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1. Introducéo

Segundo recente relatério da Agéncia Internacipaed Pesquisa em Cancer (IARC)
/OMS, o impacto global do cancer mais que dobrou3énanos e, 0 continuo crescimento
populacional, bem como seu envelhecimento, afatarforma significativa o impacto do
cancer no mundo. Esse impacto recaird principakneabre os paises de médio e baixo
desenvolvimento. Neste cenario, torna-se fundarhept@ os recursos e esforcos sejam
direcionados no sentido de orientar as estratédesrevencdo e controle de céancer
(BRASIL, 2009).

A administracdo parenteral de agentes quimiotendp& o fundamento da terapia
convencional do cancer, entretanto, varios farmaéoshidrofobicos e requerem um sistema
solubilizante ou carreador. Tais sistemas devemegar e reter de forma estavel o farmaco
neles incluido e ainda apresentar mecanismo deagiie deste farmaco para as células alvo
(LUO et al., 2000; VINCENTAND & DUNCAN, 2006).

O desenvolvimento de nanoparticulas como sisteamsportador de farmacos surgiu
em resposta as necessidades terapéuticas de dimintoxicidade, o dano tecidual, a
resisténcia aos farmacos e outros efeitos colatémdesejados provocados em tratamentos
como do cancer (BRIGGERt al., 2002; LIU et al., 2007). As nanoparticulas possuem
propriedades Unicas, como o tamanho, area de fuipaté contato, propriedades magnéticas
e opticas, que conferem estabilidade adequadarc@losmelhorada, liberacdo controlada do
farmaco e, portanto, uma otimizacdo da atividadendaodinAmica dessas particulas
(RABINOW & CHAUBAL, 2006; KHOEE & YAGHOOBIAN, 2009)

As nanocapsulas sdo sistemas vesiculares com uwidada central ou nucleo,
preenchido por um meio oleoso onde o farmaco ézemnaalo. O ndcleo é envolto por uma
membrana polimérica, a qual se podem associarogobis ou outras particulas ligantes que

aumentam a especificidade das nanocépsulas (HALERENKEL, 2008).
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As moléculas bioativas oriundas de plantas medigitém sido opcdes alternativas
aos tratamentos convencionais de muitas doengdssive o cancer, e devido a sua enorme
biodiversidade, o Brasil apresenta grande poterdgalcontribuir para a busca de novos
produtos(SUNITHAet al., 2001; YAMASHITA et al., 2002).

Os triterpenos sdo componentes naturais da dietary sendo encontrados em 6leos
vegetais, frutas, cereais e plantas medicinaisiddesua ampla atividade farmacolégica séo
compostos cada vez mais estudados (GALLO & SARAGHZN09; SALEEM, 2009).

O lupeol € um composto triterpénico pentaciclisolado de diversas espécies, como
da sucupira branc®terodon emarginatus, arvore simbolo do cerrado goiano. Esta molécula
exibe atividade antiinflamatoria, antioxidante, iamitica, anti-diabética, cardioprotetora,
antiproliferativa, quimioprotetora e citoprotetq@UNITHA et al., 2001; YAMASHITA et
al., 2002; SIDDIQUE & SALEEM, 2011).

2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaligstabilidade fisico-quimica de

nanocapsulas de PLGA contendo lupeol.

3. Metodologia

3.1. Preparo das Nanocapsulas

As nanocapsulas contendo lupeol foram obtidas skgun método de deposicao
interfacial de polimero pré-formado, proposto passt e colaboradores (1989). Uma
preparacdo oleosa (fase organica), diluida em m&etoonstituida de PLGA (85/15),
fosfolipidio de soja, 6leo de soja ou miglyol 818 lupeol, foi introduzida lentamente em
uma solucdo aquosa (fase aquosa), previamenteradepaonstituida de tampao fosfato pH
7,4 e de dois surfactantes hidrofilicos (Lutrol F6$®oloxamer 188 Basf e Pluronic F127
Sigma) e, mantida sob agitacdo moderada antes @sddp adicdo da fase organica. A
nanoemulsdo formada, imediatamente apos a migtenmanece sob agitacdo magnética por
um periodo de 30 minutos e é entéo rotaevaporésleetirada completa do solvente organico
e concentracdo da dispersdo. Apos a rotaevapoodotém-se aproximadamente 10 mL de

uma dispersdo de nanocapsulas.



3.2.Caracteriza¢do das nanocapsulas

O tamanho e o indice de polidispersédo (PDI) dascapsulas foram mensurados no
equipamento Malvern Zetasizer nano-S. Para redlizdas medidas a dispersao de NC foi
diluida na proporcdo de 1:100 (v/v) em agua deamtaz Também foi medido o pH da
dispersdo em potenciometro digital (PG 1800 — Gal&k para acompanhamento indireto da
degradacédo polimérica. Na andlise do potencialaéamulacdo foi diluida na propor¢éo de
1:150 (v/v) em agua mili-Q e a medida foi realizadaequipamento Zetaplus (Brookhaven
®).

3.3. Método Cromatografico

Para o métodode CLAE, desenvolvido e validado, utilizado um cromatégrafo
liguido modelo Varian ® Pro Star acoplado com Detet/V-Visivel (Pro Star 310); e os
dados processados pelo programa Galaxie — ver8adA4.condicbes cromatograficas do
método foram: comprimento de onda de 210 nm, colodax Eclipse XDB-C8 com
dimensfes 250 mm x 4.6 mm xrB, mantida sob temperatura de 40°C. Fase mével com
fluxo de 1,2 mL/min constituida de Acetonitrila: ¥eol acidificado 0,1% com acido aceético,

na proporgao 95:5.

3.4. Andlise da Eficiéncia de Encapsulacao das Foutacdes

Na avaliacdo da eficiéncia de encapsulacéao separauupeol livre do encapsulado
atraves de filtracdo (filtro 0,45 um). Apds sepamas NC foram rompidas com etanol, na
proporcao de 1:8, a dispersédo foi submetida agigitao vortex por 1 minuto, e centrifugada
por 5 minutos a 5000 rpm. Retirou-se o sobrenadamgte foi quantificado por CLAE para
determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EEuantidade de lupeol encapsulado foi
determinada através da quantificacéo do totaligde at formulacdo e do encapsulado. A EE

foi calculada pela formula(1):

LE (1)
EE = — x 100
LT !

Sendo,
LE: quantidade de lupeol encapsulado;

LT: quantidade total de lupeol na formulacéo.



3.5. Estabilidade Fisico-Quimica da Formulacéo

As formulac¢des foram mantidas a 4°C em frasco ambasaliadas nos tempos 0, 1, 5,
10, 15, 20, 30, 45 e 60 dias em relacdo ao pH,rthmdas nanocapsulas (no equipamento
Malvern Zetasizer nano-S), indice de polidispe(§82l) (no equipamento Malvern Zetasizer
nano-S), eficiéncia de encapsulacdo e potencial(retequipamento Zeta Potential Analyzer
Plus). A avaliacdo macroscopica foi realizada a@mhpndo visualmente as amostras

armazenadas.

4. Resultados
Foram desenvolvidas duas formulacdes de nanoc&psata o intuito de chegar a

uma formulacdo com tamanho, eficiéncia de encapfole estabilidade ideal. A principal
variacdo da formulacao foi o tipo e a concentrad@aleo utilizado como demonstrado na

Tabela 1.

Tabela 1: Formulagtes das nanocapsulas e suas principaerdstcas.

Formulacao | Quantidade | Quantidade | Tamanho | PDI | Eficiéncia de
de 6leo de Lupeol Encapsulagéo
NS 1 1,25% 0,05% 210 nm | 0,16 97%
NS 2 1,25% 0,07% 210 nm | 0,18 98%
NS 3 1,50% 0,10% 256 nm | 0,27 97%
NS 4 1,50% 0,11% 320 nm | 0,46 97%
NM 1 1,50% 0,08% 190 nm| 0,17 100%
NM 2 1,50% 0,09% 190 nm | 0,2( 91%
NM 3 1,75% 0,13% 188 nm| 0,15 100%

ONS: Nanocéapsulas com 6leo de soja

ONM: Nanocapsulas com miglyol 812 (NM)

ApoOs analise dos resultados obtidos em relacdoiciérafia de encapsulacéo e
distribuicdo de tamanho, para o ensaio de estatidic formulacdo de escolha foi aquela que
apresentou frente ao aumento da quantidade de i@eoporado, menor distribuicdo de
tamanho e maior eficiéncia de encapsulacao do.dfisaesultados do ensaio de estabilidade

da NM 3 estdo demonstrados na Tabela 2:



Tabela 2: Ensaio de estabilidade da NM 3.

Tempo Tamanho (nm) PDI pH
Dia 0 175 0,15 7,21
Dia 1 175 0,12 7,21
Dia 5 175 0,12 7,18
Dia 10 177 0,10 7,18
Dia 15 176,2 0,14 7,18
Dia 20 174,5 0,15 7,14
Dia 30 175,4 0,15 7,06
Dia 45 1741 0,15 7,03
Dia 60 174,2 0,15 7,05
Média 175,1 0,14 7,14
Desvio Padrao 0,94 0,02 0,07

Para avaliar a influencia do farmaco na estabigdath formulacdo, uma
formulacdo de nanocépsulas composta por miglyol 8E2m o ativo, foi avaliada sob os
mesmos critérios de estabilidade adotados paraaascépsulas contendo o ativo, 0s
resultados sédo apresentados na Tabela 3:

Tabela 3:Ensaio de estabilidadfas nanocapsulas brancas (NB).

Tempo Tamanho (nm) PDI pH
Dia 0 200,9 0,20 7,24
Dial 187,1 0,10 7,18
Dia 5 184,9 0,14 7,3
Dia 10 184,3 0,13 7,24
Dia 15 184,2 0,15 7,17
Dia 20 184,8 0,11 7,16
Dia 30 184,1 0,15 7,24
Dia 45 184,6 0,13 7,21
Dia 60 195,6 0,11 7,22
Média 187,8 0,13 7,21
Desvio Padréo 6,1 0,03 0,04




E possivel notar pelos resultados apresentados fadlalas 2 e 3, e pela figura 1, que
tanto as nanocapsulas com lupeol quanto as braap#asgs compostas por miglyol 812,
apresentaram-se estaveis por até 60 dias, demmhstrd@io haver influencia do farmaco na
estabilidade da formulacéo.

Os resultados obtidos na medida do potencial foetan de -21,39 e -47,52, para
NM3 E NB respectivamente.

Na analise macroscoépica foi observada uma dispees&or branca e homogénea sem
a presenca de sedimentos, formacdo de natareaming, durante todo o ensaio de

estabilidade.

Size Distribution by Intensity.
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FIGURA 1: Gréfico da variagdo de tamanho das nanocapsuldéMfaao longo do ensaio de
estabilidade nos dias 0, 15, 30 e 60.

5. Discussao

A escolha da formulagdo para a realizagdo do ersaiestabilidade foi baseada na
distribuicdo de tamanho e na eficiéncia de encapdaldas nanocapsulas obtidas.

Segundo Songet al. (2008), as nanoparticulas maiores de 200 nm pEmie
mecanicamente filtradas pelo baco, enquanto as neergue 100 nm deixam 0s vasos
sanguineos atraves fenestragdes no revestimentbetadd Assim, para levar o farmaco até
0s tumores, sdo desejadas nanoparticulas com tardant00-200 nm. Entdo, como todas as

formulacdes citadas apresentaram valores de dfieiéde encapsulacdo semelhantes



escolheu-se, para o ensaio de estabilidade, a fagéua cujo tamanho médio das particulas
melhor se encaixava nesse intervalo (100-200nm).

O potencial zeta é um fator que também pode indicaestabilidade de uma
formulacdo de nanocapsulas. Moraeal. (2010), afirmam que valores de potencial zeta em
torno de (+/-) 30 mV caracterizam dispersfes est&evido a repulsdo entre as particulas
evitando agregacao das mesmas. Sendo assim, gansidese que os valores de potencial
zeta para as nanocapsulas com lupeol e as nantasipsancas foram respectivamente -
21,39 e -47,52, pode-se sugerir que as nanocapsbtamis apresentam-se estaveis. Além
disso, a diferenca nos potenciais sugere que ollu@® se apresenta somente no interior das
nanocapsulas, mas pode também estar adsorvidopedfisie das mesmas, interferindo no
seu potencial zeta.

A medida do pH da dispersdo de nanocapsulas tardh#mindicativo de estabilidade
da formulacao, j& que a degradacéo do polimero eim aguoso (PLGA) forma mondmeros,
como o acido latico e glicdlico, que acidificamiapgrsdo e conseqientemente observa-se a
diminuicdo da eficiéncia de encapsulacéo e a lg@eralo ativo para o meio (MEL@ al.,
2010). Neste trabalho ndo foram observadas vasagéegH nas formulacdes analisadas, o
que reforca sua estabilidade.

O peso molecular do polimero utilizado no prepdas nanocapsulas influencia
diretamente no tamanho e na estabilidade das meSegsndo Mosqueirat al. (2000),
polimeros com massa molecular menor que 42 kD formanocapsulas menores e mais
estaveis. Baseados no trabalho de Mosqueira e cralddres podemos sugerir que a
utilizacdo de PLGA de baixo peso molecular, comatiizado no preparo das formulagbes
deste trabalho (10kD), contribui para a estabikdda formulacao.

O indice de polidisperséao (PDI), bem como, aibisicdo de tamanho das particulas
influenciam significativamente na estabilidade dgperséo (SCHAFFAZICKet al., 2003).
Moraeset al. (2010) afirma que indices inferiores a 0,2 sacsicmmados excelentes e que o
aumento do PDI ao longo do tempo de armazenamentorchulacéo indica agregacéo das
particulas. A NM 3 apresentou PDI de 0,14 (£ 0®2xmanho médio de 175,1 nm (£ 0,94)
(Tabela 3) durante os 60 dias de analise. As nasat#s brancas apresentaram
comportamento semelhante, logo os resultados ekdacordo com o observado pelos

autores anteriormente citados.



6. Conclusdes

A obtencdo de novas e mais eficientes formas dantentos para o cancer estédo
sendo cada vez mais pesquisados. Nesse ambitaapsotas contendo ativos naturais como
o Lupeol é uma estratégia promissora neste tigoatimento.

As nanocapsulas obtidas apresentaram-se estagasmpsulando altas taxas do ativo
por 60 dias, indicando a possibilidade de maies$est vitro e in vivo, para a obtencao de

resultados mais concretos.
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