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Resumo

O glioma, o cancro que resulta de um crescimento descontrolado das células gliais
apresenta uma taxa de sobrevivéncia muito baixa. A sua terapéutica apresenta um
problema acrescido, que é a pequena capacidade do farmaco atingir o sistema nervoso
central, devido a presenca da barreira hematoencefélica. O paclitaxel € um farmaco
anticancerigeno utilizado no tratamento de diversos cancros como, do ovario, mama,
pulmdo, célon, bexiga, eséfago, cabeca e pescoco, mieloma multiplo e sarcoma de
Kaposi. O seu mecanismo de agdo envolve o bloqueio do ciclo celular na fase G2/M por
estabilizacdo dos microtibulos. O Taxol® que foi a primeira forma farmacéutica
comercializada contendo este farmaco surgiu apdés grande investigacdo para escolher o
melhor veiculo atendendo a sua principal limitacdo, que era a baixa solubilidade em meio
aquoso. Contudo, devido a toxicidade do préprio farmaco e ao principal excipiente do
Taxol® (Chremophor EL), continuam-se a procurar alternativas para veicular o paclitaxel.
As nanoparticulas lipidicas, SLN e NLC, sdo uma potencial alternativa de administragéo
terapéutica devido a sua capacidade de vetorizar uma grande variedade de farmacos
(como por exemplo o paclitaxel) em doses ideais, resultando num efeito terapéutico
elevado, efeitos colaterais baixos e maior adesdo do paciente a terapéutica. Assim, o
principal objetivo deste trabalho foi desenvolver nanoparticulas lipidicas com paclitaxel
para o tratamento do glioma.

A preparacéo das SLN e das NLC foi otimizada com vista a escolher um método de
preparagdo e uma formulagéo farmacéutica adequada. Escolhidas as condi¢fes, as SLN
e as NLC com e sem paclitaxel foram analisadas com base no tamanho da particula,
morfologia, potencial zeta, eficacia de incorporacado e estrutura interna. A estabilidade das
formulacdes foi estudada ao longo do tempo, o tamanho da particula e potencial zeta (90
dias), eficacia de incorporacdo (30 dias) e estrutura interna (60 dias). O método do
doseamento do paclitaxel foi validado, para a especificidade, a preciséo e a linearidade e
a amplitude de trabalho foi estabelecida.

O doseamento do paclitaxel € linear, especifico e apresenta repetibilidade. A
incorporacdo do paclitaxel nas SLN e NLC ndo alterou o seu tamanho mediano
(x 200 nm), bem como o potencial zeta e morfologia. As SLN e as NLC n&o apresentaram
diferencas na eficacia de incorporacéo (cerca de 50%). Relativamente a estabilidade, as
NLC demonstraram ser mais estaveis que as SLN para veicular o paclitaxel durante pelo

menos 30 dias.

Palavras- chave: glioma, paclitaxel, nanoparticulas, SLN e NLC
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Abstract

Glioma, the cancer that results from uncontrolled growth of glial cells presents a
very low survival rate. This therapy presents a major problem, which is the small capacity
of drug to reach the central nervous system, due to the presence of the blood-brain
barrier. Paclitaxel is an anticancer drug used in the treatment of several cancers such as
breast, lung, ovary, colon, bladder, esophagus, head and neck, multiple myeloma and
Kaposi's sarcoma. Its mechanism of action involves blocking the cell cycle in G2/M phase
for stabilization of microtubules. The Taxol®, which was the first commercial drug
containing paclitaxel, came after major investigation to choose the best vehicle to
overcome its main limitation, the low solubility in aqueous media. However, due to the
toxicity of the drug itself and the main excipient of Taxol® (EL Chremophor), alternatives to
incorporate the paclitaxel are still being sought. The lipid nanoparticles, SLN and NLC, are
a potential alternatives to therapy administration due to its ability to vectorize a wide range
of drugs (e.g. paclitaxel) in ideal doses, resulting in a high therapeutic effect, lower side
effects and greater patient compliance to therapy. Therefore, the main goal of this project
was to develop lipid nanoparticles containing paclitaxel for glioma treatment.

The preparation of SLN and NLC was optimized in order to choose a method of
preparation and the best pharmaceutical formulation. Next, paclitaxel loaded- SLN and
NLC were analyzed based on the particle size, morphology, zeta potential, efficacy of
incorporation and internal structure. The stability of formulations was studied over time,
the particle size and zeta potential (90 days), efficacy of incorporation (30 days) and
internal structure (60 days). The paclitaxel assay method was validated for specificity,
precision and linearity and range of work has been established.

Paclitaxel assay method is linear, and presents specific and repeatability. The
incorporation of paclitaxel in the SLN and NLC did not change its size average
(= 200 nm), as well as the zeta potential and morphology. The SLN and NLC showed no
differences in the efficacy of incorporation (about 50%). As stability regards, the NLC have

proven more stable than the SLN to incorporate the paclitaxel for at least 30 days.

Keywords: glioma, paclitaxel, nanoparticles, SLN and NLC
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1 INTRODUCAO

1.1. Cancro

As células normais de um ser humano coexistem em perfeita harmonia citolégica,
histolégica e funcional. De acordo com a sua morfologia e funcdo, as células
organizam-se em tecidos e estes em 0Orgdos. Muitas células do organismo humano
dividem-se e crescem (ciclo celular) a fim de repovoar tecidos e 6rgaos (por exemplo,
camada basal da pele e as células que compde a camada epitelial dos intestinos) e
manter a saude do organismo [1].

Tendo em consideragé@o que ocorrem cerca de 10*? divisdes diarias, este processo,
bem como a morte celular programada, apoptose, sdo cuidadosamente controlados por
mecanismos moleculares. Apesar de todos os mecanismos de regulacéo, podem ocorrer
erros que levam a um crescimento celular descontrolado, dando origem a uma massa
celular anormal, designada de tumor [1, 2]. Este resulta da alteracdo da expresséo de
proto-oncogenes, envolvidos na inducdo da proliferacdo celular e diferenciacdo, e de
genes supressores tumorais, envolvidos na produgéo de sinais inibitérios do crescimento
celular efou que estimulam a apoptose. Assim, 0s proto-oncogenes sao ativados, quando
deveriam estar inativos, e 0s genes supressores de tumores Sao expressos
incorretamente ou até nem se chegam a expressar. A alteracdo da expressdo destes
genes deve-se a danos no ADN, devido a mutagfes que podem ser espontaneas, devido
a erros na sua replicacdo, ou devido a agentes carcinogénicos exdgenos, como algumas
substancias quimicas (por exemplo alguns dos componentes do tabaco), agentes

infeciosos, radiacdo ionizante e radiacdo ultravioleta [1-4].

Os tumores podem ser classificados em benignos e malignos, consoante a sua
capacidade de se disseminarem para outros tecidos. Os tumores benignos, ndo sao
detentores da capacidade de propagacdo para outros tecidos, sendo, geralmente,
removiveis por cirurgia. Os tumores malignos, ao contrario dos benignos sao designados
por cancro. Possuem a capacidade de invadir e danificar os tecidos/6rgaos adjacentes e
ainda atingirem tecidos/6rgdos mais distantes por atingirem a circulagdo sanguinea ou o
sistema linfatico, originando assim metéstases [3, 5].

O cancro leva a morte de milhdes de pessoas em todo o mundo (Figura 1). De
acordo com os dados obtidos pelo projeto GLOBOCAN em 2012, Organizacdo Mundial

de Saude (OMS), existiram 14,1 milhdes de novos casos de cancro, 8,2 milhdes mortes e
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32,6 milhdes de pessoas vivem com esta doenca (em 5 anos de diagndéstico) e é
expectavel que o numero de novos casos de cancro anuais aumente para 22 milhdes nos

préximos 20 anos [6, 7].

116.8+

00.8-118.8

80.7-0958

73.380.7

CEEmn

<733

Sem dados

Figura 1: Mapa do mundo demonstrando a mortalidade devida ao cancro em ambos os
sexos [8].

Existem mais de 100 tipos diferentes de cancro e a maior parte deles séo
denominados de acordo com o érgdo ou tipo de célula onde tém origem [5].

1.1.1 Glioma

O sistema nervoso central (SNC) é constituido pelo encéfalo e pela medula espinal.
O encéfalo é o centro do controlo do corpo e a espinal medula € um veiculo de
transmissdo de informacéo, leva informacdo a todos os érgdos do corpo, enviada pelo
encéfalo e transmite a este a informacdo recolhida nos varios 6rgdos. Estes sao
constituidos por dois grupos celulares, neurénios e células da glia. Os neurdnios sédo a
unidade basica do sistema nervoso e as células da glia protegem, nutrem e dao suporte
aos neuronios. No grande grupo de células gliais, existem os astrocitos, os
oligodendrécitos, as células ependimarias e a microglia [9].

Os gliomas resultam de um crescimento descontrolado das células gliais e
constituem cerca de metade de todos os tumores cerebrais malignos. A classificacdo
OMS divide os gliomas conforme o grau de malignidade, sendo o grau | e Il de baixa

malignidade e o Il e IV de elevada malignidade, sendo estes ultimos os mais prevalentes
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(cerca de 75%) [10, 11]. O glioblastoma € o glioma mais frequente, de grau IV [12, 13] e
constitui cerca de 33% dos tumores cerebrais, 0 que faz com que tenham alta relevancia
clinica [14].

Sao varios 0s anticancerigenos que atingem o SNC em quantidades insignificantes,
devido essencialmente, & presenca da Barreira hematoencefalica (BHE) (descrita com
pormenor mais adiante). O Paclitaxel € um desses farmacos e apesar de ser utilizado no
tratamento de inGmeros cancros, a sua principal formulacédo (Taxol®) apresenta inimeras

desvantagens nesse tipo de tratamento para o qual se encontra indicado.

1.2. Paclitaxel

1.2.1 ConsideracOes gerais

O Paclitaxel (PTX) foi isolado por volta de 1960 da casca da arvore do teixo do
Pacifico, Taxus brevifolia, em 1969 foi obtido na sua forma pura e em 1971 foi publicada

a sua estrutura (Figura 2) [15-19].

OH

Figura 2: Estrutura quimica do paclitaxel (ChemBioDraw 13.0, ChemACX.com).

O PTX tem o seguinte nome quimico 4,10-Diacetato de 2-benzoato 13- [(2R,3S) -3
(benzoilamino)-2-hidroxi-3-fenilpropanoato] de 5-$,20-epoxi-1,7-B-di-hidroxi-9-oxotax-11-
eno-2-a,4,10-B,13-B-tetrailo, a férmula molecular C4;Hs;NO14 € massa molecular de
853,9 Da. Tem um ponto de fuséo 216 - 217°C e logP de 3 [15, 18, 20-23].

O PTX é um composto diterpendide que contém um anel taxano como nucleo
(Figura 3), sendo o primeiro da familia dos taxanos a ser testado em ensaios clinicos e a
ser aceite pela Food and Drug Administration (FDA) [18, 24]. Tem o codigo ATC LO1CD,

pertencente ao grupo dos agentes antineoplasicos e imunomodeladores [25]. O PTX é
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utilizado no tratamento de varios cancros como o do ovéario, mama, pulméao, célon,
bexiga, es6fago, cabeca e pescog¢o, mieloma multiplo e sarcoma de Kaposi [24, 26-28]. A
acao anticancerigena deste farmaco prende-se principalmente na presenca da cadeia
lateral sob a forma de éster (localizada no carbono 13 do anel taxano), o grupo benzoilo
(C2) e 0 anel oxetano (C4 e C5, anel D - Figura 2) [27].

O PTX é um composto diterpendide que contém um anel taxano como nucleo
(Figura 3), sendo o primeiro da familia dos taxanos a ser testado em ensaios clinicos e a
ser aceite pela Food and Drug Administration (FDA) [18, 24]. O PTX é utilizado no
tratamento de varios cancros como o do ovario, mama, pulmao, colon, bexiga, eséfago,
cabeca e pescoco, mieloma mdultiplo e sarcoma de Kaposi [24, 26-28]. A agéo
anticancerigena deste farmaco prende-se principalmente na presenca da cadeia lateral
sob a forma de éster (localizada no carbono 13 do anel taxano), o grupo benzoilo (C2) e

0 anel oxetano (C4 e C5, anel D - Figura 2) [27].

19

14 20

Figura 3: Estrutura quimica do esqueleto do taxano. Adaptado [18].

O PTX apresenta-se como um pé cristalino de cor branca, altamente lipdfilo,
praticamente insolivel em agua (0,03 mg/mL) e ndo possui grupos funcionais que
possam ser ionizados, por alteracdo do pH, a fim de aumentar a solubilidade [20, 27]. E
um farmaco pertencente a classe |V, segundo o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (BSC) [21, 22, 29]. O BSC classifica os farmacos tendo em conta dois
parametros, solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal, que sdo fundamentais para
determinar a biodisponibilidade oral (Tabela 1) [30-32]. A classe IV define-se como a
classe que caracteriza os farmacos com baixa solubilidade e baixa permeabilidade,

sendo por isso dificil a administracdo do PTX por via oral [33].
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Tabela 1: Exemplo de farmacos classificados segundo o Sistema de Classificacéo

Biofarmacéutica [31].

Classe Solubilidade Permeabilidade Exemplos
I Alta Alta Propranolol
Il Baixa Alta Carbamezapina
i Alta Baixa Captopril
v Baixa Baixa Paclitaxel
1.2.2 Farmacocinética

A farmacocinética é a area que estuda 0 que acontece a uma substancia apés a

sua administracdo, envolve o estudo das cinéticas de absorcgéo,

distribuicéo,

metabolizacdo e excrecao do farmaco. A farmacocinética de um farmaco pode ser linear

ou nao linear [34]. As diferencas encontram-se listadas na Tabela 2.

Tabela 2: Diferencas entre uma farmacocinética linear e uma nao linear [34].

Farmacocinética linear

Farmacocinética nao linear

Independente da dose ou da concentragéo
do farmaco

Dependente da dose ou da concentracao
do farmaco

A absorcao, distribuicédo e eliminacdo do
farmaco seguem uma cinética de 12 ordem

Pelo menos um dos processos
farmacocinéticos (absorcéo, distribuicdo ou
eliminacao) é saturavel

Todos os parametros farmacocinéticos,
depuracéo, volume de distribuicdo e tempo
de semivida, sdo constantes e
independentes da concentragéo do
farmaco

Pelo menos um dos parametros
farmacocinéticos é dependente da
concentracao do farmaco

A alteracdo na dosagem provoca uma
alteracdo proporcional na concentracao do
farmaco

A alteracdo na dosagem provoca uma
alteracdo desproporcional na concentragéo
do farmaco

O perfil farmacocinético do PTX é considerado néo linear [35] (Figura 4). Com o

aumento da dose, ha um aumento da concentracdo maxima plasmatica (Cmax) e AUC, e
uma diminuicdo da depuracdo e do volume de distribuicdo e tal facto sugere uma
farmacocinética néo linear quando o tempo de administracdo € de 3 h [36]. Na Figura 4
pode-se ver o decréscimo inicial acentuado, que representa a eliminacdo do farmaco e a
distribuicdo do mesmo para compartimentos periféricos e a fase seguinte é devida, em

parte, ao efluxo lento do PTX para compartimentos periféricos [37].
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Em termos clinicos, a importancia deste perfil ndo linear é que o aumento da dose
pode levar a um aumento desproporcional da toxicidade, e ao invés, a reducdo da dose
pode afetar a sua eficécia [20, 38-40].

Concentracao de Paclitaxel (uM)

Tempo (h)

Figura 4: Farmacocinética plasmatica do paclitaxel.

A administracdo do PTX é feita com uma dosagem de 135 ou 175 mg/m?® sob a
forma de perfuséo intravenosa com duracdo de 3 h ou 24 h, a cada 3 semanas [20, 41].
Uma vez na corrente sanguinea, cerca de 95% do PTX liga-se rapida e extensivamente a
albumina sérica [18, 37, 38, 42], ficando apenas cerca de 5% sob a forma livre no plasma
[37]. A distribuicdo é feita para todos os tecidos do corpo, apresentando um grande
volume de distribuicdo, cerca de 55 L/m? sendo contudo a penetracdo no SNC
praticamente insignificante [28, 38]. O PTX sofre extenso metabolismo hepatico, mediado
pelas enzimas do citocromo P450 [28, 41]. Grande parte do PTX é eliminado nas fezes e
menos de 10% é excretada, na sua forma inalterada, na urina, indicando que grande

parte da depuracéo do PTX é fecal e ndo renal [18, 43].

1.2.3 Mecanismo de acéo

O mecanismo de acéo do PTX foi descoberto em 1979 [44] e envolve o bloqueio do
ciclo celular na fase G2/M por estabilizacdo dos microtibulos [45]. Os microtubulos sédo
estruturas cilindricas resultado da polimerizacdo dos heterodimeros das subunidades a e

B da tubulina, em que quer os microtubulos quer a tubulina séo sintetizados durante a
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fase G2 e na préfase da mitose, do ciclo celular. A principal fungdo dos microtibulos é a
formacédo do fuso mitotico durante a divisdo celular, e para além disso, sdo necessarios
para manter a estrutura celular, mobilidade e movimento citoplasmético no interior da
célula. Os microtibulos encontram-se em equilibrio dindmico com as subunidades da
tubulina, com crescimento rapido preferencial na extremidade (+) e lento na extremidade
(-) (Figura 5) [35].

Polimerizacdo

{8

Heterodimero de
tubulina

Figura 5: Equilibrio dindmico dos microtibulos. Adaptado de [46].

A cadeia lateral posicionada no C13 da molécula de taxano é a porgéo ativa do
PTX, uma vez que se liga aos microtubulos, mais concretamente, aos aminoacidos
N-terminal da subunidade 8 da tubulina [35, 47, 48].

Estudos recentes, demonstraram que a baixas concentragbes (concentracdes
inferiores a 1 nM), o PTX inibe a despolimerizacdo dos microtubulos, ao passo que, a
doses elevadas, aumenta o nimero e a massa dos microtibulos, aumentando assim a
estabilidade dos microtubulos e também tornando-os nao funcionais [49, 50].

O PTX consegue promover a morte celular por mecanismos distintos, dependente
da concentracdo do PTX. Para concentracdes superiores ou iguais a 9 nM, o PTX induz a
ativacdo da Raf-1 (proteina de sinalizacao intracelular responsavel pelo controlo
apoptético); para concentracdes inferiores a 9 nM, a inducdo da apoptose ocorre sob
influéncia das proteinas p53 e p21 [51-55].

O PTX, quando administrado semanalmente, apresenta forte atividade inibit6ria
angiogénica [56, 57]. Também tem sido reportada, a indugdo da formacgao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e o aumento da producéo de peréxido de hidrogénio resultado
da atividade aumentada da NADPH oxidase. O aumento das ROS e de radicais livres
contribui para o stress oxidativo, que parece potenciar o efeito anticancerigeno do PTX

[58, 59]. Os mecanismos de a¢édo do PTX estdo sumariados na Figura 6.
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Figura 6: Mecanismo de acéo do paclitaxel. Adaptado de [35].

1.2.4 FormulagBes comercializadas

A primeira formulacdo clinicamente disponivel do PTX foi o Taxol®. Foi aprovado
pela FDA em 1992 para o tratamento do cancro dos ovarios e em 1994 para o tratamento
do cancro avancado da mama [35]. Surge apoés varias investigacfes para escolher o
melhor veiculo atendendo a principal limitacdo do PTX, que era a baixa solubilidade em
meio aquoso [27]. O Taxol® é formulado numa mistura organica (50/50, v/v) de
Chremophor EL (CrEL) (6leo de ricino polietoxilado) e etanol diidratado [15-18, 60], para
administragdo intravenosa e apresenta uma baixa biodisponibilidade (6,5%) [61]. O PTX
tem efeitos secundarios graves como reacbes de hipersensibilidade severas,
nefrotoxicidade, cardiotoxicidade, e neurotoxicidade [16, 17, 62]. Apesar do CrEL ter sido
0 excipiente escolhido, a sua presenca numa formulacdo para administracdo intravenosa
provoca reacdes de hipersensibilidade graves e neurotoxicidade [29, 63] e para além
disso, altera o perfil farmacocinético do PTX [19, 64, 65]. O tratamento com Taxol® requer
0 uso de pré-medicacao, a fim de prevenir as reacdes de hipersensibilidade, causadas
essencialmente pelo CrEL [19] e assim o0s pacientes sdo pré-medicados com
corticosteroides, como a dexametasona, antagonistas do recetor H1 da histamina, como

a difenidramina, e antagonistas do recetor H2 da histamina, como a ranitidina [18, 20].
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Face a todos estes problemas, a investigacao farmacéutica dedicou-se a descoberta de
novas formulacoes, isentas de CrEL.

O Abraxane™ foi uma alternativa ao Taxol®. Desenvolvido pela Abraxis Bioscience,
foi o primeiro produto da tecnologia NAB (nanoparticles albumin bound), em que o veiculo
€ a albumina, a ser aprovado pela FDA, em 2005 e esta indicado como monoterapia para
o tratamento da mama [66]. O Abraxane™ apresenta-se sob a forma de po, resultado da
liofilizacdo de nanoparticulas (NPs) de PTX ligadas a albumina (aproximadamente
130 nm de didametro [67, 68]) (Figura 7), sendo a sua administracao por via intravenosa,
ap6s reconstituicdo. Apds a administracdo, as NPs dissociam-se rapidamente e o

complexo PTX-albumina passa a ter aproximadamente 10 nm de diametro [69].

%‘f‘ Albumina
A Paclitaxel

Figura 7: Representacéo ilustrativa das NPs de albumina contendo PTX (Abraxane™).
Adaptado de [66].

As NPs sao preparadas por homogeneizacgéo a alta pressdo do PTX na presenca
de 3 - 4% de albumina sérica humana [70]. Nos ensaios clinicos de fase I,
demonstrou-se que o Abraxane™ apresenta maior eficacia e seguranca relativamente ao
Taxol®, para além disso ndo necessita de pré-medicacdo [71]. Por exemplo, a
administracdo intravenosa de uma dose de 70 mg/Kg de Abraxane™ ndo provoca
toxicidade, ao passo que menos de metade da dose de Taxol® (30 mg/Kg) provoca.

Para além destas duas formulacdes que ja se encontram no mercado, muitas

outras encontram-se sob ensaios clinicos (Tabela 3).
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Tabela 3: Exemplos de sistemas de vectorizagdo contendo paclitaxel em

desenvolvimento.

Vetor N : Indicacao Estado | Referéncia
comercial
LEP-ETU Cancro do pancreas Fase Il [72, 73]
Lipossomas c q HER2
EndoTAG®-1 ancro da mama "l Fasell | [72,74]
negativo
Genexol®-py | Cancro. da mama, | o, [75, 76]
pulmé&o, pancreas
Micelas Cancro do estébmago Fase Il [77, 78]
NK105
Cancro da mama Fase Il [77]
Opaxio® Tumores sélidos Fase llI [79, 80]
Complexo
olimero - farmaco 3
P Taxoprexin Cancro do pancreas e Fase Il [81, 82]
melanoma

A solucdo para os problemas relacionados com o PTX e os demais farmacos
antineoplasicos, passa pela vetorizagao, tendo as NPs dado ao longo destes anos provas

de serem um potencial vetor.

1.3. Nanoparticulas

O desenvolvimento de novos farmacos, hoje em dia, é insuficiente para assegurar
progressos nas terapias. Durante o desenvolvimento farmacéutico alguns estudos in vitro
revelam resultados bastantes satisfatérios, contudo muitos desses farmacos estudados
falham em ensaios in vivo. Motivos como a baixa solubilidade do farmaco em meio
aquoso, a baixa concentragédo de farmaco no organismo devido ao elevado metabolismo,
elevada toxicidade dada a elevada distribuicdo por 6rgéos e tecidos e até mesmo a sua
baixa solubilidade na formulagéo justificam as falhas de muitos farmacos em ensaios
clinicos [83, 84].

A é&rea superficial de uma particula estd diretamente relacionada com o seu
tamanho e com a capacidade de dissolucdo em meio aquoso. Quanto mais pequena for
uma particula maior serd a sua area superficial, como consequéncia maior sera o
contacto com o meio que a rodeia [85]. Uma vez que a baixa solubilidade dos farmacos,
em meio aquoso, é apontada como um fator limitante no desenvolvimento de novos
medicamentos, a possibilidade de incorporar o farmaco dentro de particulas de tamanho

reduzido (na ordem de grandeza dos nandmetros), seria uma possivel solucao [86],
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surgindo assim uma forte investigacdo em nanoparticulas. As NPs sao particulas
coloidais com didmetro entre 1 nm a 1 pym (Figura 8) ou outras dimensdes (mais
restritas), dependendo dos autores [87-89] e podem ser constituidas por varios materiais

como polimeros, lipidos, metais, macromoléculas, etc. [90].

virus

10 - 300 nm glébulos brancos

7-20 ym

Q,L.mm'q

pequenas

moléculas ‘3 Y
—{f}r ~ bactérias o~ '
PO 0,5-10 pm

1A 1nm 10 nm 100 nm 1 pum 10 pm 100 pm

glébulos vermelhos
7-8 um

atomos

Figura 8: llustragdo do tamanho de diferentes particulas, realgando o tamanho das

nanoparticulas (amarelo).

As NPs sédo alvo de inimera e diversificada investigacdo em diversas areas como a
saude humana, entre outras, devido a sua capacidade de vetorizar uma grande variedade
de farmacos em doses ideais, resultando num efeito terapéutico elevado, efeitos

colaterais baixos e maior adesao do paciente a terapéutica [91].

1.3.1 Nanoparticulas lipidicas
1.3.1.1 Nanoparticulas lipidicas so6lidas

As nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) foram desenvolvidas no inicio dos anos 90
do seculo passado como uma alternativa aos lipossomas, as emulsdes e as NPs
poliméricas. S&o definidas como um sistema de particulas lipidicas sélidas coloidais com
um diametro que varia entre os 50 e 1000 nm [92].

As SLN sédo formadas por lipidos soélidos (lipidos que a temperatura ambiente se
encontram no estado sélido) biocompativeis e biodegradaveis dispersos numa solugéao
aquosa contendo um agente tensioativo (que promove a estabilidade fisica do sistema).
Dependendo do tipo e concentracdo do lipido utilizado, a percentagem de agente
tensioativo varia entre 0,5 a 5%. O poloxamero 188, polissorbato 80, lecitina, di-estearato

de poliglicerol metilglucose, cocoanfoacetato de sédio ou ésteres de sacarose de acidos
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gordos sdo muito utilizados como agentes tensioativos na preparagado de SLN [93]. Os
lipidos utilizados nas SLN s&o triglicéridos (trimiristina), misturas de glicerideos (Witepsol®
E85) ou ésteres (palmitato de cetilo) [89, 94].

As SLN apresentam vantagens relativamente a outros nano-sistemas,
nomeadamente em relacdo as NPs poliméricas por apresentarem menor toxicidade e
relativamente as emulsées devido a maior facilidade de controlar a libertacdo do farmaco
[95]. No entanto, também apresentam algumas desvantagens como a baixa capacidade
de carga de farmaco, o facto da dispersédo de NPs apresentar elevado contelldo em agua
(70 a 99,9%) e a possibilidade de ocorrer a expulsdo do farmaco, durante o
armazenamento. A capacidade de carga depende essencialmente dos seguintes fatores:
solubilidade do farmaco no lipido fundido, estrutura da matriz lipidica e estado polimérfico
da mesma [84].

Segundo Miller e seus colaboradores [96] as substancias ativas podem ser

vetorizadas nas SLN de trés formas distintas como representado na Figura 9.

TIPO I TIPO I

O Tensioativo Lipido sélido Farmaco

Figura 9: Formas de incorporacdo da substancia ativa nas SLN. Adaptado de [85].

As SLN tipo | representam um modelo que é caracterizado por uma matriz
homogénea visto que a substancia ativa se encontra molecularmente dispersa no lipido.
Devido a sua estrutura, as SLN tipo | sdo indicados para modificar o perfil de libertagéo
das substancias ativas [96, 97]. O modelo das SLN tipo Il traduz uma parede externa rica
em farmaco que envolve um nucleo lipidico. Ao contrario do modelo anterior, este ndo
permite alterar o perfil de libertacdo do farmaco uma vez que este se encontra na
superficie da NP. No entanto, pode ser utilizado para preparar SLN destinadas a
administracdo topica, visando aumentar a biodisponibilidade do farmaco [97]. O modelo
das SLN tipo Il é oposto ao das SLN tipo Il, uma vez que neste a substancia ativa € que
precipita em primeiro lugar e ndo o lipido, e portanto temos um nucleo constituido por
substancia ativa, rodeado por uma parede lipidica. Este tipo de SLN forma-se nos casos

em que durante a preparagdo pela HAP a quente, a quantidade de farmaco encontra-se
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solubilizada no lipido, na sua concentragdo de saturagdo, ou proximo desta. Este modelo
€ (til para obter uma libertacdo modificada da substancia ativa definida pela lei de difuséo
de Fick [96, 97].

1.3.1.2 Vetores lipidicos nano-estruturados

Anos mais tarde, surgiram os vetores lipidicos nano-estruturados (NLC), que
constituem a segunda geracao de nanoparticulas lipidicas e tém como objetivo minimizar
as desvantagens associadas as SLN. As NLC diferem das SLN, essencialmente, por
possuirem uma matriz nanoestruturada imperfeita cujo objetivo é aumentar a capacidade
de encapsulacdo de farmacos e prevenir a sua expulsdo do interior das nanoparticulas
durante o armazenamento, conferindo maior flexibilidade para modular a sua libertacéo
(Figura 10b) [83, 85].

Lipido so6lido Lipido liquido
Farmaco O Tensioativo

Figura 10: Diferencas entre a estrutura lipidica cristalina “praticamente perfeita” das SLN

(a) e a estrutura lipidica com bastantes imperfeicdes das NLC (b). Adaptado de [85].

A nivel de constituintes, as NLC diferem das SLN uma vez que possuem uma
mistura de lipidos solidos e liquidos. E esta diferenca de constituintes que justifica a
estrutura de cada uma delas, uma vez que apenas com lipidos sélidos as NPs
apresentam uma estrutura lipidica muito organizada (Figura 10a).

Tal como acontece com as SLN, também as NLC tém trés modelos teoricos que

descrevem a estrutura e a incorporacéo das substancias ativas (Figura 11).
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TIPO | TIPO I TIPO I

Lipido solido Lipido liquido
Farmaco O Tensioativo

Figura 11: Modelos tedricos para a descri¢cdo da estrutura e modo de incorporacdo do
farmaco nas NLC.

As NLC do tipo |, ou modelo de cristal imperfeito, apresentam uma estrutura lipidica
desorganizada que permite uma elevada incorporacdo de substancia ativa. Este modelo
€ obtido quando se misturam lipidos sélidos com pequenas quantidades de lipidos
liquidos. A incapacidade da matriz de organizar-se de forma perfeita deve-se ao facto dos
lipidos que a constituem terem cadeias de acidos gordos de diferentes tamanhos e a
mistura de mono, di e triglicerideos. As NLC do tipo Il sdo definidas pelo modelo amorfo,
e é obtido quando se misturam certos lipidos (por exemplo: miristato de isopropilo ou
adipato de dibutilo), que n&o recristalizam depois da homogeneizagcdo, durante o
arrefecimento da nanoemulsdo. Estes lipidos originam NPs que apresentam uma menor
probabilidade de expulsar a substancia ativa durante o armazenamento devido a sua
estrutura amorfa. As NLC tipo Il traduzem um modelo multiplo, e podem ser comparadas
as emulsdes multiplas do tipo agua em 6leo em agua (A/O/A). Este tipo de NLC é obtido
por mistura de lipidos sdlidos com lipidos liquidos, numa proporgéo tal que a solubilidade
das moléculas do lipido liquido no lipido sélido seja ultrapassada, levando a separagéao
de fases e a formacdo de pequenos nanocompartimentos de lipido liquido no meio da
matriz lipidica sdlida. A maior parte das substancias ativas lipéfilas tém maior solubilidade
em lipidos liquidos do que nos solidos, e por isso a incorporacdo deste tipo de

substancias pode ser aumentada mediante a utilizagédo deste tipo de NLC [97, 98].

1.3.2 As NPs no tratamento do glioma

O tratamento convencional para o glioma inclui a quimioterapia, radioterapia e a

cirurgia, tal como para os outros cancros [99, 100]. Contudo quer a radioterapia quer a
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quimioterapia ndo surtem os efeitos desejaveis em termos de sobrevivéncia e resposta
ao tratamento [101]. Problemas como neurotoxicidade, falta de especificidade, pouca
acumulacdo de farmaco nos tumores e efeitos secundarios graves, limitam o uso do
tratamento convencional. Estes problemas sao comuns ao tratamento de outros tumores,
contudo a terapéutica para o glioma apresenta um problema adicional: a passagem dos
farmacos pela BHE [102, 103].

A BHE é uma estrutura dindmica, complexa e especifica que separa o sistema
circulatério do SNC (Figura 12) [104]. Esta barreira protege o cérebro das substancias
nocivas e ao mesmo tempo fornece-lhe o0s nutrientes necessarios para 0 seu
funcionamento [105]. Apesar da BHE ser constituida essencialmente por células
endoteliais, outras células como os pericitos, astrécitos e células neuronais também
fazem parte da BHE [106]. As células endoteliais que compdem a BHE sao diferentes das
restantes do organismo uma vez que ndo possuem fenestras, apresentam baixa atividade
pinocitica e estdo intimamente ligadas por jungdes que, constituem a primeira linha de
controlo a todas as substancias que entram no SNC [107, 108]. Os dois grandes objetivos
desta barreira sdo a homeostasia cerebral e a neuroprotec¢do, sendo este ultimo
apontado como o principal objetivo [104, 105, 109]. A passagem de substancias pela
BHE é um processo bastante seletivo e depende de certos fatores como, a massa
molecular, a lipofilicidade e a conformagao das substancias [105, 110, 111].

Sistema Nervoso Central
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C
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Figura 12: Representacao esquematica, ilustrando a organizagdo estrutural basica da
BHE. Adaptado de [104].
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Perante esta dificuldade dos farmacos conseguirem atravessar a BHE, a procura de
solucdes foi crescente, uma vez que, a taxa de sobrevivéncia dos pacientes com glioma é
muito baixa. Perante os fatores que determinam se uma substancia atravessa ou néo a
BHE, as NPs foram alvo de iniUmeros estudos [112-114]. Estas possuem inumeras
vantagens para aplicagdo terapéutica, tais como a capacidade de melhorar as
propriedades farmacéuticas e farmacoldgicas dos farmacos, sem a necessidade de
alterar a molécula do farmaco; elevada eficicia terapéutica resultante da libertagéo
direcionada dos farmacos as células ou aos tecidos especificos; libertacdo dos farmacos
através de varias barreiras bioldgicas, incluindo a epitelial e a endotelial; libertacdo de
farmacos para os locais de acdo intracelulares; capacidade de libertacdo de multiplos
tipos de farmacos com propriedades fisico-quimicas diferentes [115]. Para além de todas
estas vantagens, as NPs podem usufruir das caracteristicas de um tumor. A
vascularizagdo dos tumores € heterogénea, tendo regides de necrose ou hemorragias,
assim como regibes em que sdo densamente vascularizadas a fim de sustentar o
adequado abastecimento dos nutrientes e do oxigénio para o rapido crescimento do
tecido tumoral (angiogénese) [116]. O endotélio dos vasos sanguineos tumorais,
apresenta fenestras bastante maiores (400 a 700 nm) do que os normais (5 a 7 hm)
[117]. Para além desta propriedade, o sistema de drenagem linfatica é disfuncional nos
tumores, o que resulta numa maior retencdo de fluidos no intersticio tumoral. Estas
caracteristicas sdo responsaveis por uma acumulacdo de NPs no tecido tumoral 100
vezes superior a no tecido normal (Figura 13) chamado efeito EPR (Enhanced
permeability and retention effect) [118]. Este efeito é de elevada importancia, uma vez

gue é gracas a ele que as NPs tém este impacto tao grande na area do cancro.

Pag. 16



Vasos sanguineos

/ angiogénicos no tumor
Vascularizagéo ' ./Tm /Nanoparticulas

heterogénea

Vascularizagao
/ normal

a .aﬁaﬁ‘a ===

_ﬂ.
® &
EFEITO EPR - Tumor T
' B e — _,_————”/'—//- ‘I;;;:gem
i linfatica

Figura 13: Permeabilidade e retencédo aumentada (Efeito EPR) e transporte passivo.
Adaptado de [119].

Face a dificuldade da terapéutica para o glioblastoma, as caracteristicas de um
tumor e as potenciais vantagens do uso das NPs para veicular farmacos, a investigagéo
farmacéutica dedicou-se fortemente a estudar alternativas. Inumeros estudos foram
publicados sobre NPs para o tratamento do glioma [112, 120-130]. Contudo ainda
existem poucos estudos com o PTX para o tratamento do glioma usando as NPs como
vetor [131-134].

1.4. Objetivo do trabalho

Devido a importancia de contornar os problemas associados ao paclitaxel e a
dificuldade de atingir o sucesso na terapéutica do glioma, encontrar uma formulacao
farmacéutica que contorne estes problemas € deveras importante. Assim, 0 objetivo
principal deste trabalho foi desenvolver nanoparticulas lipidicas com paclitaxel para o
tratamento do glioma. Assim diferentes métodos de producdo (homogeneizagédo a alta
velocidade e a alta pressao), diferentes tipos de nanoparticulas (SLN ou NLC), diferentes
concentracdes de lipidos solidos (5 e 10 %) e diferentes velocidades de homogeneizagéo
(8000 e 13500 rpm) foram testados.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1. Material e reagentes

Para a formacdo das NPs o PTX foi adquirido & MEC-Medchem Express, o
palmitato de cetilo foi fornecido gratuitamente pela Gattefossé, o Miglyol 812 foi adquirido
a Acofarma, assim como o Tween® 80 (monoleato de polioxietilenossorbitano). Nos
ensaios de HPLC, foi utilizado metanol (HiPerSolv CHROMANORM), VWR e &gua ultra
pura, obtida no laboratério pelo sistema Direct-Qg Ultrapure Water Systems, Millipore.

2.2. Métodos

2.2.1 Doseamento do paclitaxel

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € um método de analise
guantitativa e € amplamente utilizado para analisar formulagbes farmacéuticas, fluidos
biolégicos, polimeros naturais e sintéticos, residuos ambientais, entre outros. Um sistema
de HPLC é composto, essencialmente por gquatro componentes fundamentais: uma
bomba, um sistema de inje¢do, uma coluna e um detetor, todos conectados em série. A
separacdo cromatogréfica das substancias que compbe a amostra € baseada na
interagdo e particdo diferencial entre a fase movel e a fase estacionéria contidas na
coluna cromatografica.

A fase mével é liquida e passa sob elevada pressao através da coluna, em aco
inox com um diametro interno de 2-5 mm, empacotada com particulas (geralmente de
silica) de tamanho micrométrico (fase estacionaria), para eluir a amostra.
Consequentemente, cada soluto é eluido sequencialmente de acordo com a interacédo
gue tem com a coluna. Solutos com pouca interacdo sao os primeiros a ser eluidos e
solutos que interajam fortemente com a coluna ficaram retidos mais tempo e por
conseguinte vao ser eluidos mais tarde. A alta pressdo com que passa a fase mével na
coluna, permite analises mais rapidas e o uso de colunas constituidas por microparticulas
permite uma elevada eficiéncia na separagao [135, 136].

Os compostos eluidos séo transportados pela fase movel até ao detetor e sé@o
registados como sinais (picos). A representacdo destes sinais em funcédo do tempo em
gue eles foram detetados, constitui o cromatograma (Figura 14). Os picos presentes no
cromatograma dao-nos informacdes qualitativas e quantitativas acerca da amostra

analisada.
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Para uma andlise qualitativa o parametro tempo de retencdo € fundamental. O
tempo de retencéo (tg) € o0 tempo entre a injecdo da amostra e o registo de um pico e
corresponde ao somatdrio do tempo morto (to) e do tempo de retengéo ajustado (t'r). O tg
€ definido como tempo necesséario para a fase mével passar pela coluna, sendo
considerado como o tempo de resisténcia da fase movel. O t'r € o tempo de resisténcia
da fase estacionaria e varia de composto para composto. A partir destes tempos é
possivel calcular um outro parametro Util deste método, o fator de retengéo (k’). Este fator
€ independente do comprimento da coluna e do fluxo da fase mével, e representa o racio
dos tempos retidos do composto na fase estacionaria e na fase mével (Equacéo 1). O
seu valor deve estar compreendido entre 1 e 10, sendo que a ICH Guideline recomenda

que seja superior a 2 [136].

!

k' = Z—R = th;t" Equacéo 1: Fator de retengéo
0 0

Para uma analise quantitativa, os parametros area e altura do pico séo
fundamentais. A curva de calibracdo € obtida através dos valores de &rea ou altura do

pico em funcdo de concentracdes rigorosamente conhecidas [136].

Sinal Composto 1 Composto 2

tRl

A Area do pico

}‘-“ﬂ'ﬁﬁﬁﬁﬁ'ﬁ’ ”‘"""""“4

N
e

Tempo

e =

T

Injecao daamostra

Figura 14: Cromatograma e suas caracteristicas. tr - tempo de retencao; t, - tempo morto;

t'’r - tempo de retencéo ajustado; | - largura do pico; A - altura do pico. Adaptado de [136].
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O mecanismo de fase reversa € o mecanismo de separacdo mais utilizado e
caracteriza-se por a fase estaciondria ser menos polar do que a fase moével. Este
mecanismo baseia-se na partilha de eletrbes entre as nuvens eletrénicas das cadeias
moleculares da fase estacionéaria e da substancia a separar. Apresenta como uma grande
vantagem, o facto de ser econémico, uma vez que um dos solventes é a agua, e esta &
considerada o solvente base [136, 137]. A coluna C18, cujo grupo funcional é octadecil, é
muito utilizada neste mecanismo e esta indicada para a analise de farmacos, sendo a
utilizada neste trabalho [138, 139].

A validacdo de um método envolve a avaliacdo de certos parametros, como a
exatidao, precisao, especificidade, limite de detecao, limite de quantificacdo, linearidade e
amplitude (as definicdes destes conceitos encontram-se no glossario). Para validar o
doseamento de uma substancia por HPLC, normalmente, a exatiddo, precisdo
(repetibilidade, precisdo intermédia e reprodutibilidade), especificidade, linearidade e
amplitude sdo os parametros estudados. No presente trabalho, a especificidade, a

precisdo e a linearidade foram os parametros estudados.

A solugdo de PTX foi preparada por dissolucdo do PTX numa mistura de
metanol/agua ultra pura, numa propor¢ao de 80%:20%, apresentando uma concentracao
de 20 pg/mL. Foram testados dois pardmetros cromatogréaficos, a percentagem dos
eluentes e o volume de injecdo. Os eluentes selecionados para o doseamento do PTX
foram o metanol e 4gua, com base num trabalho publicado [140]. Os volumes de injecdo
testados foram: 10 pL, 20 uL, 30 yL e 40 uL, sendo o de 30 pL, o volume de injecéo
escolhido (ver resultados). As propor¢cdes dos eluentes, 80:20 % (v/v), 85:15 % (viv) e
75:25 % (v/v), foram testadas a fim de otimizar o doseamento, sendo a propor¢éo 80/20 a
escolhida (ver resultados). Para cada parametro testado, a amostra foi injetada 3 vezes.
As condigbes cromatograficas do doseamento do PTX estabelecidas encontram-se

listadas na Tabela 4.

Tabela 4: Condi¢gBes cromatogréaficas para o doseamento do PTX.

Volume de injegéo 30 pL

Fluxo 1,0 mL/min
Comprimento de onda de detegao 230 nm
Eluentes metanol: agua; 80:20 (v/v)
Temperatura 25°C

Tempo de corrida 7 min
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O doseamento do PTX foi feito pelo método de fase reversa utilizando o
equipamento Ultimate 3000, Thermo scientific DIONEX e a coluna Mediterranea sea 18
(didametro das particulas internas: 3 ym; dimensdées: 10 x 0,46 cm), Teknokroma (Figura
15). Os cromatogramas foram adquiridos pelo programa informéatico Chromeleon, versao
6.80. A eluicdo usado foi isocratica, utilizando o metanol e a agua ultra pura como
eluentes (Tabela 4).

Figura 15: Aparelho de HPLC, Ultimate 3000, Thermo scientific DIONEX e coluna
Mediterranea sea 18 (3 yum 10x 0,46), Teknokroma.

A avaliacdo da linearidade consiste no estabelecimento de uma relagéo diretamente
proporcional entre a concentracdo de farmaco (neste caso) e a area do pico, o que
matematica e graficamente se traduz numa curva de calibragdo. Para a preparagéo da
curva de calibracdo foram feitas trés solugBes stock independentes com uma
concentracdo de 60 pg/mL de PTX. Os padrbes preparados tinham as seguintes
concentragoes: 1,2 ug/mL, 1,6 yg/mL, 2,4 pg/mL, 2,7 yg/mL, 3 ug/mL, 3,3 ug/mL e
3,6 ug/mL. Os padrbes foram injetados por ordem crescente de concentracdo e cada

padrédo foi injetado quatro vezes.
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2.2.2 Preparacédo das nanoparticulas

A preparacdo das NPs pode ser geralmente descrita em trés etapas: incorporacao
do farmaco ou composto bioativo, divisdo em particulas de pequenas dimensbes e a
estabilizacdo das particulas formadas na fase anterior, por processos quimicos ou fisicos
[141-143]. A incorporacdo do farmaco é feita maioritariamente por dissolucéo, fusdo ou
emulsificacdo. A divisdo em particulas mais pequenas pode ser feita por emulsificacéo,
atomizagdo e moldagem. Por fim, a estabilizacdo das particulas pode ser feita por
evaporacdo, extracdo, difusdo e substituicio do solvente adicdo de um agente
salting-out, coacervacgao, gelificacdo, etc. (Figura 16). A escolha do método depende das
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco a incorporar nas NPs e da aplicagcédo destinada
as NPs [144].

( 1 ) Incorporacéo do componente bioativo
Solucao, fusdo, emulsao...

Formacdo da particula

, Dispersao
( 2 ) Liquido em ar Liquido em liguido Liquido em solido

v v y

Atomizacao Emulsificacdo Moldagem

( 3 ) Estabilizacédo da particula

Polimerizacao ~ Solidificacao
e Coacervacao ~

Gelificacdo Substituicio Evaporacao
Salting-out ¢ Extracdo

Figura 16: Esquema resumido das etapas de preparacdo das nanoparticulas.

O farmaco foi dissolvido no lipido sélido, ou mistura de lipidos, as NPs
formaram-se por emulsificacao da fase lipidica na fase aquosa e por fim as NPS foram
estabilizadas por solidificacao (arrefecimento rapido da dispersao obtida). As NPs foram
preparadas por dois métodos, a fim de escolher o melhor para encapsular o farmaco e
prosseguir com 0s ensaios. As formulagdes testadas (sem PTX) foram as mesmas para
ambos os métodos, estando na Tabela 5 as formulas das NPs. As percentagens dos
componentes das NPs, foram escolhidas com base em trabalhos prévios realizados no
Laboratério de Tecnologia Farmacéuticas, Departamento de Ciéncias do Medicamento da

Faculdade de Farmécia da Universidade do Porto, sendo as condigbes de preparagéo
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adaptadas dos mesmos [145-147]. O lipido sélido usado foi o palmitato de cetilo, o lipido
liquido foi o Miglyol 812 e o agente tensioativo foi o polissorbato 80 (Tween® 80),
referenciado como um bom tensioativo para direcionamento ao cérebro [148, 149]. Apos
escolher o método e as percentagens dos componentes para prosseguir 0s ensaios, 0
PTX foi incorporado na formulagdo numa percentagem de 0,1%.

Tabela 5: Formulagfes das NPs.

SLN 5% SLN 10% NLC 5% NLC 10%
Lipido Sélido 0,59 1lg 0,39 0,79
Lipido Liquido |  ---—-— | = - 0,29 0,39
Tensioativo 0,29 0,449 0,29 0449
Agua gb 10 g gb 10 g gb10g gb10g

2.2.2.1 Método da homogeneizacédo a alta velocidade

O método da homogeneizacédo é bastante utilizado na preparacdo de NPs [146,
147, 150]. O lipido sélido, o tensioativo e o lipido liquido (para a preparacdo das NLC)
foram pesados num tubo de centrifuga e colocados em banho de &gua, que se
encontrava a 70°C. A 4gua ultra pura (Direct-Q® Ultrapure Water Systems, Millipore) foi
também pesada num tubo de centrifuga e colocada no mesmo banho de agua. Apos
ambas as fases atingirem os 70°C, a agua foi transferida para a mistura de lipido (s) e
tensioativo. De seguida, procedeu-se a homogeneizacdo da preparacdo a elevada
velocidade no ultra turrax T 25 (IKA Labortechnik) a 13500 rpm durante 30 s. A
pré-emulsdo obtida foi submetida a homogeneizacdo de alta velocidade (Modelo Vibro
Cell VCX 130, sonda de 6 mm, Sonics & Materials) durante 2 min com uma amplitude de
80% (Figura 17). Por fim, a emulsao foi arrefecida em agua corrente para que haja uma
solidificacdo rapida das NPs. A dispersédo de NPs obtida foi armazenada a temperatura
de 4°C.
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- 4
Figura 17: Homogeneizador de alta velocidade (Vibro Cell VCX 130, Sonics & Materials).

2.2.2.2 Método da homogeneizacdo a alta presséo a quente

A técnica da homogeneizacgédo a alta pressdo (HAP) foi desenvolvida por Muller e
Lucks em 1996 [151]. Esta técnica permitiu resolver alguns problemas apontados na
producdo de outro tipo de NPs (como as NPs poliméricas), como a dificuldade de
transposicé@o de escala, etc. Além disso, apresenta outras vantagens como a obtencédo de
dispersdes de NPs relativamente homogéneas, onde se reflete uma maior estabilidade
fisica da disperséo coloidal, simplicidade de execucéo e rentabilidade do processo [89,
152]. Os homogeneizadores de alta pressao forcam a amostra a passar num orificio curto
e estreito (com poucos micrémetros) a uma pressao elevada (100 - 2000 bar). Assim, a
amostra fica sujeita a uma elevada tenséo de corte e for¢as de cavitacdo que resultam na
reducé@o do tamanho das particulas contidas na amostra [94].

O procedimento para a preparacdo das NPs pelo método da HAP a quente foi
igual ao método dos ultrassons, até a etapa da homogeneizacdo de alta velocidade,
sendo que nesta foram testados duas velocidades 8000 rpm e 13500 rpm. Apdés esta
homogeneizagdo, a pré — emulsdo obtida foi colocado no homogeneizador (High
Pressure Homogenizer SPCH-10, Stansted Fluid Power) e sujeita a uma pressdo de
aproximadamente 1500 bar (Figura 18). Todo o sistema por onde passa a amostra
encontrava-se a 70°C, devido a um banho externo que regulava a temperatura do
sistema. A amostra foi sujeita a mesma pressao 3 vezes, isto é, foram feitos 3 ciclos [94,
153]. O arrefecimento das NPs constitui também o ultimo passo da preparacéo e foi feito

em agua corrente. A dispersdo de NPs obtida foi armazenada a temperatura de 4°C.

Pag. 24



Figura 18: High Pressure Homogenizer SPCH-10, Stansted Fluid Power.

2.2.3 Caracterizagao fisico-quimica das nanoparticulas
2.2.3.1 Tamanho de particula

A determinagdo do tamanho das NPs foi realizada por dois métodos diferentes:
difracdo laser (LD- Laser Diffraction, Malvern Mastersizer 3000, Malvern Instrument) e
dispersdo dindmica da luz (DLS- Dynamic Light Scattering, ZetaPALS, Brookhaven

Instruments, Holtsville) (Figura 19).

-------

———
Figura 19: Malvern Mastersizer 3000, Malvern Instrument (& esquerda) e ZetaPALS,

Brookhaven Instruments, Holtsville, NY(a direita).
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2.2.3.1.1 Disperséao dindmica da luz

A DLS é uma técnica analitica usada para a medicdo de particulas numa gama de
tamanho de poucos hm a 3 ym, sendo indicada para a medi¢cao de NPs. Um feixe de luz
(normalmente laser) incide na amostra, e a intensidade da luz dispersa, num determinado
angulo, é medida em funcao do tempo (Figura 20). A taxa de conversado da intensidade
da luz dispersa depende dos movimentos brownianos [154, 155]. Todas as particulas
numa dispersdo apresentam esse tipo de movimentos, que se caracterizam pelo
movimento aleatdrio dessas particulas, causado pelos choques das moléculas do
solvente com as particulas dispersas. Particulas menores tém uma maior taxa de difusdo
no solvente, movem-se mais rapidamente e tem uma maior variagdo de intensidade da
luz dispersa. Em suma, a DLS determina o didmetro médio das particulas, pelas
flutuagBes da intensidade da luz dispersa em fungédo do tempo. A analise da DLS estima
também um outro parametro, indice de polidispersao (IP), que descreve a amplitude da
distribuicdo do tamanho da particula. O IP varia entre 0 e 1, sendo considerado que 0s

valores de IP abaixo de 0,25 demonstram que a amostra € monodispersa [145, 156-158].

Particulas na
Lente célula de medicdo

£
N

Laser

Luz difusa

Detetor
de fotGes

Correlacionador

Figura 20: Diagrama esquemético do mecanismo da determinacéo do tamanho de
particula por DLS [155].

Cada amostra de NPs foi diluida numa proporcéao de 1:1000 com &gua ultra pura e
colocada numa cuvete para medicdo. Por cada amostra, o diametro médio (z-average) e

o IP foram medidos 5 vezes, sendo os dados recolhidos pelo programa informatico
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Brookhaven Instruments — Zeta Pals Particle Sizing e expressos em média + desvio

padréo.

2.2.3.1.2 Difracao laser

A difracdo laser é baseada na incidéncia de luz monocromaética, proveniente de
um laser, nas particulas que comp8e a amostra ocorrendo a difracdo (Figura 21). Esta
técnica mede o tamanho de particulas numa gama superior (0,01 a 3500 ym) a da
técnica anterior, 0 que se torna vantajoso pois permite detetar se na amostra existem
particulas de maiores dimensdes. Mede as distribuicbes de tamanho das particulas por
medi¢cdo da variagdo angular na intensidade da luz difundida, a medida que um feixe de
laser interage com as particulas dispersas da amostra. Assim, particulas grandes
dispersam a luz em pequenos angulos em relacdo ao feixe de laser e particulas
pequenas dispersam a luz em angulos grandes. Os sinais do fluxo de luz recebidos pelo
fotodetetor séo convertidos em corrente elétrica, que é digitalizada e processada em
dados de distribuicdo de tamanho, com base na teoria da difusdo da luz de Mie. O
tamanho das particulas é indicado como o diametro de uma esfera de volume equivalente
[155].

Laser

-
I7

Lente Detetor —

Particulas na
célula de medicao

Lente

Figura 21: Diagrama esquemético do mecanismo da determinacao do tamanho de
particula por LD [155].

As condi¢gbes utilizadas para a determinacdo do tamanho de particula, por
difracdo laser encontram-se na Tabela 6 e foram definidas no inicio da experiéncia. A
amostra foi sendo adicionada a um gobelé contendo agua até atingir um intervalo de
obscuracdo, que variava de 5 a 10%. Por cada amostra, o aparelho fez 5 leituras do
tamanho das particulas e apresentou a média e o desvio padrdo. O resultado traduz-se

num grafico de densidade em volume (%) em funcdo do tamanho das NPs, e em trés

Pag. 27



valores, Dv10, Dv50 e Dv 90 (percentil 10, percentil 50 e percentil 90). Estes valores dao
a informacdo de que 10%, 50% e 90%, respetivamente, das particulas apresentam um

tamanho abaixo desse valor.

Tabela 6: Condi¢des do método da difragao laser.

Particula Lipido
indice de Refrac&o da particula 11
indice de Absorc¢ao da particula 0,01
Dispersante Agua
indice de Refrac&o do dispersante 1,33
Modelo Modelo de Mie

2.2.3.2 Potencial zeta

O potencial zeta (PZ) € uma propriedade fisica, presente em qualquer particula
em dispersdo e reflete o potencial elétrico da superficie das particulas, o qual é
influenciado pelas alteracbes na interface com o meio dispersante. Estas alteracdes
podem consistir na dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou na
adsorcao de espécies idnicas presentes no meio aquoso de dispersao [159, 160].

O PZ da uma indicagéo da estabilidade do sistema coloidal. Quando as particulas
em suspensdo tém um PZ elevado (negativo ou positivo), ha a tendéncia para
prevalecerem forcas de repulsdo, ou seja, as particulas tendem a repelirem-se. Assim, a
tendéncia para as particulas se aglomerarem é reduzida e a estabilidade da disperséo é
elevada. Geralmente considera-se como limites os valores -30 mV e +30 mV, isto &, uma
dispersdao em que as particulas apresentem um potencial zeta superior a +30 mV e
inferior a -30 mV é considerada estavel (em valor absoluto > 30) [160, 161].

A amostra foi colocada numa cuvete, onde € inserido um elétrodo e a medicéao foi
feita 6 vezes, pelo mesmo aparelho da DLS, mas com um programa informético diferente,
BIC PALS Zeta Potencial Analyzer. Os resultados sdo expressos em média + desvio

padréo.

2.2.3.3 Morfologia das nanoparticulas

A morfologia das NPs foi analisada por microscopia eletronica de varrimento
criogénica (Cryo SEM — Cryogenic Scanning Electron Microscopy).
A SEM é uma técnica que permite a observagéo e caracterizacdo de amostras no

estado solido, devido a sua elevada resolugéo (escala nanométrica a micrométrica) [162].
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Basicamente, esta técnica consiste na incidéncia de um feixe de eletrdes finamente
focado na area a analisar. A medida que este feixe atinge a amostra, os eletrées e fotdes,
presentes nos elementos da superficie da amostra, sdo emitidos. A intensidade com que
os fotdes e eletrBes sdo emitidos é utilizada para formar a imagem, ou seja, a imagem €&
dependente da interacdo entre o feixe de eletrdes e a amostra [162, 163].

A Cryo SEM é uma extensdo da SEM devido a impossibilidade desta ultima
determinar a microestrutura de amostras liquidas. Assim, uma amostra sujeita a
Cryo SEM necessita de uma preparacédo inicial. Antes de submeter a andlise de SEM, a
amostra é congelada e este processo de arrefecimento deve ser rapido para reduzir a
distorcdo morfolégica da amostra. A montagem e a transferéncia da amostra, apés
fixacdo térmica, devem ser feitas sob vacuo, uma vez que o contacto com a atmosfera
pode resultar em humidade na amostra [164, 165].

A analise foi realizada utilizando o Microscopio Eletrénico de Varrimento de alta
resolucdo, com Microanalise por Raios X e sistema para observagédo de amostras a baixa
temperatura (JEOL JSM 6301F/ Oxford INCA Energy 350/ Gatan Alto 2500), no
Laboratério de Microscopia Eletronica de Varrimento e Microanalise por Raios X do
Centro de Materiais da Universidade do Porto (CEMUP).

As amostras foram previamente diluidas, numa proporcao de 1:50 (SLN) ou de
1:25 (NLC). Foram rapidamente arrefecidas (mergulhada em azoto liquido) e transferidas,
em vacuo, para a camara de preparacdo de amostra com a platina arrefecida.
Posteriormente, foram fraturadas, sublimadas durante 120 s a -90°C, e revestidas com
Au/Pd, por pulverizacao ionica, durante 35 s e com uma corrente elétrica de 12 mA. As
amostras foram depois transferidas para a cdmara do SEM e a observacao foi feita a uma

temperatura de -150°C.

2.2.4  Eficiciade incorporacao do paclitaxel

A separacao da fracdo de substancia ativa livre da incorporada nas NPs é uma
etapa fulcral para a determinacéo da eficacia de incorporacéo. A ultracentrifugacao é uma
técnica bastante recorrente para a separacédo das fracdes [166]. Apds a centrifugacdo, a
concentracdo de substancia ativa livre é avaliada no sobrenadante. A concentragéo total
€ geralmente determinada pela completa dissolucao das nanoparticulas em suspensao,
num solvente adequado. A concentracdo de substancia ativa incorporada é calculada
pela diferenca das anteriores [81]. Este método de determinacdo da quantidade de
farmaco incorporada € indireto uma vez que ndo se determina diretamente a
concentracdo de farmaco que se encontra incorporado, mas sim a diferenca entre a

concentracdo total e a do farmaco livre. A principal desvantagem deste método reside no
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facto de ndo considerar a hipétese do farmaco ter precipitado (formagéo de cristais), ou
seja, ndo se encontrar nem nas NPs nem na dispersdo. O método direto constitui uma
alternativa ao indireto, uma vez que ultrapassa a principal desvantagem deste. A
dispersdo das NPs obtida € diluida e filtrada a fim do farmaco n&o incorporado ser
removido e restar apenas as NPs. De seguida, promove-se a libertacdo do farmaco das
NPs por adigdo de metanol [167]. O método direto foi o método escolhido para determinar
a eficcia de incorporagéo.

As dispersdes de NPs (SLN com PTX e NLC com PTX, ambas em triplicado)
recém-produzidas séo diluidas em agua ultra pura numa proporcao de 1:5. As amostras
diluidas s&o filtradas, por um filtro de membrana de nitrocelulose de 5 ym (Minisart®) para
rejeitar o PTX ndo incorporado. De seguida procede-se a diluicio com metanol numa
propor¢do de 1:20 e posterior agitagdo manual, para que haja a libertacdo do PTX que se
encontrava incorporado nas NPs. A mistura obtida é centrifugada (5000 rpm durante 15
min) (Thermo SCIENTIFIC HERAEUS) e o sobrenadante é filtrado (filtro PTFE de
0,45 pym, OlimPeak®) para obtermos uma solucdo de PTX (corresponde ao farmaco que
estava incorporado nas NPs). As amostras obtidas séo diluidas com uma solucdo de
metanol/agua (80/20) numa propor¢do de 1:3 e avaliadas por HPLC, em que cada
amostra foi injetada trés vezes. A andlise por HPLC das amostras foi feita nhas mesmas
condicbes do doseamento do PTX. Por extrapolacdo da reta obtida na curva de
calibracdo, obtém-se a concentracdo de PTX real. A concentracdo tedrica do PTX é
calculada tendo em conta a quantidade de PTX colocado aquando da producdo das NPs
e as diluicbes efetuadas ao longo do procedimento para a determinacao da eficacia de
incorporacdo. Sendo assim, a eficacia de incorporacdo (El) é calculada através da

seguinte formula (adaptado de [168]):

conc.de farmaco no filtrado [ug / ml]

El(%) =

x 100 Equacgéo 2

conc.de farmaco contida na formulacgao [ug / ml]

2.2.5 Calorimetria diferencial de varrimento

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC - Differential Scanning Calorimetry) é
uma técnica de analise térmica usada para medir a energia calorifica absorvida/libertada
durante o aquecimento/arrefecimento de uma substéncia ou uma mistura, em relagédo a
uma amostra de referéncia. A medicdo dessa energia fornece dados qualitativos e
guantitativos nos processos endotérmicos (absorcédo de energia calorifica) e exotérmicos

(libertacdo de energia calorifica), permitindo inferir se existiram ou néo alteragbes das
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propriedades fisicas e/ou quimicas. A fusdo é tipica de um processo endotérmico e a
cristalizacdo é identificada como um processo exotérmico [169-175].

O aparelho utilizado neste trabalho foi 0 DSC 200 F3 Maia®, NETZSCH (Figura 22),
constituido por um duplo forno com duas posi¢cbes, uma para o cadinho da amostra a
analisar e outra para o cadinho de referéncia, que normalmente se encontra vazio. O
resultado da analise traduz-se num termograma, sendo a determina¢éo dos parametros
(entalpia e temperatura de inicio de fusdo) feita com o programa informatico NETZSCH
Proteus Thermal Analysis. A entalpia corresponde a area do pico, obtida por integracao
deste. O indice de recristalizacdo (IR) € um parametro frequentemente avaliado para
comparar a cristalinidade entre as formulacées e é calculado com base na AH da

formulacao.

.

Figura 22: Aparelho de DSC 200 F3 Maia®, NETZSCH.

As formulacdes foram colocadas na estufa a 37° C durante + 24h, para eliminagéo
da adgua. As amostras (matérias-primas e formulacdes) foram pesadas num cadinho de
aluminio, que foi posteriormente fechado e colocado no forno. As amostras foram
submetidas a um programa de temperatura entre -40°C a 270°C, a uma taxa de

aguecimento de 10°C/min. O IR foi determinado utilizando a seguinte férmula:

entalpia da formulagio (SLN ou NLC)[] /g]
entalpia do excipiente isolado []J /g]xconcentragio da fase lipidica [%]

IR (%) =

Equacéo 3:

2.2.6 Estabilidade

A avaliacdo da estabilidade de uma formulacdo é algo de extremamente essencial.
E importante que ao longo do tempo, a formulacdo ndo apresente, por exemplo,

fendmenos de agregacdo de particulas. O tamanho das particulas (por ambas as
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técnicas) e o potencial zeta foram avaliados no tempo 0, 30, 60 e 90 dias. A eficicia de
incorporacdo foi avaliada no tempo 0 e 30 dias e o polimorfismo dos lipidos presentes
nas NPs foram avaliados por DSC ao tempo 0, 15 dias e 60 dias. O tempo 0 corresponde
ao dia da preparacdo das NPs.

2.2.7 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente recorrendo ao teste paramétrico,
t-student ou ANOVA quando se tratava de duas amostras ou mais, respetivamente, apos
a confirmacdo de normalidade e homogeneidade da varidncia com os testes de
Shapiro-Wilk e Levene. Diferencas entre mais de dois grupos foram comparadas
utilizando um teste post hoc (Tukey HSD). As amostras foram analisadas usando um
nivel de significancia de 95% (a= 0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas
com o programa informatico SPSS (v 21.0; IBM, Armonk).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Doseamento do Paclitaxel

O doseamento do PTX foi feito recorrendo a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Para o doseamento de uma substancia por HPLC, é necessario definir
determinadas condi¢des, como o0s eluentes, a sua percentagem, o volume de injecéo, o
comprimento de onda de detecdo, o fluxo da fase mével, o tipo de coluna, etc. Numa
primeira abordagem, algumas das condi¢ces foram adotadas apenas em funcdo do que
esta escrito na literatura, outras foram exploradas a fim de otimizar o método descrito. O
tipo de coluna (C18), o fluxo e os eluentes da fase mével foram escolhidos com base na
literatura [140]. A percentagem dos eluentes, o volume de inje¢cdo e o comprimento de
onda de detecdo foram estudados com vista a alcancar as melhores condi¢bes para o
doseamento do PTX.

O volume de injecdo é uma das condi¢des a definir num método de doseamento
por HPLC. Foram testados 4 volumes diferentes e os resultados encontram-se registados
na Tabela 7. Como referido no capitulo 2, o volume de injecdo adotado foi 30 pL. A
decisdo foi tomada com base no coeficiente de variagdo reduzido que este volume de
injecdo apresenta em praticamente todos os parametros (tempo de retencdo, area, altura

e pratos teoricos), ao contrario dos outros volumes de injegao.
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Tabela 7: Registo da média e coeficiente de variagdo (c.v.) dos parametros
cromatogréficos (tempo de retencao - t,, area, altura, pratos teoricos e simetria) para
diferentes volumes de injecao (10, 20, 30 e 40 pL). Fase movel 80/20% (v/v)

(metanol/agua).
Volume de injegcao (pL)
10 20 30 40
Média 2,61 2,61 2,61 2,61
t;

C.V. 0,19% 0,07% 0,09% 0%

Média 3,59 7,77 11,75 15,87
Area

C.V. 4.97% 2,87% 0,86% 1,09%

Média 27,98 47,06 55,45 58,14
Altura

C.V. 4.06% 1,25% 0,75% 0,33%

Média 2767,67 1579,33 898,33 512
Pratos Teéricos

C.V. 2,76% 4,43% 0,46% 1,89%

Média 1,26 1,26 1,13 0,95
Simetria

C.V. 1,21% 0,92% 1,85% 3,20%

Média 1,18 1,18 1,17 1,18
kl
C.V. 0,49% 0% 0,49% 0%

Uma outra condi¢do estudada foi a percentagem de metanol na fase mével. Foram
testadas 3 percentagens, 75%, 80% e 85% e o critério para a escolha da percentagem foi
o valor de k. O valor de k’ deve ser, pelo menos, superior a 1. Assim, a percentagem
85% néo é aceitavel uma vez que o valor de k’ é inferior a 1. A escolha pela percentagem
de metanol de 80% prendeu-se no facto de diminuir os tempos de corrida e

consequentemente o gasto de eluentes (Figura 23).
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Figura 23: Representacéo grafica do fator de retencdo em funcdo da percentagem de

metanol da fase mével.

Para além de estar documentado na literatura o comprimento de onda de detecao,
foi feito um espetro de absor¢céo de uma solugédo de PTX (em metanol/agua, 80:20) a fim
de confirmar com o da literatura. A amostra (solucdo de PTX) foi analisada por
espetrofotometria no intervalo de comprimento de onda de 200 a 400 nm. O espetro
obtido (Figura 24) mostra que ha um pico por volta dos 230 nm o que esta de acordo com

a literatura [140], portanto foi o utilizado para a dete¢do no doseamento do PTX.
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Figura 24: Espetro de absorcdo do paclitaxel.

Apos as condi¢cdes cromatograficas estarem definidas, foi obtido o cromatograma

(Figura 25), sendo o passo seguinte avaliar alguns pardmetros da validacdo do método
de doseamento do PTX pela HPLC.

16.0 PTX UV WIS 1
= ImAL WYL:230 nm
12,5
10,04
7.5
5 0
2 54
min
_2-':! T I T I T I
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00

Figura 25: Cromatograma do Paclitaxel.

A validacdo de um método analitico, requer o estudo de véarios pardmetros, como

a exatiddo, precisdo (repetibilidade, precisdo intermédia e reprodutibilidade),
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especificidade, linearidade, a amplitude, etc., dependendo do objetivo do método [176].
Neste estudo para o doseamento do PTX nao foi possivel avaliar todos os parametros
devidos, pelo que o método de doseamento do PTX néo foi totalmente validado. Assim foi
avaliada a especificidade, a preciséo e a linearidade do método e indicada uma gama de
trabalho.

A seletividade é definida como a capacidade de determinar um analito na
presenca de outras substancias suscetiveis de estarem presentes na amostra, como
impurezas, etc. Para avaliar este parametro, foi analisado o pico do PTX, em 3 pontos, no
cromatograma. Ao analisar estes 3 pontos, verifica-se que 0s 3 espetros sao
praticamente sobrepostos (Figura 26), o que indica que este pico é realmente apenas de
uma substancia, ndo havendo interferéncia de outras. Para além disso, a sobreposicao

dos espetros é similar ao espetro obtido por espetrofotometria.

40,0.

30,0

- Paciitarel - 2,527

10,04

T
0,00 1.00 200 3.00 4,00 5.00 6.00 7.00

Figura 26: Representacao gréafica do cromatograma do PTX evidenciando 3 pontos

distintos do seu pico e dos espetros de absor¢cdo em cada ponto.

A precisao é a medida de proximidade dos valores, uns em relacao aos outros para
um certo nimero de determinacdes nas mesmas condicfes analiticas. Pode ser
considerada a 3 niveis: repetibilidade, precisdo intermédia e reprodutibilidade. A

repetibilidade (Tabela 8) foi estudada.
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Tabela 8: Precisdo das areas dos picos do PTX de 3 ensaios realizados no mesmo dia
(repetibilidade).

Area (mAU*min)
Média £ C.V.
Conc. PTX (pg/mL) Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
2,7 2,060 2,054 2,061 2,061 £ 0,3%
3,3 2,554 2,635 2,549 2,553+ 0,7%
3,6 2,785 2,777 2,782 2,781 + 0,1%

A precisao foi avaliada para 3 concentracfes de PTX, 1,8; 2,7; e 3,3 ug/mL e os
resultados expressos em meédia * coeficiente de variagdo. O critério para averiguar a
precisdo € o valor do coeficiente de variagdo. O método do doseamento do PTX

apresenta repetibilidade, uma vez que o coeficiente de variagéo é baixo (inferior a 1%).

A linearidade é um parametro bastante (til, uma vez que garante proporcionalidade
entre o parametro analisado (exemplo: area) e a concentracao da amostra. A curva de
calibracdo permite determinar a concentracdo do analito presente na amostra, por
interpolagé@o de resultados obtidos com padrdes de concentragdes conhecidas. A curva
de calibracdo foi obtida através da média de 3 curvas padrdo, em que cada uma é
formada por 5 pontos, area do pico de PTX em fun¢éo da concentracédo (1,8; 2,4; 2,7; 3,3
e 3,6 pg/mL) (Figura 27) por regressao linear simples, utilizando o Método dos
Quadrados Minimos. Foi obtido o coeficiente de determinacéo (R?) de 0,9974 e o valor de
soma do quadrado dos desvios (SQD) de 0,0044. Estes valores séo indicativos da
presenca de linearidade na amplitude testada, uma vez que refletem a elevada
proximidade entre os pontos obtidos experimentalmente e os pontos teéricos obtido a
partir da equacédo da reta, y= 0,9146 x — 0,2393. Na Figura 28, esta representado o
grafico dos desvios em relagdo aos pontos tedricos que mostra que estes séo reduzidos
e dispostos aleatoriamente. O fator resposta (Figura 29), obtido pela razdo entre a
resposta do detetor do HPLC (&rea) e a respetiva concentragdo de cada padrdo, esta
situado entre os * 10%. Assim, na amplitude testada € possivel determinar a

concentracdo de uma solucdo de PTX, através da equacéo da reta.
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Figura 27: Representacédo grafica da curva de calibragdo para o Paclitaxel. Equacao da
reta: y= 0,9146 x - 0,2393; R?=0,9974 e SQD=0,0044. Esta curva de calibracgédo foi obtida

a partir da média de 3 curvas independentes.
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Figura 28: Representacao gréfica dos desvios a linearidade.
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Figura 29: Representacao grafica da resposta do detetor em funcao da concentracao.

3.2. Caracterizacdo das Nanoparticulas

3.2.1. Tamanho de particula

O tamanho das particulas € um dos aspetos mais importantes para a sua utilizacdo
na terapéutica. Particulas com um tamanho entre os 100 e 500 nm tém sido reportadas
como as NPs com maior potencial para a terapéutica, uma vez que permanecem mais
tempo na circulagdo sanguinea. As particulas com tamanho inferior a 100 nm séo
rapidamente eliminadas pela excrecdo renal e as particulas com mais de 500 nm s&o
rapidamente fagocitadas pelas células do sistema fagocitario mononuclear. As NPs para
o tratamento do glioma devem possuir um tamanho entre os 100 e os 200 nm, porque se
mantém mais tempo em circulacdo, logo estdo mais tempo em contacto com a BHE.
Estando mais tempo em contacto com a BHE, as NPs ser captadas pelas células
endoteliais ou libertarem o farmaco e este atingir o cérebro [177].

Numa primeira fase, foram estudadas algumas condi¢des, como a percentagem de
lipido, a velocidade de homogeneizacdo e o método de preparacdo, de forma a atingir
uma formulacdo e um método para dar continuidade ao trabalho (Tabela 9). Apesar deste
pequeno desenvolvimento da formulacdo, a preparacdo das NPs foi baseada em estudos
ja publicados [145, 148].Todas as condi¢cGes foram avaliadas quer para as SLN quer para
as NLC.
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Tabela 9: Condicoes estudadas para a preparacdo de NPs.

5
Quantidade de lipido (%)
10
_ ) 8000
Velocidade de homogeneizagao (rpm)
13500
HAV
Método de preparacéo
HAP

Em primeiro lugar, foi selecionado o método de preparacdo e a percentagem de
lipido, com base no didmetro mediano das NPs obtidas. Para isso, todas as NPs
preparadas foram submetidas a uma velocidade de homogeneizacdo (ultra turrax) de
13500 rpm. Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 30.
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Figura 30: Diametro mediano das NPs lipidicas preparadas por dois métodos distintos
(HAV — Homogeneizacgéo a alta velocidade; HAP- homogeneizagéo a alta presséo), a

duas percentagens de lipido e a 13500 rpm de homogeneizagéo.

As NPs preparadas com 10% de lipido no método HAV apresentam tamanhos
superiores as obtidas em outras condigBes. Assim, as NPs lipidicas com 5% de lipido

foram as adotadas para prosseguir o estudo. Relativamente ao método de preparacao, as
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SLN obtidas por HAV apresentavam um diametro mediano superior (estatisticamente
significativo) as restantes NPs com 5% de lipido (Figura 31). Assim, foi selecionada a
HAP como o método de preparagdo das NPs deste trabalho. Corroborando os resultados
obtidos neste trabalho, a HAP esta descrita na literatura como um método vantajoso
relativamente aos restantes, uma vez que apresenta facilidade de transposicdo de
escala, permite a obtencdo de dispersdes de NPs relativamente homogéneas. Estas
vantagens refletem uma maior estabilidade fisica da dispersao coloidal, simplicidade de
execucdo e rentabilidade do processo [89, 152]. Ndo obstante, a HAV apresenta uma
maior probabilidade de produzir microparticulas e libertar contaminantes metalicos para a

amostra [84].
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Figura 31: Diametro mediano das NPs lipidicas preparadas por dois métodos distintos
(HAV — Homogeneizacgéao a alta velocidade; HAP- homogeneizacéo a alta presséo), com

5% de lipido e a 13500 rpm de velocidade de homogeneizagéo.

Por ultimo, foi testada a condicdo da velocidade de homogeneizacdo. Nao houve
diferencas significativas para o diametro mediano das NPs (SLN e NLC) quando estas
foram preparadas com uma velocidade de homogeneizacdo de 13500 ou 8000 rpm
(Figura 32). Nado havendo diferencas em termos de tamanho de NPs, a velocidade
adotada foi de 8000 rpm, por ser menor e por consequente ndo submeter a amostra a

uma tensdo de corte tao elevada.

Pag. 42



240

230+
220 ?
210+

200+

Dv50 (nm)

190

13500 rpm 8000 rpm

180

SILN NILC SII_N NII_C
Formulagao
Figura 32: Didametro mediano das NPs lipidicas preparadas com duas velocidades de
homogeneizagéo diferentes, com 5% de lipido e por HAP (homogeneizacao a alta

pressao).

ApoGs a escolha das condi¢cdes da preparacdo e a formulacdo, foram preparadas
SLN e NLC com 0,1% de PTX. O tamanho destas formulagfes foi avaliado por dois
métodos (DLS e LD).

Com a analise por LD, o tamanho mediano das SLN e NLC ndo aumenta na
presenca de PTX (Figura 33 e Figura 34). Os resultados foram satisfatorios, uma vez que
o tamanho das NPs ndo é diferente quando encapsulam o farmaco. Contudo,
apresentaram um tamanho mediano médio superior a 200 nm, o que podera ser um

problema no caso do direcionamento a tumores [15, 178, 179].
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Figura 33: Tamanho mediano das SLN e SLN contendo PTX, determinado pela técnica
de LD. p=0,099.
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Figura 34: Tamanho mediano das NLC e NLC contendo PTX, determinado pela técnica
de LD. p=0,120.
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A analise por DLS, permitiu também verificar que a encapsulacao do farmaco nas
NPs ndo alterou o seu didametro médio (Figura 35 e Figura 36). Esta técnica permite
inferir se a amostra € mono ou polidispersa através do valor de IP. As SLN e NLC com e
sem PTX, apresentaram um IP inferior a 0,25, SLN (0,118 + 0,062), SLN-PTX (0,176 *
0,026), NLC (0,151 + 0,046), NLC-PTX (0,145 £ 0,029), sendo consideradas
monodispersas. Ao contrario das NPs analisadas por LD, as NPs analisadas por DLS
apresentaram um diametro inferior a 200 nm, o que possibilita o direcionamento a
tumores. Contudo, a DLS é uma técnica de analise de tamanho de particula mais limitada
do que a LD, uma vez que nao deteta particulas com didmetro superior a 3 um, o que

pode inviabilizar os resultados.
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Figura 35: Diametro médio das SLN e SLN contendo PTX, determinado pela técnica de
DLS. p=0,197.
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Figura 36: Diametro médio das NLC e NLC contendo PTX, determinado pela técnica de
DLS. p=0,580.

3.2.2. Potencial zeta

O PZ dé& uma indicagéo da estabilidade do sistema coloidal. Quando as particulas
em suspensdo tém um PZ elevado (negativo ou positivo), hd a tendéncia para
prevalecerem forcas de repulséo, evitando a agregacédo das particulas [160]. Todas as
formulacdes apresentaram um PZ negativo e elevado, -40,6 + 2,7 mV (SLN
vazias), -32,0% 5,9 (SLN-PTX), -40,5 + 2,4 mV (NLC vazias), -35,2 + 8,4 mV (NLC-PTX).
Estes resultados, por serem negativos e elevados, indicam que estas NPs séo indicadas
para o tratamento do glioma [180]. Uma outra vantagem das NPs apresentarem carga
negativa € serem menos téxicas e mais estaveis do que as NPs carregadas

positivamente [181].

3.2.3. Morfologia das particulas

As NPs caracterizam-se por serem particulas de dimensdes nanométricas e
esféricas. A morfologia foi avaliada por Crio-SEM, uma vez que a amostra se encontrava
no estado liquido. Os resultados obtidos revelam que a morfologia das NPs é idéntica nas
4 formulagBes. As NPs ndo apresentaram um aspeto esférico perfeito, contudo o

tamanho foi concordante com o determinado nas técnicas LD e DLS (Figura 37).

Pag. 46



Tum Tum

Figura 37:Imagens das NPs obtidas por CrioSEM. A- SLN vazias, B- SLN-PTX, C-
NLC vazias e D- NLC- PTX.

3.3. Eficaciade incorporacao do paclitaxel

A El do PTX nas SLN (51% + 0,078) e NLC (55% + 0,13) ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas como pode ser visto pelo valor de p = 0,699
(Figura 38). Estes valores, relativamente baixos, podem ser justificados pela n&o
dissolugdo total do farmaco na mistura lipidica durante a preparacdo e pelo método
(direto) utilizado para determinar a El do PTX. O método direto implica mais perdas do
gue o indireto, contudo o indireto apresenta uma desvantagem, que é o facto de nao ter
em conta a quantidade de farmaco que podera precipitar. A otimizacdao do método da
determinacdo da El e/ou a utilizacao de lipidos onde o PTX de dissolvesse poderiam

aumentar a El.
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Figura 38: Eficacia de incorporagdo do PTX nas SLN e NLC. p= 0,699.

3.4. DSC

O inicio do ponto de fusdo (Onset) das SLN (com e sem PTX) € ligeiramente
superior ao do palmitato de cetilo, contudo, sdo diferencas que no maximo correspondem
a 1°C (Tabela 12, Figura 39 e Figura 40). Estas diferencas podem ser justificadas tendo
em conta a integracdo manual feita para obter o valor de onset. Seria espectavel que o
onset das SLN fosse inferior ao do palmitato de cetilo, devido a presenca do polissorbato
80. Relativamente as NLC, o seu onset € inferior ao do palmitato de cetilo e os resultados
podem ser justificados pela presenca do Miglyol 812 e do polissorbato 80 (Tabela 10,
Figura 41 e Figura 42) [83]. Também as NLC apresentam um onset inferior ao das SLN,
sendo a justificacdo também devido a presenca do Miglyol 812. O pico do PTX, referente
a fusao, ndo aparece no termograma das SLN e NLC. Este facto pode ser justificado pela
dissolugéo do PTX nos lipidos ou pela pequena quantidade de PTX analisada na amostra
das NPs.

As NLC-PTX apresentaram um IR inferior & das SLN-PTX (Tabela 10), o que vai de
encontro com a literatura [182]. Uma estrutura lipidica bastante organizada apresenta
uma menor capacidade de incorporacdo de farmaco [182], ou seja, uma menor EL.
Contudo, os resultados da El nas SLN e NLC ndo demonstraram diferencas, nao
reforcando assim os resultados do IR. Contudo, apesar da El das NLC ter sido superior a

das SLN, esta diferenca nao foi significativa. No entanto, convém ressaltar que o n.° de
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amostras utilizado neste estudo foi relativamente baixo (n=3), logo a repeticdo do ensaio,

usando um namero superior de amostras independentes e réplicas é desejavel.

Tabela 10: Registo dos paréametros (inicio do ponto de fuséo, entalpia e indice de
recristalizagéo) da analise da DSC, das matérias-primas e formulacdes.

Onset (°C) Entalpia (J/9) IR (%)
Palmitato de Cetilo 49,1 -176,3 -
Miglyol 812 -10,3 -22,58 -
Tween 80 -20,7 - -
Paclitaxel 138,3 -53,15 -
SLN 50,1 -156,1 88,5
SLN-PTX 49,8 -164,6 93,4
A -8,6 -84,3 -
NLC
B 455 -161,6 91,7
A -8,8 -100,3 -
NLC-PTX
B 44,6 -139,9 79,3
— SN
l."'- Palmitato de Cetilo
Tween 80 v, | [
|II |
'n
||.
4 20 o 20 a0 ‘éo " & 100 @ 120

Temperatura /°C

Figura 39: Termograma das SLN e seus constituintes.
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Figura 40: Termograma das SLN-PTX e seus constituintes.

NLC

Palmitato de cetilo

Miglyol 812

L] L]
-20 0 20 40 60 80 100
Temperatura /°C

Figura 41: Termograma das NLC e dos seus constituintes.
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Figura 42: Termograma das NLC- PTX e dos seus constituintes.
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3.4. Estabilidade

A estabilidade de uma formulacdo é assegurada com a inalteracdo das suas
caracteristicas fisico-quimicas, como o tamanho, potencial zeta, IR e a El ao longo do
tempo. Estes parametros foram estudados ao longo de tempos diferentes para as
formulacdes, SLN e NLC com e sem farmaco. O tamanho (avaliado por LD e DLS) e
potencial zeta foi determinado no dia da preparacdo das NPs (dia 0), apds 30, 60 e 90
dias. O IR foi determinado no dia 0, 15 e 60, e a El foi determinada no dia 0 e 30.

O didmetro médio, determinado por DLS, das SLN com e sem farmaco ndo sofreu
alteracbes ao longo do tempo analisado (Figura 43 e Figura 44, respetivamente).
Relativamente ao diametro médio das NLC, apenas as que nao tinham PTX é que ao fim
de 90 dias aumentaram de tamanho (Figura 45). O diametro médio das NLC com PTX

nao sofreu alteracdes ao longo do tempo (Figura 46).
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Figura 43: Diametro médio das SLN vazias ao longo do tempo, determinado por DLS.
p> 0,05.
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Figura 44: Diametro médio das SLN com PTX ao longo do tempo, determinado por DLS.
p> 0,05.
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Figura 45: Diametro médio das NLC ao longo do tempo, determinado por DLS.
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Figura 46: Diametro médio das NLC-PTX no dia 0, 30, 60 e 90, determinado por DLS. p>
0,05.

Por analise de LD, as SLN sem PTX, ao fim de 30 dias diminuiram
significativamente o seu tamanho, sendo que, ao fim de 60 dias apresentavam o tamanho
original, mantendo-o até ao 90° dia (Figura 47). As SLN com PTX, também diminuiram de
tamanho ao fim de 30 dias e adquiriram o tamanho inicial ao fim de 60 dias, contudo,
apos 90 dias apresentavam um tamanho significativamente superior ao que tinham no dia
da preparacéo (Figura 48). Relativamente as NLC sem PTX, o seu didmetro mediano
aumentou significativamente até ao 60° dia, contudo, do 60°dia para o 90° dia, o diametro
mediano das NLC diminui (Figura 49). As NLC com PTX, mantiveram o seu tamanho até
ao 60° dia, apresentando, 90 dias ap0s a preparagdo, um tamanho superior ao dos outros

dias de analise (Figura 50).
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Figura 47: Diametro mediano das SLN no dia 0, 30, 60 e 90, determinado por LD.
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Figura 48: Diametro mediano das SLN-PTX no dia 0, 30, 60 e 90, determinado por LD.
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Figura 49: Didametro mediano das NLC no dia 0, 30, 60 e 90, determinado por LD.
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Figura 50: Didmetro mediano das NLC-PTX no dia 0, 30, 60 e 90, determinado por LD.
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As duas técnicas utilizadas para a determinagcdo do tamanho das NPs né&o
apresentaram resultados concordantes. Este facto pode ser justificado pelo fundamento
do método de cada uma ser diferente bem como a gama de tamanhos, que cada uma
deteta. Sendo a LD, um método que deteta particulas com um intervalo de tamanho
superior & DLS, a primeira técnica pode ser considerada como um método mais fiavel.
Sendo assim, as NLC com farmaco demonstraram ser mais estaveis ao longo do tempo

do que as SLN contendo farmaco.

Um outro parametro importante na avaliacdo da estabilidade € o potencial zeta. Os
resultados obtidos (apresentados anteriormente) no dia da preparacdo foram
satisfatérios, uma vez que foram elevados em valor absoluto. Contudo, foi importante
analisar se estes bons resultados se mantinham ao longo do tempo. O potencial zeta das
SLN, sem e com PTX nao foi diferente ao longo do tempo (Figura 51 e Figura 52,
respetivamente), contudo nas NLC sem PTX o potencial zeta ao fim de 60 dias diminuiu
(em valor absoluto) (Figura 53). Nas NLC com PTX, o potencial zeta também diminuiu
(em maddulo) ao fim de 60 dias, contudo retomou passado 30 dias (dia 90) (Figura 54).
Assim, as NLC demonstram menor estabilidade uma vez que o potencial zeta diminuiu.
Contudo durante o estudo o elétrodo usado para esta analise estava em mau estado pelo
que depois foi substituido. Este facto pode ter influenciado os resultados, comprometendo

as conclusoes.
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Figura 51: Potencial zeta das SLN dia 0, 30, 60 e 90. p >0,05.
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Figura 52: Potencial zeta das SLN- PTX dia 0, 30, 60 e 90. p >0,05.
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Figura 53: Potencial zeta das NLC dia 0, 30, 60 e 90. p >0,05.
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Figura 54: Potencial zeta das NLC-PTX dia 0, 30, 60 e 90.
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O IR das NPs em estudo foi determinado no dia 0, 15 e 60 dias apés a preparacdo
das mesmas. Na Tabela 11 encontram-se os resultados da avaliacdo das NPs por DSC,
ao longo do tempo. O IR das SLN com e sem PTX, passados 15 dias da preparacao,
aumentou, sendo que este aumento ndo se perpetua até ao 60°dia. Relativamente as
NLC, verificou-se um aumento do IR ao longo de todo o tempo de estudo. Comparando
as SLN e as NLC ao longo do tempo, quando tém o PTX incorporado, as SLN
apresentaram um IR superior & das NLC. Este facto traduz-se numa menor estabilidade
das SLN para armazenar PTX, relativamente as NLC, estando este resultado de acordo

com a informacao descrita na literatura.

Tabela 11: Registo dos parametros da analise de DSC para as diferentes formulagdes, ao

longo do tempo.

Tempo o Entalpia -
(dias) Onset (°C) (3/9) IR (%)
0 50,1 -156,1 88,5
SLN 15 49,8 -168,6 95,6
60 49,9 -166,2 94,3
0 49,8 -164,6 93,4
SLN-PTX 15 49,7 -165,9 94,1
60 50,1 -165,7 94,0
A -8,6 -84,3 -
0
B 45,5 -161,6 91,7
A -8,6 -79,8 -
NLC 15
B 45,8 -164,5 93,3
A -8,7 -58,9 -
60
B 46,1 -174,6 99,0
A -8,8 -100,3 -
0
B 44,6 -139,9 79,3
A -9,3 -106,1 -
NLC-PTX 15
B 44,1 -137,6 78,0
A -8,9 -96,0 -
60
B 45,3 -148,6 84,3
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A El das NPs foi determinada no dia da preparacdo das mesmas e 30 dias apds a
preparacdo. Os resultados demonstram que, a El das SLN e das NLC ndo sofreu

alteracdes ao fim de 30 dias (Figura 55 e Figura 56, respetivamente).
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Figura 55: Eficacia de encapsulagéo do paclitaxel nas SLN no dia da preparagéo (dia 0) e
apos 30 dias. p= 0,460.
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Figura 56: Eficacia de encapsulagéo do paclitaxel nas NLC no dia da preparacéo (dia 0) e
apos 30 dias. p=0,732.

Tendo em conta os resultados obtidas acerca da estabilidade (tamanho e IR), seria
espectavel que as SLN apresentassem uma El menor do que as NLC, contudo o tempo
de analise foi inferior ao tempo para a qual as NLC demonstraram ser mais estaveis (60
dias). Para uma melhor conclusédo, o ideal seria prolongar o tempo de analise, até pelo
menos, 60 dias.
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4 CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

O cancro € uma doenca que atinge milhdes de pessoas em todo 0 mundo e uma
das principais preocupacdes ao nivel da saude publica. Um enorme investimento
financeiro e de recursos de salde tem sido feito nos Ultimos anos para a sua detecao,
prevencdo e tratamento. Caracteriza-se pelo crescimento descontrolado das células e
pela capacidade de metastizagdo. Existem inimeros tipos de cancro e a sua terminologia
depende do tipo/localizacdo das células que sofrem crescimento descontrolado. Os
gliomas resultam de um crescimento descontrolado das células gliais e constituem cerca
de metade de todos os tumores cerebrais malignos.

Sao varios os anticancerigenos, ja comercializados, que atingem o sistema
nervoso central mas apenas em quantidades insignificantes, devido essencialmente, a
presenca da barreira hematoencefélica. O paclitaxel € um desses farmacos e apesar de
ser utilizado no tratamento de inUmeros cancros apresenta inUmeras desvantagens,
como efeitos secundarios graves, baixa solubiidade em meio aquoso e baixa
permeabilidade. Estas desvantagens foram contornadas recorrendo a vetorizagdo com
nanoparticulas (Abraxane ™ - nanoparticulas de albumina contendo paclitaxel). Apesar do
sucesso desta nova formulagdo, a investigacdo cientifica continuou a dedicar-se a
descoberta de novas formula¢cdes com base em nanoparticulas.

As nanoparticulas lipidicas (SLN e NLC) sdo geralmente descritas como
vantajosas face a outro tipo de nanoparticulas, por apresentarem menor toxicidade, maior
facilidade de controlar a libertacdo do farmaco. Apesar das vantagens destas
nanoparticulas, as NLC surgiram para combater a principal desvantagem das SLN, a
possibilidade de ocorrer a expulsdo do farmaco, durante o armazenamento devido a sua
estrutura cristalina. Face a tudo isto, as SLN e as NLC foram alvo de estudo, a fim de
determinar qual seriam as melhores para incorporar o paclitaxel.

Os resultados demonstraram que as nanoparticulas preparadas com 5% de lipido
apresentaram um tamanho mediano inferior a das nanoparticulas preparadas com 10%
de lipido. A homogeneizacéo a alta pressdo permitiu a obtencao de nanoparticulas com
um tamanho mediano inferior, relativamente a homogeneizacdo a alta velocidade. O
tamanho mediano/médio das SLN e NLC néo sofreu alteracdo aquando da incorporacao
do paclitaxel, bem como a morfologia, a estrutura interna e o potencial zeta. Assim, pode-
se concluir que a incorporacdo do paclitaxel ndo altera as caracteristicas das
nanoparticulas. As SLN com PTX apresentaram um indice de recristaliza¢do superior as

NLC com PTX, uma menor estabilidade ao longo do tempo em termos de tamanho,
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levando a concluir que as NLC serdo uma potencial formulagdo para veicular o paclitaxel.
Contudo, o potencial zeta das NLC com PTX, ao longo do tempo, diminuiu (em valor
absoluto). Em relagéo a eficicia de encapsulacéo, ndo houve diferencas entre as SLN e
NLC.

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que a homogeneizagéo a alta
pressédo e 5% de lipido levaram a produc¢do de nanoparticulas mais pequenas do que o
método de homogeneizacdo a alta velocidade e 10% lipido. Também se pode concluir
que, as NLC seriam um melhor sistema para vetorizar o paclitaxel, uma vez que
apresentam melhores resultados na estabilidade da formulacao.

Estando este estudo numa fase ainda preliminar, num préximo passo seria
interessante avaliar a citotoxicidade das SLN e NLC desenvolvidas, bem como a sua
capacidade de permeacdo num modelo in vitro ou in vivo que mimetize a barreira

hematoencefalica.
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5 ANEXOS

Glossario da validacao do método analitico

Amplitude — Geralmente determinada a partir dos estudos de linearidade e depende do
objetivo do método analitico.

Especificidade — capacidade de determinar um analito na presenca de outras
substancias suscetiveis de estarem presentes na amostra.

Exatiddo — Expressa a proximidade entre o valor encontrado e um valor aceite como
valor de referéncia.

Limite de dete¢cdo — Menor quantidade de analito que pode ser detetada numa amostra,
mas néo necessariamente quantificada como um valor exato.

Limite de quantificacdo — Menor quantidade de analito numa amostra que pode ser
guantitativamente determinado com a precisado e exatiddo adequadas.

Linearidade — Capacidade (numa determinada amplitude) de obter resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra.

Precisdo — Medida de proximidade dos valores, uns em relagcéo aos outros para um certo
namero de determinagdes nas mesmas condi¢des analiticas.

Precisdo intermédia — Medida da precisdo determinada nas melhores condicbes
experimentais possiveis, isto €, 0 mesmo analista, 0 mesmo equipamento, pequena
variagdo de tempo, etc.

Repetibilidade — Medida da precisdo determinada com uma alteracéo, diferentes dias,
diferentes analistas, diferentes equipamentos, etc.

Reprodutibilidade — Medida da precisdo determinada em estudos inter-laboratoriais.

Seletividade — Possibilidade de um analito particular ser determinado numa mistura, sem

a interferéncia dos outros componentes.
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Doseamento do paclitaxel

Curva de Calibracédo A
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Figura 57: Representacéo gréafica da curva de calibracdo para o Paclitaxel. Equacao da
reta: y= 0,8005x - 0,0902; R*= 0,9993 e SQD=0,0019.
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Figura 58: Representacédo grafica da curva de calibragdo para o Paclitaxel. Equacao da
reta: y= 1,0982x - 0,6406; R’= 0,9961 e SQD= 0,014.
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Curva de Calibracdo C
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Figura 59: Representacédo grafica da curva de calibragdo para o Paclitaxel. Equacdo da
reta: y= 0,9367x - 0,1883; R?*= 0,9982 e SQD= 0,0067.
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Caracterizacdo das Nanoparticulas

Tabela 12: Registo do tamanho mediano e médio (Dv e DM, respetivamente), indice de

polidisperséo (IP), potencial zeta (PZ) e eficacia de encapsulagéo (EE).
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DSC (estabilidade)
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Figura 60: Termograma das SLN no dia 0, 15 e 60.
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Figura 61: Termograma das SLN-PTX no dia 0, 15 e 60.
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Figura 62: Termograma das NLC no dia 0, 15 e 60.
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Figura 63: Termograma das NLC-PTX no dia 0, 15 e 60.
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