UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

CURITIBA

2016



GUILHERME BARROSO LANGONI DE FREITAS

DESENVOLVIMENTO DE CAPSAICINA NANOENCAPSULADA COM
ALBUMINA E AVALIACAO SOBRE O POTENCIAL TERAPEUTICO
ANTITUMORAL

Tese apresentada como requisito parcial a obtencdo do grau
de Doutor em Medicina Interna e Ciéncias da Saude, no
Curso de Pds-Graduacdo em Medicina Interna e Ciéncias
da Salde, Setor de Ciéncias da Saude, da Universidade
Federal do Parana.

Orientadora: Profd. Dr?. lara José de Messias Reason

Co-orientador: Prof. Dr. Najeh Maissar Khalil

CURITIBA
2016



F866 Freitas, Guilherme Barroso Langoni de

Desenvolvimento de capsaicina nanoencapsulada com albumina e avaliacdo
sobre o potencial terapéutico antitumoral./ Guilherme Barroso Langoni de
Freitas. — Curitiba, 2016.

140f.; 30 cm.

Orientador: Prof.2 Dr.2lara José de Messias Reason
Co-orientador: Prof. Dr. Najeh Maissar Khalil
Tese(Doutorado) — Programa de P6s-Graduagdo em Medicina
Interna. Setor de Ciéncias da Saude. Universidade Federal do

Parana.

1. Neoplasias. 2. Antineoplésicos fitogénicos. 3. Capsaicina.

4. Albumina. 5. Nanoparticulas. I. Reason, lara José de Messias. 11. Khalil,
Najeh Maissar. I11. Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Interna. Setor
de Ciéncias da Salde. Universidade Federal do Parana IV. Titulo.

NLMC: QZ 267




Ministério da Educacio
Universidade Federal do Parana
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM MEDICINA
= MESTRADO e BOUTORADO =

FECER

Aos vinte e seis dias do més de agosto do ano de dois mil e dezesseis, a banca
examinadora constituida pelos Professores: Dra. Fldvia Lada Degaut Ponte (Depto. De
Farmécia - UFPR), Dra. Ana Paula Martins Sebastido (Depto. de Patologia Médica - UFPR),
Dra. Fernanda Bovo (Depto. de Farmacia - UFPR), Dr. Luiz Claudio Fernandes (Depto. de
Ciéncias Biolégicas -~ UFPR) e Dra. lara Taborda de Messias - Reason (Depto. De
Patologia Médica - UFPR), exarou o presente parecer sobre a tese de doutorado
elaborada por GUILHERME BARROSO LANGONI DE FREITAS, aluno concluinte do Programa
de Pés-Graduagdo em Medicina Interna - Mestrado e Doutorado da Universidade Federal
do Parand, intitulada: “DESENVOLVIMENTO DE CAPSAICINA NANOENCAPSULADA COM
ALBUMINA E AVALIACAO SOBRE O POTENCIAL TERAPEUTICO ANTITUMORAL”. A Banca
examinadora considerou que o aluno apresentou trabalho adequado para tese, e o
defendeu com seguranca e propriedade nas argliicdes que lhe foram feitas, de modo a
merecer a sua aprovagdo, sendo recomendado a Universidade Federal do Parana que lhe
seja concedido o titulo de Doutor em Medicina Interna. A banca considerou o trabalho
de grande relevancia a Salde Publica, e recomendam a publicagdo de artigo em revista
técnico-cientifica com corpo editorial depois de incorporadas as sugestées apresentadas
no decurso das argiicdes, cumpridas outras exigéncias previstas em normativas da pos-

graduagao.

Dr. Luiz Claudio Fernanc

Dra. lara T. de Messias — Reason




TERMO DE APROVACAO
GUILHERME BARROSO LANGONI DE FREITAS

DESENVOLVIMENTO DE CAPSAICINA NANOENCAPSULADA COM ALBUMINA E
AVALIACAO SOBRE O POTENCIAL TERAPEUTICO ANTITUMORAL

. Tese aprovada como requisito parcial para obtengdo do grau de Doutor no Curso de Pos-
Graduag¢do em Medicina Interna e Ciéncias da Saude, Setor de Ciéncias da Saude,

Universidade Federal do Parana, pela seguinte banca examinadora:

Prof®. Dr. Iara José de Messias-Reason

Orientadora — Departamento de Patologia Médica, UFPR

Udsia lode Bingul, Ao

Prof?. Dr®. Flavia Lada Degaut Pontes

Departamento de Farmacia, UFPR

Prof®. Dr?. Ana Paula Martins Sebastido
Departamento de P

Dr®. Fernanda Bovo
Pepartamento de Patologia Médica, UFPR

Prof. Dr. Luiz Chaydio Fer
Departamento de FisigitGa

itiba, 26 de agosto 2016.



AGRADECIMENTOS

N&o sei se estou terminando uma etapa ou apenas iniciando outra. Contudo, € com
grande felicidade e enorme dose de alivio que chego ao final desta tese. Nada seria possivel
sem a salde que Deus me proporcionou e as pessoas que ele colocou em meu caminho e, seria
Injusto se n&do as agradecesse enormemente.

Aos meus pais, Carlos Augusto e Marilene Barroso, que sempre me mostraram que a
forca de vontade, dedicacao e a moral séo as chaves para o sucesso.

Aos meus avos, que sempre foram exemplo de pessoas. Obrigado pela companhia e
pelos ensinamentos.

A minha esposa Karina, pelo companheirismo, compreenso e apoio incondicional.
Por entender todos os momentos que me ausentei mesmo estando presente, pelas palavras de
apoio quando tudo parecia estagnado, por compreender que férias e finais de semana de
doutorando e esposa nédo existem. Enfim, vocé foi essencial.

A minha orientadora Prof* Dr® lara Messias, por acreditar no projeto, pela
compreensdo que muitas vezes as etapas deveriam ser refeitas, por acreditar em mim, pelas
conversas de orientacdo sempre abertas e disponiveis e, por se mostrar acima de tudo um ser
humano especial que sabe tratar seus alunos com atencao e carinho.

Ao meu coorientador Prof® Dr Najeh Maissar, por disponibilizar o espacgo fisico do
laboratdrio e equipamentos e por acreditar em mim e no projeto.

Aos professores e amigos Emerson Carraro e Ivo kerppers pelo auxilio com o
experimento in vivo e ao aluno e hoje amigo, Guilherme Martins, pela dedicacao e auxilio.

Um agradecimento especial aos meus primos Vitor e Dudu por me acolherem tantas
vezes em sua casa em Niter6i. Assim como ao meus novos primos Gustavo e Andreissy por
me abrigarem tdo bem e pela companhia em Curitiba.

Um agradecimento especial ao Prof. Dr. Ricardo Bicca de Alencastro, por me mostrar
tudo que sei sobre ser um professor ético, moral e sensivel as necessidades dos alunos. Grande
parte dessa tese eu dedico a ti.

Pelas analises realizadas agradeco aos Departamentos de Quimica da UNICENTRO e
UFPR, Departamentos de Fisica e Farmacia da UNICENTRO e ao Centro de Microscopia
Eletronica da UFPR.

Aos membros avaliadores da banca, obrigado pelas criticas e disponibilidade.



RESUMO

O céancer ¢ uma das doengas que mais preocupa a populacdo mundial atualmente e as
projecdes futuras sdo alarmantes. A dificuldade no desenvolvimento de tratamentos com
menor custo, efetivos e baixo efeito colateral preocupa a devido o risco de pacientes ficarem
sem o atendimento adequado. Apostar em produtos naturais com potenciais terapéuticos
talvez seja a solugdo mais vidvel a curto prazo. Uma das substancias que vem obtendo boas
respostas clinicas é a capsaicina. Ela é um metabdlito secundario utilizado como analgésico e
anti-inflamatorio, porém, com relatos de respostas antitumorais e cancerigenas. A fim de
avaliar o potencial terapéutico da capsaicina e melhorar o direcionamento do farmaco apenas
para células tumorais, 0 presente estudo teve o objetivo de desenvolver nanoformulagdo de
albumina bovina com capsaicina. Entretanto, antes de desenvolver a formulacdo foi
necessario validar o método analitico para identificacdo e quantificacdo da capsaicina. O
mesmo foi realizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia com volume de injecédo de
100pL, fase movel de metanol:dgua (15:85, v/v), temperaturas da coluna e amostra em 25 °C,
coluna fase reversa C18 (25cm X 4mm), tempo de corrida de 8 minutos e leitura da
absorbancia em 280 nm. A formulagdo foi desenvolvida por método de dessolvatacdo-
coacervacao utilizando meio com pH 7, adicdo do agente dessolvatante (etanol) em 1 mL/min
e concentracdo do reticulante (glutaraldeido) a 8%. Apos desenvolver a formulagdo, a mesma
foi validade através de varios métodos analiticos, o que confirmou a estabilidade da
formulacdo (90 dias em ambiente refrigerado) e a reprodutibilidade do método de sintese. As
nanoparticulas apresentaram forma quasi-esférica, didmetro de aproximadamente 200 nm e
baixo indice de polidispersdo. Os testes in vivo analisaram as alteracfes ocasionadas sobre
parametros bioquimicos, hematoldgicos, histoldgicos e da expressdo de citocinas.
Diferentemente dos resultados da literatura, houve um discreto aumento da glicemia para
capsaicina livre, no entanto, os outros parametros bioquimicos ficaram dentro da normalidade.
O hemograma da capsaicina livre apresentou alteracdo na contagem de % de linfocitos, 67
+4%, contra 37 £7 e 49+7% do controle e nanoparticulas, respectivamente. Por outro lado, os
granulécitos da droga livre tiveram reducdo (21 = 2%), enquanto o controle (49 +4%) e
nanoparticulas de capsaicina (40 +9%) ndo tiveram diferenca significativa, o que pode
representar algum processo inflamatério ou infeccioso. Entretanto, ainda sdo necessarios
outros estudos para confirmar alguma hip6tese. A analise histoldgica revelou infiltrados de
leucdcitos em tecidos pulmonares, sendo esta resposta inflamatdria mais intensa com a droga
livre. Dentre as citocinas, apenas a expressdo de TNF-alfa foi influenciada. Esta citocina
apresentou menor expressdo plasmatica nos grupos com capsaicina livre e nanoencapsulada.
Os testes in vivo demonstraram perfil de seguranca devido a auséncia de alteragdes nos
exames. Sobre a resposta antitumoral in vitro, a nanoformulacéo obteve excelentes resultados
com inibicdo do crescimento de mais 80% das células B16F10 (modelo de melanoma) na
concentragdo de 250 ug/mL. A ICso calculada ficou em 31,25 ug/mL durante incubacéo de
72h. Ao fim desta etapa de estudo, pode-se concluir que o desenvolvimento da nanoparticula
de albumina com capsaicina para fins terapéuticos (anti-tumorais) ocorreu com sucesso. A
formulacdo possui controle no didmetro, liberacdo da droga, menor toxicidade ao ser
comparada com a droga livre e boa resposta antitumoral in vitro.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Capsaicina. Antitumoral. Toxicidade. Albumina.



ABSTRACT

Cancer is currently one of the diseases that most concerns the world population and its future
projections are alarming. The difficulty in developing effective, with lower costs and side
effects treatments is due to the risk of patients being without adequate attendance. To consider
natural products with therapeutic potentials may be the most viable solution at short-term.
One of the substances that has been obtaining great clinical responses is capsaicin. It is a
secondary metabolite utilized as analgesic and anti-inflammatory, however, with reports of
antitumor and anti-carcinogenic responses. In order to evaluate the therapeutic potential of
capsaicin and improve the drug’s targeting to tumor cells, the present study aimed to develop
a bovine albumin nanoformulation with capsaicin. Nonetheless, before developing the
formulation it was necessary to validate the analytical method to identify and quantify the
capsaicin. This procedure was performed by high-performance liquid chromatography
(HPLC) with injection volume of 100 pL, mobile phase of methanol: water (15:85, v/v),
column and sample temperature of 25 °C, reversed-phase column C18 (25cm X 4mm), trial
time of 8 minutes and absorbance reading in 280 nm. The formulation was developed by
desolvation/ coacervation method using mean with pH 7, 1 mL/min addition of dissolvent
agent (ethanol) and reticulant agent concentration (glutaraldehyde) of 8%. After developing
the formulation, it was validated through many analytical methods, which confirmed the
stability of the formulation (90 days in a refrigerated environment) and reproducibility of the
synthesis method. The nanoparticles presented a quasi- spherical form, diameter of
approximately 200 nm and a low polydispersity index. In vivo tests analyzed the alterations
caused over biochemical, hematological, histological parameters and over the cytokines
expression. Differently from the literature, a small rise in glucose level occurred in the group
of free capsaicin, however, the other biochemical parameters remain within the reference
range. The hemogram of this free capsaicin group presented alterations in lymphocytes %
count 67 4%, against 37 7 and 49+7% of control and nanoparticles groups, respectively. In
contrast, the granulocytes of the free drug group reduced (21 + 2%), while the control group
(49 £4%) and the nanoparticle one (40 £9%) presented no significant difference, what may
represent some inflammatory or infectious process. Still, other studies are necessary to
confirm any hypothesis. The histological analysis revealed leukocytes infiltrates in pulmonary
tissues, being this inflammatory response more intense with the free drug. Among the
cytokines, only the expression of TNF-alfa was influenced. This cytokine showed a lower
plasmatic expression in the groups with free and nano encapsulated capsaicin. In vivo tests
demonstrated a safe profile due to the absence of alterations in the analyses. About the
antitumor response in vitro, the nanoformulation obtained excellent results, inhibiting 80% of
B16F40 cells (melanoma mode) in the concentration of 250 ug/mL. The IC50 calculated was
31.5 ug/mL during incubation of 72h. In the end of this study stage, it can be concluded that
the development of a nanoparticle of albumin with capsaicin to therapeutic purposes (anti-
tumor) occurred with success. The formulation has control in diameter and drug release, lower
toxicity when compared to the free drug and a good antitumor response in vitro.

Key-words: Nanoparticles. Capsaicin. Antitumor. Toxicity. Albumin.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA

Estudo realizado em 2011, relatou que individuos acima dos 65 anos compunham 8%
da populacdo mundial, porém projecdes realizadas preveem que esta proporcdo dobre até
2050 (BIDB, 2011), ou mesmo atinjam até 30% da populacdo local, no caso da Europa
(REBER et al., 2012). Estas estatisticas sdo reforcadas por dados da Organizacdo Mundial de
Saude, OMS (WHO, 2015), os quais destacam o aumento da expectativa de vida em todos os
continentes e faixas sociais ao redor do mundo. Conseguentemente, as pessoas mais idosas
tendem a representar uma proporgédo cada vez maior da populacéo.

Doengas ndo transmissiveis cujas incidéncias estdo aumentando rapidamente, e.g.
doencas cardiacas (RAPSOMANIKI et al., 2014), diabetes (CASPERSEN et al., 2012),
deméncia (CAO et al., 2010; TOLEDO et al., 2013) e cancer, ttm como grupo de risco
individuos idosos. Nos Estados Unidos da América (EUA) constatou-se grande incidéncia (>
50%) e mortes relacionadas ao cancer (70% dos ébitos) em pacientes acima dos 65 anos de
idade. (ALTEKRUSE et al., 2012). Porém, projeta-se um quadro ainda mais critico para 2030,
guando 70% de todos os casos diagnosticados ocorrerdo em idosos. (SMITH et al., 2009).

Este aumento da longevidade somado ao acesso a melhores condi¢cGes de vida em
paises considerados subdesenvolvidos tém causado preocupagdo quanto ao nivel de
crescimento demografico mundial, o provavel aumento da prevaléncia de doencas crbnicas e
0 acesso universal aos medicamentos (NIKOLICH-ZUGICH et al., 2015). Em 2013, a
Organizacdo das Nac6es Unidas (ONU) divulgou que a populacdo mundial atingiu 7,2 bilhdes
de pessoas com uma projecdo assustadora para 2050, quando o planeta Terra acomodara 9,6
bilhGes de habitantes (ONU, 2015). Portanto, com o crescimento populacional esperado e o
proporcional aumento no nimero de idosos, fracdo da populacdo que necessita de maiores
cuidados médicos (KASKIE et al., 2011; THOMPSON; DALE, 2012; THOMPSON; DALE,
2015; BELLIZZI et al.,, 2008), torna-se necessario e urgente 0 acesso a tratamentos
medicamentosos com custo-eficacia comprovados, baixa toxicidade, programas de salde

publica de prevencéo e intervencédo, aléem do avanco na compreensdo das patologias.
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Dentre as vérias doencas destacadas como prioridade pela OMS, o céancer é
considerado o maior problema de satde publica em muitos paises. Atualmente ele é a segunda
causa de morte nos paises desenvolvidos e espera-se que em poucos anos ultrapasse as
doencas cardiovasculares (SIEGEL et al., 2015). Segundo o Cancer Research UK, em 2012
este grupo complexo de doengas neoplésicas malignas acometia 14,1 milhdes de pessoas em
todo mundo e o nimero de 6bitos chegou a aproximadamente 8,2 milhdes (Cancer Research
UK, 2012). Acredita-se que estes numeros atinjam cifras ainda maiores, devido a enorme
quantidade de casos ndo relatados ou diagnosticados, principalmente em paises
subdesenvolvidos (FRIEDRICH et al., 2015; DIAMANT et al., 2009) e a situacdo é mais
alarmante se considerarmos os casos de morbidades.

No Brasil, a estimativa para o biénio 2014-2015, aponta para a ocorréncia anual de
aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, o que reforca a magnitude do problema e se
sujeita a sobrecarregar ainda mais o servigco de salde no pais (INCA, 2014). A partir destes
dados, € incontestavel que o cancer hoje é um problema de satde publica mundial e, portanto,
necessita maiores investimentos em pesquisa para alcancar novos medicamentos e

diagnosticos acessiveis a todos.

1.1.2 TRATAMENTOS, NA CONTRA-MAO DA ACESSIBILIDADE

Ao se deparar com estas estatisticas e as projecdes mundiais de novos casos de cancer,
ha de se imaginar que as pesquisas de promissores tratamentos, que aliem reducdo de custos e
dos efeitos colaterais além do aumento na eficacia, tém sido prioridade das grandes industrias
farmacéuticas e centros de pesquisa. Com o0 avan¢o nos campos da biotecnologia, estratégias
de quimica medicinal e de métodos analiticos, tornou-se possivel identificar uma grande
guantidade de alvos farmacoldgicos e, com isso, planejar desde pequenos farmacos até
terapias complexas e custosas como os anticorpos monoclonais (mADbs, targeted drugs).

Na grande maioria dos casos, O tratamento anti-cancer exige abordagem
multidisciplinar que combina cirurgia, quimioterapia e radioterapia, sendo a quimioterapia
citotoxica um pilar neste cenario (VASSILAKOPOULOU et al., 2016). Entretanto, por
lesionar também células sadias, os farmacos quimioterapicos geram grande quantidade de
efeitos colaterais. Esta toxicidade dos farmacos sobre o organismo pode resultar desde
alteracOes estéticas, e.g. queda de cabelo e alteragdo na cor de tecidos (SEGAERT et al.,
2005; VOGELZANG et al., 1985), até quadros funcionais graves como infertilidade
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(VASSILAKOPOULOU et al., 2015; LEVINE et al., 2015), alteracbes hormonais
(ANDERSON et al., 2006; CROFTON et al., 1998), neurotoxicidade (STONE; ANGELIS,
2016) e, até mesmo, o surgimento de novos tumores malignos, os chamados canceres
secundarios (ARNON et al., 2001; LEE et al., 2012).

Por outro lado, as estratégias mais modernas abordam avancgos dentro do campo da
biotecnologia direcionadas para a obtencéo de anticorpos cada vez mais seletivos (SCOTT et
al., 2012). Desde a descricao inicial da producédo dos mAbs empregando tecnologia hibridoma
(KOHLER; MILSTEIN, 1975) significantes avancos na aplicabilidade dentro da préatica
clinica foram obtidos (GESKIN, 2015). Modificagdes estruturais foram realizadas para
melhorar a especificidade dos anticorpos e aumentar a seletividade citotdxica. Realmente,
guando comparados os efeitos toxicos observados em um paciente tratado com
qguimioterapicos tradicionais com outro que recebeu apenas o tratamento do anticorpo
percebe-se uma evidente reducdo de muitos eventos toxicos (SONG et al., 2012).

E obvio que as terapias biotecnoldgicas com mAbs revolucionaram o tratamento
contra o cancer e forneceram grandes beneficios aos pacientes. Entretanto, o elevado custo do
tratamento quando comparado aos quimioterapicos tradicionais gera problema na salde
publica de muitos paises, principalmente os mais carentes. Esta preocupacéo se justifica ainda
mais quando se avalia as projecOes futuras supracitadas de crescimento populacional.
Todavia, até mesmo paises com melhores condicGes financeiras tém se preocupado com este
possivel descontrole das contas publicas, caso a maior parte do tratamento provenha de
medicamentos biotecnolégicos (FLEEMAN et al., 2011; HOYLE et al., 2013; SHIROIWA
et al., 2007; SHIROIWA et al., 2010), com isso, esta discussao estd mais atual do que nunca.
Apesar da extensa literatura cientifica sobre o assunto ainda ndo ha consenso sobre a
introducdo da terapia com anticorpos e o custo-efetividade para a sociedade e pacientes.

Atualmente, ha 47 medicamentos utilizando anticorpos monoclonais aprovados pela
Food Drug Administration (FDA) para o tratamento de diversas doencas, em sua grande
maioria inflamacao e cancer. Caso a aprovacdo destes medicamentos se mantenha dentro da
média atual de 4 novos mAb por ano, chegaremos em 2020 com cerca de 70 anticorpos
monoclonais disponiveis no mercado farmacéutico com faturamento proximo de 125 bilhdes
de dolares (LEVINE et al., 2015).

O maior ganho financeiro por parte das industrias farmacéuticas ao comercializar
medicamentos biotecnoldgicos gerou enorme interesse no desenvolvimento de mAbs para

cancer e a menor aplicacdo de técnicas classicas para desenvolvimento de novos farmacos, o
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que produziu um resultado inédito. Em 2014, nenhum novo farmaco quimioterdpico foi
aprovado pela FDA, enquanto seis novos anticorpos tornaram-se disponiveis, conforme
ilustrado no GRAFICO 1. (FDA, 2016).

Caso esta tendéncia permaneca, em breve havera uma crise na politica de salde
publica, principalmente nos paises menos desenvolvidos. Talvez a solucdo da caréncia de
novos farmacos esteja na fonte mais simples e eficiente de descoberta de novas substancias
bioativas, os produtos naturais. (NEWMAN; CRAGG, 2012).

GRAFICO 1. NUMERO DE APROVAGOES NA FDA DE NOVOS FARMACOS PARA TRATAMENTO
CONTRA O CANCER DE 2005 A 2014.
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Fonte: FDA (2016).

1.1.3 QUIMICA MEDICINAL DE PRODUTOS NATURAIS - CAPSAICINA, UMA
POSSIBILIDADE?

O custo de pesquisa e desenvolvimento de um novo medicamento é considerado
elevadissimo. Isso se deve ao grande numero de insucessos que ocorre neste tipo de pesquisa
proveniente de varios fatores como, efeitos colaterais insustentaveis, problemas
farmacocinéticos e dindmicos, além da dificuldade de sintese em grande escala da substancia
bioativa (ALLISON, 2012). No entanto, ao observar a evolucao dos custos ao longo dos anos

é possivel perceber que houve um crescente acréscimo nestes valores justificados com a
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introducdo cada vez maior de medicamentos biotecnoldgicos e técnicas ndo-classicas de
desenvolvimento de farmacos, por exemplo, quimica combinatéria e screening de alvos e
moléculas. Logicamente que esta elevacao se refletira nas cifras que os paises e consumidores
deverdo desembolsar para ter acesso aos tratamentos. Uma maneira tradicional e de sucesso
para tentar reduzir estes custos é apostar em planejamentos racionais diretos e indiretos de
novas entidades quimicas com atividade bioldgica a partir de produtos naturais (KOEHN;
CARTER, 2005).

Os produtos naturais (PNs) provenientes de plantas sempre foram considerados
excelentes fontes de protétipos para tratar inimeras doengas (NEWMAN; CRAGG, 2012). O
proprio tratamento de tumores malignos ainda é e, provavelmente ser4 por muito tempo,
dependente destes metabolitos secundarios. Farmacos altamente utilizados e com custo-
efetividade comprovados como os taxanos (paclitaxel e docetaxel), alcaldides da vinca
(vincristina, vimblastina, vindesina e vinorelbina), derivados da epidofilotoxina (etoposideo) e
derivados da camptotecina (topotecano e irinotecano) reforcam a necessidade de ndo se
abandonar a pesquisa sobre metabdlitos secundarios potencialmente terapéuticos. Apesar
disso, a partir do final do século passado houve reducdo do interesse pelas industrias
farmacéuticas devido ao surgimento de terapias especificas, que dependem de anticorpos ou
pequenas moléculas sintéticas identificadas pela triagem de alto rendimento (high-throughput
screening - HTS) (BASMADJIAN et al., 2014). O HTS é uma técnica automatizada,
extremamente custosa e que ainda apresenta grande desconfianca sobre seus resultados
(MACARRON et al., 2011). Embora as terapias direcionadas melhorem grandemente o
tratamento de algumas neoplasias, 0 beneficio manteve-se decepcionante para muitos tumores
solidos, o que revitaliza o interesse nos PNs.

Pesquisa realizada por Du & Tang (2014), avaliou o numero de publicacdes, patentes,
novos projetos de pesquisa e farmacos provenientes de produtos naturais dividindo os
resultados em trés intervalos de tempo (1965-1990; 1991-2002; 2003-2013). Ha de imaginar
que o Brasil tenha, devido sua enorme diversidade biologica, uma posi¢do de destaque na
pesquisa de produtos naturais, porém, infelizmente isso ainda estda muito longe de ser
realidade. Se avaliarmos os dados deste estudo no ano de 2013, o Brasil ndo figura nem entre
0s 10 primeiros paises (TABELA 1) (DU; TANG, 2014).

Como o numero de patentes e publicacdes cientificas indica o grau de inovacéo de um
pais e, consequentemente, o quanto ele tende a ser competitivo para o futuro, é necessario que

0s projetos de pesquisa se voltem urgentemente para estes dois temas.
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TABELA 1. 0S 10 PAISES QUE MAIS CONTRIBUIRAM PARA PUBLICAGOES, PATENTES E NA
PESQUISA POR NOVOS FARMACOS NATURAIS NO ANO DE 2013.

Farmacos (aprovados ou em teste

PublicacGes (WoS) Patentes (DII) ) )
clinico, Cortellis)
Paises PublicacGes | % Paises Patentes Origem da Con-1panhia
Companhia/lnst (Univ/Inst.)
China 1971 25,94 China 271 EUA 13 (9)
EUA 1626 21,40 EUA 150 Japao 8 (1)
Japao 609 8,02 | Coreia do Sul 64 China 4 (3)
Coreia do Sul 331 4,36 Canada 44 Coréia do Sul 4 (1)
Taiwan 230 3,03 Taiwan 24 Taiwan 3(1)
India 215 2,83 Alemanha 23 Austria 2
Alemanha 212 2,79 Russia 18 Canadéa 2
Tailandia 129 1,70 india 16 Indonésia 2
Franca 132 1,74 Austrélia 15 Noruega 2
Reino Unido 127 1,67 Reino Unido 15 Tailandia 1(1)

Nota: WOS (Web of Science), DIl (Derwent Innovations Index), UNIV/INST (Universidades/Institui¢des), EUA
(Estados Unidos da América).
Fonte: Adaptado de DU; TANG (2014).

Seguindo esta linha de pensamento, uma das substéncias que tem apresentado grande
potencial terapéutico e atraido cada vez mais atencdo é a capsaicina (FIGURA 1). Este
metabolito secundario é o principal componente picante das frutas de plantas do género

Capsicum, membros da familia Solanaceae (PERRY et al., 2007).

FIGURA 1. ESTRUTURA QUIMICA DA CAPSAICINA (TRANS-8-METIL-N-VANILIL-6-NONENAMIDA).

HO

=T

Plantas do género Capsicum sdo nativas das Ameéricas e cultivadas para serem
utilizadas como parte da dieta local desde 7500 a.C (PERRY et al.,, 2007). Em 1816, a
capsaicina foi extraida pela primeira vez na forma cristalina e parcialmente purificada
(PEREIRA, 1854), entretanto, somente 22 anos depois a forma pura foi obtida. (THRESH,
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1876). Varios andlogos da capsaicina foram identificados de espécies vegetais de pimentas e o
conjunto destes metabdlitos é conhecido como capsaicinoides. Porém, nenhum deles alcangou
os efeitos biologicos observados pela capsaicina (SRINIVASAN, 2015).

Um ndmero expressivo de estudos sugerem que a capsaicina possui propriedades
hipolipidemiante (SRINIVASAN et al., 2004), antioxidante (REDDY; LOKESH, 1992), anti-
inflamatoria (REDDY; LOKESH, 1994; JOE; LOKESH, 1997) e analgésica (DEAL et al.,
1991; MCCARTHY; MCCARTY, 1992). Outros resultados sugerem que ela possa induzir o
ciclo celular de detencdo ou apoptose, ou ainda inibir a proliferagdo em uma variedade de
células cancerosas, indicando potentes atividades quimiopreventivas (BODE; DONG, 2011,
ZHANG et al., 2003; BROWN et al., 2010; DIAZ-LAVIADA, 2010; SANCHES et al.,
2006).

Apesar de indicios apoiarem o papel quimiopreventivo da capsaicina em modelos de
cultura de células cancerosas, hé outros trabalhos que associam o consumo da capsaicina e 0
aparecimento de células tumorais e mutagenicidade. Nagabhushan e colaboradores (1985)
relataram atividade mutagénica relacionada a capsaicina por testes in vitro. Foi observada
uma relacéo entre o aumento na viabilidade e proliferacdo das células do cancer de prostata
(LNCaP) e a maior expressao de receptores androgenos via fosfoinositideo 3-quinase (PI13K)
e proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK) em cobaias tratadas com capsaicina
(MALAGARIE-CAZENAVE et al., 2009).

Estudos in vivo também tém demonstrado resultados ambiguos. Varios deles
descrevem efeitos carcinogénicos relacionados com extratos de pimenta ou com a capsaicina
isolada (SERRA et al., 2002; LOPEZ-CARRILLO et al., 1994; HOCH-LIGETI, 1951;
TOTH; GANNETT, 1992; JANG et al., 1991; AGRAWAL et al.,, 1986). Todavia,
contrariando estas pesquisas, em avaliagdes mais recentes e com grupos experimentais mais
controlados a capsaicina aparentemente inibe o crescimento e induz apoptose de células
tumorais (ZHANG et al., 2003; BROWN et al., 2010; DIAZ-LAVIADA, 2010; SANCHEZ et
al., 2006; ITO et al., 2004; BUIATTI et al., 1989; DASGUPTA et al., 1998), além de néo
resultar em aumento na incidéncia de lesGes preneoplasicas e neoplasicas (CHANDA et al.,
2007; GRAHAM et al., 1988). Park e Surh (1997) observaram que a aplicagdo tdpica de
forma croénica da capsaicina, além de ndo promover o crescimento de tumores locais, inibe a
formacéo de papiloma induzido quimicamente. Porem, as respostas bioldgicas da capsaicina

sobre células tumorais e saudaveis ainda geram muitas discuss@es e davidas.
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As discrepancias enormes entre os estudos in vivo e in vitro podem ser justificadas por
apresentarem severas limitacGes, tais como imprecisdes estatisticas de algumas anélises,
potenciais erros de classificacdo de exposicdo, baixo controle de fatores externos e conclusdes
especulativas (NOTANI et al., 1987; ARCHER; JONES, 2002; LEE; PARK, 2003). Apesar
destas limitacOes, os estudos sdo citados continuamente na literatura sendo, por conseguinte,
necessaria uma precisa investigacdo dos possiveis efeitos pro- e anti-tumorais e dos

mecanismos de acdo da capsaicina.

1.1.4 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS E POSSIVEIS MECANISMOS DE ACAO
ANTITUMORAIS DA CAPSAICINA

Estudos recentes sobre a toxicidade da capsaicina demonstram grandes diferencas
dependendo da rota de exposi¢do. A administracdo por via oral e topica geram valores de dose
letal para 50% do individuos (DLso) em camundongos de 190 e 500 mg/kg, respectivamente,
enguanto a utilizacdo das rotas intravenosa e intratecal produzem valores de 0,56 e 1,6 mg/kg,
respectivamente (GLINSUKON et al., 1980). Isso claramente se deve ao efeito de primeira
passagem e as barreiras bioldgicas, que reduzem significativamente a quantidade de
capsaicina biodisponivel por via oral. Ap6s a administracdo aguda de doses letais, a morte
ocorre de forma rapida com quadro de convulsdo seguido por disfungdo cardiovascular e
pulmonar. O uso rotineiro de produtos contendo capsaicindides por um grande numero de
pessoas sugere uma certa seguranca desses produtos sob condi¢es normais de via tdpica e
oral. Entretanto, cendrios de exposi¢do extrema resultam em toxicidade aguda, injdria severa,
podendo evoluir para quadros fatais (HECK, 1995; STEFFEE et al., 1995; BILLMIRE et al.,
1996; BUSKER; VAN HELDEN, 1998; SMITH; STOPFORD, 1999; OLAJOS; SALEM,
2001).

As caracteristicas farmacocinéticas da capsaicina merecem aten¢do, pois influenciam
diretamente na dose-resposta deste metabolito. Ela demonstra um perfil de distribuigédo
tecidual em ratos por via oral, com acimulo caracteristico no intestino e no figado e, menos
do que 1% de excrecdo urinaria entre do tempo avaliado (TABELA 2) (SURESH,;
SRINIVASAN, 2010). Evidentemente, esta distribuicdo centralizada reduz a
biodisponibilidade da capsaicina em outros tecidos do corpo, diminuindo a eficacia de um

possivel tratamento antitumoral sistémico.



TABELA 2. DISTRIBUIGAO TECIDUAL DE CAPSAICINA ADMINISTRADA EM RATOS POR V.O.

T (horas) Soro (pg/ml) Sangue*

Figado**

Rins**

Intestino**

1 1,90 +- 0,18 11,11 +-1,05
3 1,47 +- 0,09 8,59 +- 0,53 447+-337 | 571+-033 | 700,2+ 422
6 0,83 +- 0,10 4,85 +- 0,59 148+ 150 | 6,73+ 045 | 2493 +- 240
24 0,05 +- 0,01 0,29 +- 0,06 8,71+-255 | 3,35+ 045 435 +-3,75
48 0,006 +- 0,001 | 0,035+-0,006 | 0,60+ 0,03 | 0,48 +-0,09 1,14 +-0,21
9% 0,00 0,00 0,045 +- 0,005 0,00 0,72 +- 0,01
192 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Nota: Valores médios +- SEM de 6 ratos. Capsaicina foi administrada por v.o. para ratos na dose de 30 mg/Kg
de peso corporal. * pg/sangue total e ** pg/tecido total.
Fonte: Suresh; Srinivasan (2010).

Outro problema farmacocinético pertinente a capsaicina é a alta taxa de metabolizacao
por enzimas hepaticas da familia do citocromo P450, i.e. CYP2EL, 1A2, 1A1, 3A4, 2B6, 2C8,
2C9, e 2C19 (REILLY et al., 2003). Com isso, ocorre reducdo do tempo de meia-vida (t2),
apenas 25 minutos por via oral e 98 minutos quando administrada por via transdérmica. Este
perfil metabdlico reduz drasticamente a fracdo biodisponivel, prejudicando a citotoxicidade e,
consequente inducdo de apoptose sobre células tumorais (REILLY; YOST, 2006). Porém, 0s
problemas ocasionados pelo metabolismo da capsaicina vdo além da queda de eficacia ou
reducdo do tempo de meia-vida.

Alguns estudos exploram a relacdo entre 0 metabolismo da capsaicina e a toxicidade
sobre células saudaveis produzida por seus metabdlitos, mas os resultados ainda sdo
conflitantes. Observou-se que a bioativacao de capsaicindides pela fracdo microssomal S9 do
figado produz metabdlitos ativos capazes de induzir alteragdes mutagénicas em Salmonella
typhimurium (cepas TA98, TA100, TA1535), células V79 de hamster, formacdo de
micronudcleos em camundongos e aberra¢cBes cromossdmicas em linfocitos humanos (SURH,;
LEE, 1995; IVERSON et al., 1995; REILLY; YOST, 2006).

A capsaicina é considerada uma molécula bioativa multialvos, alguns bem definidos e
outros ainda sob investigacdo. Muitos dos efeitos bioldgicos desencadeados sdo modulados
por receptores de potencial transiente vaniloide (TRPVs), também conhecidos como canais

catibnicos ndo-seletivos termossensiveis. Os TRPVs sdo receptores homdlogos que
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demonstram como caracteristica terciéria a presenca de 6 loops transmembranicos e um loop
poro entre as subunidades S5 e S6 (FIGURA 2), o qual permite a entrada de céations
(SZOLCSANYI; SANDOR, 2012).

O primeiro receptor da familia vanildide a ser sequenciado foi o TRPV1, que se
caracteriza como sendo canal ndo seletivo de cétions relacionado com importantes alteracGes
fisiologicas como analgesia, proliferagdo celular, inflamacdo e estresse oxidativo. Este
receptor pode ser ativado por diversos fatores, sejam eles fisicos (aumento da temperatura e
pressdo) e quimicos, e.g. anandamida, produtos da lipooxigenase, alteragdo de pH (meio
bésico e acido), capsaicina, dentre outros (GUNTHORPE et al., 2002; DHAKA et al., 2009).
A FIGURA 2 destaca os residuos farmacoféricos para diversos agonistas do TRPV1.

FIGURA 2. TOPOLOGIA DO CANAL DO TRPV1 DESTACANDO OS RESIDUOS FARMACOFORICOS.
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Nota: TRP, dominio do potencial transiente vanil6ide conservado para os canais TRP necessarios para a ativacdo
do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2); os circulos pretos representam locais de fosforilagdo envolvidos na
acao de sensibilizacdo da proteina quinase C (PKC) e proteina quinase A (PKA).

Fonte: Adaptado de Szolcsanyi; Sandor (2012).

A capsaicina é considerada agonista intracelular do TRPV1, pois para ativar o receptor
ela necessita penetrar na membrana celular e interagir com regido conhecida como vanilloid-
pocket formado pelos residuos Ser 505 e Thr 550 presentes nos dominios transmembranicos
S3 e S4 (PAPAKOSTA et al.,, 2011). Ao interagir com TRPV1 a capsaicina promove uma
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sensacdo inicial de ardéncia seguida por um longo periodo de dessensibilizagdo nociceptora
no local da interacdo. A obscuridade sobre estes efeitos comecou a ser resolvida quando
Porszasz e Jancso (1959) relataram que a capsaicina excitava seletivamente uma
subpopulacdo de fibras sensoriais primarias, as quais conseguem ser ativadas por estimulos
nocivos e rapidamente sensibilizadas pela exposicéo a capsaicina. Entretanto a interagdo com
este receptor pode gerar muitas outras alteragbes como inflamag&o neurogénica, dor, hiper-
reflexia visceral e até mesmo cancer. Estes efeitos sdo mediados pela ampla distribuicao
tecidual dos receptores e devido as respostas celulares variadas.

Os mecanismos celulares que coordenam as respostas biologicas da capsaicina surgem
pela fosforilagdo em cascata de proteinas de sinalizagdo intracelular e da entrada de cétions. O
TRPV1 possui varios sitios de fosforilacdo especificos para proteina quinase A (PKA)
(MOHAPATRA; NAU, 2003), proteina quinase C (PKC) (BHAVE et al., 2003) e proteina
quinase dependente de calcio/calmodulina (CaMkIl) (JUNG et al., 2004), sendo esta Gltima
apontada como a responsavel pela dessensibilizacdo do receptor (NUMAZAKI et al., 2003).
Além da ampla distribuicdo dos receptores, que contraria a especificidade sobre fibras
neuronais que de inicio se imaginava, 0 TRPV1 é expresso em pelo menos trés
compartimentos celulares, i.e. membrana citoplasmatica, reticulo endoplasmatico e nas
vesiculas citoplasmaticas. (GUO et al., 1999; MORENILLA-PALAO et al., 2004). Enquanto
TRPV1 na membrana citoplasmatica é responsavel pelos efeitos mediados pelo receptor, tais
como correntes de entrada e liberacdo de neurotransmissores, 0s presentes nas vesiculas
citoplasmaticas parecem servir como reservas por serem rapidamente translocados para
membrana citoplasmatica quando estimulados por mediadores celulares (MORENILLA-
PALAO et al., 2004). Por outro lado, o papel do receptor expressado pelo reticulo
endoplasmatico ainda ndo foi totalmente esclarecido. Evidéncias demonstram que a ativagédo
pela capsaicina induz mobilizacdo de calcio a partir das reservas intracelulares levando a crer
que essa resposta estaria envolvida na regulacdo da homeostasia de calcio intracelular ou até
mesmo da ativacao do estresse oxidativo (KARAI et al., 2004; MARSHALL et al., 2003).

Estas respostas variam dependendo do tecido em que se encontra o receptor, por
exemplo, a expressdao de TRPV1 em camadas teciduais do urotélio ou células epiteliais
gastricas ndo estdo envolvidas com efeitos de dessensibilizacao, porém induzem um aumento
da concentracdo de célcio intracelular ([Ca?']i). As diferencas funcionais na expressdo de

TRPV1 em células epiteliais e neurdnios ainda necessitam maiores estudos, mas parecem
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modular respostas celulares (proliferacdo ou morte celular) e controle do impulso nervoso,
respectivamente (NAGY et al., 2004).

O célcio é importante regulador de uma variedade de processos celulares, muitos dos
quais estdo desajustados em células de cancer, por exemplo, a proliferacdo, migracdo e morte
celular (PREVARSKAYA et al., 2011; PHELPS et al., 2010). Em vérios tipos de cancer
ocorre um aumento na expressao de canais ibnicos permeéaveis (MONTEITH et al., 2007)
que sdo capazes de elevar a [Ca®'li. Em alguns casos, esta sobrecarga de Ca®* pode ser
associada a clivagem e inativacdo de transportadores de efluxo localizados nas membranas
plasméticas (BANO et al., 2005; SCHWAB et al., 2002). Como consequéncia ocorrera
elevacdo da [Ca?']i e promogio de vias de sinalizacdo para a morte da célula (SCHWAB et
al., 2002). Essas observacdes explicam as respostas apoptéticas induzidas pela capsaicina
apos a ativacao do TRPV1 em linhagens celulares de pulmao (REILLY et al., 2003), glioma
(AMANTINI et al., 2007), uretra (CAPRODQOSSI et al., 2011) e epiderme (GONZALES et
al., 2014; CAPRODOSSI et al., 2011). Como a utilizacdo da capsazepina (antagonista do
TRPV1) inibiu a maior parte desses eventos, acredita-se que eles estejam mesmo envolvidos
com o receptor. Entretanto, limitacdo da ativacdo dos TRPV1 superexpressados em células
tumorais é o risco da capsaicina produzir niveis de célcio citosélicos, 0s quais ndo sdo
satisfatorios para induzir morte celular, mas conseguem resultar em proliferacdo e metéstase.
(WU et al.,, 2014; PARKASH; ASOTRA, 2010; STEWART et al., 2014; RODERICK;
COOK, 2008). Ainda ndo se tem valores exatos das concentracdes de céalcio intracelular
necessarios para ocasionar morte ou proliferacdo celular e, na maioria dos casos linhagens
celulares respondem de forma diferente a este estimulo. Porém, acredita-se que ativacdo
constante e direcionada pela capsaicina seja a melhor solugdo, pois alguns estudos
confirmaram que a elevacdo do [Ca®*]i gera respostas dose-dependentes (SANCHEZ et al.,
2005). Testes in vitro com linhagens de células de adenocarcinoma de prostata humano
(LNCaP) mostraram que o efeito maximo ocorre com 1 uM de capsaicina. Doses menores
que 5 nM sdo capazes de aumentar a [Ca?']; de 22 para 90 nM, enquanto 1 uM da droga
elevou para 190 nM. Outros dois agonistas TRPV1 foram também capazes de induzir a
elevacdo do célcio intracelular, sugerindo que o mecanismo de morte celular provavelmente
ocorra realmente via TRPV1 (SANZ-SALVADOR et al., 2012).

No entanto, avaliagGes citotoxicas da capsaicina sobre carcinoma de células escamosas
constataram reducdo da viabilidade independente da ativagdo do TRPV1 e ocasionadas devido

a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (GONZALES et al., 2014). A alteracdo na
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producdo de EROs também foi observada de forma dose-dependente ao avaliar células
humanas de carcinoma esofégico epidermdéide (CE 81T/VGH) (WU et al., 2006) e de cancer
de colon (COLO 320DM e LoVo) (YANG et al., 2009), as quais expressaram caspase-3 cOmo
marcador apoptotico (WISEMAN; HALLIWELL, 1996). Apesar da caspase-3 ser apontada
como sinalizador chave na morte celular induzida pela capsaicina, esta relacdo também
permanece contraditéria e refutada por algumas pesquisas (CHOU et al., 2009; TUOYA et al.,
2006).

E sabido que a mitocondria desempenha papel chave na ativacdo de caspases
(proteases especificas de cisteinil aspartato) pois, pelo estimulo de célcio e citocinas
inflamatorias, por exemplo, ela libera citocromo ¢ em respostas apoptoticas (DESAGHER;
MARTINOU, 2000; GRUNNET et al., 2009). Evento critico na morte celular ¢ a transicéo de
permeabilidade mitocondrial (A¥m), devido a inibicdo da cadeia transportadora de elétrons
ocasionando disfuncdo da organela e consequente apoptose (LOEFFLER; KROEMER, 2000).
Alguns indicios séo relacionados a apoptose induzida por capsaicina, i.e. mudancas nucleares
precedidas pela redu¢do na AWm, transporte de elétrons ndo acoplados a partir da sintese de
ATP e, aumento na concentracdo de EROs e do fator de inducdo apoptética (Apoptosis-
inducing fator - AIF) (LEE et al., 2004; WU et al., 2006; HUANG et al., 2009). A morte
celular programada € induzida quando AlF é translocado a partir da mitocondria para o ndcleo
gerando condensacdo da cromatina periférica caspase-independente e fragmentacdo em
grande escala do DNA (SUSIN et al., 1999; YE et al., 2002).

Porém, o dano a mitocondria pode ser uma resposta celular ao estresse oxidativo
gerado pelo aumento de EROs e [Ca?*]i, o que é reforcado pela expressdo de proteinas
relacionadas ao estresse, por exemplo, a enzima ativada por inositol 1 (IRE1). A liberagéo de
citocromo c a partir da mitocéndria é seguido por uma sequencial ativacdo de caspase-9 e -3
em varias células de cancer (SHIN et al., 2003; ITO et al., 2004; JIN et al., 2005; WU et al.,
2006; ZHANG et al., 2008). As concentracdes necessarias para induzir apoptose em tumores
solidos sdo variaveis (20 - 300uM) e dependentes do tipo celular avaliado. Porém, a dose
necessaria para que a capsaicina demonstre atividade in vivo ainda ndo esta clara (LEE et al.,
2004; YANG et al., 2009; KIM; MOON, 2004; SANCHEZ et al., 2006).

Outra propriedade interessante relacionada a capsaicina é a capacidade de interferir
negativamente no processo da angiogénese (MIN et al., 2004). Angiogénese, formacao de
novos vasos a partir de vasos endoteliais pré-existentes, é etapa fundamental em varios

processos fisioldgicos e patologicos incluindo cicatrizacdo, desenvolvimento embriogénico,
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inflamacdo cronica e, progressdo e metastase tumoral. O processo angiogénico é controlado
por uma variedade de reguladores positivos e negativos, compostos por fatores de
crescimento, citocinas e metabolitos lipidicos. Dentre essas moléculas, o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), um sinalizador angiogénico soluvel produzido por muitos
tumores e células normais sob situac@es de hipdxia, tem papel chave na regulacéo positiva da
angiogénese (NEUFELD; KESSLER, 2006). A fim de avaliar o potencial antiangiogénico da
capsaicina in vitro, Min e colaboradores (2004), testaram o crescimento de células endoteliais
da veia umbilical humana (HUVECS) estimuladas por VEGF (10 ng/ml por 48h) e pré-
tratadas com doses diferentes de capsaicina. Observou-se inibi¢éo da proliferagdo de HUVEC
induzida por VEGF de maneira dose-dependente. Acredita-se que este efeito aconteca devido
a acdo direta sobre a proliferacdo do DNA (MIN et al., 2004). Antagonistas competitivos do
TRPV1 ndo afetaram a modulacdo da angiogénese, indicando que o mecanismo ndo ocorre
por esta via de sinalizagdo. Ao investigar a progressao das fases do ciclo celular, notou-se que
a capsaicina afeta a transicdo de células a partir da fase G1 para S por inibir ciclina D1. Testes
in vivo com modelos de angiogénese em membrana corioalantdica (FIGURA 3) e ensaio de
matrigel plug em camundongos também confirmaram o potencial antiangiogénico da droga.
As concentracOes de 0,75; 1,5; 3 e 6 pg/g de capsaicina causaram 25, 38, 55 e 87% de

reducdo na infiltracdo de vasos sanguineos na membrana corioalantdica, respectivamente.

FIGURA 3. INIBICAO DA ANGIOGENESE INDUZIDA POR TUMOR IN VIVO. ENSAIO COM O
CONTROLE (-), (+) ECOM A CAPSAICINA EM QUATRO DOSES DIFERENTES.
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Fonte: Adaptado de MIN et al. (2004).

Até o momento, a relevancia dos aspectos estruturais e funcionais do TRPV1 na morte
celular e produgdo de citocinas induzidas por capsaicina ainda €, em parte, desconhecida. Ha
ocorréncias in vitro de produgdo de citocinas inflamatorias e morte celular apoptotica em
células epiteliais das vias aéreas estimulada por agonistas do TRPV1 (VERONESI et al.,
1999; OORTGIESEN et al., 2000; VERONESI et al., 2003). Observou-se que a expressao
aumentada de TRPV1 em células BEAS-2B conferiu aumento na expressao de interleucina-6

(IL-6), IL-8 e morte celular. Entretanto, ao utilizar a capsazepina (antagonista TRPV1) e o
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quelador de célcio EGTA (acido etileno glicol-bis (-amino-etil-éter), ndo houve prevencéo
da citotoxicidade sobre BEAS-2B, apesar de inibir a expressdo das citocinas. Supde-se que
essa reducdo seja mais devida a deficiéncia do célcio intracelular do que ao bloqueio do
TRPV1. Porém, as investigacdes sobre a expressao de citocinas inflamatorias pela capsaicina
ainda sdo carentes na literatura, necessitando maiores estudos, principalmente in vivo
(REILLY etal., 2003; REILLY etal., 2005).

1.1.5 RELACAO ENTRE A EXPRESSAO DE CITOCINAS E CANCER

O conceito de acumulo de células indesejadas ocorrer devido a proliferacdo anormal
das mesmas foi alterado. Atualmente se acredita que células também se acumulam quando a
velocidade de proliferacdo € normal, no entanto, a velocidade de morte é lenta (KUNZ et al.,
2003). A morte celular ocorre via dois processos principais, necrose e apoptose. Estes
processos se diferenciam, além de muitas caracteristicas, pelas respostas inflamatorias. A
formacdo dos corpos apoptoticos ndo ativa resposta inflamatoria, ao contrario da perda da
integridade membranar que ocorre durante a necrose. O processo de apoptose induz exposicao
de componentes da membrana interna como a fosfatidilserina ficando aparentes nos corpos
apoptéticos formados. A presenca destes componentes na membrana externa serve como
marcador para eliminagdo celular por fagocitose. Ha dois caminhos que levam a apoptose, i.e.
() inducdo positiva pela ligacdo de moléculas a receptores na membrana plasmatica e (1)
inducdo negativa pela perda de sinal supressor (DENMEADE et al., 1996).

Estes mecanismos muitas vezes sdo mediados pela ativagdo de citocinas, por exemplo,
o fator alfa de necrose tumoral (TNF-alfa). Desde que o gene do TNF-alfa foi clonado em
1984, pesquisas extensivas tém revelado uma variedade de papéis para esta citocina sob
condicdes fisioldgicas tais como imunidade, inflamacéo, crescimento de tumores e choque
séptico. Em nivel celular o TNF-alfa exerce seus efeitos via seus receptores (TAKASHIBA et
al., 1993). Os receptores de TNF-alfa (TNFR) podem induzir apoptose, iniciar a proliferacdo
celular, ou ainda, atuar sobre ambas respostas. A familia de TNFR contém ainda uma
subfamilia com um dominio citoplasmatico homdélogo de 80 aminoacidos. Este dominio é
conhecido como “dominio da morte”, pois as proteinas que contém esta sequéncia estdo
envolvidas com a morte celular programada (TARTAGLIA et al., 1993).

Os TNFR podem ser divididos em duas classes codificada por genes distintos, receptor

do fator de necrose tumoral do tipo 1 (TNFR1) e do tipo 2 (TNFR2). Estes receptores se
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diferenciam tanto na expressdo como na resposta gerada. O TNFR1 € expresso em varias
células diferentes e sinaliza ambos, a iniciagdo da apoptose e a ativagdo do fator de
transcricdo NF kappa B (NFkB). J& o TNFR2, expressado principalmente em células
imunoldgicas, sinaliza a ativacdo de NFKB mas ndo a iniciacdo da apoptose, embora consiga
causar a morte celular por mecanismo indireto via TNFR1 (WAJANT et al., 2003). Ou seja,
TNFR1 contém o dominio da morte, enquanto TNFR2 néo o possui. A citocina TNF-alfa tem
maior afinidade pelo receptor do tipo 1.

A viabilidade de muitas células é dependente de um constante ou intermitente
fornecimento de citocinas ou fatores de crescimento, caso contrério estardo sujeitas a
apoptose. A familia de proteinas Bcl-2 (célula-B de linfoma 2) sdo componentes centrais da
apoptose resultante da auséncia de sinais gerados pela interacdo de citocinas. A super
expressao de alguns membros desta familia, e.g. Bcl-2 e Bcl-xL suprimem a apoptose quando
as citocinas estdo ausentes. Entretanto, a maior expressdo de outros reguladores celulares
como Bad (proteina da morte associada a Bcl-2), Bax (proteina X associada a Bcl-2) e Bik
(proteina exterminadora da interacdo com Bcl-2) substitui a sinalizacdo de receptores de
citocina e induzem a apoptose (FARIA; PATROCINIO, 2006).

De forma geral pode-se afirmar que o TNF-alfa pode induzir a morte celular por duas
vias, uma extrinseca (através da interacdo com TNFR) e outra que utiliza a apoptose mediada
pela mitocdndria (mecanismo intrinseco) (Wajant, 2003). A perda do potencial de membrana
mitocondrial juntamente com a expressdo do citocromo ¢ e a geracdo da caspase-3
caracterizam a via intrinseca mediada por TNF-alfa (Wang, 2001).

Alem da apoptose, TNF-alfa consegue também induzir morte celular necrotica (LIN et
al., 2004). A necrose é induzida principalmente pelo aumento de EROs, as quais conseguem
lesar tanto células normais quanto cancerosas, sendo com isso, importantes no surgimento e
progressdo de células malignas (WANG; LIN, 2008). Alguns estudos sugerem que 0O
tratamento quimioterapico reduz a concentragdo do TNF-alfa circulante, sendo, portanto, um
marcador para o0 prognostico e eficiéncia do tratamento (FERRAJOLI et al.,, 2002,
MICHALAKI et al., 2004; BERBEROGLU et al., 2004).

De acordo com discussdes recentes, apesar do TNF-alfa conseguir induzir morte
celular, processo que consegue ser utilizado como terapia antitumoral (VAN HORSSEN et
al., 2006), ele também pode estimular a proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo e angiogénese

na maioria das células resistentes a citotoxicidade resultando em promoc¢do do tumor.
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Portanto, detectar a expressdo desta citocina é essencial para compreender a atividade
antitumoral ou antiapoptotica.

ljiri e colaboradores (2014) observaram que a capsaicina interfere com a transcricao de
RNAmM do TNF-alfa e exerce efeito inibitério na liberacdo da citocina a partir de macréfagos
apos a estimulagdo inflamatoria por lipopolissacarideos (LPS). Outro estudo relacionou mais
especificamente esta reducdo a uma possivel ativacdo do PPAR gama (Receptor Gama
Ativado por Proliferadores de Peroxissoma) em células estimuladas por LPS (PARK et al.,
2004). Analises in vitro com controle positivo também por LPS confirmaram a atividade
inibitoria da capsaicina sobre a expressdo de TNF-a (VERGARA et al., 2006). No entanto, a
auséncia de analise com modelos sem estimulagdo inflamatoria ndo deixa claro se a resposta
anti-inflamatoria da capsaicina é dependente de estimulo inflamatoério prévio, ou até mesmo,
se a resposta possa ser contraria sem estimulo positivo.

Outra citocina com complexa sinalizacdo envolvida com a sobrevivéncia celular é o
interferon-gama (IFN-y), originalmente chamado de fator de ativagdo de macrd6fago. Esta
estimulacdo de macréfagos induz mecanismo direto antimicrobiano e antitumoral, bem como
super regulacdo de vias de processamento e apresentacdo de antigenos. IFN-y orquestra a
atracdo de leucdcitos e, crescimento, maturacdo e diferenciacdo direta de muitas células
(YOUNG; HARDY, 1995; BOEHM et al., 1997), além do aumento da atividade das células
natural killer (NK) e regulacéo das funcfes das células B, estando envolvido nas respostas
inatas e adquiridas.

Os interferons podem ser divididos dentro de trés grupos, tipo | (IFN-a, -, -f), I
(IFN-y) e Il (IFN-lambda ou interleucina 28/29) de acordo com a especificidade do receptor
e sequéncia de homologia. O IFN-y é produzido por células CD4+ T helper do tipo 1,
linfécitos CD8+ citotoxicos, células NK, B e NKT (SCHRODER et al., 2004). Ele possui
estrutura e funcdo diferentes dos IFN tipo I e Ill, tendo seus proprios receptores, IFNyR1 e
IFNyR2 (EALICK et al., 1991; PLATANIAS, 2005).

A ativacdo destes receptores é responsavel por acionar uma cascata de fosforilagcdo
intracelular que regula a expressdo de genes alvo, primariamente relacionados com a defesa
do hospedeiro e imunidade, i.e. defesa antiviral, antibacteriana, ciclo celular, apoptose,
inflamacédo, imunidade inata e adaptativa (SCHRODER et al., 2004). No entanto, a funcéo
mais bem caracterizada do IFN-y é o aumento da regulacdo do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe | para auxiliar a iniciagdo e a apresentacdo de

antigenos das células apresentadoras de antigenos profissionais (SELIGER et al., 2008). O
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IFN-y estd intimamente envolvido em todos os aspectos imunoldgicos mediados por Thl
(células T do tipo 1) por regular a diferenciacéo, ativacdo e homeostase de células T. Ele inibe
0 desenvolvimento de céelulas Th2, mas promove 0 aumento de células T regulatérias (Treg)
(AGNELLO et al., 2003), além de ativar macrofagos e induzir a producdo de quimiocinas
inflamatdrias (HU et al., 2008).

A producdo de IFN-y é estimulada pela secrecdo de algumas citocinas produzidas por
células dentriticas, principalmente interleucina-12 (IL-12), IL-2 e IL-18. Por outro lado,
reguladores negativos incluem IL-4, IL-10 (SCHINDLER et al., 2001; FUKAO et al., 2001,
HOCHREIN et al., 2001). As fungdes imunomoduladoras do IFN-y, tornam esta citocina Util
para varias aplicagdes clinicas, incluindo doenga granulomatosa crénica, infecgdes fangicas,
doencas autoimunes e cancer (MILLER et al., 2009). Alguns tumores resistentes a apoptose
ndo expressam IFNyR1, reforcando a ideia de que a ativacdo deste receptor possui funcao de
deteccdo e eliminacdo do tumor (DIGHE et al., 1994; KAPLAN et al., 1998). Essa vigilancia
do tumor aparenta envolver reconhecimento e eliminagdo do tumor por linfécitos citotoxicos
T (cytotoxic T lymphocytes, CTLs) recrutados para a massa tumoral via sinalizacdo de
qguimiocinas induzidas por IFN-y (KUNZ et al., 1999; MUKAI et al., 1999; CHIN et al.,
1996). Estas respostas foram confirmadas ao observar que IFN-gama recombinante esta
envolvido em respostas anti-proliferativas (CHIN et al., 1996; HOBEIKA et al., 1999;
PLATANIAS et al., 1999), anti-angiogénicas (BEATTY; PATERSON, 2001; COUGHLIN
et al., 1998; RUEGG et al., 1998) e pré-apoptoticas (CHAWLA-SARKAR et al., 2003) de
células de céancer. O conjunto destes mecanismos antitumorais € conhecido como cancer
immunoediting, processo dindmico que pode ser dividido em trés fases: eliminacdo, equilibrio
e escape (DUNN et al., 2006). Entretanto, apesar da utilizacdo clinica do IFN, ainda ha
indicios que ele possa apresentar propriedades pro-tumorogénica (MELLOR; MUNN, 2008;
BRODY et al., 2009; KATZ et al., 2008; PRENDERGAST, 2008; IRMLER et al., 2007;
MANOURY-SCHWARTZ et al., 1997; HERLYN et al., 1985; TSUJISAKI et al., 1987), o
que amplia a necessidade de maiores estudos para definir qual a caracteristica do
microambiente tumoral que determinara se a citocina sera pré- ou anti-cancerigena.

Takano e colaboradores (2007) avaliaram a expresséo de citocinas (IL-2, IL-4 e IL-5 e
IFN-y) a partir de avaliagdo in vitro e ex vivo de células intestinais de camundongos apoés a
administracdo oral de extrato de Capsicum annum L. e capsaicina isolada. Eles observaram

aumento na expressao de IL-2, -4 e IFN . Estes resultados contrariam outros que indicaram



36

que a capsaicina consegue suprimir a expressao destas citocinas de maneira dose dependente.
(GERTSCH et al., 2002; FISCHER et al., 2001; SANCHO et al., 2002).

Entretanto, a injecdo intraplantar de capsaicina em ratos produziu rapido aumento da
expressao de citocinas pro-inflamatdrias, tais como IL-18, TNF-a, IFN-y e IL-6 (SAADE et
al., 2002). Segundo Basu e Srivastava (2005), esta propriedade pré-inflamatoria in vivo via
transdérmica estimula a maturacdo e migracdo de celulas dendriticas na pele por mecanismo
independente do TRPV-1 (BASU; SRIVASTAVA, 2005). Outra observagao importante sobre
a relacao da capsaicina com a resposta influenciada pelo IFN-y é que ela foi capaz de reduzir a
expressdo de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade classe 1l (MHC-II)
(MAHMOUD et al., 2010), tornando-se um potencial farmaco com agdo imunossupressora,
porém podendo dificultar o reconhecimento do tumor pelo sistema imunoldgico
(THIBODEAU et al., 2012).

Uma proteina de aproximadamente 15.000 Daltons com dois residuos farmacoforicos,
cisteinas 58 e 105, caracteriza estruturalmente uma terceira interleucina com relevantes
propriedades, a IL-2 (WANG et al., 1984). Os efeitos clinicos da IL-2 ocorrem por meio da
interacdo com o receptor de interleucina-2 (IL-2R), o qual induz de forma eficiente a ativacéo
de células T. Esta interleucina consegue estimular a producdo de IL-1 alfa e IL-1 beta por
células mononucleares em sangue periférico humano (NUMEROF et al., 1988), assim como a
estimulacdo de TNF-a, -f (NEDWIN et al., 1985), IFN-y e linfotoxinas os quais contribuem
para os efeitos colaterais da terapia sistémica com IL-2. Outra propriedade importante
apresentada é o aumento da atividade citolitica de linfocitos T e células NK, reforcando as
propriedades antitumorais desta citocina (ANTONY; DUDEK, 2010). Altas doses de IL-2
tém confirmado o potencial no tratamento de varios tipos de canceres, portanto, substancias
que estimulem a sua expressao podem auxiliar no tratamento de tumores (ROSENBERG et
al., 1994; MCCABE et al., 1991; ROSENBERG et al., 1989).

Como anteriormente citado, extratos de pimenta vermelha assim como a capsaicina
livre conseguiram aumentar a expressao de algumas citocinas, por exemplo, a expressédo de
IL-2 em estudos in vitro e ex-vitro (TAKANO et al., 2007). Entretanto, os resultados in vivo
com capsaicina ainda permanecem inconclusivos sobre a expressdao de IL-2 em animais
saudaveis tratados com doses variadas de capsaicina via parenteral.

Outra citocina que merece atencdo especial na relagdo com a capsaicina é a
interleucina 4 (IL-4). Ela é uma citocina pleitropica produzida por linfécitos T que age em

varias células, tais como, linfocitos T e B, mondcitos, fibroblastos, células endoteliais e
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macrofagos. Alguns estudos recentes demonstram que IL-4 tem papel chave ndo somente na
diferenciacdo de linfocito T naive em Th-2, mas também como inibidor do crescimento
tumoral (NAGAI; TOI, 2000). Surpreendemente, o estudo de Kornmann e colaboradores
obteve resultados opostos, ou seja, conclui-se que a presenca de IL-4 no meio de cultura
induziu o crescimento de células tumorais de pancreas, podendo ser um importante fator do
crescimento e metastase tumoral (PROKOPCHUK et al., 2005).

A presenca dos receptors TRPV1 na superficie de macrofagos parece contribuir para a
resposta inflamatdria pelo aumento na producdo de IL-4. Além disso, in vitro, a capsaicina
promoveu aumento de células dendriticas e, consequentemente maior expressao de IL-4
(STANDER et al., 2004). Apesar dos indicios da relagdo positiva entre a capsaicina e 1L-4,
alguns estudos in vivo tém obtido resultados de modulacdo negativa (GERTSCH et al., 2002;
FISCHER et al.,, 2001; SANCHO et al., 2002). Portanto, novas investigacdes tornam-se
necessarias para aferir a real relagdo entre a capsaicina e a IL-4 e, se a dose teria influéncia na

resposta.

1.1.6 CARACTERISTICA DAS CELULAS TUMORAIS, UM ALVO PARA
NANOFARMACOS

Compreender e desvendar as caracteristicas celulares de tumores malignos permite
identificar possiveis alvos terapéuticos, planejar tratamentos mais seletivos e menos tdxicos.
A complexa maquinaria bioldgica ativada no microambiente do tumor provoca varias
alteracdes quando comparada a um ambiente de tecidos normais. Uma etapa fundamental no
desenvolvimento e até mesmo metastase tumoral é a estimulacdo da angiogénese sob
situacOes de hipoxia. Entretanto, este processo cria uma rede de vascularizacdo anormal que é
caracterizada por canais dilatados, tortuosos e com vérias ramificacdes (PAPETTI,
HERMAN, 2002; FUKUMURA et al., 2010; ZIYAD; IRUELA-ARISPE, 2011).

Como consequéncias dessas anormalidades vasculares observa-se a heterogeneidade
do fluxo sanguineo no tumor, a superficie endotelial fenestrada com espacos entre as células,
pouca ou nenhuma fungdo de barreira endotelial, auséncia de vasos linfaticos e elevada
pressdo no microambiente do tumor (FIGURA 4) (YUAN et al., 1995; INAI et al., 2004;
MORIKAWA et al., 2002).
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FIGURA 4. CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS INERENTES DO MICROAMBIENTE DE UM TUMOR
SOLIDO.
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Fonte: Adaptado de Kobayashi et al. (2014).

Uma das técnicas que mais tem apresentado vantagens no combate de células tumorais
sdo os nanofarmacos. Eles sdo particularmente relevantes contra o cancer porque o tumor
frequentemente possui vasculatura mais permeavel quando comparada com vasos em tecidos
saudaveis (NAGY et al., 2009). Quando administrados por via endovenosa, 0s agentes
nanoparticulados tendem a apresentar maior tempo de meia-vida (ti2), pois eles ndo sdo
pequenos suficientes para serem excretados pelos rins ou grande suficiente para serem
rapidamente reconhecidos e aprisionados pelo sistema reticuloendotelial (KOBAYASHI,
BRECHBIEL, 2005).

Devido a caracteristica tumoral de maior permeabilidade na vasculatura e capacidade
de retencdo interna observada pela reducdo da drenagem linfatica, os polimeros nanométricos
tendem a se acumular nas celulas tumorais. Este processo é conhecido como efeito de
permeabilidade e retencdo aumentadas (enhanced permeability and retention- EPR). O

acumulo dos nanocarreadores dentro das células tumorais por processo passivo permite uma
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maior seletividade dos efeitos citotoxicos dos farmacos, maior tempo de acdo e menor
flutuacdo plasmaética da droga (WAITEA; ROTHA, 2012; KOBAYASHI et al., 2014).

Por representar um expressivo avango no tratamento do cancer, sistemas de
nanocarreamento de farmacos sdo considerados o futuro dos novos antitumorais (BHARALI
et al., 2009). Exemplos da nanotecnologia relacionados com céncer incluem medicamentos
injetaveis, e.g. nanovetores, tais como lipossomos para terapia do cancer de mama (PARK,
2002; FERRARI, 2005), como também formulacbes por ambas as vias, oral ou injetavel,
como por exemplo, o farmaco paclitaxol associado a albumina como carreador (Abraxane®).
Estas formulagdes tém potencial para direcionar alta concentracdo dos farmacos para células
de cancer e geram menor toxicidade quando comparadas a administracdo da droga livre. A
farmacocinética também sofre consideravel melhora devido a protecdo dos principios ativos
contra degradacdo enzimatica, fisica e ambiental (i.e. temperatura, umidade, raios UV e pH)
(NETTI et al., 1995; KLIBANOV et al., 1991).

A terapia com nanoparticulas de albumina desenvolvidas com paclitaxol ndo necessita
de qualquer pré tratamento com farmacos anti-inflamatorios esteroidais, 0s quais sdo
necessarios com medicamentos convencionais. Além disso, a albumina aumenta o transporte
das nanoparticulas atraves do endotélio vascular, elevando a concentracdo local de paclitaxol
em até 50% (ALLEN, 2002; PARK, 2002). Apesar deste e de varios outros relatos de sucesso
(TABELA 3) com novos medicamentos sendo patenteados e langados no mercado, ainda séo
poucos 0s medicamentos que exploraram esta nova e promissora técnica, o que deve mudar

nos préximos anos devido a padronizacdo de sintese dos polimeros para varios farmacos.

TABELA 3. NOVAS NANOFORMULAGCOES APROVADAS RECENTEMENTE PELA FDA.

PRODUTO EMPRESA FARMACO FORMULAGCAO
Doxil® Sequus Pharm. Doxorubicina PEG
Daunoxome® | NeXstar Pharm. | Daunorubicina | Lipossoma
Emend® Merck/Elan MK 869 Lipossoma
Abraxane® Abraxis Biosc. Paclitaxol Albumina
Myocet® Zenus Pharma Doxorubicina Lipossoma
Oncaspar® Enzon L-asparaginase | Polimeros conjugados de proteinas

O controle do didametro da nanoparticula e da carga superficial do polimero é
fundamental para otimizar a farmacocinética, reduzir a opsonizacdo e tornar o carreador

solavel no plasma. Segundo Kobayashi e colaboradores (2014) ao se planejar um
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nanofarmaco alguns parametros devem ter especial atengdo, como didmetro ideal (< 300 nm)
e buscar sempre a carga do polimero quanto mais proximo da neutra possivel.

Para investigar as caracteristicas morfologicas, fisico-quimicas e de liberacdo dos
farmacos a partir de nanoformulacbes, varias técnicas sdo empregadas, por exemplo,
microscopia, difracdo de raios-X, cromatografia liquida de alta eficiéncia, light scattering,

dentre outros.

1.1.7 NANOPARTICULAS DE ALBUMINA

A albumina é uma proteina carreadora de farmacos com alta eficiéncia, pois altera
perfis farmacocinéticos e eleva o ti» dos farmacos, os quais podem atingir até 19 dias (t1» da
albumina sérica humana, HSA). As albuminas séricas humana e bovina (BSA) demonstram
varias propriedades interessantes:

1. Agem como agentes solubilizantes para farmacos com elevado valor de coeficiente de

particdo (logP);

2. Ligam-se e transportam farmacos de classes terapéuticas diferentes;
3. Sdo carreadores para cobre (1), niquel (1), calcio (I1) e zinco (I1) no sangue;
4. Ao se degradarem, os aminoacidos fornecem nutricdo para os tecidos periféricos;

A albumina é uma proteina com caracteristica acida, hidrossollvel e extremamente
robusta (estavel em pH 4 — 9, podendo ser aquecida até 60 °C por 10 horas sem sofrer
desnaturacdo). A robustez torna mais seguro o emprego desta proteina plasmatica como
carreadora de farmacos (ALLEONI, 2006). Estas propriedades, bem como absorcdo
preferencial em ambos tecidos tumorais e inflamados, sua pronta disponibilidade,
biodegradabilidade e baixa toxicidade a credencia como um candidato ideal para transporte e
direcionamento da droga.

O mecanismo de opsonizacao parece ser influenciado pela curvatura da superficie do
sistema transportador, em que os transportadores menores induzem a uma adsorcdo reduzida
de proteinas e opsoninas, minimizando o efeito de células fagociticas (HARASHIMA et al.,
1994). Observou-se que a extensdo da opsonizagdo diminuiu com uma redugdo no tamanho da
particula de 800 para 200 nm, e nenhuma melhoria da captacdo fagocitica devido a
opsonizacao foi observada nos tamanhos de particulas inferiores a 200 nm. Para sistemas
coloidais muito pequenos, com tamanho abaixo de 100 nm, foi descrito que, apos injecdo

intravenosa estes carreadores foram capazes de atravessar a fenestracdo no endotélio hepatica
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sinusoidal, levando a uma acumulagdo hepéatica em vez de uma longa circulagdo intravascular.
Mesmo os sistemas, tais como lipossomos, com tamanho médio de aproximadamente 400 nm
e estrutura altamente deformavel, foram capazes de atravessar a fenestracdo endotelial,
enquanto que os sistemas rigidos e de mesmo diametro ndo foram capazes (ROMERO et al.,
1999). Uma vez que as nanoparticulas sdo caracterizadas por uma matriz de particula solida,
de acordo com as conclusdes descritas, um sistema de circulacdo de tempo longo sé pode ser
conseguido com didmetro aproximado de 200 nm. Como consequéncia, um aspecto
importante na preparacao de um sistema coloidal transportador de farmacos é estabelecer as
condicGes de preparacdo, que controlam o tamanho de particula resultante e que conduzam a
particulas com uma distribuicdo de tamanho estreita.

A albumina possui caracteristica de direcionamento passivo e acumulo em tumores
solidos (KRATZ; BEYER, 1998) e regides com caracteristicas tumorais (WUNDER et al.,
2003), sendo, portanto, util para tratamento e diagnostico (FIGURA 5).

FIGURA 5. (A) NANOPARTICULA DE ALBUMINA MARCADA COM AMINOFLUORESCENCE (AFLC),
DESTACANDO A REGIAO ACOMETIDA POR ARTRITE. (B) ALBUMINA COMPLEXADA COM
EVANS BLUE FLUORESCENCIA DESTACANDO A DISTRIBUICAO PARA O TUMOR DE WALKER
256 INOCULADO NA PATA ESQUERDA DO RATO AO LONGO DE 72H.

White light Fluorescence

Fonte: (A) Adaptado de Wunder, et al. (2003). (B) Adaptado de Kratz, et al. (1998).

Entre os sistemas coloidais transportadores de farmacos disponiveis que se capacitam
a cobrir a faixa de diametro descrito anteriormente, as nanoparticulas baseadas em proteinas
desempenham papel importante. Basicamente trés métodos diferentes para a sua preparacao
foram descritos, com base na formacdo de emulsdo, dessolvatagcdo, ou coacervacdo. Com

respeito as técnicas de emuls@o aplicaveis a albumina, um estudo completo e sistematico
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sobre a influéncia da concentracdo de proteina, tempo e poder de emulsificacdo, taxa de
agitacdo, temperatura de estabilizacdo e o tipo da fase ndo aquosa foi realizada por Gallo e
colaboradores (1984).

A desvantagem dos métodos de emulsdo para a preparacdo de particulas é a
necessidade de aplicagdo de solventes organicos, para a remogdo de ambos os residuos
oleosos do processo de preparacdo e dos surfactantes necessarios para a estabilizacdo da
emulsdo. Portanto, como método alternativo para a preparacdo de nanoparticulas, um
processo de dessolvatacdo derivado da coacervacdo foi desenvolvido. Em 1993, Lin e
colaboradores descreveram a preparacdo de nanoparticulas HSA de didmetro em torno de
100nm, utilizando método livre de sufactantes. Esta técnica foi otimizada em 2003, quando
diversas variacbes nas etapas de sintese demonstraram a importancia da padronizacdo
analitica de cada fase (LANGER et al., 2003).

A dessolvatacdo seguida por coacervagdo (FIGURA 6) se caracteriza como método de
facil manuseio, poucas etapas e de alto controle do tamanho e homogeneidade das
nanoparticulas formadas. Este método consiste em solubilizar o polimero (albumina) em agua
destilada e manter sob constante agitacdo. Em seguida adiciona-se a0 meio aquoso a droga
dissolvida em solvente capaz de realizar a dessolvatagdo, por exemplo, o etanol. O agente
reticulante glutaraldeido tem papel fundamental em estabilizar o complexo formado entre as
macromoléculas de albumina. Em seguida, a solucdo, agora com o polimero, droga e o agente
reticulante, sdo deixados sob agitacdo constante durante um periodo pré-determinado,
normalmente 24 horas. Ao final deste periodo, devem-se avaliar as propriedades dos
aglomerados obtidos, pois sdo sensiveis a varia¢des no processo da sintese, isto é, velocidade
de adicdo das solugdes, concentracdo dos solutos e reagentes, além de temperatura e pH do
meio. Este processo pode ser empregado para producdo de nanoparticulas com farmacos
encapsulados assim como para nanoparticulas de albumina vazias, utilizadas para avaliacdo

do controle negativo.
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FIGURA 6. OBTENCAO DE NANOPARTICULAS ATRAVES DO METODO DE DESSOLVATAGAO-
COACERVACAO.
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Apesar da grande importancia da albumina como polimero carreador de farmacos, ndo
hd ainda nenhuma formulacdo associada com capsaicina. A maior parte dos estudos
desenvolveu nanoparticulas para administracdo transdérmica com particulas hibridas lipideo-
polimero (CONTRI et al., 2011; PINAKI et al., 2013), nanocarreadores lipidicos
(AGRAWAL et al., 2015; RAZA et al., 2014) e hidrogéis de quitosana com solucdo alcodlica
de capsaicina (CONTRI et al., 2014). Nenhum destes nanocarreadores obteve didametro da
particula maior do que 160 nm e a menor porcentagem de eficiéncia de encapsulacdo (%EE)
foi de 87,4%. Apesar dos promissores resultados de caracterizacdo fisico-quimica, estas
formulacdes sdo de uso exclusivo topico, sem a possibilidade de administracdo sistémica.

A fim de resolver este problema farmacocinético da capsaicina, algumas formulagdes
também foram planejadas para uso oral, como por exemplo, os polimeros de policaprolactona,
poli(lactideo-co-glicolideo) e &cido poli(lactico), porém, estes apesar de apresentarem bons
valores médios de didmetro (160 nm), demonstraram baixissima %EE (22%) (KIM et al.,
2011; JIANG et al., 2015). Resultados similares foram observados no estudo de Peng e
colaboradores (2015), onde o polimero metoxi poli(etilenoglicol)-poli(e-caprolactona)
(MPEG-PCL), caracteriza-se com diametro de 82,54 + 0.51 nm, mas possui %EE baixissima,
apenas 14%. Por outro lado, as nanoparticulas lipossomais constituidas por fosfolipideos,
colesterol, colato de sodio e miristato isopropilico obtiveram didmetro de 52,2 £ 1.3 nm e

%EE de aproximadamente 90% (ZHU et al., 2015). Entretanto, particulas lipossdmicas sdo
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reconhecidas no plasma por proteinas plasmaéticas, tais como opsoninas (e.g. imunoglobulinas
e fibronectina), HDL e LDL. As opsoninas conseguem reconhecer e eliminar os lipossomos,
enquanto que, HDL e LDL interagem com lipossomos, desestabilizando-o0s. A interacdo com
estas lipoproteinas causa transferéncia de lipideos e rearranjo na superficie dos lipossomas.
Isto frequentemente induz deplecdo de lipideos, lise do lipossoma e rapido liberacdo da
substancia carreada (GIUSEPPINA et al., 2015). Além disso, o didmetro reduzido pode levar
a um acumulo hepético do farmaco, prejudicando a distribuicdo até os sitio de acéo.

Avaliacdes in vitro das propriedades anti-amiloide (ANAND et al., 2016) e de
mucoadesdo estomacal (TACHAPRUTINUNA et al., 2013) também foram feitas para
polimeros de prata e com 4 nanocarreadores diferentes (N-succinilquitosana, alginato,
etilcelulose e uma mistura de metilcelulose e etilcelulose), respectivamente. Entretanto, estas
formulacGes ndo foram planejadas para direcionamento passivo a tumores.

Deste modo, criar um nanofarmaco que utilize a albumina bovina (menor custo que a
homologa humana) para carrear a capsaicina com o objetivo de melhorar a farmacocinética e
reduzir os danos sobre células saudaveis seria uma Gtima opcdo de desenvolvimento

tecnoldgico para um futuro medicamento.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVOS GERAIS

1. Desenvolver nanoparticulas de albumina com capsaicina

2. Auvaliar o potencial farmacoldgico dessas nanoparticulas

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Desenvolvimento e validagdo de um método por CLAE para identificacdo e
quantificacdo da capsaicina

2 - Adaptar técnicas de sintese para obter uma nova formulacdo com nanoparticulas de
albumina com capsaicina

2 - Caracterizar por métodos fisico-quimicos e microscopicos a formulagéo
desenvolvida

3 - Avaliar a estabilidade das nanoparticulas e liberacdo in vitro da capsaicina

4 - Mensurar a atividade antioxidante da capsaicina livre e nanoencapsulada

5 - Investigar in vivo a expressao de citocinas induzidas pelas capsaicinas livre e
nanoencapsulada

6 — Avaliar a toxicidade da capsaicina livre e nanoencapsulada em modelos in
vivocom animais sadios

7 — Avaliar in vitro o potencial citotoxico da formulacdo sobre células tumorais

8 - Gerar um produto inovador com potencial terapéutico e de comercializacéo
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3 MATERIAIS E METODOS

A fim de atingir os objetivos propostos para o estudo, as etapas metodologicas foram
divididas em seis partes distintas, porém dependentes entre si:
3.1 Equipamentos, materiais e reagentes
3.2 Desenvolvimento e validacdo do método analitico;
3.3 Desenvolvimento e caracterizacdo das nanoparticulas;
3.4 Experimentos in vitro para determinacdo da atividade antioxidante e cinética de liberacao
da capsaicina;
3.5 Testes in vivo para avaliar a toxicidade e expressao de citocinas;
3.6 Testes in vitro para avaliar a atividade antitumoral.

A aquisicdo dos reagentes, custeio de viagens, materiais e animais experimentais
foram realizados por financiamento do proprio aluno com auxilio da bolsa de estudo de
doutorado fornecida pelo 6rgdo de fomento Capes ao Programa de Pds-Graduacdo em

Medicina Interna e Ciéncias da Saude.

3.1 EQUIPAMENTOS, MATERIAIS, ANIMAIS E CELULAS

Varios equipamentos utilizados no decorrer desta pequisa foram gentilmente cedidos
ou disponibilizados por laboratorios, departamentos e instituicdes diferentes. Portanto, junto a
identificacdo de cada equipamento estard também a descricdo do laboratério, o qual

disponibilizou o equipamento.

EQUIPAMENTOS:

=  Vortex QL-901 - Vertex® (Laboratério de Nanotecnologia - Departamento de Farmécia/
UNICENTRO)

= Light Scattering Particle Size Analyser 90 PLUS - Brookhaven® (Laboratorio de
Nanotecnologia - Departamento de Farméacia/ UNICENTRO)

= Cromatografia liquida de alta eficiéncia Waters 2695 - Alliance® (Laboratério de
Nanotecnologia - Departamento de Farméacia/ UNICENTRO)

= Incubadora com agitacdo orbital - Quimis® (Laboratério de Nanotecnologia -
Departamento de Farmacia/ UNICENTRO)
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Lavadora ultra-s6nica - Unique® (Laboratério de Nanotecnologia - Departamento de
Farmécia/ UNICENTRO)

Aparelho automatizado Flexor E da Vital Scientific® (Laboratério Mestre de andlises
clinicas, Guarapuava, PR)

Equipamento para andlise do potencial zeta — ZetaSizer ZS, Malvern (Departamento de
Quimica - DEQ, UNICENTRO)

pHmetro pH/mV/TDS/Temp.meter 86505 - AZ® (Laboratorio de Nanotecnologia -
Departamento de Farmacia/ UNICENTRO)

Balanga analitica - BEL engineering® (Laboratdrio de Nanotecnologia - Departamento de
Farmacia/ UNICENTRO)

Centrifuga - HERMLE® (Laboratério de Nanotecnologia - Departamento de Farméacia/
UNICENTRO)

Liofilizador LD1500 - TERRONI Equipamentos Cientificos® (Laboratério de
Nanotecnologia - Departamento de Farmacia/ UNICENTRO)

Bomba a vacuo TE-058 - TECNAL® (Laboratério de Nanotecnologia - Departamento de
Farmacia/ UNICENTRO)

Millipore - Milli-Q® (Laboratério de Nanotecnologia - Departamento de Farmacia/
UNICENTRO)

Pipeta Confort calibre 100 - 1000ul - Discovery® (Laboratério de Nanotecnologia
Departamento de Farmacia/ UNICENTRO)

Pipeta Confort calibre 10 - 100ul - Discovery® (Laboratério de Nanotecnologia
Departamento de Farmécia/ UNICENTRO)

Pipeta Confort calibre 2 - 20ul - Discovery® (Laboratério de Nanotecnologia
Departamento de Farmacia/ UNICENTRO)

Micropipeta Confort calibre 1 - 10pl - Discovery® (Laboratorio de Nanotecnologia
Departamento de Farmécia/ UNICENTRO)

Calorimetria exploratoria diferencial SDT Q600 TA Instruments® (Departamento de
Fisica - DEFIS, UNICENTRO)

Microscopio Eletrénico de Varredura JEOL JSM 6360-LV (Centro de Microscopia
Eletronica da Universidade Federal do Parand)

Microscopio Eletronico de Transmissdo JEOL JEM 1200EX-I1 acoplado a camera de alta
resolucdo CCD Gatan Orius SC1000B (Centro de Microscopia Eletronica da

Universidade Federal do Parana)
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Coluna fase reversa C18 (25cm X 4mm) de tamanho de particula 5 um — Xterra Waters®
(Laboratorio de Nanotecnologia - Departamento de Farméacia/ UNICENTRO)

Aparelho de Infravermelho Nicolet IR200 FT-IR Thermo Scientific, EUA (Departamento
de Quimica - DEQ, UNICENTRO)

Difratdmetro de raios X Bruker — Mod. D2 PHASER (Departamento de Quimica - DEQ,
UNICENTRO)

Aparelho hematoldgico automatizado Abx Micro 60, Horiba - ABX SAS® (Laboratdrio
Mestre de analises clinicas, Guarapuava, PR)

Estufa Microprocessada de CO? Quimis® (Laboratério de Nanotecnologia -
Departamento de Farmécia/ UNICENTRO)

Citdbmetro de fluxo C6 CSampler, BD Accuri® (Laboratorio de Biologia Molecular e
Virologia - Departamento de Farmacia/ UNICENTRO)

Espectrofotometro ultravioleta FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader, Molecular
Devices® (Laboratdrio de Nanotecnologia - Departamento de Farmacia/ UNICENTRO)
Capela de fluxo Bio Seg 09, Grupo Veco® (Laboratério de Nanotecnologia -
Departamento de Farmacia/ UNICENTRO)

MATERIAIS E REAGENTES:

Acetonitrila grau CLAE CAS n° 75-05-8 - EMD Millipore Corporation®
Metanol grau CLAE CAS n° 67-56-1, Tedia®

Alcool etilico absoluto 99,5% P.A. - Biotec Reagentes Analiticos®

Alcool etilico 70%

Membranas filtrantes (acetato de celulose 0,22 um e PTFE 0,45 pum) Millipore®
Kit bioquimico, Labtest Diagndstica SA®

Kit pandtico rapido, Laborclin®

Brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazélio, Sigma-Aldrich®
Penicilina >98.0%, Sigma-Aldrich®

Estreptomicina BioReagent, suitable for cell culture, Sigma-Aldrich®
Capsaicina >90% Galena Industria e Comércio LTDA.

Capsaicina P.A. >99.0% 12084, Sigma-Aldrich®

Glutaraldeido 50%, SP Labor Equipamentos de Laboratério®

Ketamina (Dopalen injetavel), ampola com 10 mL, Ceva Brasil®

Xilazina (Anazedan injetavel), ampola com 10 mL, Ceva Brasil®
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= Saco de ragdo 20 Kg, Nuvilab®

= Seringa 5mL sem agulha, BD Plastipak®

= Agulhas de 0,55 mm

= Meio de cultura Dulbecco modificado por Iscove’s, Sigma-Aldrich®
= Agulhas de 0,7 mm

= Azul de Trypan 0,4%, Sigma-Aldrich®

= Soro fetal bovino 10%, Gibco®

» kit BD® CBA Mouse Th1/Th2

= Saco de maravalha de 30 Kg

» Tubos BD Vacutainer® SST® Il Advance® de 5 mi
» Tubos BD Vacutainer® EDTAK2 de 2 ml

ANIMAIS E LINHAGEM CELULAR:
» Ratos wistar machos com 8 semanas de vida e peso de 280+-25 g (Biotério da
Pontificia Universidade Catélica/Parand)
= Células de melanoma murino, B16-F10 (ATCC)

3.2 DESENVOLVIMENTO E VALIDAGCAO DO METODO ANALITICO

O desenvolvimento da técnica analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) foi realizado com o objetivo de padronizar um método de quantificacdo para a
capsaicina. Este método determinou parametros fundamentais na caracteristica das
nanoparticulas como eficiéncia de encapsulacdo (%EE) e a cinética de liberacdo do farmaco
in vitro. Para tanto, foi necessario validar a robustez, linearidade, exatiddo, especificidade,
precisdo, limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ). Estes parametros foram analisados
segundo as normas da International Conference on Harmonization (ICH) (2005) e da
resolucdo R.E. 899, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003).

Vérias condi¢cdes cromatograficas foram testadas a fim de investigar os melhores
pardmetros para a quantificacdo da capsaicina em CLAE. Para determinar a fase movel
investigou-se a qualidade do pico (intensidade e uniformidade) da solucdo de 50 pg/ml de
capsaicina com as fases agua:acetonitrila (GUO et al., 2015), metanol:acetonitrila (COLLINS
et al., 1995) e metanol:4gua (WAITE; ANDREW), alterando a concentracdo dos solventes em

5% para cada leitura. Por exemplo, as propor¢fes metanol:dgua, metanol:acetonitrila e
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agua:acetonitrila foram avaliadas (n = 3) em 19 concentracdes diferentes cada fase movel
mencionada, i.e., 5:95; 10:90:15:85; 20:80; 25:75; 30:70; 35:65; 40:60; 45:55; 50:50; 55:45;
60:40; 65:35; 70:30; 75:25; 80:20; 85:15; 90:10; 95:5. A solucdo com capsaicina foi sempre
preparada nas mesmas proporcdes da fase movel avaliada, ou seja, se a fase movel utilizada
na leitura fosse 25:75 (agua:acetonitrila), a capsaicina seria dissolvida em meio com 25% de
agua e 75% de acetonitrila, por exemplo. Outro parametro analisado foi o volume de injecéo
da amostra no CLAE, o qual quatro volumes diferentes foram testados, 10; 25; 50 e 100 pL
de amostra por injecdo. As temperaturas da coluna e amostra em 25°C, o tipo da coluna
(coluna fase reversa C18, 25cm X 4mm), tempo de corrida de 8 minutos e absorbancia no
detector ultravioleta acoplado ao CLAE em 280 nm foram mantidos.

Preparou-se solucdes-mae de capsaicina 10 mg/mL (Galena®) diluidas em etanol.
Estas solucbes foram fracionadas para 50 pg/mL nas mesmas proporcGes dos solventes
utilizados como fase mével em cada anélise e procedeu-se a leitura. O volume de solu¢do-mae
restante foi acondicionado em frascos vials a 4 °C em geladeira e ao abrigo da luz.

Apbs definir a melhor fase movel para identificar o farmaco proceder-se-ia a curva de
calibracdo com a amostra de capsaicina da empresa Galena®. Porém, como este produto nédo
especificava a pureza de capsaicina dentro do lote adquirido tornou-se necessario realizar com
a fase movel, pré selecionada entre as testadas, uma curva de calibragio com oito
concentragdes (200; 100; 50; 25; 10; 5; 2,5 e 0,75 pg/ml) com padrdes de capsaicina de alta
pureza >99.0% para determinar a concentracdo do lote adquirido da empresa Galena.

Apds obter o conhecimento do grau de pureza da capsaicina (Galena®), procedeu-se
para a realizacéo da curva de calibracdo com a amostra. Para isto utilizou-se a solu¢do padréo
(solucdo-mae) que estava armazenada na geladeira, por tempo ndo maior do que 10 dias, a
qual foi diluida na proporcdo dos solventes selecionados como fase mdvel, obtendo oito
concentragOes diferentes (200; 100; 50; 25; 10; 5; 2,5 e 0,75 ug/ml). Antes da injecdo, 0s
padrdes e as amostras foram filtrados através de um filtro de tamanho de poro de 0,22 um
(Millipore®) para evitar danos a coluna cromatografica.

3.2.1 VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO
Os parametros de linearidade, seletividade, preciséo, exatiddo, robustez, LQ e LD

foram determinados pela analise da curva analitica da capsaicina (Galena®), amostra que sera

utilizada até o fim do experimento. A linearidade foi determinada com base no calculo de
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regressdo linear empregando minimos quadrados, a partir da construgdo de uma curva
analitica (&rea do pico versus concentracdo da amostra) utilizando-se seis solu¢des-padrdo (n
= 3) de capsaicina (200, 100, 50, 25, 10 e 5 ug/mL) em uma mistura de metanol:agua (85:15,
v/v), fase mdvel selecionada entre as testadas. Julga-se satisfatoria a linearidade do grafico
quando o coeficiente de correlacdo da reta obtida nédo € estatisticamente diferente da unidade
9, sendo a correlacdo fortissima quando o R é maior do que 0,91 e menor que 0,99. Segundo a
ANVISA métodos analiticos bioanaliticos devem apresentar valores de 0,99 e 0,98,
respectivamente (BRASIL, 2003).

A seletividade foi avaliada por comparagdo dos cromatogramas representativos de
amostras contendo possiveis substancias interferentes (excipientes utilizados na composicao
de nanoparticulas, i.e. etanol, glutaraldeido e albumina) e amostras contendo somente
capsaicina. Este estudo é fundamental para avaliar possiveis alteracdes nos picos do
cronatograma da capsaicina, os quais podem modificar o tempo de retencéo e intensidade dos
resultados.

A precisdo foi analisada por dois métodos, intra-corrida (repetibilidade) e inter-
corridas (precisdo intermediaria). No primeiro, avaliaram-se quatro diferentes concentracdes
padrdo (100, 50, 25 e 10 ug/mL) repetidas vezes (n = 3), no mesmo dia, e em curto espaco de
tempo entre as leituras. A precisdo intermediaria foi observada pela anélise das amostras em
triplicata por trés dias diferentes. Os resultados foram expressos como média + desvio padréo
(DP) e desvio padréo relativo (DPR, calculado como a razdo do (DP (intervalo de dados) /
média (intervalo de dados)) *100).

A exatiddo, definida como a concordancia entre o valor real do analito na amostra e o
estimado pelo processo analitico, foi determinada calculando a porcentagem de recuperacao
da capsaicina em trés niveis de concentracdo e a determinacéo de seu DPR (EQUACAO 1). O
valor da concentracdo média obtida para cada nivel foi comparado com o valor tedrico, que
foi considerado ser 100%. O método é considerado validado quando os desvios de precisdo e
exatiddo sdo inferiores ou iguais a 15% para cada nivel de concentracdo, exceto para o nivel
referente ao limite inferior de quantificacdo, que pode ser de no méximo 20%. (BRASIL,
2012).

EQUACAO 1. FORMULNA UTILIZADA PARA DETERMINACAO DA RECUPERACAO DA AMOSTRA
NO TESTE DE EXATIDAO.

Recuperacdo = (concentracdo média experimental / concentracao tedrica) x 100
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A andlise de LQ e o LD foram baseados em uma curva analitica propria obtida a partir
da leitura das concentracGes em triplicata dos padrdes de 200; 100; 50; 25; 10; 2,5 e 0,75
pug/mL. Para sua determinacdo foram utilizados os valores da inclinacéo da curva (slope) e o

desvio-padréo do intercepto com eixo y, de acordo com as equancdes abaixo (EQUACAO 2).

EQUAGCAO 2. FORMULAS UTILIZADAS PARA CALCULAR O LD (A) LQ (B).

(@ LD=33x06/S (b) LQ=10xo/S

Notas : X é o desvio padrdo médio do intercepto com o eixo y ¢ s € a inclinagdo da curva analitica ou

slope.

A robustez avalia a constancia do método a pequenas e deliberadas variagcGes dos
parametros analiticos. Para isso, alterou-se a temperatura da coluna e da amostra (de 25 °C
para 30 e 20 °C) e a velocidade de fluxo (de 1 mL/min para 0,9 e 1,1 mL/min). Os resultados

foram expressos em porcentagem de recuperacéo e DPR.
3.3 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Dentre os varios métodos possiveis para o desenvolvimento de nanoparticulas,
selecionou-se 0 de coacervacgdo otimizado por Langer e colaboradores (2003). A albumina
sérica bovina foi solubilizada em &gua destilada (2 mL) e mantida sob agitacdo constante
(200 rpm). Em seguida, com o auxilio de bureta, a capsaicina solubilizada em etanol (7 mL)
foi adicionada por gotejamento a solucdo até a observacdo da turvacdo da amostra, ponto
caracteristico de dessolvatacdo no método. Ainda sob agitacdo, 51 uL do agente reticulante
(glutaraldeido) foi adicionado de forma lenta (17 pL a cada 10 segundos). A solucdo foi
permaneceu sob agitacdo e temperatura constantes mantendo os 200 rpm a 25 °C durante 24h.
A técnica utilizada segue o que foi descrito na FIGURA 6. Este mesmo procedimento foi

utilizado para obter nanoparticulas vazias de albumina e polimeros carreando a capsaicina.
3.3.1 DEFINICAO DOS PARAMETROS

Como ja sabido, as condi¢des do meio sdo fatores criticos para a caracteristica final

dos polimeros formados. Se baseando nesta constatacdo tornou-se necessario realizar uma
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andlise fatorial do tipo 4 X 2 para definir qual a influéncia que cada parametro exerce para se
obter as condigdes ideais (nanoparticulas com aproximadamente 200 nm, alta homogeneidade
e porcentagem de eficiéncia de encapsulacdo, %EE). As variaveis analisadas sdo divididas em
independentes e dependentes e podem ser observadas na TABELA 4. Para a variacao dos pHs
para 8 e 9 foi utilizado tampéao fosfato em concentracdo adequada para se obter os valores
pretendidos.

Os outros parametros possiveis de variacdo como velocidade e tempo de agitacao,
temperatura de incubacdo e solventes utilizados, foram mantidos como o preconizado por
Langer et al. (2003) devido a prévia validacdo desses componentes. A combinagdo da analise
fatorial 4 X 2 gerou 36 formulagfes distintas, as quais foram sintetizadas em triplicata e

avaliadas as variaveis dependentes.

TABELA 4. PARAMETROS UTILIZADOS NO ESTUDO DE DELINEAMENTO FATORIAL.

Variaveis independentes Valores
8 e 20%
Variacgédo do pH 7,8e9
Velocidade de adicdo da solucdo etanodlica 1;1,5e 2,0 ml/min
Concentracdo da albumina 3,33 e 6,66 mg/mg
(mg de albumina/mg de capsaicina)

Variaveis dependentes Valores desejados
%EE > 80%
Diametro das nanoparticulas Desejado préoximo a 200 nm

Os dados estatisticos obtidos referentes as variaveis dependentes foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) com desdobramento dos graus de liberdade, seguido do teste
de Tukey, e foram consideradas significativas com p < 0,05. O teste Tukey foi realizado
segundo a EQUACAO 3. De acordo com o teste de Tukey, duas médias sio estatisticamente
diferentes toda vez que o valor absoluto da diferenca entre elas for igual ou maior que a dms
(VIEIRA; HOFFMANN, 1989). A escolha do Teste de Tukey se deu devido a exatiddo e
simplicidade do método quando o nimero de repeticdes € o mesmo para todos os tratamentos,
fato ocorrido nesta andlise fatorial. Além disso, este teste é empregado para comparar todo e

qualquer contraste entre duas medias de tratamentos.
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EQUACAO 3. FORMULA UTILIZADA PARA O TESTE DE TUKEY.

dms=q \/QMR/n

Nota: g é o valor dado na tabela ao nivel de significancia estabelecido,QMR é o quadrado médio do residuo da
analise de variancia e n é o nimero de repeticfes de cada um dos tratamentos, dms é a diferenca minima

significativa.
3.3.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOPARTICULAS

Esta etapa se dividiu em eficiéncia de encapsulacdo, diametro e morfologia das
nanoparticulas, difracdo de raios-X, espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier, calorimetria diferencial de varredura, potencial Zeta e estabilidade das

nanoparticulas.
3.3.2.1 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO (%EE)

Para separar a capsaicina ligada aos polimeros da fracdo ndo-encapsulada procedeu-se
uma analise do sobrenadante ap6s dois processos de lavagens com agua destilada e
ultracentrifugacdo das formulagdes (duas centrifugactes de 12.000 rpm por 30 min). Retirou-
se uma aliquota do sobrenadante diluindo-a (1:100) em metanol e &gua (85:15, v/v). Em
seguida, a amostra foi filtrada em membrana de poro 0,22 um e analisada por CLAE
(TOPICO 3.2) para determinar a quantidade de capsaicina livre no sobrenadante e,
consequentemente quantificar de forma indireta a capsaicina carreada pelo polimero que se
manteve no precipitado ap6s a centrifugacdo. As analises foram realizadas em triplicata para
cada lote de polimero produzido. A eficiéncia de encapsulacao (EE%) foi determinada a partir
da EQUACAO 4.

EQUACAO 4. FORMULA PARA DETERMINAR A EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO.

EE% = (CAPSAICINA inicial - CAPSAICINA livre) / CAPSAICINA inicial x 100
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3.3.2.2 DIAMETROS E MORFOLOGIA DAS NANOPARTICULAS

A determinacdo do diametro das particulas e o seu indice de polidispersdo (IP) foi
realizada inicialmente pela técnica de Dynamic Light Scattering (DLS). Ap6s a etapa de
centrifugacdo do meio reacional para retirar as impurezas e substancias ndo englobadas pelo
polimero, o precipitado foi novamente ressuspenso. Aliquota de 10 pL foi entdo retirada deste
meio, diluida em 1,5 mL de agua destilada e, enfim, analisada pelo DLS. As medidas foram
feitas a 25 °C com angulo de 90° e comprimento de onda 660 nm.

Para analises da morfologia e caracteristicas estruturais determinantes na distin¢éo do
polimero como nanocapsula ou nanoesfera utilizou-se a microscopia eletronica. As anélises
foram realizadas no Centro de Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Parana
(CME - UFPR). Dois microscépios foram utilizados, microscépio eletronico de transmissao e
eletronico de varredura com magnificacdo da amostra para 60.000 vezes.

As amostras analisadas foram divididas em dois grupos (com trés lotes diferentes por
grupo), nanoparticulas de albumina com capsaicina e nanoparticulas de albumina vazias (sem
a adicdo da droga). As amostras em solucdo foram inicialmente centrifugadas a
20.000 rpm/20 min, descartou-se o0 sobrenandante e, pequena fracdo (10 pL) da amostra
precipitada foi adicionada ao suporte porta-amostras do microscopio (stub) e espalhada
uniformemente, onde permaneceu por 4 horas a temperatura ambiente (dentro do dessecador)
até a completa secagem. A leitura foi realizada em triplicata com trés lotes diferentes de

nanoparticulas para cada microscopio.

3.3.2.3 DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

As medicdes de DRX foram realizadas no Laboratorio de Materiais e Compostos
Inorganicos da UNICENTRO (LabMat/UNICENTRO) utilizando radiacdo Cu Ka em
comprimento de onda de 1,54 A & temperatura ambiente. A voltagem e a corrente aplicada
foram de 40 kV e 20 mA, respectivamente. As amostras de capsaicina livre e nanoparticulas
de capsaicina foram acondicionadas em um suporte de amostras de vidro e digitalizados a

partir de 5 a 60° em um angulo de 2° min-1,
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3.3.2.4 ESPECTROSCOPIA INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER
(EI-TF)

A andlise de espectroscopia de infravermelho transformada de Fourier foi realizada no
Departamento de Quimica da UFPR. Para esse ensaio, as amostras, previamente secas a
temperatura ambiente, foram preparadas em pastilhas de brometo de potéssio (KBr) e
analisadas na faixa de 700 a 1000 cm™, resolucio de 4 cm™. Este preparo se deu pela
homogeneizacdo da amostra com KBr isento de umidade e compressdo dos materiais (amostra
de polimeros e KBr) em pressa hidraulica com controle manual. Os espectros obtidos a partir
da anélise da capsaicina livre foram comparados com os espectros de nanoparticulas de

albumina vazias.

3.3.2.5 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

Anélises de DSC foram conduzidas visando avaliar as interacfes entre a capsaicina e o
polimero de albumina. Desta forma primeiro obteve-se o grafico para a capsaicina livre a fim
de definir o perfil de degradacdo da substancia. Em seguida, o resultado foi comparado com a
amostra de capsaicina nanoencapsulada em albumina.

As curvas de DSC foram realizadas no intervalo de temperatura de 0 até 250 °C,
utilizando capsulas de aluminio seladas hermeticamente, com massa de amostra em torno de
3,0 g, razdo de aquecimento de 12,5 °C/min e atmosfera dindmica de nitrogénio com vazao de
50 mL/min.

3.3.2.6 POTENCIAL ZETA (PZ)

A medida do PZ das dispersdes de nanoparticulas em agua foram determinados por
anemometria laser Doppler. As amostras foram acondicionadas em uma célula eletroforética a
25 °C, onde um potencial de = 150 mV foi estabelecido. Os valores potenciais foram
calculados como a média e DP dos valores da mobilidade eletroforética, repetidas 12 vezes.

3.3.2.7 ESTABILIDADE DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas de albumina vazias e com capsaicina foram avaliadas semanalmente

durante 90 dias, em triplicata, por trés amostras distintas (nanoparticulas congeladas a -4 °C,
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refrigeradas a 5 °C e sujeitas as mudancas de temperatura do ambiente). Os parametros
analisados foram didmetro médio, IP e liberacdo da capsaicina.

As analises de didmetro médio e IP foram realizadas no DLS utilizando a mesma
técnica previamente descrita. Ja o valor da quantidade de capsaicina que estava sendo liberada
sob repouso ao longo dos dias foi obtido utilizando a equacdo da reta da linearidade
construida na etapa analitica (TOPICO 3.2).

3.3 EXPERIMENTOS IN VITRO PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE E CINETICA DE LIBERACAO DA CAPSAICINA

Para os estudos in vitro buscou-se avaliar duas propriedades das nanoparticulas, uma
possivel atividade antioxidante tempo-dose-dependente além da cinética de liberacdo do
farmaco. O conhecimento da velocidade e constancia da liberagdo nos permite criar um
modelo de flutuagdo plasmatica da droga a partir do carreador, o que ampliaria o

conhecimento para a determinacdo de um possivel regime terapéutico.

3.3.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O teste antioxidante foi realizado pela técnica de descolaragdo do cétion radical do
ABTS (2,29-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)), também conhecido como
teste do radical ABTSe+ descrito por Re e colaboradores (1999). A formacdo do radical
(ABTSe<+) ocorre ao incubar o agente redutor (persulfato de potassio) com ABTS. O cétion
radical absorve em 734 nm no ultravioleta e a reducdo desta absorbancia caracteriza menor
concentracdo do ABTSe+ no meio, ou seja, efeito antioxidante (Re et al., 1999).

Os testes foram realizados em tempos fracionados (0,5; 1; 3; 12; 24; 36; 48; 72h) com
as capsaicinas livre e nanoparticulada em sete concentracGes diferentes (98; 43; 25; 10; 1; 0,1;
0,025 pg/mL), além de nanoparticulas de albumina vazia. O objetivo desta avaliagdo &
determinar o0 efeito antioxidante tempo-dose dependente das formulagdes e,
consequentemente, ter uma ideia prévia da velocidade de liberacdo da capsaicina a partir do
nanopolimero.

A preparacdo do radical (ABTSe+) € realizada pela mistura aquosa de ABTS (7 mM) e
persulfato de potéssio (2,45 mM) incubada a temperatura ambiente e com auséncia de luz por

12 h. No momento do uso, o produto resultante foi diluido em tampédo fosfato 50 mM (pH
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7,4) até obter absorbancia proxima a 0,70 em 734 nm. A partir deste ponto, as diferentes
concentragOes foram incubadas em triplicata, com seus respectivos tempos.

A complexagdo entre o ABTSe+ e as amostras foi medida pelo decréscimo da
absorbancia ap6s 30 min de incubacdo, em um leitor de microplacas. A quantificacdo da
atividade antioxidante foi calculada como porcentagem de inibi¢do do ABTSe+, de acordo
com a EQUACAO 5.

EQUACAO 5. FORMULA UTILIZADA PARA CALCULAR O POTENCIAL ANTIOXIDANTE NO
METODO DE RADICAL ABTS.

Inibicdo = (Ac— Aa) / Ac

Note: Ac é a absorbancia do controle e Aa é a absorbancia da amostra. Os resultados sdo sempre tratados como
madulo.

3.3.2 LIBERACAO IN VITRO

O perfil de liberacdo in vitro da capsaicina a partir das nanoparticulas foi determinado
utilizando o sistema de células de difusdo de Franz. Antes da realizacdo do ensaio foram
feitos testes para assegurar a solubilidade da droga no meio e obter o meio em condigdes sink.
Em seguida, uma quantidade de solucdo de nanoparticulas com capsaicina (1 mg/mL) foi
misturada a 12 ml de tampao fosfato salino (PBS, pH 7.4, 50 mM) e 1% de PVA, adicionado
para garantir a solubilidade no meio.

O meio receptor previamente desgaseificado foi adicionado a cmara receptora e
mantido sob agitagdo constante (200 rpm) na temperatura de 37 £ 0,5 °C, utilizando um
banho de circulacdo de agua. Entre as camaras doadoras e receptoras foi utilizada uma
membrana de acetato de celulose com poros de 0,22 um. Sobre a membrana foram colocados
volumes especificos de nanoparticulas que continham quantidades conhecidas de capsaicina
(200 pg). Aliguotas de 500 pL foram coletadas em tempos pré-determinados (0,5; 1; 2; 4; 6;
8; 12; 24; 36; 48; 60 e 72 h) e sujeitas a ultracentrifugacéo (15.000 rpm/20 min). Sempre que
um volume foi coletado para analise, outro volume igual de meio de dissolucéo foi inserido a
fim de se manter as condicdes constantes na célula.

A liberacdo acumulada de capsaicina foi calculada (n = 3) pela determinacdo da
quantidade de farmaco no meio receptor determinado pelo método analitico desenvolvido
anteriormente. O tempo de liberagdo de 50% (t50 %) foi obtido matematicamente a partir da

equacéo da linha de regresséo.
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3.4 ESTUDOS IN VIVO

O estudo in vivo foi aprovado pelo Comité de Etica de Utilizacdo Animal (CEUA) da
UNICENTRO com o n° 038/2014 (Port. 1.351/2014 GR/UNICENTRO). Inicialmente foram
adquiridos 40 ratos Wistar machos com 8 semanas de vida e peso de 280+-25 g. Eles foram
acondicionados em duplas por gaiolas com &gua e comida ad libitum, temperatura de 25 °C e
ciclo diurno-noturno controlados. Estes animais foram divididos em 4 grupos: G1, G2, G3 e
G4, os quais receberam por gavagem soluc@es diferentes. Isto €, G1 foi experimentado com
solugdo etanolica de caspsaicina livre (CL), G2 recebeu solugdo de capsaicina
nanoencapsulada em albumina (NC), enquanto G3 e G4 foram os controles negativos
avaliados com nanoparticulas de albumina vazias (NV) e apenas colucdo etandlica (veiculo),
tendo todos 0s grupos 8 animais cada.

Antes de iniciar os testes, foram realizadas avaliagfes piloto com 8 animais para
definir as doses intraperitoniais, tempo de administracdo e a expressdo de citocinas
inflamatdrias com solucgéo etandlica de CL (1 mL) variando as concentragcdes. Administracdes
diarias de capsaicina por dias consecutivos nas doses de 5, 25, 50 e 60 mg/kg foram avaliadas
por citometria de fluxo durante 15 dias (2 ratos por grupo), realizando pungdes de 1 mL de
sangue nas horas 0 (antes da primeira aplicacdo) e, 24, 48, 72, 120, 240 e 360h (apds a
aplicagdo). A partir deste resultado foi selecionado o regime terapéutico que possa ocasionar
alguma influéncia sobre a quantificacdo das citocinas estudadas (TNF-alfa, IFN, IL-2 e IL-4).

Cada rato teve seu peso aferido e recebeu injecdo intraperitoneal diaria com volume de
1,0 ml durante 3 dias consecutivos (concentracdo da droga e quantidade de dias de
experimento foram definidos ap6s as avaliagdes piloto). Trés horas apds a Ultima aplicacdo, o
sangue foi obtido por puncéo cardiaca para analises bioquimica, hematoldgicos e da expressdo
de citocinas, além da eutanasia dos animais seguida da retirada de alguns orgdos (coracéo,

figado, pulmado, testiculo, rins e bago) encaminhados para andlise histoldgica.

3.4.1 EXPRESSAO DE CITOCINAS

A avaliagdo da expresséo de citocinas foi realizada a partir da coleta de sangue dos
ratos e procurou avaliar a influéncia da administracdo aguda da capsaicina sobre as
concentragOes plasmaticas de TNF-alfa, IFN, IL-2 e IL-4. Esta avaliacdo pode ser dividida em

trés etapas, coleta, preparo da amostra e do reagente e, por fim, realizagdo do ensaio. Todas as
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etapas foram realizadas no mesmo dia, dentro de um periodo maximo de 12 horas, desde o
inicio da coleta até o ultimo exame.

Quatro grupos, sendo 2 grupos controles (NV e veiculo) e dois experimentais (NC e
CL) serviram de matriz para as amostras de plasma. Nos grupos experimentais, 0s ratos
receberam por via intraperitoneal a dose de 50 mg/kg de capsaicina. Trés horas apds a Ultima
administracdo do terceiro dia de experimento realizou-se a coleta sanguinea por puncgao
cardiaca, sendo os animais anestesiados com a associa¢do de xilazina (5 mg/kg) e ketamina
(40 mg/kg). Aproximadamente 5 mL de sangue foram coletados de cada animal, no entanto,
uma quantidade minima (< 1mL) foi necessaria para a avaliacdo das citocinas, enquanto a
maior parte foi direcionada para os exames bioquimicos e hematoldgicos. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 2500 rpm e encaminhadas para a mistura com os reagentes da
citometria de fluxo

Para que a analise possa ocorrer por citometria de fluxo foi realizada uma prévia curva
de calibracdo com concentracdes diferentes de citocinas ligadas aos seus beads, método
conhecido como CBA (Cytometric Bead Array) (MITELMAN et al., 2009). Apds a fase de
coleta dos materiais sanguineos os padrdes liofilizados das citocinas do kit BD® CBA Mouse
Th1/Th2 foram reconstituidos e diluidos de maneira seriada antes da mistura com os beads de
captura e o reagente de deteccdo. A reconstituicdo dos padrdes foi realizada com 2 mL do
diluente de ensaio (solvente presente no kit utilizado ou adquirido separadamente pelo cédigo
560104 BD™ Cytometric Bead Array em tubo cbnico de 15 mL somente com pipeta e
auséncia de agitacdo vigorosa, sendo esta solucdo denominada Top Standard. Posteriormente,
deu-se inicio a diluicdo seriada com razdo 2 até a diluicdo final de 1:256 (procedimento
padrdo para o kit empregado) (TABELA 5). Em cada tubo foi adicionado 300 uL do diluente
de ensaio, em seguida outros 300 uL foram transferidos do Top Standard para o primeiro
tubo, 1:2, misturando a solucdo somente com a pipeta. A diluicdo deu sequéncia transferindo
outros 300 uL do tubo 1:2 para o 1:4, e assim sucessivamente, até chegar ao 1:256. Um tubo
foi preparado apenas com o diluente de ensaio para servir como controle negativo, 0 pg/mL
(OLIVER et al., 1998).
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TABELA 5. CONCENTRAGAO DAS CITOCINAS EM CADA TUBO AO TERMINO DA DILUIGAO.

Concentracgéo (pg/mL) Diluicdo

1 0 (Controle negativo) Sem diluicéo
2 20 1:256

3 40 1:128

4 80 1:64

5 156 1:32

6 312,5 1:16

7 625 1:8

8 1250 1:4

9 2500 1:2

10 5000 Top Standard

Para o preparo da mistura de beads de captura das citocinas Th1/Th2 primeiramente
foi determinado o nimero de tubos de ensaio que seriam utilizados, incluindo padrdes e
controles. Neste experimento foram avaliadas 5 amostras desconhecidas, 9 dilui¢des padrdo
de citocinas, e 1 controle negativo. Os beads de captura empregados foram para IL-2, IL-4,
IFN-y, TNF-c.

Para cada amostra analisada foram empregadas as orientacGes propostas no kit
Th1/Th2 para identificacdo das citocinas, com algumas modifica¢fes, onde se utilizou uma
aliquota de 8 uL de cada bead de captura, a qual foi depositada em um unico tubo de ensaio
denominado mistura de beads. Essa mistura, como o proprio conceito se refere, € um conjunto
de beads que possibilitam de uma Unica vez a identificacdo das quatro citocinas investigadas
neste estudo. (CHEN et al., 1999). Portanto, em cada tubo de ensaio foram adicionados 32 uL
da mistura de beads, previamente homogeneizada. A seguir, 32 uL dos padrdes das citocinas
Th1/Th2 foram adicionados aos respectivos tubos controle, listados anteriormente na
TABELA 5. Das amostras desconhecidas foram retiradas aliquotas de 32 uL e depositadas em
seus respectivos tubos de ensaio. Por fim, 32 uL do reagente de deteccdo foram adicionados
em todos o0s tubos.

Posteriormente, todos os tubos de ensaio utilizados foram acondicionados ao abrigo da
luz e temperatura ambiente por um periodo de 2 horas, tempo necessario para reacao entre 0s
beads e o reagente de detec¢do. Em seguida, adicionou-se 1 mL do tampédo de lavagem em
cada amostra analisada, as quais foram conduzidas para centrifugacdo por 5 minutos a
2.000 rpm. O sobrenadante de cada tubo foi descartado e mais 300 uL do tampao de lavagem
foram adicionados para ressuspender o pellet de bead depositado no fundo do tubo (STALL et

al., 1998). Ao término desse processo, as amostras foram conduzidas ao citometro de fluxo
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para leitura dos resultados. As concentragGes de citocinas de cada amostra foram calculados
comparando-se as leituras das amostras com os padrdes conhecidos pela curva.

3.4.2 ESTUDOS BIOQUIMICOS E HEMATOLOGICOS

Como ja mencionado item 3.4.1, ap6s 3 horas da Ultima administracdo, o sangue foi
puncionado diretamente do musculo cardiaco dos animais, 0s quais estavam sob efeito
anestésico (quetamina e xilazina intramuscular). O material para 0 exame bioguimico foi
acondicionado em tubos de 5 mL, enquanto tubos de 2 mL foram utilizados na coleta do
material para exame hematologico.

Os exames bioquimicos investigados foram uréia, creatinina, acido Urico, glicose e
TGP (transaminase glutdmico-piruvica), enquanto que o hemograma completo foi avaliado
para 0s parametros hematolégicos.

Os valores de referéncia para parametros bioquimicos e hematoldgicos para ratos
wistar podem ser observados no estudo de Branco e colaboradores (2011). Este estudo avaliou
valores de referéncia provenientes do Biotério Professor Thomas George do Laboratério de

Tecnologia Farmacéutica (LTF) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

3.4.2.1 ANALISES DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os resultados bioquimicos foram obtidos utilizando-se aparelho automatizado Labmax
240 Premium® com volume de amostra de 30pL para cada exame (n = 3). Os Kits utilizados
tém principio enzimatico e foram adquiridos da empresa Labtest Diagndstica SA®, sendo a
creatinina e TGP de avaliacdo cinética, enquanto os demais mensurados por colorimetria. A
metodologia detalhada por ser encontrada no proprio site da Labtest (www.labtest.com.br). As
técnicas utilizadas para todas as dosagens bioquimicas séricas seguiram os protocolos dos Kits
comerciais utilizados da marca Labtest®.

3.4.2.1.1 UREIA
A determinacgdo da uréia na circulagdo sanguinea é util na avaliacdo da funcéo renal.

Para este teste foi utilizado o Kit Ureia UV Liquiform® que se baseia em resultados

colorimétricos. O principio do método pode ser explicado em duas etapas reacionais. A
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primeira ocorre pela hidrélise da uréia pela urease, gerando amonia e didxido de carbono
(ETAPA 1, FIGURA 7). A amonia formada reage com o 2-cetoglutarato e NADH
(nicotinamida adenina dinucledtido hidreto) em uma reacédo catalisada pela enzima glutamato
desidrogenase (GLDH), ocorrendo oxidacdo da NADH a NAD (ETAPA 2, FIGURA 7). A
quantificacdo da uréia no plasma se da por método indireto, pois a consequente reducdo da
absorbancia de NADH, medida por espectrofotdmetro UV em 340 nm, € proporcional a

concentracdo de uréia na amostra.

FIGURA 7. REACAO ENZIMATICA PARA QUANTIFICAGAO DE UREIA.

Etapa 1:
Urease
Uréia+ H20 ——— > 2NH3+CO2
Etapa 2:
GLDH
2 cetoglutarato+NH3+NADH _______  L-Glutamato+NAD

3.4.2.1.2 CREATININA

Assim como a uréia, a dosagem de creatinina € um dos marcadores de avaliacdo para
funcdo renal. Para quantifica-la utilizou-se o kit Creatinina Enzimatica da Labtest® que possui
as enzimas creatinina amidohidrolase, creatina amidinohidrolase e sarcosina oxidase em
conjunto com a reacao de Trinder. A abordagem enzimatica confere maior especificidade a
determinacdo do analito, eliminando a interferéncia de proteinas plasmaticas e outros
cromdgenos, comumente observada com os métodos diretos que utilizam a reacdo de Jaffé
(JUNGE et al., 2004)

O principio do método se baseia em reagdes enziméaticas em sequéncia (FIGURA 8),
seqguido por quantificacdo espectrofotométrica do produto final. A creatinina presente na
amostra é convertida em creatina pela acdo da enzima creatinina amidohidrolase. A creatina é
entdo hidrolisada a sarcosina e uréia pela acdo da enzima creatina amidinohidrolase. Em
seguida, a enzima sarcosina oxidase promove a desmetilacdo oxidativa da sarcosina, levando
a producdo de glicina, formaldeido e peroxido de hidrogénio. Na presenca de peroxidase, 0
perdxido de hidrogénio formado reage com o N-etil-N-sulfopropil.m.toluidina (ESPMT) e 4-
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aminoantipirina, produzindo uma quinoneimina que tem maximo de absorbancia no
espectrofotdbmetro UV em 546 nm. A intensidade da cor do produto da reacao é diretamente

proporcional a concentracao de creatinina na amostra.

FIGURA 8. REAGOES ENZIMATICAS UTILIZADAS NA QUANTIFICACAO INDIRETA DE
CREATININA.

Creatinina amidohidrolase
Creatinina + H,0 » Creatina

Creatina amidinohidrolase
Creatina + H,0 » Sarcosina + Uréia

Sarcosina oxidase
Sarcosina + H,0 + 0, ——  Glicina + Formaldeido + H,0,

Peroxidase
2H,0, + ESPMT + 4-aminoantipiina —— Quinoneimina + 4 H,0

3.4.213TGP

O TGP ¢é também conhecido como GPT (glutamate-pyruvate transaminase) ou ainda
ALT (Alanina amino transferase). O TGP é um indicador de lesdo hepética, pois quando estas
células sofrem lise ocorre grande liberacdo desta transaminase na corrente sanguinea.

Para quantificacio foi utilizado o kit ALT/GPT Liquiform® (referéncia n° 108 da
Labtest) que se baseia na determinacdo em modo cinético via duas reacdes (FIGURA 9). A
primeira justifica 0 nome ALT, o qual catalisa a transferéncia do grupo amino da alanina para
o cetoglutarato, com formacdo de glutamato e piruvato. O piruvato formado é entdo reduzido
a lactato por acdo da lactato desidrogenase (LDH), enquanto que, a coenzima NADH ¢é
oxidada a NAD. A reducdo da absorbancia em 340 nm, consequéncia da oxidagdo da
coenzima NADH, é monitorada fotometricamente (UV), sendo diretamente proporcional a

atividade da ALT na amostra.
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FIGURA 9. REPRESENTAGCAO DAS DUAS ETAPAS QUE OCORREM PARA QUANTIFICAGCAO
INDIRETA DO TGP.

ALT
L-Alanina + Cetoglutarato —— Piruvato + L-Glutamato

LDH
Piruvato + NADH ———— NAD + L-Lactato

3.4.2.1.4 ACIDO URICO

ConcentracOes alteradas do &cido urico podem indicar alteragdes metabdlicas destes
precursores e sdao comumente relacionadas com casos de disfuncdo renal, gota, leucemia,
policetemia, arterosclerose, diabetes, hipotiroidismo ou ainda com algumas doencas genéticas
(e.g. Doenca de Wilson). A avaliacdo deste parametro busca avaliar também a funcéo renal e
como marcador de baixo custo para risco cardiovascular (KRISHNAN; SOKOLOVE, 2001).

O kit utilizado foi o acido urico (AU) Liquiform® (referéncia n® 140), que é um
sistema enzimatico para determinacdo do AU por reacdo de ponto final em amostras de
sangue. Duas reacGes enzimaticas (FIGURA 10) sequenciais sdo necessarias para enfim
originar o cromogénio antipirilquinonimina, produto de cor vermelha, cuja intensidade

mensurada em 520 nm sera diretamente proporcional a concentracdo do AU na amostra.

FIGURA 10. ETAPAS REACIONAIS UTILIZADAS PARA QUANTIFICACAO INDIRETA DO ACIDO
URICO.

Uricase
Acido urico+ 0,+H,0 —— sAlantoina + CO, + H,0,

Peroxidase
2H,0, + DHBS + 4-aminoantipirina ——> Antipirilquinonimina + 4H,0

3.4.2.1.5 GLICOSE

A quantificagdo da glicemia foi realizada por método enzimatico cinético, kit glicose
liquiform® (referéncia n® 133, Labtest). O principio do método se baseia em duas reacdes

enzimaticas (FIGURA 11) com formacdo do mesmo produto final observado na determinagéo
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do &cido urico, i.e. antipirilqguinonimina. A glicose oxidase (GOD) catalisa a oxidagdo da
glicose originando &cido gluconico e peroxido de hidrogénio. Este ultimo reage com 4-
aminoantipirina e fenol, sob acdo catalisadora de peroxidase, via reacdo oxidativa de
acoplamento formando uma antipirilquinonimina, cuja a intensidade de cor (comprimento de

onda em 505 nm) é proporcional a concentragdo da glicose na amostra.

FIGURA 11. ETAPAS REACIONAIS PARA QUANTIFICAGAO DA GLICEMIA.

GOD
Glicose + 0, + H,0 » Acido Gluconico + H,0,

POD
2H,0, + 4-Aminoantipirina + fenol — Antipirilquinonimina + 4H,0

3.4.2.2 ANALISES DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Os parametros hematoldgicos foram avaliados utilizando-se aparelho automatizado de
hematologia BC-2300® e seus proprios reagentes. Uma aliquota de 100uL foi necessario para
realizar as analises em triplicata.

Os leucdcitos foram quantificados por contagem diferencial em laminas coradas pela
coloragdo hematoldgica rapida (panético rapido, Laborclin®), técnica baseada no método de
Romanowsky (Horobin, 2011). A amostra usada consiste em laminas com extensdes de
sangue periférico, a qual é submetida a acdo de um fixador e duas solucdes corantes, por meio
de imersdes de 5 segundos em cada, e ao final da Gltima imersdo encontra-se pronta para

leitura.

3.4.3 ESTUDOS HISTOLOGICOS

No terceiro dia de aplicacédo intraperitoneal das drogas, os ratos foram eutanasiados e,
em seguida, dissecados para retirada dos pulmdes, coracdo, rins, baco, figado e testiculos
(FIGURA 12). Os 6rgdos foram conservados em formol a 10%, frasco de vidro com tampa
larga e imediatamente conduzidos para o laboratorio de histologia (Histocenter® - Anatomia

Patologica e Citopatoldgica, Guarapuava/PR) para confec¢do das laminas e elaboragdo dos
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laudos pela Dra. Michelle Gusméo de Assis. Os cortes histologicos foram corados com

hematoxilina/eosina e fotografados por cdmeras acopladas ao microscopio.

FIGURA 12. EUTANASIA E RETIRADA DOS ORGAOS (PULMOES, CORACAO, RINS, BAGO, FIGADO
E TESTICULOS) PARA OS EXAMES HISTOPATOLOGICOS.

3.5 AVALIACAO ANTITUMORAL IN VITRO

No ensaio de citotoxidade foram utilizadas células da linhagem de melanoma murino,
B16-F10 ATCC, as quais foram mantidas em garrafas de poliestireno de 25 cm? contendo
meio de cultura Dulbecco modificado por Iscove’s. O meio foi suplementado com 10% de
soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina e 10 pg/mL estreptomicina.

Visando manter a viabilidade celular, foram realizados repiques semanais.
Primeiramente, o meio foi descartado e a garrada lavada com tampédo fosfato (PBS).
Adicionou-se tripsina, a qual foi posteriormente inativada com 5 mL de meio. A cada repique
foi cultivada a concentracdo de 2 x 10° células/mL, utilizando o método de exclusio do azul
de tripano 0,4% para identificacdo das células vidveis. (HARRISON; RAE, 1997). Apos
repique as garrafas foram mantidas em estufa de CO., a 37 °C em atmosfera imida, contendo
5% de CO..

Para o ensaio citotoxico foram semeadas 2 x 10* células/mL, em placas de 96 pocos e
incubadas por 24 h a 37 °C, com 5 % de CO2. Ap0s as 24 h o meio foi removido, e as células
tratadas com concentra¢Ges de capsaicina na sua forma livre e nanoencapsuladas, ambas
diluidas em meio de cultura. As concentragdes finais utilizadas de capsaicina livre (CL) e de
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capsaicina nanoencapsulado (NC) foram de 1,95; 3,90; 7,81; 15,62; 31,25; 62,50; 125 e
250 ug/mL (6,39; 12,79; 25,58; 51,16; 102,32; 204,64; 409,29 e 818,57 uM). Por fim, foram
realizados os controles contendo, somente 0 meio, solvente (etanol) e nanoparticulas de
albumina vazias (NV). As placas foram entéo incubadas nos tempos de 24, 48, e 72 h a 37 °C,
com 5 % de COa.

Para leitura das placas, apds os diferentes tempos de incubagdo, o meio foi retirado e
em seguida adiconado 50 pL de MTT (Img/mL) (brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-
difenil tetrazélio), o qual foi submetido a mais 3h de incubacdo. O MTT é um corante que
quando reduzido por células com integridade mitocondrial (principalmente a atividade das
desidrogenases), forma o formazan, o que altera sua coloragdo amarelada para o azul. A
guantidade de formazan pode ser determinada espectroscopicamente apos solubilizacdo em
etanol absoluto. (DENIZOT; LANG, 1986). O MTT foi retirado e seus cristais resultantes
solubilizados em 50 pl de etanol, e 150 pl de uma mistura na proporg¢do 1:2 de PBS (pH=7.,4)
com alcool isopropilico. A absorbancia proveniente da solucéo resultante foi lida em leitor de

placas em 570 nm e 630 nm.
3.6 ANALISE ESTATISTICA
A anélise estatistica dos dados foi realizada usando ANOVA, com 5% de significancia

(p<0,05) e para comparar cada formulacdo foi usado teste de Tukey, ambos pelo programa
OriginPro 8.6 (Northampton, MA, USA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a finalidade de organizar os resultados de acordo com os objetivos propostos e do
desenho experimental, eles também estdo divididos em quatro partes, i.e. validacdo do método

analitico, desenvolvimento e caracterizacdo das nanoparticulas, testes in vivo e testes in vitro.

4.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO CROMATOGRAFICO

Esta etapa é considerada critica para todas as outras que se seguem, pois qualquer
falha na quantificacdo da capsaicina podera gerar respostas equivocadas nas etapas
experimentais in vitro e in vivo. A analise do cromatograma da capsaicina foi realizada
através da escolha da melhor fase mdvel para o presente estudo dentre as previamente
descritas na literatura, isto é, agua:acetonitrila (GUO et al., 2015; OTHMAN et al., 2011),
metanol:acetonitrila (COLLINS et al., 1995) e metanol:agua. (WAITE; ANDREW,;
CHANTHAI et al., 2012; NG; REUTER, 2015).

Inicialmente a amostra de capsaicina da Galena® foi testada na concentracdo de
50 pg/mL a fim de observar a formacdo do pico caracteristico da capsaicina e, que este se
forme simétrico e separado do pico da dihidrocapsaicina (impureza da amostra presente em
menos de 10% da massa total). Varias proporcGes do modo isocratico para cada fase mével
assim como volume de injecdo foram avaliadas. Como a coluna e o cromatografo utilizados
no presente estudo sdo diferentes dos empregados nas pesquisas de referéncia para a escolha
da fase movel, logicamente os resultados também apresentaram diferencas. Dentre as varias
opcdes analisadas a que demonstrou melhores resultados qualitativos dos picos e
repetibilidade entre as analises foi a fase mdvel &gua:metanol na proporc¢édo de 85:15 v/v, com
fluxo de 1 mL/min. No entanto, o volume de injecdo da amostra de 10 pL/mL utilizado
inicialmente ndo promovia adequada sensibilidade com absorbancia suficiente para testar
concentragdes menores e, com isso, ndo permitiria a construcdo da curva de calibragédo
analitica. Para resolver esta dificuldade avaliou-se volumes de injecdo de 25, 50 e 100 pL,
optando pelo ultimo devido a simetria e absorbancia dos picos suficiente para realizagdo da
curva de calibracdo. O tempo de retencdo da capsaicina foi observado em 3,8 min, enquanto a
dihidrocapsaicina em 4,25 min, separacao suficiente para identificar com clareza os dois picos
e evitar a interferéncia entre eles, além de permitir a comparacdo com estudos prévios na

literatura (FIGURA 13). Por exemplo, Ng & Reuter (2015) utilizaram volume de injecdo de
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10 pL e proporgdo de 80:20 (metanol:agua) e detectaram também a separagdo das duas

substancias em um tempo de retengcdo um pouco menor.

FIGURA 13. CROMATOGRAMA REPRESENTATIVO DA AMOSTRA DE CAPSAICINA DA GALENA®
NA CONCENTRAGCAO DE 50 pg/mL, FASE MOVEL AGUA:METANOL (85:15, V:V).
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Nota: Fluxo de 1 mL/min, volume de injecdo de 100 pL/mL e temperatura da coluna e amostra igual a 25+-5 °C.

Segundo o laudo técnico fornecido pela empresa Galena®, a amostra de capsaicina
possuia no minimo 90% de capsaicina e o restante em dihidrocapsaicina. Entretanto, para
confirmar a informacéo do laudo e determinar a concentracdo da capsaicina na amostra foram
adquiridos 10 padrbes analiticos, 10 mg cada de capsaicina > 99.0 % de pureza (Sigma-
Aldrich® — Codigo 12084). Os padrdes foram avaliados em triplicata dentro dos mesmos
parametros selecionados anteriormente. Os resultados confirmaram que a concentracdo da
capsaicina ficou dentro dos valores informados pelo laudo (94 +- 3 %)

Segundo o Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos da Anvisa
(2003), testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em produtos farmacéuticos
ou matérias-primas sé serdo validados desde que alguns pardmetros sejam avaliados, i.e.
seletividade; linearidade; intervalo; precisdo; exatiddo e robustez. Além destes testes foram
ainda determinados o limite de detec¢éo (sensibilidade) e de quantificacdo para que o produto

se enquadre ainda dentro dos testes de performance, por exemplo, liberacédo do ativo.

4.1.1 LINEARIDADE

Possuir uma técnica que quantifique de forma correta a concentracdo da capsaicina

dentro de um intervalo especificado em relacdo a absorbancia é o principio da linearidade
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utilizada pelo CLAE. Para determinar a linearidade foram selecionados 6 concentragdes
diferentes do lote de capsaicina da Galena® (200, 100, 50, 25, 10 e 5 pg/mL). Ao tragar a
curva analitica foi possivel observar que as concentragdes demonstraram relacéo linear entre
si, com coeficiente de correlagio de 0,994 (GRAFICO 2).

GRAFICO 2. CURVA ANALITICA DA CAPSAICINA EM METANOL:AGUA (85:15, V/V) NAS
CONCENTRACOES DE 200, 100, 50, 25, 10 E 5 pg/mL, n=3.
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Nota: Onde y € a &rea do pico e x é a concentracdo da solugdo padrdo em pg/mL.

Pelo célculo da equacdo de regressdo e do coeficiente de correlacdo (r), pelo método
dos minimos quadrados a equacio da reta foi obtida (Y = 36956 x+ 93807). O valor de R?
igual a 0,994 obtido na curva analitica de 6 pontos ficou dentro dos parametros de validacédo
da reta, o que indica linearidade no intervalo proposto com correlagdo fortissima (BRITO et
al., 2003). A validade do teste foi confirmada por analise de variancia, que mostrou que a

regressao linear foi significativa e o desvio da linearidade néo foi significativo (p <0,01).

4.1.2 EXATIDAO

A exatiddo do método analitico avalia se os resultados das concentracfes do analito
estdo proximos do seu valor real na amostra. Este resultado é fundamental para dar
confiabilidade na determinacdo das concentracGes nas etapas de validacdo da eficiéncia de

encapsulacao e liberacgdo in vitro da capsaicina.
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A exatidao foi verificada como porcentagem de recuperacdo e desvio padréo relativo
(DPR) da concentracdo média do analito em quatro diferentes concentrages (10, 25, 50 e
100 pg/mL) mensurados em triplicata segundo a EQUACAO 1. O ensaio de recuperacio
constitui 0 método mais utilizado para validacdo de processos analiticos. A recuperacdo da
amostra esta relacionada com a exatiddo, pois reflete a quantidade de determinado analito,
recuperado no processo, em relacdo a quantidade real presente na amostra (BRITO et al.,
2003). Logicamente o valor desejado é 100% de recuperacdo, entretanto, € sabido que
possiveis erros associados ao preparo da amostra podem interferir no resultado. A média de
recuperacdo de CAP para diferentes niveis de concentragdes (10, 25, 50 e 100 pg/mL) foi
encontrado ser 101,83 + 0,52 (RSD = 5,16), 98,38 + 0,88 (RSD = 3,58), 101,76 + 1,23 (RSD
=2,43) and 100,38 + 1,37 (RSD = 1,36), respectivamente.

Segundo os valores sugeridos pelo manual da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC), de acordo com a concentragdo de capsaicina na amostra avaliada,
considera-se aceitavel um intervalo de recuperacdo entre 98 e 102%. Portanto, os dados

confirmam a concordancia entre os valores experimentais e tedricos.

4.1.3 PRECISAO

Segundo recomendacdes do ICH (2005) e da resolucdo n° 899 da Anvisa (BRASIL,
2003), a precisdo tem por objetivo avaliar a proximidade dos resultados obtidos através de
varias medidas efetuadas em uma mesma amostra. Ela pode ser expressa como o desvio-
padrdo, variancia ou coeficiente de variagdo (CV) de diversas medidas realizadas em trés
niveis: repetibilidade (intra-corrida), reprodutibilidade (inter-laboratério) e precisao
intermedidria (inter-corrida). Para cada etapa quatro concentracdes diferentes foram avaliadas
(10, 25, 50 e 100 pug/mL) em triplicata, porém o método de reprodutibilidade nao foi realizado
por falta de colaboragdo com outros laboratérios que disponibilizassem o mesmo equipamento
de CLAE. A precisao intermediaria foi realizada em triplicata em trés dias diferentes.

Na TABELA 6 é possivel observar os desvios padrdes das avaliagfes inter- e intra-dia.
O DPR médio das amostras foi de igual a 4,12. Porém, ao avaliar o DPR de cada amostra e
sabendo que o valor maximo aceitavel para confirmar a precisdo é de 5%, conclui-se que a
concentracdo de 10 pg/mL (DPR medio = 8,79%) ficou um pouco acima do aceitavel,
diferentemente das demais concentracdes, as quais obtiveram a precisdo dentro dos valores

desejados. Por ser tratar de concentracdo baixa do analito e pela avaliagdo da exatidéo ter sido
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validado, é provavel que erro aleatério no momento das diluicBes possa ter gerado o DPR

acima do aceitavel.

TABELA 6. ENSAIO DE PRECISAO POR REPETIBILIDADE E PRECISAO INTERMEDIARIA PARA AS
AMOSTRAS DE CAPSAICINA EM 4 CONCENTRAGCOES DIFERENTES (10, 25, 50 E 100 pg/mL).

Solucgéao padrao Concentracdo quantificada + DP DPR (%)
(Mg/mL) (Mg/mL)

Andlise de repetibilidade
11,37 +£1,47
23,18 £ 0,94 4,05
49,83 £ 1,60 3,21
100,66 + 2,51
Precisdo intermediaria
Dial
10,45 +0,69

24,69 + 0,68 2,75
51,41+ 1,50 2,91
99,37 £ 0,82 0,82

Dia 2

11,45+ 0,89 7,
25,27+ 0,84 3,32
50,99 + 1,16 2,27
100,12+ 1,15 1,15

Dia 3

10 10,02 £ 0,79 7,88
25 25,23+ 1,05 4,16
50 51,29 + 0,66 1,28
100 101,37 £ 1,00 0,98

4.1.4 ROBUSTEZ

Todo produto que se deseja uma continuidade de producédo e até mesmo aumento de
escala para industria deve ser avaliado pelo metodo de robustez. Ele indica o quanto o
resultado varia dependendo de alteracdes sutis dos parametros analiticos empregados e até
mesmo do ambiente de trabalho.

Para métodos analiticos que utilizam CLAE, alguns fatores que devem ser

considerados na avaliacdo da robustez incluem temperatura e fluxo da fase modvel. Para
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estimar 0 quanto a variacdo destes pardmetros poderia distorcer o resultado da amostra
alterou-se a temperatura, da amostra e da coluna, de 25 °C para 30 e 20 °C e a velocidade do
fluxo de 1 mL/min para 0,9 e 1,1 mL/min. Apds a analise efetuou-se a interpretacdo dos
resultados (TABELA 7).

TABELA 7. PORCENTAGEM DE RECUPERACAO E +-DPR OBTIDO NAS ANALISES DE ROBUSTEZ
APOS MODIFICAGOES NA TEMPERATURA E NA VELOCIDADE DE FLUXO (mL/min) (N = 3).

Parametros

modificados 10 pg/ml. 25 pg/mb.

50 pg/mL 100 pg/mL

LV om 100,34+0,34

100,44+0,92 99,71+0,43 100,88+0,31 99,89+0,79

N AR oa 102,40+ 0,64 98,01+ 0,82 100,36+ 0,52 101,09+ 0,50 100,46 + 0,62

RClyome{Ooml 100,87+ 0,95 99,43+ 1,01 98,81+0,32 101,02+ 0,77 100,03 +0,76

SNl 100,01+ 1,34 102,34+1,06 103,04+0,39 98,97+0,71 101,09 +0,87
Fluxo de 1 102,40+ 0,64 98,01+ 0,82 100,36+ 0,52 101,09+ 0,50 100,46 + 0,62

SN 102,01+0,78  99,59+0,33 100,31+0,45  101,22+0,59 100,19+0,71

O método é considerado robusto quando a porcentagem de recuperacao e os valores de
RSD indicam que as mudancas induzidas no meio reacional ndo ocasionam variacao
significativa nos resultados. O RSD méaximo foi de 3,24%, obtido quando a concentracdo de
10 pg/mL foi avaliado sob o fluxo de 0,9. Como é estabelecido que o valor de RSD néo pode
ultrapassar 5% para que o método seja considerado robusto, os resultado apresentados

confirmam a robustez.

4.1.5 SELETIVIDADE

As avaliacOes da seletividade foram realizadas com o objetivo de responder se a
albumina, glutaraldeido e etanol, componentes da formulacdo de nanoparticulas proposta por
Langer et al. (2003), poderiam influenciar no pico obtido para capsaicina.

Para responder a este questionamento, trés lotes de nanoparticulas foram preparados
sem a adicdo da capsaicina ao meio reacional (nanoparticulas vazias - NV). Ap6s 24 horas
sob agitacdo constante as solucdes foram centrifugadas como descrito nos métodos de
obtengdo das nanoparticulas (TOPICO 3.3). Aliquotas do sobrenadante foram retiradas e

dissolvidas na fase movel (metanol:agua, 85:15, v/v). Procedeu-se a leitura por CLAE, a qual
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revelou que dentro da faixa de tempo de 0 — 10 min ndo ocorreu o aparecimento de nenhum
pico dos componentes (alcool etilico, glutaraldeido ou BSA). Como o tempo de retencdo da
capsaicina ocorreu em 3,8 min (FIGURA 13), pode-se afirmar que o método possui
seletividade para capsaicina dentro da faixa avaliada e ndo influencia também o pico de
dihidrocapsaicina.

Uma segunda leitura também foi realizada ao misturar a capsaicina com alcool etilico,
glutaraldeido e BSA. Entretanto, apesar da presenca dos componentes da formulacdo o pico
de capsaicina se manteve inalterado em comparacdo ao observado na FIGURA 13. Este

resultado confirmou a seletividade do cromatograma para capsaicina nas condigdes estudadas.

4.1.6 LIMITE DE DETECCAO (LD) E DE QUANTIFICACAO (LQ)

Quando se trabalha com amostras de baixissima concentragdo como em
nanotecnologia ou em testes de avaliagdo in vitro, dois pardmetros devem ser avaliados, LQ e
LD. Eles determinam a sensibilidade do método, ou seja, a menor concentracdo de um analito
que o procedimento consegue diferenciar confiavelmente do ruido de fundo (LD) e a mais
baixa concentracdo que pode ser quantificada (LQ) com certo limite de confiabilidade,
geralmente entre 95% e 99%. (IMOTO; FREITAS, 2008; BRASIL, 2003).

Os parametros foram medidos a partir do desvio padrdo de resposta e o slope obtido a
partir da regressao linear de uma curva de calibracdo especifica avaliando sete concentracfes
diferentes (200; 100; 50; 25; 10; 2,5; 0,75 pg/mL, FIGURA 14), 3 delas na regido de baixas
concentragdes do intervalo previsto (ICH, 2005).

O método foi linear no intervalo avaliado (200 até 0,75 pg/mL), o que se comprova
pelo valor do coeficiente de correlacdo de 0,997. No entanto, para determinar o LD e LQ foi
necessario realizar em triplicata uma leitura amostral do branco e definir o desvio padrédo
destas andlises. Pelos valores de ruido gerados ap6s as leituras e a inclinacdo da reta
alcancada (coeficiente angular da reta = 37209) foi possivel definir o LQ como sendo
0,33 pg/mL e o LD igual a 0,10 pg/mL. Estes valores sdo préximos aos calculados em outros
estudos (OTHMAN et al., 2011; JUANGSAMOOT et al.,, 2012), o que corrobora 0s
resultados apresentados. Entretanto, deve-se ressaltar que estes valores foram obtidos com um
volume de injecdo de 100 pL, portanto, caso haja necessidade de reproduzir o experimento 0s

mesmos parametros devem ser seguidos.



76

FIGURA 14. A. GRAFICO DE CLAE DA CAPSAICINA COM 7 CONCENTRAGOES DIFERENTES: (A)
200; (B) 100; (C) 50; (D) 25; (E) 10; (F) 2,5; (G) 0,75 pg/mL. B. CURVA ANALITICA PARA O LD E LQ.
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4.2 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS

A escolha da albumina como polimero na construgdo das nanoparticulas ja esta bem

fundamentada em suas propriedades de biodegradabilidade, alta resisténcia, otimizacdo da

farmacocinética de farmacos, baixa opsonizacdo e por ser excelente carreador plasmatico.
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Além disso, vérios estudos validaram métodos de construcdo para tornar a albumina um
nanocarreador com boa eficiéncia, no entanto, o que demonstra maior reprodutilidade e baixo
custo é o método de dessolvatacdo-coacervacdo otimizado por Langer (2003). Porém, cada
formulacéo, dependendo das substancias ativas, devera ter as caracteristicas do meio reacional
adaptadas e reavaliadas, pois coeficiente de particdo e a constante de acidez influenciam nas
propriedades do produto final e interacdo com o polimero. Para definir quais parametros
resultariam em formulacGes de didmetros padronizados (aproximadamente 200 nm), facil
sintese e com alta eficiéncia de encapsulacdo um delineamento fatorial 4 x 2 foi realizado.
Este delineamento (TABELA 4) foi proposto para avaliar os efeitos das variaveis
independentes e de suas respectivas respostas sobre a %EE e do didametro das nanoparticulas
(variaveis dependentes). Dentro do desenho experimental propds-se mensurar inicialmente os
didametros das nanoparticulas e depois a %EE de cada formulacdo para, enfim, determinar

qual combinacdo serd empregada ao longo do estudo.

4.2.1 AVALIACAO DO DIAMETRO DAS NANOPARTICULAS DE CAPSAICINA

Dentre os parametros importantes apos a sintese de uma possivel nanoparticula estdo o
diametro, morfologia e a homogeneidade (indice de polidispersdo, IP) dos polimeros
formados. Umas das técnicas mais amplamente utilizadas para aferir o didmetro das
nanoparticulas e o IP é a correlacdo de fdétons, também conhecida como Dynamic Light
Scattering (LI et al., 2014). O IP indica a homogeneidade nos didmetros das particulas
formadas. Eles podem variar entre 0 e 1, sendo que os valores desejados sdo iguais ou
menores a 0,3, enquanto a elevacao destes pode representar baixa padronizacdo nos diametros
das particulas em solucdo (AVADI et al., 2010).

Uma das primeiras caracteristicas que deve ser avaliada antes do inicio da formulacédo
de um nanocomposto é identificar o ponto isoelétrico (isoelectric point, IEP) do polimero,
pois a presenca de cargas aumenta a interacdo com o solvente e a repulséo entre as particulas.
Este efeito é desejado para evitar a formacao de conglomerados proteicos que provavelmente
gerariam estruturas micrométricas. O IEP da albumina sérica bovina apresenta algumas
pequenas diferengas entre os estudos que tentaram determina-lo, variando entre 4,2 a 5,4.
(ELGERSMA et al., 1990; NORDE; LYKLEMA, 2005). A fim de aumentar a confiabilidade
sobre este valor proposto, a avaliacdo in silico fornece um resultado répido, validado e sem

custos adicionais a pesquisa. A sequéncia de residuos de aminoacidos presentes BSA foi
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obtida a partir do banco de sequenciamento Uniprot (codigo P02769, espécie Bos taurus) e,
em seguida, foi submetida ao servidor isoelectric.ovh.org (KOZLOWSKI, 2007-2013). Este
servidor foi criado com objetivo de calcular o IEP de proteinas a partir de varias fontes
tedricas e bancos de resultados experimentais, e.g. ProMoST, Lehninger, Solomon,
EMBOSS, DTASelect, dentre outros. Como resultado desta analise um IEP médio igual a 5,9
foi obtido. Portanto, uma faixa mais ampla variando de 4,2 a 5,9 foi utilizada como padréo
para definir quais valores de pHs seriam avaliados. Decidiu-se entdo basificar o meio
reacional em comparacdo a BSA em trés pHs diferentes (7, 8 e 9) e avaliar a influéncia no
didmetro e indice de polidispersdo das nanoparticulas formadas.

Um total de 36 formulagbes (TABELA 8) diferentes foram obtidas pela andlise
fatorial, variando a concentracdo do glutaraldeido (8 ou 20%), pH do meio (7, 8 ou 9),
velocidade de adicdo do etanol 98% (1, 1,5 ou 2 ml/min) e a proporcdo entre albumina e
capsaicina (6,66 ou 3,33 p/p).

As trés formulag6es (14, 15 e 16) que demonstraram os menores diametros (189 e 190
nm, DP médio = 25 nm) foram obtidas em pH igual a 9 (GRAFICO 3). Se considerarmos o
menor didmetro na formulacdo com pH = 7 (Formulagéo 1), i.e. 199 nm, DP = 36 nm (n = 3),
fica evidente que ndo ha diferenca significativa entre os resultados com os pHs diferentes
avaliados e, como a formulagdo com meio neutro ndo necessita de ajuste com solugéo tampéo
essa tem vantagens técnica e econdmica na etapa de preparacao, portanto, foi a selecionada a

principio.

TABELA 8. COMBINACOES DESENVOLVIDAS PELO PLANEJAMENTO FATORIAL.

0 acao ariacoe 0 acao ariacoe 0 acao ariacoe
1 8:7:1:3,33 13 8:9:1:3,33 25 20:8:1:3,33
2 8:7:1:6,66 14 8:9:1:6,66 26 20:8:1:6,66
3 8:7:2:3,33 15 8:9:1,5:3,33 |27 20:8:1,5:3,33
4 8:7:2:6,66 16 8:9:1,5:6,66 |28 20:8:1,5:6,66
5 8:7:1,5:3,33 |17 8:9:2:3,33 29 20:8:2:3,33
6 8:7:1,5:6,66 (18 8:9:2:6,66 30 20:8:2:6,66
7 8:8:1:3,33 19 20:7:1:3,33 |31 20:9:1:3,33
8 8:8:1:6,66 20 20:7:1:6,66 |32 20:9:1:6,66
9 8:8:1,5:3,33 |21 20:7:2:3,33 |33 20:9:1,5:3,33
10 8:8:1,5:6,66 |22 20:7:2:6,66 |34 20:9:1,5:6,66
11 8:8:2:3,33 23 20:7:1,5:3,33 | 35 20:9:2:3,33
12 8:8:2:6,66 24 20:7:1,5:6,66 | 36 20:9:2:6,66

Nota: As variacOes representam a concentracdo de glutaraldeido, pH do meio, velocidade de adi¢do do etanol,
propor¢do massa/massa entre albumina e capsaicina, respectivamente.
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GRAFICO 3. AVALIACAO DOS VALORES DE DIAMETRO E INDICE DE POLIDISPERSAO DAS
NANOPARTICULAS FORMADAS A PARTIR DA ANALISE FATORIAL CALCULADAS POR DLS.
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O desenvolvimento do método de Langer (2003) adaptada neste estudo para
capsaicina demonstrou que as caracteristicas avaliadas se mantiveram dentro dos parametros
desejados para todas as formulagdes, ou seja, diametro préximo a 200 nm e IP menores do
que 0,3. A média obtida em todas formulacdes foi de 208 nm e nenhuma formulacéo
apresentou IP maior do que 0,105, o que certifica 0 método como reproduzivel, com baixa
variabilidade e que sofre pouca influéncia sobre velocidade de adicdo do etanol e na
proporgdo entre o carreador e a capsaicina (p/p)

No entanto, além da homogeneidade na forma das nanoparticulas, é necessario avaliar
se as mesmas conseguem carrear o farmaco com eficiéncia igual ou superior da encontrada na

literatura para albumina.

4.2.2 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO (%EE)

Existem duas possibilidades de mensurar o quanto do farmaco foi nanoencapsulado, o
método direto e indireto. Na técnica direta a mensuracao € realizada através da lise polimérica
e posterior quantificacdo da droga presente dentro do polimero. Ao mesmo tempo em que 0
método direto é uma medida com alta confiabilidade também se caracteriza como um

processo de maior complexidade. Portanto, neste estudo optamos por um processo largamente
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empregado, a quantificagdo indireta. Ela determina a quantidade do farmaco que ndo se
associou ao carreador e, portanto, permanece livre nos solventes.

A %EE € uma medida essencial para mensurar o quanto do farmaco consegue ser
carreado pelas nanoparticulas de albumina e consequentemente possibilita o calculo da dose.
Por ser um polimero muito empregado como nanocarreador, existem resultados de %EE para
varias substancias diferentes com albumina, i.e. variando de 74,76 até 91,01 % para
curcumina (JITHAN et al., 2011), 40,9 % para rodamina B (YU et al., 2014), 88,24 % para
doxorrubicina (ABBASI et al., 2012), dentre outras. Portanto, é possivel perceber que
dependendo da substancia utilizada a %EE também varia bastante, o que j& era esperado, pois
o carreamento depende da afinidade da substancia com os sitios aceptores da albumina
(BAKER, 2002).

A %EE foi determinada de modo indireto como relatado no topico 3.3.2.1. Optou-se
por avaliar inicialmente as formula¢6es com pH igual a 7 (selecionadas anteriormente), caso a

resposta ndo fosse satisfatdria, outras formulag6es também seriam mensuradas (TABELA 9).

TABELA 9. EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO (%) DA CAPSAICINA NAS FORMULACOES
DESENVOLVIDAS EM PH IGUAL A 7.

FORMULACAO %EE FORMULACAO %EE

8:7:1:3,33 983 | 7,4% | 20:7:1:3,33 85,0 5,8%
8:7:1:1,6 %5 |81% 20:7:1:1,6 90,2 8,2%
8:7:2:3,33 564 1 45% | 20:7:2:3,33 50,8 3,3%
8:7:2:1,6 648 | 95% | 20:7:2:16 59,5 5,7%
8:7:1,5:3,33 85,1 5,6% 20:7:1,5:3,33 68,3 4,1%
8:7:1,5:1,6 812 | 78% | 20:7:1,5:16 69,8 7,4%

Notas: As variagdes representam a andlise fatorial previamente mencionada.

A partir dos resultados obtidos, observou-se que as formulagdes com adic¢do de etanol
a uma velocidade de 1 mL/min apresentaram %EE média de 92,5 + 6,08, ou seja, uma
eficiéncia maior quando comparado a adi¢des mais rapidas, 1,5 (76,1 £ 6,31) e 2,0 mL/min
(57,9 £5,85). Isso gera indicios que o processo de encapsulacdo do farmaco necessita de
velocidade mais lenta na etapa de dessolvatacdo, ou seja, a adi¢do rapida do agente
dessolvatante pode solubilizar a capsaicina e separa-la do contato com a albumina que estara
em meio aquoso. Para confirmar esta hipotese e avaliar a velocidade 6tima de adicéo, testou-

se a dinamica de 0,5 mL/min e os resultados de %EE foram equivalentes aos observados em 1
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ml/min, o que confirma a relevancia no controle da adicdo do agente dessolvatante, no
entanto, o didmetro das nanoparticulas se tornaram maiores, atingindo 450 nm, fato também
relatado por Langer e colaboradores (2003). Ha de se ressaltar que glutaraldeido em menor
concentracdo, 8%, também apresenta uma melhor eficiéncia de encapsulacdo quando
comparado as formulagdes com 20%. Isso talvez se deva a maior velocidade de formagéo do
polimero que ocorre na concentragdo maior de glutaraldeido, dificultando a interacdo da
capsaicina com os sitios aceptores da albumina bovina.

A partir destes resultados, a Formulacdo 1 (TABELA 8), a qual possui alta %EE e as
caracteristicas desejadas (diametro = 205 £ 25 nm e IP = 0,037) foi selecionada como padréo

para a continuagéo dos estudos.

4.2.3 ESTABILIDADE DAS NANOPARTICULAS

A avaliagdo da estabilidade de uma formulag&o é fator essencial para determinar por
guanto tempo o produto mantera a qualidade inicial e, quais alteracbes podem ocorrer ao
longo do tempo.

Ap0s a obtencdo das nanoparticulas deve-se avaliar por quanto tempo o polimero se
manterd estavel e qual o perfil de liberacdo do protétipo durante este tempo. O material
mantido como nanosuspensdo pode sofrer algumas alteragdes resultando em sedimentacao,
aglomeracdo, crescimento dos cristais e até mesmo reacbes quimicas. (WU et al., 2011).
Deste modo, a avaliacdo da estabilidade é fundamental para definir o melhor método de
estocagem e tempo de armazenamento sem que ocorra liberacdo do farmaco ou alteragdo de
didmetro e IP.

Para realizacdo dos testes as amostras foram divididas em trés grupos, formulacbes
congeladas, refrigeradas e a temperatura ambiente, as quais foram conservadas,
respectivamente, a temperaturas de -4 °C, 5 °C e de acordo com as condi¢cdes climaticas
diarias (experimento realizado durante o verdo, temperatura meédia de 25 °C). Para cada
situacdo experimental as amostras foram testadas em triplicata semanalmente durante 90 dias.
Para evitar mudancas bruscas como congelamento e descongelamento durante as avaliagdes
semanais, foram construidos lotes (n = 3) para cada semana do experimento, 0s quais foram
prontamente descartados ap0s cada apreciacdo, com isso, um total de 108 lotes da Formulagéo
1 foram analisados. Os resultados (GRAFICO 4) comprovaram que nio houve alteracio

significativa no diametro das nanoparticulas durante as 12 semanas de experimento, com
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excecdo dos lotes congelados que apresentaram caracteristicas micrométricas nas trés ultimas
semanas. O IP, novamente com excecdo das trés ultimas semanas do material congelado, ndo
ultrapassou 0,230, sendo considerado aceitavel por estar abaixo de 0,3. Com isso, as trés
formas de armazenamento se mostraram capazes de estabilizar o didametro dos polimeros,
sendo as formas refrigeradas e exposta as alteracdes de temperatura do meio mais estaveis do
que a forma congelada. A menor estabilidade sob a forma congelada possivelmente ocorre
devido a ndo adocdo de nenhum método de crioprotecdo, com isso, as particulas tendem a se

agregar com o tempo de exposicao a baixas temperaturas.

GRAFICO 4. PERFIL DE ESTABILIDADE DAS AMOSTRAS ESTOCADAS EM TRES AMBIENTES
DIFERENTES AO LONGO DE 3 MESES.
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No entanto, apesar da estabilidade alcancada sobre o didmetro das nanoformulagdes
torna-se necessario verificar a liberacdo da capsaicina durante os trés meses de estocagem.
Para isso, aliquotas de cada lote foram avaliadas por CLAE utilizando a equacdo da curva de
calibracdo obtida anteriormente para identificar a concentragéo da droga liberada ao longo do
tempo. Os resultados foram expressos em porcentagem de recuperacdo da capsaicina e um
perfil de liberagdo foi observado para as trés formas de estocagem (GRAFICO 5). Os lotes
congelados demonstraram uma liberacdo mais lenta chegando ao final dos trés meses com
apenas 7% (DPR = 1,5%) da capsaicina liberada. Este resultado contrasta com as amostras
expostas as variacdes ambientais de temperatura, as quais ao final do primeiro més ja tinham

liberado 10% (DPR = 2%) da capsaicina presente nas nanocapsulas e com 90 dias atingiu
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31% (DPR = 3,4%) de liberagdo. Os lotes sob refrigeracdo obtiveram perfil intermediario de
liberag&o, com aproximadamente 18% (DPR = 1,7%) da capsaicina sendo liberada.

A maior estabilidade em meio congelado ja foi observada em outros estudos,
entretanto, a dificuldade de manter o didmetro inicial também tem sido problema recorrente
(ABDELWAHEDA et al., 2006; ANHORN et al., 2008; DADPARVAR et al., 2014). A
consequéncia de uma estabilidade fisico-quimica limitada, em func¢éo do tempo, constitui um
obstaculo para a aplicabilidade industrial das suspensfes aquosas de nanoparticulas. Neste
sentido, o interesse pelo desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas de nanoparticulas é
um ponto de convergéncia das pesquisas, que ainda necessita ser alcangado (SCHAFFAZICK
et al., 2003). Infelizmente o processo de liofilizacdo alterou as caracteristicas das
nanoparticulas, por isso, resolveu-se trabalhar na forma de solucdo. A fim de comercializar
esta formulacdo no futuro, uma otimizacdo farmacotécnica se torna fundamental para
possibilitar a liofilizacdo do medicamento e a conservacao a longo prazo sem a liberagdo do

farmaco.

GRAFICO 5. PERFIL DE LIBERACAO DA CAPSAICINA DURANTE AS 12 SEMANAS ANALISADAS.
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4.3 AVALIACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOPARTICULAS

A caracterizacdo das suspens@es engloba a avaliagdo morfoldgica, distribuicdo de
tamanho de particula, de massa molar do polimero, a determinacdo do potencial Zeta e da
%EE, a cinética de liberacdo do farmaco e, ainda, a avaliacdo da estabilidade em funcéo do
tempo de armazenamento (SCHAFFAZICK, et al., 2003). Alguns destes parametros ja foram
avaliados nos tépicos acima de que trata da construgdo e validacdo das nanoparticulas. Porém,
outros como potencial Zeta, espectroscopia de infravermelho, difracdo de raios-X,
calorimetria exploratoria diferencial, microscopia e estudos in vitro para caracterizar o perfil

de liberacdo da capsaicina, reforcam a caracterizacdo das nanoparticulas.

4.3.1 POTENCIAL ZETA (PZ)

Algumas caracteristicas fisico-quimicas influenciadas por fatores extrinsecos (forcas
hidrofébicas) ou intrinsecos (potencial eletrostatico) orientam o comportamento dos
polimeros, principalmente quando estes se encontram em solucdo. As cargas superficiais
presentes nos polimeros caracterizam a superficie de potencial eletrostatico, também
conhecida como potencial Zeta, e sdo calculadas com base na mobilidade electroforética
(MIYAKE et al., 2013). Em outras palavras, o PZ é a diferenca entre o meio disperso e a fase
estaciondria ligada a particula dispersa no meio (FIGURA 15).

A medida do potencial Zeta fornece informacdes sobre a carga superficial das
nanoparticulas sendo outra caracteristica importante que se deve determinar para predizer
ligacbes com outros materiais. Estas cargas mudam com a variagdo dos pardmetros
experimentais e através deste potencial pode-se medir a magnitude das interacGes repulsivas
entre particulas e avaliar a estabilidade destas em solucdo (NEVES, 2013). A formacéo e
estabilizacdo de particulas através de interacdes eletrostaticas caracterizam o PZ como um
parametro fundamental a ser avaliado. O PZ de uma proteina consegue ser usado como
indicador de estabilidade, pois ele determina o grau de repulséo entre particulas carregadas
em uma dispersdo, influenciando propriedades como, por exemplo, viscosidade, velocidade
eletroforética e indice de polidispersao.

De acordo com o0s principios gerais da quimica coloidal, um sistema disperso
tipicamente perde estabilidade quando a magnitude geral do potencial Zeta diminui para
menos de cerca de 30 mV (independente se a carga € positiva ou negativa). Uma suspensao

coloidal com valores maiores que +30 mv e menores que -30 mv sdo, normalmente, estaveis.
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Ou seja, quanto maior 0 PZ mais provavel que a suspensao seja estavel, pois as particulas
carregadas se repelem umas as outras e essa forca supera a tendéncia natural a agregacao. No
entanto, caso ocorra aumento da instabilidade as proteinas tendem a se aglomerar, formando
conglomerados poliméricos com aumento do diametro.

E de se imaginar que esta estabilidade superficial seja fortemente influenciada pela
variacdo do pH do meio. Por exemplo, meio com pH bésico torna o potencial Zeta mais
negativo, enquanto que o pH é&cido influencia positivamente o valor. Caso o valor do
potencial Zeta atinja zero, ele se encontrard completamente desestabilizado e, este meio

caracteriza o ponto isoelétrico. (NEVES, 2013).

FIGURA 15. REPRESENTACAO DO POTENCIAL ZETA DE UMA PARTICULA EM SOLUCAO.
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Fonte: Adaptado de Liou (2012).

A empresa Horiba Instruments® (HORIBA, 2009) avaliou o PZ da BSA em diferentes
pHs (FIGURA 16). E possivel observar que os valores sdo muito influenciados pela variacio
do pH, como se esperava. A partir deste documento pode-se prever o resultado do Zeta para a
analise da Formulacédo 1 desenvolvida, a qual se encontra em pH igual a 7,0.

Devido a faixa do potencial isoeletrdnico da albumina (4,2 até 5,9) calculado
previamente, era de esperar que valores de pH mais distantes, porém ndo extremos,
apresentariam o PZ com valores mais proximos ou até mesmo superiores a 30 mV.
Novamente os resultados experimentais corroboram o planejamento teorico do estudo, o que
se torna ainda mais evidente ao observar o resultado para as nanoparticulas de albumina com
capsaicina, as quais apresentaram valores de -23,9 mV. Os valores observados em outros

estudos, se considerarmos um valor de corte de +-5 mV, ainda sdo muito divergentes,
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caracterizando-se como mais estaveis (valores maiores do que +-28,9 mV) do que o obtido no
presente trabalho (NIKNEJAD; MAHMOUDZADEH, 2015), menos estaveis (valores
menores do que +-18,9 mV) (SEBAK et al., 2010), ou ainda, similares. (BANSAL et al.,
2011). Isso induz a crer que as mudancas conformacionais ocasionadas pelo enovelamento e
interagdo com as substdncias carreadas também influenciam o potencial Zeta, além da
presenca de solugOes salinas (BANSAL et al., 2011). Portanto, uma comparagdo entre 0S
valores sendo as substancias nanoencapsuladas diferentes ndo pode ser utilizada como um

parametro qualitativo para o resultado do Zeta.

FIGURA 16. RELACAO ENTRE O POTENCIAL ZETA (MV) DA ALBUMINA E O VALOR DE PH DO
MEIO (NUMEROS DA COLUNA).
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4.3.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

A espectroscopia de infravermelho se baseia no fato de que as ligagdes quimicas das
substancias possuem frequéncias de vibracGes especificas, as quais correpondem a niveis de
energia da molécula (chamados nesse caso de niveis vibracionais). O FTIR é uma técnica
muito empregada no estudo de nanomateriais pois permite verificar se 0s componentes das
formulacBes mantiveram a integridade estrutural apdés o processo de formacdo das
nanoparticulas e se ocorreu interacdo entre o polimero e o farmaco (AMRUTHRAJ et al.,
2015).
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Foram realizadas analises de FTIR de amostras com capsaicina livre e das
nanocédpsulas de capsaicina desenvolvidas. O espectro de FTIR da capsaicina livre
demonstrou proeminentes bandas de absorcdo em 3.268, 2.962, 2.356, 1.660, 1.538, 1.455,
1.251, 1.128 e 823 cm™ (FIGURA 17).

FIGURA 17. (A) ESPECTRO DE FTIR DA CAPSAICINA LIVRE DESTACANDO OS PRINCIPAIS
GRUPOS FUNCIONAIS DA MOLECULA RELACIONADA COM AS BANDAS DO ESPECTRO. (B)
ESPECTRO DE FTIR PARA AS NANOPARTICULAS DE ALBUMINA COM CAPSAICINA.
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A estrutura da capsaicina tem um anel aromatico, um grupo polar e um grupo
hidrofobico (FIGURA 17, A). O banda em torno de 3.268 cm™ pode ser devido a &gua
residual da amostra, porém é mais provavel se referir ao grupo hidroxila da capsaicina. A
banda em aproximadamente 2.875 é caracteristica do grupo C=0O da carbonila presente na
capsaicina. A amida pode ser identificada na banda de 1.660, regido (1.500 - 1.900 cm™) que
também ocorre bandas caracteristicas das insaturagdes do anel aromatico. J& as ligagdes
simples C-O e C-C sio observadas nas vibragoes entre 800 e 1.300 cm™. Os grupos metilenos
da capsaicina conseguem ser identificados na regido entre 3000 — 2760 cm™. A configuracéo
trans do alceno pode ser observada na regifo de 1668 - 1678cm™. O comprimento simétrico
C-O-C do grupo metdxi pode ser identificado na banda em 1046 cm™, enquanto o estiramento
assimétrico estd em 1.251cm™ (SILVERSTEIN; et al., 2005).

Ao analisar o espectro FTIR para a nanoparticula de albumina com capsaicina
(FIGURA 17, B) se observa a deformacéo das bandas do grupo carbonila e principalmente
hidroxila, o que indica que a capsaicina interage com a albumina através destes grupos. Esta
interacdo intermolecular deve ocorrer através de forcas eletrostaticas dipolo-dipolo entre a
hidroxila da capsaicina e os grupos sulfidrila dos aminoacidos cisteinas, presentes em grande
quantidade na proteina. As bandas caracteristicas do anel aromético e do grupo amida ainda se
destacam como bandas fortes, apesar de também apresentarem alargamento.

Se observarmos o espectro da capsaicina em outros estudos, por exemplo, o realizado
por Peng et al. (2015), nota-se a auséncia da banda em 2.350 cm™ tanto no espectro do
farmaco livre quanto nanoencapsulado por metoxi poli(etilenoglicol)-poli(e-caprolactona).
Essa banda €é caracteristica da presenca de nitrila e alcinos o que pode indicar a contaminagédo
da amostra, a qual pode ter ocorrido no momento da manipulagéo para analise.

Entretanto, assim como no presente estudo, outros trabalhos também relataram a
alteracdo na regido conhecida como fingerprint (1400 — 800 cm-1) quando a capsaicina se
encontrava nanoencapsulada. Isto se deve provavelmente devido a alguma modificagdo na
caracteristica do anel aromatico como interacdo cation-areno com a proteina, ou até mesmo a
presenca de ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio da carbonila com aminodcidos polares
(tirosina, serina, cisteina e treonina) do polimero (AMRUTHRAJ et al., 2015; HUANG et al.,
2010).
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4.3.3 DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

O DRX pode ser utilizado para varias fun¢Ges como definir se uma estrutura possui
caracteristica amorfa ou cristalina, a estabilidade de determinada molécula frente variac6es de
temperatura, mensurar o tamanho e uniformidade das particulas e avaliar a associagdo do
farmaco ao polimero. Este ultimo é o objetivo da andlise dentro do presente estudo, pois
determina a encapsulacéo pela auséncia de formas cristalinas na associacdo de nanoparticulas
de BSA com capsaicina.

Os resultados de DRX da CL e das NC desenvolvidas estdo representados no
GRAFICO 6. E possivel destacar no difratograma da CL um pico intenso e bem definido em
61° e outro de pequena intensidade e base larga em 178°, caracteristica de produto amorfo
devido a elevacdo da temperatura. O pico de maior intensidade corresponde a capsaicina e vai
de acordo com resultados descritos na literatura. (PENG et al., 2015). Contudo, 0 maior
alargamento da base deve-se a presenca da dihidrocapsaicina na amostra, capsaicindide de

caracteristica fisico-quimica semelhante.

GRAFICO 6. DIFRATOGRAMA DO DRX DA CL (AZUL) E NA FORMA DE NC (AMARELO).
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Ao avaliar as nanoparticulas (GRAFICO 6, traco amarelo) se observou mudanca
brusca na caracteristica do espectro de DRX, tornando a formulagdo amorfa. Provavelmente

isso ocorreu devido a interacdo entre a capsaicina com os sitios ativos aceptores da albumina
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além da interiorizacdo de algumas particulas no complexo polimérico. Essa dispersdo das
moléculas de capsaicina na albumina dificulta a formagdo de cristais do farmaco, o que

confirma a amorfizacédo representada no grafico.

4.3.4 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

O DSC é um método de analise térmica amplamente utilizado. Ele avalia a presenca e
a pureza de uma substancia por meio da analise do pico de fusdo, aplicando a lei de
depreciacdo de Van't Hoff, a qual prevé a restricdo do ponto de fusdo do composto puro
devido a presenca de impureza (VAN DOOREN, 1984). Entretanto, aléem da aplicacdo sobre
analise de impurezas, o DSC também auxilia na confirmacao do revestimento polimérico de
substancias, bem como a avaliacdo de possiveis interacdes entre 0s constituintes. Dessa
forma, foram analisados os comportamentos térmicos da capsaicina livre e ap6s o0 processo de
revestimento com BSA.

A FIGURA 18 ilustra o grafico de DSC gerado para a capsaicina livre e
nanoencapsulada. Como pode ser observado, foi verificado durante o ciclo de aquecimento da
substancia livre (FIGURA 18, A) um pico endotérmico com aproximadamente 65°C,
caracteristico da transicdo de fase (fusdo do material), o qual foi consistente com estudos
prévios (ZI et al., 2008; PENG et al., 2015).

Ao analisarmos a curva de DSC para a amostra de NC (FIGURA 18, B), é possivel
verificar a modificacdo do pico presente no termograma da capsaicina livre (A), ou seja,
nenhum ponto de inflexdo foi observado em 65 °C. Este fato comprova a interacdo farmaco-
polimero nas nanoparticulas. O pico de fusdo caracteristico da capsaicina, por volta de 65°C,
comprova gue ele esta no estado cristalino anidro. Quando presente nas NC esse pico sofre
um alargamento, indicando que houve solubilizacdo da substancia nos componentes do
polimero. A modificagdo do pico proeminente nos nanossistemas ocorre devido & diminuigdo
da cristalinidade da formulacéo e a presenca do farmaco no estado amorfo (JAVADZADEH
et al., 2010). O pico presente no termograma do polimero BSA é caracteristico de transicao
vitrea. Esse fenbmeno é marcante de substancias plasticas, amorfas ou semicristalinas, como
ja havia sido indicado pelos resultados do DRX em outros estudos com NPs de albumina, o
que suporta uma possivel conjugacao entre a capsaicina com BSA (TAHERI et al., 2011).
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FIGURA 18. A. CURVA DSC OBTIDA PARA A AMOSTRA DE CAPSAICINA LIVRE NA FAIXA DE 0 -
250 °C. B. CURVA OBTIDA PARA A AMOSTRA DE CAPSAICINA NANOENCAPSULADA EM
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4.3.5 MICROSCOPIA

As analises previamente realizadas por DLS (topico 4.2.1) forneceram o perfil de
distribuicdo dos diametros, assim como o IP das nanoparticulas. Porém, este método carece de
imagens que avaliem, além do tamanho, também a morfologia das particulas. Carboni e
colaboradores (2014), discutiram a importancia do didmetro e da morfologia das
nanoparticulas durante o processo de marginacdo, adesdo e transmigracdo, processo que
influencia a passagem dos polimeros a partir da corrente sanguinea para os tecidos periféricos.
Concluiu-se que diametro proximo de 200 nm possui alta permeabilidade tecidual, mas que
particulas quasi-esféricas apresentam maior superficie de contato com o endotélio, portanto,
resultam em melhor transmigracdo quando comparadas as particulas esféricas, sendo crucial a
migracdo do polimero. Isso também ocorre ao se observar que polimeros de tamanhos
maiores demonstram menor velocidade de rotacdo em contato com o endotélio,
consequentemente, apresentam maior tempo de inércia de rotacdo, o que facilita a marginagéo
(LEE et al.,, 2009). Portanto, ao planejar o desenvolvimento de terapia com maior
especificidade para o microambiente tumoral comparado aos tecidos normais, seria ideal a
obtencdo de nanoparticulas quasi-esféricas de diametro em torno de 200 nm. Como ainda néo
ha consenso sobre o resultado obtido de acordo com alteracBes nas densidades dos polimeros,
este parametro nao serd avaliado no presente estudo.

As microscopias eletronicas de varredura (MEV) e de transmissdo (MET) sdo muito
empregadas na obtencdo de informacgdes relativas a morfologia e ao diametro das
nanoparticulas. Diferentemente das técnicas de microscopia Optica as quais utilizam fontes de
luz e lentes para iluminar as amostras e obter imagens magnificadas, as eletronicas utilizam
feixes de elétrons acelarados ou lentes eletromagnéticas para gerar imagens de resolucdes
maiores, baseados em comprimentos de onda mais curtos do que os fotons da luz visivel
(RATNER et al., 2004).

Para realizagcdo dos experimentos microscopicos € necessario que as amostras estejam
na forma sélida e secas. Contudo, as amostras ndo puderam ser liofilizadas devido a
alteraces fisico-quimicas ja observadas em polimeros de albumina, o que se confirmou com
a micronizagdo (> 1.000 nm) dos polimeros apoés a liofilizagdo de algumas amostras-piloto
avaliadas. Portanto, para substituir a liofilizacao, secagem a tempertura ambiente foi realizada
diretamente no suporte da microscopia por gotejamento de 10 pL da solucdo de NPs. As

analises de MEV e MET foram realizadas experimentando trés lotes diferentes (inter-dias) de
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nanoparticulas de albumina a fim de se avaliar se as amostras possuem homogeneidade
morfoldgica.

O processo de secagem e acao dos elétrons pode causar alteracdo das caracteristicas
dos polimeros (BOOTZ et al., 2004; HALL et al., 2007), apesar disso, os lotes avaliados no
MEV demonstraram uniformidade no tamanho e estreita distribuicdo de diametros (FIGURA
19). Interessantemente o didmetro médio observado no MEV (185 nm) foi menor do que o
calculado pelo DLS (205 nm) para os trés lotes demonstrando uma variacao quantitativa entre
os dois métodos, porém ocorreu aumento também na heterogenicidade (IP = 0,201), isso se
deu, provavelmente, pelo processo de secagem. A morfologia dos polimeros confirmou que a

forma desejada previamente, quasi-esférica, foi predominante nas imagens geradas.

FIGURA 19. AMOSTRA DE NANOPARTICULAS DE ALBUMINA COM CAPSAICINA AVALIADA POR
MEV.
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A MET ¢é uma das técnicas mais frequentemente utilizadas para caracterizacdo de
nanomateriais (AMI1JI, 2007; WANG, 2001; LIN et al., 2014). Assim como o MEV, a técnica
de MET consegue revelar o tamanho e forma de nanomateriais, bem como graus de agregacao
e dispersdo, porém, com melhor resolucdo espacial e capacidade adicional de medidas
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analiticas. (HALL et al., 2007). Além disso, ela pode comportar também a distingdo entre
nanocapsulas e nanoesferas e, em alguns casos, a determinacdo da espessura da parede das
nanocapsulas. No entanto, alguns inconvenientes acompanham as avaliacdes por MET, por
exemplo, a destruicdo das amostras durante a analise e producéo de artefatos provenientes das
imagens em trés dimensdes, 0 que poderia confundir sobre a dimensao de algumas particulas.
(WILLIAMS; CARTER, 2009).

As imagens geradas pelo MET (FIGURA 20) confirmaram os resultados de outros
estudos, onde as nanoparticulas de BSA se formaram como nanocépsulas ao invés de
nanoesféras. (GUSTAFSON et al., 2013; QIAN et al.,, 2015; JUNG; ANVARI, 2012).
Nanocépsulas quando comparadas as nanoesféras apresentam melhor perfil farmacocinético
(liberacdo mais controlada), maior protecdo ao farmaco e necessidade de menos polimeros
para formar a particula. (ASHTON, 2012).

FIGURA 20. ANALISE DE MET DAS NANOPARTICULAS COM CAPSAICINA.

'

Infelizmente ndo foi possivel aumentar a resolucdo, pois 0 equipamento estava
demonstrando perda do foco e as amostras sofriam a rapida degradacdo, isso impossibilitou o

calculo da espessura da camada externa da nanocapsula.
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4.4. ESTUDOS IN VITRO - LIBERACAO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os estudos in vitro no desenvolvimento das nanoparticulas buscaram avaliar dois
parametros, o perfil de liberacdo do farmaco e o potencial antioxidante da capsaicina de
maneira dose-tempo dependente. De certa forma, como a avaliagdo antioxidante é dependente
da capsaicina livre, os dois parametros serdo discutidos em conjunto.

Estudos iniciais com extratos de pimenta revelaram potencial antioxidante que, a
principio foi relacionado com a presenca de metabolitos como flavondides, acidos fenolicos,
carotendides, vitamina A, acido ascorbico e tocoferois. Porém, estudos adicionais revelaram
que os capsaicindides, em especial a capsaicina, presentes nos extratos eram 0s principais
responsaveis pelas respostas antioxidantes (ROSA et al., 2002; MATERSKA; PERUCKA,
2005).

Apesar do potencial antioxidante observado pela capsaicina, este efeito é considerado
60 vezes mais fraco do que a resposta causada pela alfa-tocoferol, um dos mais importantes
antioxidantes in vivo (OKADA; OKAJIMA, 2001). Como o efeito antioxidante é explorado
em ambos, quimioterapia e prevencdo de cancer (YANG et al., 2016; RALPF et al., 2010;
VALKO et al., 2006), ¢ fundamental avaliar se esta propriedade se mantém quando a
capsaicina esta nanoencapsulada.

A avaliagdo da propriedade antioxidante foi realizada pelo ensaio de descolaragéo do
cation radical ABTS (ABTS™), um dos métodos padrdes aplicaveis para substancias lipo e

hidrossoltveis (RE et al., 1999). Para avaliar o perfil de resposta dose-tempo dependente da
CL e NC, sete concentracdes diferentes (98, 43, 25, 10, 1, 0,1 e 0,025 pg/mL) foram
selecionadas além da NV durante 8 periodos de tempo diferentes (*%, 1, 3, 12, 24, 36, 48 e 72
horas), entretanto, as 3 menores concentracdes ndo demonstraram reducdo diferente do
placebo, ndo sendo demonstrados no GRAFICO 7.

A NV (concentracdo de 326,66 pg/mL de BSA) apresentou propriedade antioxidante
média com reducdo de 21,12% do radical ABTS, com valor constante e ndo influenciado pelo
tempo. Este resultado ja havia sido observado em estudos anteriores para albumina sérica
humana (ROCHE et al., 2008; ROZGA et al., 2013; TAVERNA et al., 2013) confirmando
esta propriedade da proteina. Por isso, ela é considerada a principal molécula extracelular
responsavel por manter o estado redox no plasma (OETTL; STAUBER, 2007). O mecanismo
proposto para esta propriedade se deve a caracteristica da albumina de permitir a ligacéo de

multiplas moléculas em seus sitios aceptores, sendo uma espécie de armadilha para os radicais
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livres circulantes (OETTL; STAUBER, 2007). Ao se comparar as respostas das formulagdes
CL10 e NC25 elas apresentam diferenca estatistica com pouco tempo (1/2-1h), no entanto, no
intervalo de 3 - 48h as respostas se caracterizam como significantemente diferentes (p> 0.05),

0 que muda novamente ao atingir 72h (p = 0.0007).

GRAFICO 7. AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTES DA CAPSAICINA LIVRE (CL) E
NANOENCAPSULADA (NC) (CONCENTRAGCOES DE 98, 43, 25 E 10 pg/mL) E, DA ALBUMINA VAZIA
(NV) DENTRO DA FAIXA DE TEMPO DE %2 ATE 72 h.
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Se observarmos os resultados médios em todos os periodos de tempo para a capsaicina
livre (CL) em diferentes concentracdes, i.e. 98 ug/mL (97,37%); 43 pg/mL (88%); 25 pg/mL
(22,62%); 10 pg/mL (9,62%); 1 pg/mL (7,00%); 0,1 pg/mL (6,37%); 0,025 pg/mL (1,37%),
conclui-se que a resposta é dose dependente e com caracteristica aguda. A dose de 98 pg/mL
praticamente inibe a presenca do radical ABTS de forma igual, seja no tempo de % hora ou 72
horas, enquanto a baixa concentracdo (0,025 pg/mL) apresenta resposta insignificante, apenas
1,37% maior do que o controle negativo (diferenca da leitura da absorbancia do radical
ABTS).

Diferentemente da droga livre, a capsaicina nanoencapsulada (NC) demonstrou, além
do perfil dose dependente, uma resposta tempo-dependente (diferenca estatistica confirmada
por ANOVA). Esse resultado demonstra uma liberagéo lenta e constante da droga, perfil

esperado com a formulacdo de nanocapsulas. Logicamente, se compararmos os resultados
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obtidos com a droga livre e no polimero, a primeira terd uma resposta mais intensa, porém
somente aguda, enquanto que a droga carreada ter4 um perfil crescente, mas menos eficaz no
resultado final em doses comparadas. No entanto, estas diferencas nédo significam que a droga
livre seria a de escolha para um possivel tratamento farmacol6gico, muito pelo contrario, o
melhor perfil farmacocinético de liberagdo da droga nanoencapsulada a torna mais propicia a
adesdo de tratamento pelo paciente. A fim de atingir respostas agudas semelhantes as obtidas
pela CL seria necessario apenas aumentar a concentracdo na formulacdo NC.

Este teste antioxidante fornece duas respostas de imediato, a formulacéo desenvolvida

possui atividade no teste e apresenta perfil de liberacdo constante, mensurado de forma
indireta pela redugcdo do ABTS'*. Porém, para uma medida mais precisa da curva de liberagédo

do farmaco o teste de liberacdo in vitro, o qual permite determinar o perfil farmacocinético da
formulacdo, seria o preferivel.

A solubilidade da capsaicina em meio de dissolu¢gdo com PBS, pH 7,4, 50 mM
contendo PVA (1%, m/v) foi determinado como sendo 0,2 mg/mL. A quantidade de
capsaicina utilizada para o ensaio de liberagdo in vitro corresponde a 13% da sua solubilidade
méaxima, e considerando que o meio é constantemente restaurado, € possivel afirmar que as
condicdes sink foram mantidas durante o experimento.

Ao analisar os resultados ao longo do periodo avaliado (72h), observou-se um perfil de
liberagdo bifasico (GRAFICO 8). Nos primeiros 30 minutos, as nanoparticulas ja haviam
liberado 8+-2% da capsaicina. Com 24 h, observou-se que 27+-3% da capsaicina havia sido
liberada no meio, no entanto, apo6s este periodo inicial a liberacdo tornou-se mais lenta,
atingindo ao final de 72 h 45+-2% de liberacdo da capsaicina. Este perfil inicial rapido,
seguido de uma liberacdo mais lenta e constante pode ser justificado pela caracteristica de
nanocapsula, a qual libera inicialmente os farmacos adsorvidos nas superficies e depois de
forma mais lenta os presentes em seu interior. Conclui-se que a liberacdo ocorre de forma

rapida nas primeiras 12 horas, se mantendo constante e mais lenta nas proximas horas.

GRAFICO 8. RESULTADO DA LIBERACAO IN VITRO DA CAPSAICINA DENTRO DE UM PERIODO
DE 72H.
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4.5 ESTUDOS IN VIVO

Estudos in vivo, do latim “dentro da vida”, se referem aos experimentos que utilizam
organismos vivos como forma de obter respostas bioldgicas a determinada situacdo. Testes
com animais ou seres humanos sdo ambos considerados avaliacdes in vivo e quando
comparados aos experimentos in vitro ou modelos in silico se aproximam muito mais da
realidade.

A decisdo de avaliar o efeito da capsaicina in vivo foi para determinar se ela, na forma
livre e/ou nanoencapsulada, teria alguma influéncia sobre a expressdo de citocinas
relacionadas ao desenvolvimento e controle tumoral em ratos saudaveis. Além disso, a
toxicidade também foi investigada através de exames bioquimicos, hematoldgicos e
histologicos a fim de determinar possiveis alteragdes originadas durante a exposicdo ao
farmaco. Como as nanoparticulas do presente estudo sdo formulagdes desenvolvidas para
administracdo parenteral e, devido ao volume e presenga de solutos, o ideal seria realizar o
experimento por via intraperitoneal. Os estudos sobre a toxicidade da capsaicina administrada
por via intraperitoneal em ratos ainda sdo excassos e incompletos. Muralidhara e
Narasimhamurthy (1988) avaliaram esta via em camundongos com a capsaicina em

concentracdes variadas (0,4; 0,8 e 1,6 mg/kg/dia) durante 5 dias consecutivos, porém, a
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investigacao foi restrita a possiveis lesées no epididimo, contagem de esperma, além de peso
e histologia testicula, as quais ndo apresentaram alterages significativas. (MURALIDHARA,;
NARASIMHAMURTHY, 1988).

Antes de iniciarmos os testes foram realizadas avaliacGes piloto com 8 animais para
definir as doses intraperitoniais agudas e tempo de administragdo das formulagdes, as quais
fossem altas, mas que ndo fossem fatal aos animais por via intraperitoneal. Apesar da DLso
aguda intraperitonial para ratos ser de 12 mg/kg (FLORA et al., 2004), conseguimos trabalhar
com doses de 50 mg/kg sem ocasionar a morte dos grupos experimentais. No entanto, quando
as doses foram maiores do que 60 mg/kg os animais convulsionaram ténico-clénico e vieram
a Obito, caracteristica de overdose por capsaicina. Portanto, a concentracéo de 50 mg/kg foi a
selecionada para trabalhar com os grupos experimentais por aplicacdes intraperitoniais.

A toxicidade aguda da capsaicina sofre ampla variacdo dependente da rota de
administracdo da droga. Sato e Yamamoto (1996) investigaram os valores de DLso por via
oral em ratos e camundongos de ambos os sexos. Observou-se que os valores para as fémeas
foram de 97,4 mg/kg (camundongo) e 148,1 mg/kg (rato), enquanto 0os machos se mostraram
mais resistentes 118,8 e 161,2 mg/kg para camundongos e ratos, respectivamente. Segundo o
Diretorio Geral da Comissdo Européia de Protecdo a Satde e Consumo (2002) administracdes
agudas, subcrénicas e cronicas da capsaicina podem gerar algumas alteracBes bioldgicas.
Acredita-se que a administracdo aguda em doses letais leva a Obito devido a paralisia
respiratoria. (GLINSUKON et al., 1980). Danos morfol6gicos no sistema gastrico, duodenal e
hepatico também foram relatados ap6s administracdo oral. (NOPANITAYA; NYE, 1974).
Monsereenusorn (1983), observou em um estudo subcrdnico (10-60 dias) que a administracéo
oral de 50 mg/kg de extrato de capsicum em ratos reduziu as concentraces de uréia
plasmatica, glicose, triglicerideos, colesterol total, &cidos graxos livres, transaminase
glutdmico-piridvica e fosfatase alcalina. Entretanto, ndo houve alteracBes patoldgicas e
nenhuma diferenca no peso dos Orgdos, apenas uma ligeira hiperemia nos figados e
vermelhiddo na mucosa gastrica. Contudo, outros estudos realizados com camundongos
durante 14 meses apresentaram graves alteragdes histolégicas nos rins, estdbmago, figado e
cavidade bucal, evoluindo para cirrose (49% dos casos) e degeneracdo glomerular em 50%
dos casos (AGRAWAL; BHIDE, 1987, AGRAWAL; BHIDE, 1988; MURALIDHARA,
NARASIMHAMURTHY, 1988).

O tempo de administracdo também foi investigado para saber se haveria alguma

alteracdo na expressdo de citocinas, ou até mesmo morte dos animais por efeito do regime
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terapéutico consecutivo de altas doses. Durante 15 dias (2 ratos por grupo, dentro os 8
pilotos), tiveram seus sangues puncionados nas horas 0 (antes da primeira aplicacdo) e, 24,
48, 72, 120, 240 e 360h (iniciando 3 horas ap0s a aplicacdo intraperitoneal de solucdo com
CL). Como ndo houve diferenca na expressdo de citocinas entre os dias de coletas, a
administracdo consecutiva durante trés dias foi o tempo selecionado.para realizar a expressao

de citocinas, histopatologia e, alteragdes bioquimica e hematoldgicas em modelos agudos.

4.5.1 AVALIACAO BIOQUIMICA E HEMATOLOGICA

Ainda ndo ha um consenso sobre as influéncias da capsaicina com 0s exames
hematoldgicos e bioquimicos. Como supracitado, a administracdo subcrénica e cronica foi
relacionada com reducdo da glicemia, triglicerideos, colesterol total e &cidos graxos livres, a
qual decresce com o tempo de administragio (MONSEREENUSORN, 1983). Apesar do
grande numero de estudos de toxicidade, a maior parte é proveniente de extratos com
capsaicindides, sem controle de pureza e contaminantes, 0 que prejudica a confiabilidade do
estudo e a extrapolacdo dos resultados para a capsaicina. Ha caréncia de avaliacbes agudas
com a capsaicina de pureza maior que 94% que considere todos os pardmetros investigados.
Com isso, os exames bioguimicos avaliaram possiveis alteracdes derivadas de marcadores
renais, hepéticos e fatores metabélicas. Na interpretacdo dos autores deste trabalho, seria
insignificante mensurar marcadores cardiacos visto que a obtencdo do material sanguineo
ocorreu via puncao cardiaca. Os parametros hematoldgicos investigaram possiveis alteracdes
imunolégicas, na formacéao de glébulos brancos e vermelhos e de coagulacao.

Os resultados obtidos para 0s grupos que receberam apenas o veiculo (1 mL de etanol
3%) e nanoparticulas vazias (NV) ndo tiveram diferenca, portanto, o grupo NV foi utilizado
como controle negativo para discutir os resultados. Ha& grande discordancia entre o0s
parametros hematoldgicos e bioquimicos para ratos wistar e, para tentar solucionar essa falta
de padronizacdo Branco e colaboradores (2011) avaliaram valores de referéncia provenientes
do Biotério Professor Thomas George do Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica (LTF) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Esses valores foram utilizados como controles de
referéncia externo.

O exames bioquimicos (GRAFICO 9) em sua maioria ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre si, porém alguns pontos podem ser discutidos por estarem em contrariedade

a literatura. Extratos do género capsicum demonstraram aumentar a secre¢do de insulina,
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reduzir a de glucagon e, consequentemente reduzir a glicemia (MOZSIK, 2014; CHAIYASIT
et al., 2009). Entretanto, em nosso estudo o grupo NV teve o nivel de glicemia reduzido em
relacdo ao grupo CL (p < 0,05), mas equiparado ao grupo NC. Devido ao tempo de liberacédo
da droga observado nos testes in vitro (GRAFICO 8), essa menor biodisponibilidade da
capsaicina nanoencapsulada pode justificar a reducdo da resposta sobre o metabolismo
glicémico quando comparado a droga livre.

N&o se observou alteracdo dos marcadores de lesdo renal e hepatica, reforcando
resultados de estudos anteriores que indicaram que o efeito antioxidante da capsaicina pode
ser considerado fator protetor para o sistema renal (SHIMEDA et al., 2005).
Interessantemente, os resultados, com excecédo dos testes de uréia, possuem valores diferentes
dos relatados pelo controle externo (BRANCO et al., 2011).

Pelos resultados observados conclui-se que a capsaicina, mesmo em doses muito
superiores a DLso por via i.p. ndo causou alteracdo da maioria dos parametros bioquimicos
avaliados em comparagdo aos controles internos (NV e veiculo). A maior taxa de glicemia do
grupo interno (NV, CL e NC) comparada com o controle externo (LTF-UFPB) pode ser
justificada por varios fatores como, por exemplo, linhagem genética, estresse, tipo da racao
disponibilizada, pois os animais se alimentavam a vontade e, até mesmo, a diferenca de tempo
entre a Ultima alimentagcdo e o momento da coleta. Portanto, como a glicemia sofre maior
influéncia de fatores externos, e.g. alimentacdo e estresse, comparado aos outros parametros
analisados, ja se esperava a possibilidade de diferenca dos valores. A fim de desvendar
possiveis mecanismos fisioldgicos que alteraram a glicemia seria interessante mensurar, em
andlises futuras, os niveis de insulina, glucagon, adrenalina e até mesmo corticéides dos

grupos experimentais.
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GRAFICO 9. VALORES DOS EXAMES BIOQUIMICOS REPRESENTADOS EM MEDIA +- DP.
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Fonte: Os valores de LTF-UFPB foram adaptados de Branco et al. (2011)
Nota: NV (nanoparticula vazia), CL (capsaicina livre), NC (nanoparticula de capsaicina), LFT-UFPB (Biotério -
UFPB). Controle negativo interno e externo representados por NV e LTF-UFPB, respectivamente.

Além dos exames bioquimicos, o hemograma completo também foi avaliado
utilizando os parametros do LTF-UFPB (BRANCO et al., 2011) como controle negativo
externo e a NV como controle negativo interno (GRAFICO 10). Diferentemente dos valores
bioquimicos, os hematoldgicos foram similares aos do controle externo, principalmente no
GRAFICO 10, A e B.

Os resultados observados de hemoglobina total (HGB), glébulos vermelhos (GV),
volumar globular médio (VGM), hemoglobina corpuscular média (MCH) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (MCHC) avaliaram a contagem de hemacias e indices
hematimétricos. Com isso, € possivel obter o tamanho da heméacia, o conteido de

hemoglobina e auxiliar no diagnostico e classificagdo de possiveis anemias, policitemias,
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hemorragia e até mesmo desidratacdo. Nao se observou diferenca estatistica entre 0s grupos
experimentais e 0s controles interno e externo, com auséncia de anormalidades
hematoldgicas. Este resultado corrobora o observado pelo extrato de Capsicum baccatum, que
também ndo apresentou alteracbes (ZIMMER et al., 2012).

A contagem de plaquetas (GRAFICO 10, B) é um importante teste de rastreamento da
funcdo plaquetaria. Ela avalia a producdo ou utilizacdo de plaquetas, o que auxilia o
diagnostico e/ou prevencdo de hemorragias e trombocitopenia. Os exames confirmaram a
auséncia de anormalidades.

A contagem de leucécitos (GB, GRAFICO 10, A) e o exame diferencial (%
granuldcito, linfocitos e mondcitos, GRAFICO 10, C) avaliam a capacidade imunoldgica e a
gravidade de possiveis infeccdes, detectam quadros de leucemia e a gravidade de reacdes
alérgicas (contagem de eosindfilos) e processos inflamatorios. Estudos anteriores relatam que
a capsaicina possui potencial de reduzir leucdcitos, entretanto, estes estudos foram realizados
apenas sob influéncia de fatores pro-inflamatorios. (SCHNEIDER et al., 2009). Ao analisar 0s
resultados é possivel detectar que a capsaicina livre promoveu elevacdo na % de linfécito
(%LYM) e reducdo de granulécito (%GRA) em comparacdo com NV, valor também
observado na contagem dos linfécito e granuldcito. Esta diferenca sobre linfécito e
granuldcitos foi mais proeminente no grupo CL quando comparado ao NC e, pode ser
explicado pela liberacdo lenta da droga pelo polimero.

Aumento na porcentagem de linfécitos pode ser devido a varias causas, por exemplo,
infeccdo bacteriana cronica, infeccdo viral (e.g. sarampo), leucemia linfocitica, maultiplo
mieloma e hepatite infecciosa. Por outro lado, a reducdo dos baséfilos pode indicar infeccdo
aguda, cancer e injuria severa (VAJPAYEE et al., 2011). A investigacdo histolégica
possibilita avaliar qualquer possivel dano aos orgdos selecionados e, com isso, buscar

relacionar com esta alteracdo observada no hemograma.
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GRAFICO 10. VALORES MEDIOS COM DP PARA OS EXAMES HEMATOLOGICOS DIVIDIDOS EM 3
GRAFICOS: A. GB, GV, HGB, HCT, VGM, MCH E MCHC; B. PLA; C. % DE LYM, MON E GRA.
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Fonte: Os valores de LTF-UFPB foram adaptados de Branco et al. (2011).

Notas: Hemoglobina total (HGB), glébulos vermelhos (GV), gldbulos brancos (GB), volumar globular médio
(VGM), hemoglobina corpuscular média (MCH), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC) e
plaguetas (PLA). As unidades do Grafico A foram VGM (mm?), HCT (%), HGB (g/dL), GV (milhdes/mm3), GB
(mil/mm?), MCH (pg) e MCHC (g/dI).

4.5.2 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS NO SANGUE

Citocinas, como mencionado na introducgdo, sdo moléculas heterogéneas, tendo agdes
complementares e muitas vezes duais. Existem citocinas que podem ser consideradas como
pro-inflamatorias, pois aumentam as diferentes etapas da resposta imunoldgica, e.g. IL-1,-2, -
6, -9, -12, -14, -15, -16, -17, -18, -20, TNF-alfa e IFN-alfa ou ainda anti-inflamatérias (I1L-10,
IL-13, IL-19). Outras citocinas atuam preferencialmente na maturacdo de células, por
exemplo, IL-3, -7, -9 e -11. Por outro lado, IL-4, -5, -6 atuam na defesa contra parasitas tendo
também importancia nas reagdes alérgicas.

A quantificacdo das citocinas pré-inflamatorias (TNF-alfa, 1L-2, IL4 e IFN) tem como
objetivo avaliar um possivel mecanismo modulador da capsaicina. O grupo NV foi utilizado
como controle negativo por ndo demonstrar alteragdo da resposta imunoldgica em

comparagao ao grupo veiculo.
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Observou-se que ndo houve alteracdo nos valores das citocinas IL-2, -4 e IFN quando
comparada com o grupo controle negativo (GRAFICO 11). Este resultado contrasta com
alguns estudos anteriores que observaram efeito modulador da capsaicina sobre estas
citocinas, elevando-as (TAKANO et al., 2007) ou suprimindo-as de maneira dose dependente
(GERTSCH et al.,, 2002; FISCHER et al., 2001; SANCHO et al., 2002). A diferenca
metodoldgica entre os experimentos pode explicar tal variagdo, visto que, a maioria utiliza a

capsaicina em modelo pré-inflamatorio.

GRAFICO 11. VALORES MEDIOS DAS CITOCINAS TNF-ALFA, IFN, IL-4 E IL-2 PARA OS GRUPOS CL,
NC E NV.
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Notas: TNF-alfa: fator alfa de necrose tumoral; IFN: interferon gamma ; IL-4: interleucina-4; IL-2: interleucina-
2. Os grupos NC e NV apresentaram diferenca significativa na quantificacdo do TNF-alfa (p<0,05). NV
(nanoparticula vazia), CL (capsaicina livre) e NC (nanoparticula de capsaicina).

Ao analisar os resultados da citometria do TNF-alfa, constatou-se que 0s grupos
experimentais que receberam a droga livre e nanoencapsulada apresentaram menor expressao
desta citocina. Este resultado corrobora relatos anteriores que descreveram acéo inibitoria da
expressdo do TNF-alfa sob situa¢fes de estimulos inflamatérios por LPS (IJIRI et al., 2014;
PARK et al.,, 2004; VERGARA et al., 2006). Entretanto, o presente estudo apresenta o
primeiro resultado de modelo in vivo sem que o animal tenha recebido um estimulo pro-
inflamatorio (por exemplo, LPS) antes da administragdo da capsaicina. Portanto, conclui-se
gue a resposta inibitéria sobre TNF-alfa é independente deste prévio estimulo, porém o

mecanismo ainda necessita maiores estudos para ser desvendado.
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Como esta citocina possui duas caracteristicas marcantes e contraditorias, isto é, pode
gerar apoptose e necrose (potencial antitumoral) através da ativagdo dos “"dominios da morte"
(VAN HORSSEN et al., 2006), como também pode estimular a proliferacdo, sobrevivéncia,
migracao e angiogénese resultando em promoc¢édo do tumor, estudos adicionais com modelos
tumorais in vivo sdo necessarios para concluir qual resposta bioldgica sera gerada. O modelo
de membrana corioalantdica em embrido de galinha podera auxiliar na resposta sobre a

angiogénese da droga livre e nanoencapsulada.

4.5.3 AVALIACAO HISTOLOGICA DA TOXICIDADE

Alguns estudos com modelos animais demonstram que a capsaicina possui potencial
histoprotetor, pois é capaz de reduzir danos causados por agentes quimicos ou fisicos a
diversos 6rgdos (HASSAN et al., 2012 PRIOR et al., 1990). No entanto, outros trabalhos
mostram aumento da lesdo em determinados Orgdos, por exemplo figado e pulméo
(AGRAWAL; BHIDE, 1987; AGRAWAL; BHIDE, 1988; MURALIDHARA;
NARASIMHAMURTHY, 1988). Com isso, buscou-se avaliar histologicamente orgdos que
possam ser afetados com a administracdo intraperitoneal da capsaicina em alta concentragéo,
i.e. pulmdo, coracdo, rins, testiculo, figado e baco.

O procedimento para retirada dos 6rgédos selecionados para o estudo foi realizada pela
incisdo com bisturi no térax dos ratos, seguida da abertura total da extensdo térax-abdominal e
descolamento lateral do tecido para facilitar o processo (topico 3.4.3, FIGURA 12). Os 6rgaos
retirados foram prontamente acondicionados em recipientes com formol e levados ao
laboratdrio de analise histologica.

Os resultados do grupo controle (apenas veiculo) e da nanoparticula de albumina vazia
(NV) foram idénticos, portanto, serdo apresentados como um Unico grupo, NV. A avaliacdo
histolégica do baco mostrou para os trés grupos, NV, CL e NC a arquitetura preservada
(FIGURA 21, A, B e C). A polpa branca é formada por tecido linfoide denso que fornece a
trama de sustentacdo dos vasos sanguineos. Ele é constituido por fibras reticulares
mesenguimais, linfoblastos, linfocitos e plasmdcitos. A polpa vermelha é constituida por
tecido linfoide frouxo e capilares sinusoides congestos. Segundo as analises, nenhum tipo de
alteracdo foi observada no tecido, mantendo-se integro e sem indicio de atividade necro-

inflamatoria.
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O corte histolégico da camara cardiaca ventricular (FIGURA 21, D, E e F) nédo
apresentou indicios de necrose ou processo inflamatério, com parede miocardica e fibras
musculares preservadas. O estudo de Wang e colaboradores (2014) indicou um efeito protetor
da capsaicina sobre formacdo de fibrose e hipertrofia do miocardio, provavelmente via
receptor TRPV-1. Portanto, além de ndo causar danos histologicos, a capsaicina ainda pode
fornecer respostas cardio-protetoras, porém, devido a auséncia de modelos positivos, ndo
podemos afirmar isso apenas com os dados obtidos.

Os cortes histoldgicos do tecido hepatico (FIGURA 22, A, B e C) dos trés grupos nao
apresentaram atividade necro-inflamatoria ou fibrose. No grupo CL observa-se cordbes de
hepatécitos em arranjo radial e, entre eles, encontram-se sinusoides. Nota-se centralmente
espaco porta com vénula, arteriola e ducto biliar. Nos grupos NC e NV os hepatocitos estdo
dispostos em traves mais ou menos regulares.

A anélise do tecido pulmonar (FIGURA 22, D, E e F) apresentou diferenca entre os 3
grupos. O corte histoldgico do grupo com NV demonstrou bronquiolo terminal e respiratério
com células cubicas, algumas com cilios e ldmina prépria de tecido conjuntivo circundada por
células musculares lisas. O corte demonstra alvéolos distendidos com pneumdcitos planos.
Por outro lado, o exame histoldgico do grupo com capsaicina livre apresentou infiltrado
inflamatorio linfocitario em grau moderado, predominantemente linfocito adjacente do
bronquiolo terminal, por vezes constituindo agregados linféides. Observou-se também
hiperplasia de pneumdcitos multifocalmente, associada a congestdo e focos de
extravasamento recente de hemacias. As células pulmonares avaliadas no grupo de
nanoparticulas de capsaicina apresentou espessamento fibroso, edema (nos septos alveolares)
e esparsas células inflamatorias, representadas por linfocitos e plasmécitos. Comparado ao
grupo da droga livre, a droga nanoencapsulada demonstrou menor lesdo sobre o tecido e
discreto infiltrado inflamatdrio intersticial em septos alveolares reforcando a protecdo

ocasionada pelo polimero.



108

FIGURA 21. LAMINAS HISTOLOGICAS DO BACO: (A) CL, (B) NV, (C) NC E MIOCARDIO: (D) CL, (E)
NV, (F) NC.
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Este resultado reforca o efeito citotdxico que os capsaicindides apresentam sobre
células pulmonares. Estudos anteriores forneceram evidéncia de inflamacéao respiratéria aguda
e danos sobre células epiteliais. Acredita-se que este mecanismo leve a morte celular pela
expressao de citocinas inflamatdrias dependentes de céalcio, mecanismo iniciado pela
interacdo com os receptores TRPV1 (REILLY et al., 2003). A justificativa destas citocinas
ndo serem detectadas pela citometria no plasma é que a expressao ocorre de forma localizada,
inicialmente apenas no epitélio das celulas pulmonares.

A vista panoramica renal do grupo CL, demonstrou camada cortical com corpusculos
de Malpighi em numero adequado e tabulos contorcidos. As camadas medulares externa e
interna apresentam ductos coletores. Auséncia de alteracGes nos tubulos intersticiais. Os
outros dois grupos (NV e NC) também apresentaram normalidade do tecido, com tamanho,
forma e celularidade conservados (FIGURA 23, A, B e C). O corte histolégico do testiculo
(FIGURA 23, D, E e F) demonstra tibulos seminiferos revestidos por 4 a 8 camadas de
células espermatogénicas e células de Sertoli. Um tecido conjuntivo frouxo circunda o0s
tubulos seminiferos e abriga as células intersticiais (de Leydig). No Iimen, observam-se 0s
flagelos espermaéticos integros. Apesar da lamina com NV apresentar uma imagem
diferenciada do intersticio, isso é considerado apenas um artefato, com isso, as anélises

comprovam a inexisténcia de qualquer dano ao tecido.
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FIGURA 22. LAMINAS HISTOLOGICAS DE TECIDO HEPATICO: CL (A), NC (B), NV (C) E
PULMONAR: CL (D), NV (E) E NC (F).
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FIGURA 23. LAMINAS DOS EXAMES HISTOLOGICOS DE RINS: CL (A), NC (B), NV (C) E TESTICULO:
CL (D), NC (E) E NV (F).
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4.6 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL

Oito concentracgdes diferentes, isto é, 250 (1); 125 (2); 62,5 (3); 31,25 (4); 15,62 (5);
7,81 (6); 3,90 (7); 1,95 (8) ug/mL, de CL e NC, além do veiculo, NV e controle negativo
foram avaliadas através da incubagdo com células B16F10, modelo celular de melanoma.

O resultado da resposta média antitumoral in vitro com a capsaicina mostrou-se
promissor, tanto com a droga livre quanto nanoencapsulada (GRAFICO 12). Os resultados
experimentais foram comparados com os observados no controle. E possivel destacar que a
droga livre apresentou efeito citotoxico maior do que a nanoparticula (p > 0,03), resultado ja
esperado devido ao maior tempo necessario para liberacdo da droga dentro do polimero. Esta
diferenca provavelmente poderia ser anulada caso as concentracdes dentro da NC fossem
maiores em comparacdo a droga livre, o que forneceria uma resposta aguda mais intensa
(dose-dependente). Porém, ao avaliar, por exemplo, CL3 com NC2, ndo houve diferenca
(p<0,05), o que demonstra que a elevacdo da concentracdo de CAP nas nanoparticulas
resolveria realmente a diferenca de resposta.

GRAFICO 12. RESULTADO DO TESTE DE VIABILIDADE DAS CELULAS B16F10 MENSURADA EM
TRES TEMPOS (24, 48 E 72h)

% de viabilidade celular

Controle
Solvente

Grupos experimentais

B Média Viabilidade (%) - 24h m Média Viabilidade (%) - 48h
m Média Viabilidade (%) - 72h

Notas: Controle: controle negativo - apenas o meio de cultura; NV: nanoparticula vazia; Solvente:
solucdo de PBS com etanol 5%. As concentragdes de droga livre (CL) e nanoencapsulada (NC)
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seguem as numeragdes: 250 (1); 125 (2); 62,5 (3); 31,25 (4); 15,62 (5); 7,81 (6); 3,90 (7); 1,95
(8) ug/mL

A capsaicina livre alcangou 1Cso com as concentracgdes de 7,81 ug/mL (CL6) em 72h e
15,62 ug/mL (CL5) nas avaliacGes de 24 e 48h. J& a nanoparticula necessitou estar mais
concentrada, 31,25 (NC4), 62,5 (NC3) e 125 (NC2) ug/mL em 72h, 48h e 24h,
respectivamente, para alcangar a ICso, reafirmando o perfil de resposta dose-tempo
dependente esperado para nanocapsulas.

Na concentracdo de 250 ug/mL, praticamente ndo ha viabilidade celular para a droga
livre em 72h, enquanto que a capsaicina nanoencapsulada apresentou excelente perfil de
resposta, com apenas 80,68% de células tumorais integras.

A anélise microscépica (FIGURA 24) das células reforca de forma qualitativa os
promissores resultados obtidos com a droga. A figura destaca a grande quantidade de células
no controle negativo e o efeito citotoxico ocasionado pela capsaicina na forma livre e NC nas
maiores concentracdes testadas, CL1 e NC1, respectivamente (250 ug/mL). Os resultados das
concentracdes que caracterizaram os valores de 1Cso tambem podem ser observados.

Estes resultados reforcam estudos anteriores sobre o potencial citotoxico da capsaicina
e ainda caracterizam as nanoparticulas de aloumina como uma promissora formulacdo com

atividade antitumoral.
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FIGURA 24. RESULTADO MICROSCOPICO DOS TESTES DE VIABILIDADE CELULAR.

Controle

’i

Notas: Controle: controle negativo - apenas o meio de cultura; As concentracdes de droga livre (CL) e
nanoencapsulada (NC) seguem as numeragdes: CL1: 250; CL6: 7,81; NC1: 250; NC4: 31,25 ug/mL.
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5 CONCLUSAO

A etapa analitica para identificacdo e quantificacdo da capsaicina livre foi realizada
com sucesso por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Detectou-se que a amostra de
capsaicina proveniente da empresa Galena® possuia pureza ndo menor do que 94%. Apds, a
avaliacdo de trés fases mdveis agua:metanol, acetonitrila:dgua e metanol:acetonitrila, a fase
agua:metanol foi selecionada a proporcéo 85:15 (v:v) devido a presenca de pico uniforme e
separagdo adequada entre a capsaicina e dihidrocapsaicina no cromatograma. O método
apresentou linearidade, robustez, seletividade, exatidao, precisdo e adequada sensibilidade. A
padronizacdo analitica para quantificacdo da capsaicina foi fundamental durante as etapas de
liberacdo in vitro, %EE e estabilidade das nanoparticulas.

A sintese das nanoparticulas de BSA com capsaicina pelo método de coacervagdo foi
realizado com sucesso obtendo polimeros com a forma quasi-esférica, diametro médio de 205
nm, IP de 0,037 e %EE 98,3 +- 7,4 (DPR). Estas caracterisicas estdo dentro das planejadas
desde o inicio do trabalho para que ocorre menor opsonizacdo e distribuicdo adequada para
areas tumorais. A sintese das nanoparticulas teve pouca influéncia da variacdo de pH do meio
entre 7 e 9, por isso, ao pensar em scaling up da formulacao, a viabilidade se torna maior ao
empregar um meio reacional sem a necessidade de solucdo tampao, ou seja, a solu¢do com pH
igual a 7 foi selecionada (Formulacdo 1). Observou-se também que glutaraldeido 8% e a
velocidade de adicdo da solucdo etanol-capsaicina em 1mL/min ao meio aquoso do polimero,
apresentaram as caracteristicas desejadas e alta reprodutibilidade, sendo os parametros
selecionados para desenvolvimento de novas nanoparticulas de BSA, vazias e com capsaicina.
A estabilidade da formulacdo foi avaliada por DLS. O método confirmou que as
nanoparticulas se mantinham estaveis por até 12 semanas a temperatura ambiente e
refrigerada e, 9 semanas sob congelamento. Infelizmente ndo foi possivel liofilizar as
amostras devido a agregacdo dos polimeros durante 0 processo, 0 que gerou estruturas
micrométricas.

As caracterizagOes fisico-quimicos e microscopica demonstraram que a capsaicina
realmente estava associada ao polimero com estrutura de nanocapsula. A cinética de liberacéo
do farmaco foi calculada durante 72h e demonstrou um perfil bifésico. A curva do grafico
confirmou liberacdo rapida de 8 +- 2 e 27+-3% em 1/2 e 24 horas, respectivamente, seguindo
a partir deste ponto um perfil mais lento com 45+-2% ao final de 72h.

A capsaicina demonstrou na forma livre um perfil de atividade antioxidante dose-

dependente com ~97% de reducdo do cation radical ABTS na concentragdo de 98 pg/mL.
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Além do perfil de resposta dependente da dose, as nanoparticulas também apresentaram
resposta tempo-dependente, o que confirma a liberagdo constante da droga, caracteristica
esperada com a formulacéo de nanocapsulas.

Ademais, as avaliacbes in vivo sobre possiveis toxicidades e alteracGes sobre
parametros bioquimicos, hematolédgicos e histologicos forneceram dados que evidenciam o
potencial de seguranca da formulagdo, mesmo em doses bem superiores da DLso. A seguranca
sobre tecidos saudaveis um dos principais requisitos no desenvolvimento de um novo farmaco
antitumoral.

Constatou-se que a capsaicina administrada de forma aguda ndo causou alteragGes
sobre os parametros de IL-2, IL-4 e IFN, porém, reduziu a quantidade de TNF-alfa no sangue.
A nanoparticula causou menor reducao, resultado ja esperado devido a cinética de liberacéo.

O potencial antitumoral foi confirmado sobre a linhagem de células tumorais B16F10.
Ambos, droga livre e nanoencapsulada tiveram excelente resultado em 72h, confirmados
pelos valores de 1C50 de 7,81 e 31,25 ug/mL, respectivamente.

A nanoparticula de capsaicina € um produto final inovador, validado e reproduzivel, o
qual ja foi depositado no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) através do
pedido de patente, Anexo I.

Como perspectiva para continuagdo do estudo deve ser ressaltada a necessidade de
avaliar o efeito antitumoral sobre modelos in vivo e a farmacocinética pré-clinica a fim de
definir o tempo de resposta clinica, regime terapéutico e se a formulacao realmente podera ser
considerada um protétipo. Além disso, modelos in vitro com doseamento por citometria de
fluxo marcadores celulares de morte celular seria a continuidade do estudo sobre o possivel
mecanismo antitumoral da capsaicina. Segundo estudos anteriores, a capsaicina livre
apresentou atividade anti angiogénica em modelos in vitro, 0 que podera ser investigado a

consisténcia do resultado na forma de nanocapsulas.
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