria parenteral, foi proposto utilizar SPR para

verificar a ligagao dos glicopolimeros a proteinas plasmaticas.

Nesta técnica um alvo é ligado a superficie de um chip de ouro e um ligante é

bombeado pelo sistema passando pelo alvo. A ressonancia plasménica de superficie
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causa uma reducao de intensidade de luz refletida e o equipamento a detecta e a

mede, sendo esta proporcional a massa de ligante aderido ao alvo.

Existem diferentes chips utilizados em experimentos, entre eles o de
estreptavidina a qual a biotina se liga. Para utilizar este chip sintetizou-se um
iniciador baseado em biotina. Conforme o item 5.5.2, as polimerizacdes a partir do
iniciador baseado em biotina ndo ocorreram, logo, foram sintetizados os
glicopolimeros via RAFT para o uso de chips de ouro sem revestimento, Conjugando

os tiois livres dos glicopolimeros ao ouro.

Durante a segunda inje¢cdo de soro humano (10% PBS pH 7,4) a
microtubulacdo do equipamento Biacore® T100 foi obstruida ndo sendo observados
sinais de ligagao proteinas-glicopolimeros. Para n&o danificar o equipamento os

experimentos foram interrompidos.

55.41. Sintese do iniciador baseado em PLGA

S

Br | § o) o)
EDC, DMAP ~ o H
/OW)\/OH DMF O)S/\o o
o 18 h, RT Br
72 % X y

Figura 5.25: Esquema da sintese do iniciador baseado em PLGA

O iniciador baseado em PLGA nao havia sido relatado na literatura (Figura

5.25). A analise por RMN apresenta os picos esperados da conjugagao de ambas as
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moléculas (Figura 5.26). Os 72% de rendimento apds a realizagédo de uma coluna
cromatografica para purificagdo também indicam que o 2-bromo-3-hidroxipropionato

esta ligado a cadeia de PLGA.

CH,OHf DMF
[o] g [o] eb
f b H [
\O)KSK\O 0. ™o
Br ¢
X y

H DMF

DMF CDCl,

Figura 5.26: RMN do iniciador de ATRP baseado em PLGA.

5.5.5. Polimerizacdes via ATRP a partir do iniciador baseado em PLGA

Apos varias tentativas sem éxito de polimerizagao via ATRP em agua foram
realizadas polimerizacbes em tolueno a 80° C a partir do iniciador baseado em
PLGA. Estas polimerizagbes utilizando 6-Acryloxy-1,2,3,4-Di-isopropylidene
galactopyranose tiveram 100% de conversao (Figura 5.27) e rendimento de 72%.
Apds a clivagem dos grupamentos de protecdo das hidroxilas os picos
caracteristicos dos sacarideos desapareceram. Como os grupamentos de protegéo
formam ésteres, o PLGA é formado por ésteres e o carbono numero 6 é ligado a um

éster, este comportamento no RMN sugere que a cadeia polimérica foi inteiramente
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clivada. Surgindo assim a possibilidade da realizagdo da polimerizagdo via ATRP

dos mondmeros desprotegidos em DMSO, sem a etapa de desprotecgao.
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Figura 5.27: RMN do polimero sintetizado via ATRP antes e depois da desprote¢do com acido
acético.
Foram realizadas polimerizacdes para via ATRP a partir do iniciador baseado
em PLGA, utilizando DMSO como meio e os monémeros de glicose e galactose
desprotegidos. Apds as quatro horas de polimerizagéo as reagdes foram terminadas,

retirando a atmosfera inerte e oxidando o metal de transigao.

As analises por RMN nao apresentam picos de acrilato e nem o pico atribuido
ao hidrogénio ligado ao carbono numero um da glicose e da galactose. Porém, na
analise do possivel co-polimero de PLGA e poliglicose surgiu um novo pico em 6,45
ppm, o qual pode se atribuir ao hidrogénio ligado ao carbono numero um da glicose

deslocado. Para confirmagdao dos resultados foram realizadas analises por
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cromatografia de permeagao em gel da amostra do possivel co-polimero de PLGA e
poliglicose. A amostra de PLGA conjugada a cadeia com o halogeno sintetizada
anteriormente apresentou um pico homogéneo de 63 kDa com indice de
polidispersao de 1,58 e a amostra da polimerizagao apresentou um pico de 54 kDa e
indice de polidispersdo de 1,55. Esta diminuicdo de massa molecular indica que a

polimerizagao da glicose nao ocorreu.

Nao existem relatos na literatura de ATRP de sacarideos desprotegidos
utilizando DMSO. Este solvente foi escolhido devido a compatibilidade solubilidade
de todos compostos necessarios para reagdao (PLGA, PMDETA, CuCl e os

mond&meros), apesar de ndo ser um meio reativo ideal.

No periodo de conclusdo da tese foram publicados estudos realizados por
outros grupos de pesquisa (Wilkins et al., 2014; Tengdelius et al., 2015 e An et al.,
2015) que colaboram para proposta de utilizar glicopolimeros como estratégia furtiva
para liberagdo de farmacos. Nao foi encontrada atividade hemolitica dos
glicopolimeros. As particulas contendo glicopolimeros ndo aderiram a eritrocitos,
além da capacidade de terem células tumorais como alvo para endocitose mediada

por receptores, comportamento reduzido em fibroblastos.

Como a polimerizacdo via ATRP para este tipo de amostra se torna um
processo complicador é sugerido que trabalhos futuros realizem as polimerizagdes
via RAFT e por “click chemistry” se ligue o tiol livre do glicopolimero a um PLGA
funcionalizado. Utilizando a alternativa de RAFT é possivel obter nanoparticulas

furtivas de PLGA conjugado a glicopolimeros lineares. A vantagem da polimerizagéo
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via ATRP seria a, posterior, facilidade de modificar e customizar as cadeias de
glicopolimeros e determinar possiveis relagdes de estrutura e atividade dos

revestimentos.
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6. CONCLUSOES

As extragdes iniciais de vimblastina a partir de C. roseus utilizando agua e
etanol como cossolventes de dioxido de carbono a 300 bar e a diferentes
temperaturas mostraram a viabilidade do método de extragdo. Os experimentos
posteriores utilizando etanol, devido sua seletividade para extragcao de vimblastina,
sua volatilidade e ser atdxico, apresentaram resultados interessantissimos. Quando
comparados a métodos tradicionais de extragdo como a extracdo solido-liquido o
resultado encontrado foi de até 92,41% superior. Desta forma, conclui-se que a
extragdo de vimblastina utilizando misturas de diéxido de carbono e etanol a altas
pressdes é possivel. Trata-se de uma tecnologia limpa, barata e alternativa aos
meétodos tradicionais de fitoquimica. Estes resultados possibilitam a prospec¢ao de
extragdes em escala industrial, sendo possivel obter extratos mais concentrados
reduzindo etapas de purificacdo. Como a purificacdo em escala industrial utiliza
cromatografia pode ser possivel purificar em uma etapa vimblastina, vincristina e

seus precursores para semi-sintese (vindolina e catarantina).

A producgédo de nanoparticulas de PLGA contendo vimblastina demonstrou a
reprodutibilidade do método de nanoemulsdo garantindo a produgdo de
nanoparticulas homogéneas, com e sem farmaco. Os resultados de viabilidade
celular apresentam que as trés formulagcdes de nanoparticulas de PLGA contendo

vimblastina potencializaram a atividade do farmaco para as doses mais baixas, 1 € 5
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pMg/mL, em relagdo ao farmaco livre. Estes relatos de nanoparticulas de PLGA
contendo vimblastina e estudos de liberacdo e viabilidade celular sao inéditos na
literatura. Com base nestes resultados pode-se concluir que estes nanosistemas sao
promissores carreadores de vimblastina para tratamento de tumores de figado.
Estas nanoparticulas podem ser facilmente produzidas e utilizadas, visto que o

PLGA ja é aprovado pelo FDA e ANVISA como um excipiente farmacéutico.

Os estudos realizados de sintese de glicopolimeros apresentaram a sintese
inédita de um iniciador de ATRP baseado em PLGA sem o uso de espacadores de
PEG, de facil sintese e bom rendimento. Este iniciador pode, em futuros estudos, ser
utilizado para a modificagdo de PLGA tanto para seu uso em nanoparticulas como
em proteses e outros produtos biomédicos. As sucessivas tentativas de
polimerizagdo de mondmeros de sacarideos via ATRP em agua e DMSO leva a
conclusdo que esta metodologia ndo é a mais adequada para sinteses
glicopolimeros conjugados a PLGA sem o uso de espagadores de PEG, indicando

que o uso de glicopolimeros lineares sintetizados via RAFT uma futura escolha ideal.

As extragdes de vimblastina utilizando misturas de diéxido de carbono e
etanol a altas pressdes apresentadas nesta tese tem grande possibilidade de scale
up e uso industrial em um curto espaco de tempo, podendo ter ainda como produtos
outros alcaloides purificados na etapa de cromatografia a alta pressédo, ja
estabelecido pela industria farmacéutica. As nanoparticulas de PLGA contendo
vimblastina também podem em médio prazo virem a ser produzidas em alta escala,
ja existindo representantes contendo outros farmacos no mercado. A diferenga do

uso de vimblastina é sua baixa toxicidade e com efeitos adversos de facil controle.
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Como apresentado anteriormente o uso de glicopolimeros para sistemas de
liberagcado de farmacos é relativamente novo, sendo estes materiais muito utilizados
apenas para comprovacao de teorias. Seu uso como agente furtivo € promissor, mas
sua aprovagao pelos 6rgaos reguladores podera ser mais demorada, como a
aprovacao de novos farmacos, com tempo médio de 15 anos, espera-se que no
futuro esta seja uma nova classe de nanosistemas furtivos para liberagdo de

farmacos.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

* Scale up de extragdes a altas pressdes utilizando etanol e didxido de

carbono;

* Purificagdo de vimblastina e outros alcaloides de C. roseus utilizando
cromatografia a alta pressdo, metodologia ja estabelecia em industrias

farmacéuticas;

* Definicho de uma nova metodologia limpa para purificagdo de
vimblastina e outros alcaloides de C. roseus, como cromatografia

supercritica;

* Realizagdo de experimentos de proliferagao celular, citotoxicidade,
indugcdo a apoptose, senescéncia e autofagia de nanoparticulas de

PLGA formuladas com vimblastina;

* Realizagao de experimentos in vivo para avaliagdo de farmacocinética

de nanoparticulas de PLGA formuladas com vimblastina;

* Sintese de glicopolimeros por RAFT (como descrito nesta tese) e
conjugagdao por “click chemistry’ a uma cadeia de PLGA

funcionalizado;

* Realizagao de experimentos de viabilidade celular para nanoparticulas

de PLGA conjugadas a glicopolimeros formuladas com vimblastina;
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