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RESUMO

O presente trabalho representa a primeira etapa do desenvolvimento de
um protdtipo terapéutico para aplicagdo em neurodegeneragdo. O
sesquiterpeno [B-cariofileno (BCP) foi selecionado por ser um
canabinoide estruturalmente singular e se ligar seletivamente ao receptor
CB2, que além de ser expresso no SNC, esta intrinsicamente ligado ao
sistema imunolégico e ¢ ausente de psicoatividade. Foi realizada a
nanoencapsulacdo do BCP para permitir liberacdo controlada do
farmaco no SNC e otimizagdo para administracdo intranasal. A
formulacdo foi otimizada quanto a sua composi¢cdo, definindo um
polimero, surfactante, emulsificante e suas respectivas concentracdes
para ajustar os parametros fisico-quimicos desejados. A formulagdo foi
analisada quanto ao tamanho de particula, potencial zeta, morfologia,
pH, osmolaridade, estabilidade, cinética de liberacdo in vitro e ligagdo
com proteinas plasmaticas ex vivo. A composicao final da formulagdo de
nanoparticulas de BCP ¢ composta na sua fase organica (FO) por Tween
20 (0,25%), BCP (0,1%) e PEG 400 (5%) e na sua fase aquosa (FA)
composta por dgua ultrapura e poloxamer P188 (0,25%). A formulagéo ¢é
adequada a administragdo intranasal, apresentando pH 6,5 e
osmolaridade de 150 mmol/kg. O didmetro médio das particulas foi de
147,2 nm, PDI 0,052 e potencial zeta de -24,5. O ensaio de estabilidade
acelerada evidenciou a estabilidade das nanoparticulas até 1 més,
seguida do efeito de creaming reversivel, porém com reduzida
acumulagdo de particulas e distribui¢do homogénea destas. A cinética de
liberagdo das nanoparticulas de BCP se mostrou de liberagédo rapida em
meio fisioldgico (60 min) e a capsula polimérica apresentou elevada
afinidade com elementos sanguineos, decrescendo ao longo do tempo e
permitindo a deteccdo do ativo livre no plasma sanguineo. Neste
trabalho, uma formula¢do contendo nanoparticulas de B-cariofileno apta
para administragao fisiologica e testes pré-clinicos foi desenvolvida com
sucesso.

Palavras-chave: p-cariofileno. PEG. Nanoparticulas. Intranasal.
Canabinoides. Receptor-CB2. Nanotecnologia.



ABSTRACT

The present work is the first stage in the development of a therapeutic
prototype applied to neurodegeneration. The sesquiterpene p-
caryophyllene (BCP) was selected due to being a structurally singular
cannabinoid and a selective agonist of the CB2 receptor, which in
addition to being expressed in the CNS, is intrinsically expressed within
the immune system and lacks psychoactivity. Nanoencapsulation of BCP
was performed to allow controlled release of the drug into the CNS and
optimized intranasal administration. The formulation was optimized
regarding its composition, defining a polymer, surfactant, emulsifier, and
their respective concentrations, in order to adjust the desired physico-
chemical parameters. The formulation was assessed regarding
nanoparticle size, zeta potential, morphology, pH, osmolarity, stability,
drug release kinetics in vitro, and binding to plasma proteins ex vivo.
The final composition of the BCP nanoparticles presented in its organic
phase (FO) Tween 20 (0.25%), BCP (0.1%), and PEG 400 (5%) and in
its aqueous phase (AF) ultrapure water and poloxamer P188 (0.25%).
The formulation is suitable for intranasal administration, presenting pH
6.5 and osmolality of 150 mmol/kg. The mean particle diameter was
147.2 nm, PDI 0.052, and zeta potential of -24.5. The accelerated
stability test shows that the particle is stable for up to 1 month, then the
reversible creaming effect occurs. The rate of particle accumulation
showed to be low and the particle size distribution remained unchanged.
The release kinetics of BCP nanoparticles were shown to be promptly
released in physiological medium (up to 60 min). The polymeric capsule
revealed high affinity for the blood elements, decreasing over time,
allowing linear detection of the free drug in the blood plasma. In this
work, a formulation containing B-caryophyllene nanoparticles suitable
for physiological administration and preclinical tests was successfully
developed.

Keywords: p-caryophyllene. Nanoparticles. PEGylated. Intranasal.
Cannabinoids. CB2-Receptor. Nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

1.1 POTENCIAL TERAPEUTICO DO SISTEMA
ENDOCANABINOIDE

Nenhum outro sistema de sinalizagdo celular descoberto na
ultima década levantou tanta expectativa ao desenvolvimento de novas
terapias, abrangendo diversas patologias e apresentando tantos alvos
terapéuticos em diferentes tecidos, quanto o sistema endocanabinoide
(Di Marzo 2008). Apesar da Cannabis sp. ter uso medicinal
documentado nas farmacopéias orientais ha milhares de anos, apenas no
século XVIII seu uso foi estabelecido no oriente, utilizando-a como
analgésico, anti-inflamatério, anti-convulsivo e antiemético (Touw
1981). No entanto, no século seguinte, restricdes foram impostas devido
a sua psicoatividade e efeitos comportamentais. Recentemente, as
crescentes descobertas e estudos em relagdo ao potencial terapéutico dos
canabinoides tem sido exponencialmente explorados para uso medicinal
(Hill, Williams et al. 2012). A resina excretada pelos tricomas da planta
contém uma variedade de constituintes, os quais podem desempenhar
papel de defesa nas atividades bioldgicas da planta, assim como muitos
outros metabolitos secundarios. Entre estes estdo os terpenos,
flavonoides e canabinoides (Hazekamp 2007). Apesar do composto mais
conhecido e estudado ser o delta-9-tetra-hidrocanabinol (A%-THC), ha
pelo menos 66 canabinoides diferentes ja descritos. Quimicamente, os
canabinoides pertencem aos terpenofendis, comuns na natureza em
diferentes grupos taxonomicos. Outro grupo quimico importante devido
a relacdo estrutura-atividade (SAR) sdo os terpenos, tendo sido isolados
mais de 100 compostos, incluindo 58 monoterpenos, 38 sesquiterpenos,
1 diterpeno, 2 triterpenos e 4 outros terpendides (Turner, Elsohly et al.
1980).

Nos ultimos anos, varios outros metabodlitos secundarios
vegetais ndo canabinoides foram relatados por se ligarem e interagirem
funcionalmente com os receptores canabinoides (Gertsch, Pertwee et al.
2010). Os receptores canabinoides e seus ligantes enddgenos,
constituem o que ¢ chamado de sistema endocanabinoide. O receptor
CB1 esta mais claramente presente no sistema nervoso central (SNC),
mas também ¢é encontrado em certos orgdos e tecidos periféricos. O
segundo receptor canabinoide (CB2) foi encontrado em maior expressao
periférica e também no SNC, com papel nos processos imunoldgicos.
Dentre seus ligantes enddgenos, a anandamida (4cido araquiddnico,
etanolamina) possui alta afinidade pelo receptor CB1, enquanto o 2-
araquidonil glicerol (2-AG) tem afinidade por ambos os receptores
canabinoides. A interagdo destes ligantes endogenos aos seus receptores
canabinoides regula uma série de processos fisiologicos. Ambos os
receptores CB1 e CB2 inibem a adenilato ciclase e regulam canais
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idnicos, incluindo canais de potassio, acoplados a proteina G, ou
dependente de voltagem do canal de calcio. Receptores canabinoides
regulam a atividade de uma variedade de quinases intracelulares e a agéo
de varios neurotransmissores, e.g., acetilcolina (ACh), dopamina (DA),
acido gama-aminobutirico (GABA), glutamato, serotonina (5HT),
noradrenalina (NA) e opioides endogenos (Zuardi 2008)(Holgado,
Martin-Banderas et al. 2017). Nem todas as atividades dos canabinoides
podem ser explicados pelos efeitos mediados pelos receptores, e
acredita-se que pelo menos alguns efeitos sdo inespecificos e causados
via cross-talk entre outros sistemas como o serotoninérgico (5-HT3),
colinérgico (a7), opioide (u, 8) e vaniloide (TRPV1), além de efeitos
independentes de receptores. Essas modulagdes dos canais de cdlcio e
potassio regulam a liberagdo de neurotransmissores como a inibi¢do de
glutamato, noradrenalina e acetilcolina. Sugere-se também que pode
haver difusdo direta de endocanabinoides através da membrana
bifosfolipidica, ou mesmo o agonismo de receptores ndo identificados.
De fato, novos receptores como GPR55 e GPR119 t€m sido apontados
como integrantes do sistema canabinoide (Sanchez and Garcia-Merino
2012). Todas essas interagdes implicam na regulagdo de uma ampla
gama de fungdes fisioldgicas e sistemas, o que os torna promissores
candidatos ao tratamento de numerosas patologias, destacando a
neurodegeneracdo, disturbios metabolicos e do apetite, cancer, dor
cronica e outros.

Apesar da etnofarmacologia datar como milenar o uso de
canabinoides de forma medicinal (Hill, Williams et al. 2012),
medicamentos licenciados que tém como alvo os receptores
canabinoides surgiram a partir de 1981 somente, com o langamento do
agonista CB1/CB2 nabilona (Cesamet®), um analogo sintético do A°-
THC utilizado para aliviar sintomas da quimioterapia. O efeito mais
conhecido do agonismo do recetor CB1 ¢ o antiemético, como € o caso
do A%-THC e da nabilona. De fato, o tratamento de nausea associado a
quimioterapia foi um dos primeiros usos terapéuticos aprovados de
canabinoides avaliados em pacientes resistentes a outros farmacos,
como o ondansetron (antagonista de 5-HT3) ou a metoclopramida
(antidopaminérgico). E importante destacar também seu efeito
analgésico, especialmente em dores neuropaticas e cronicas. Este efeito
analgésico ¢ mediado pelos receptores CB1 ¢ CB2. Atualmente, o
dronabinol (Marinol®), composto por A%-THC sintético, e Sativex®,
extrato alcoolico de Cannabis sp. contendo os fitocanabinoides AS-THC
e CBD, sao empregados no alivio de dor neuropatica de pacientes com
esclerose multipla (EM) e pela analgesia e efeitos antieméticos em casos
avancados de cancer ou AIDS, por exemplo (Pertwee 2009). H4 também
evidéncias de que o uso de canabinoides pode melhorar a capacidade do
hospedeiro de controlar a carga viral de HIV e prolongar sobrevivéncia
(Molina, Amedee et al. 2011). O efeito imunomodulatério estd mais
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intimamente relacionado ao receptor CB2. Os receptores CB2, além de
estarem presentes no SNC, neurdnios e células troncos neurais, sdo
expressos principalmente nas células imunologicas (células B, NK,
neutrofilos, monocitos, Linfocitos T CD8+ e¢ CD4+) (Sanchez and
Garcia-Merino 2012). O envolvimento do CB2 se destaca em diversas
patologias que ndo possuem tratamentos adequados, com papel
promissor do desenvolvimento de farmacos analgésicos e anti-
inflamatorios (Atwood, Straiker et al. 2012). O agonismo do CB2 esta
associado ndo apenas a reducdo da ativagdo microglial, mas em diversas
vias anti-inflamatorias como: inibi¢do da produgdo de 6xido nitrico
(NO) e da expressao de outras citocinas inflamatérias (NFxB, TNFa
COX-2), diminui¢do da liberagdo de glutamato, reducdo do fluxo
sanguineo cerebral, aumento de fatores neurotréficos (BNDF e bFGF),
inibicdo da amido hidrolase de acidos graxos (FAAH), aumentando os
niveis endogenos de endocanabinoides (2-AG ¢ AEA), além de outras
propriedades antioxidantes (Sanchez and Garcia-Merino 2012). Devido
principalmente a localizag@o da expressao dos seus receptores, o sistema
endocanabinoide exerce um amplo espectro de agdes nas células dos
ramos adaptativos e inatos do sistema imunoldgico, tanto na periferia
quanto no SNC. Dentro do SNC, outras agdes bem definidas protegem
os neurénios contra lesdes e possuem acdes anti-inflamatérias de
neuroprotetoras, especialmente relevantes para o tratamento de doencas
neurodegenerativas.

12 RELEVANCIA DO SISTEMA ENDOCANABINOIDE PARA
DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

A neurodegeneragdo, por definicdo, perturba propriedades
especificas do SNC e, por consequéncia, suas fungdes, bem como a
estrutura ou sobrevivéncia de neurdnios. Ao contrario das células
primarias da periferia, células neuronais do SNC ndo se regeneram.
Devido a complexidade do SNC, distarbios neuroldgicos sao
especialmente desafiadores a ciéncia (Ransohoff 2016). Doengas
neuroldgicas afetam cerca de 1 bilhdo de pessoas no mundo. As doengas
neurodegenerativas englobam mais de 600 patologias do SNC (Trippier,
Labby et al. 2013), sendo que as mais comuns a Doenga de Alzheimer
(AD), Doenga de Parkinson (PD), Doenga de Huntington (HD),
Esclerose Multipla (ME) e Esclerose Lateral Amiotrofica (ALS). A
doenga de Alzheimer ¢ predominante, afetando cerca de 35,6 milhdes de
pessoas no mundo, constituindo a sexta maior causa de mortes nos EUA
(World Health 2007). Com o avangco da medicina ¢ o constante
envelhecimento da populacdo, estima-se que o numero de pacientes de
AD dobre até 2050 (World Health 2006). Enquanto todas as doencas
neurodegenerativas sdo marcadas pela perda neuronal e atrofia cerebral,
algumas doengas variam nas suas manifestacdes clinicas. AD e outras
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deméncias sdo marcadas principalmente pelo declinio cognitivo,
enquanto ALS e ME inicialmente se destacam pelo comprometimento
motor. Outras, como HD, tém déficit cognitivo e motor como
caracteristicas predominantes desde o inicio.

A Doenca de Alzheimer (AD) esta associada a deterioracdo
cognitiva progressiva e perda neuronal intensiva. Sua principal
caracteristica é a presenca de placas senis, compostas de depositos
extracelulares de peptideos P-amildides (AP). A teoria mais aceita da
etiologia da AD ¢ de que fragmentos de AP causam a morte neuronal,
iniciando acentuadamente em regides cerebrais relacionadas com a
memoria e cogni¢cdo (hipocampo, coértex e amigdala). Outra
caracteristica patologica ¢ a hiperfosforilagdo da proteina tau associada
aos microtubulos, resultando na formagdo de agregados neurofibrilares
que alteram a comunicagdo intracelular (Ferrer 2014). A deposic¢do de
AP excede a capacidade fagocitica da microglia e esta causa uma
liberacdo prolongada de citocinas pro-inflamatorias. Este processo
contribui a geracdo de espécies reativas de oxigénio que medeiam o
estresse oxidativo relacionado a AD (Holgado, Martin-Banderas et al.
2017). Os canabinoides estimulam a remocao do A intraneuronal e
bloqueiam a resposta inflamatéria, de forma que a toxicidez de
peptideos AP pode ser bloqueada pela ativagdo de receptores
canabinoides (Currais, Quehenberger et al. 2016). O canabidiol (CBD)
(>0,1 uM) diminui niveis de ROS e peroxidagdo lipidica associada a
proteina B-amildide in vitro, além de atenuar a ativacdo microglial in
vitro ¢ in vivo em modelos de AD (Mildew, Mites et al. 2004, Esposito,
De Filippis et al. 2006, Martin-Moreno, Reigada et al. 2011).

A doengca de Huntington (HD) é caracterizada por
anormalidades motoras, disfung@o cognitiva e sintomas psiquidtricos. A
mutacdo no gene da huntingtina, leva a tradugdo de uma poliglutamina
anormal toxica. Os primeiros sintomas da HD podem incluir
hipercinesia e dificuldade de equilibrio. Posteriormente, a HD pode
desabilitar a capacidade de andar, falar e engolir. Atualmente, ndo existe
medicamento especifico para aliviar os sintomas cognitivos ¢ motores,
ou retardar a progressdo da doenca (Frank 2014). Canabinoides
protegem os neurdnios do estriado contra a toxicidade causada pela
toxina utilizada para induzir modelo experimental da HD (3NP), que
produz dano oxidativo mitocondrial. Além disso, aliviam os sintomas
hipercinéticos, devido aos seus efeitos inibitorios sobre o neurdnios
motores. Os canabinoides vem sendo estudados como modificadores da
HD devido as suas propriedades antiinflamatérias e neuroprotetoras
(Valdeolivas, Satta et al. 2012). Um ensaio clinico com CBD (300-600
mg) em pacientes com HD evidenciou melhoras dos sintomas da doenca
e a perda da expressdo do receptor CB1 na regido nigroestriatal se
mostrou um fator importante na patogénese de HD (Hill, Williams et al.
2012).
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A doenga de Parkinson (PD) ¢ designada pela morte progressiva
dos neurdnios dopaminérgicos da substantia nigra, o que resulta em
tremores, bradicinesia e rigidez. Os principais sintomas da DP podem
ser atenuados com a terapia de reposi¢do dopaminérgica. No entanto,
esta terapia ndo ¢ eficaz em todos os pacientes. Além disso, apoés uma
década de uso de L-DOPA, o estado discinético ¢ irreversivel. Portanto,
a busca por terapias que retardem a progressdo do dano nigrostriatal ¢ o
principal desafio ao tratamento da PD (Ko&falvi 2007). Alguns
canabinoides atuam como protetores de neurdnios da substantia nigra
contra a morte causada por diversos estimulos citotoxicos, em varios
modelos experimentais da PD. Esses compostos atuam através de
mecanismos antioxidantes que parecem ser independentes dos
receptores CB1 ou CB2. Além disso, os receptores CB1, que sdo muito
abundantes nas estruturas dos ganglios da base, tém efeitos
hipocinéticos que contrapdem a hipercinesia tipica da PD (More and
Choi 2015). Ademais, em modelo murino de PD, animais tratados com
nabilone (>0,1 mg/kg) apresentaram menor discinesia induzida por L-
DOPA e maiores niveis de mRNA de tirosina hidroxilase e dopamina,
ipsilateral a lesdo. (Hill, Williams et al. 2012). Além disso, foi
demonstrado in vitro que a ativagdo do receptor canabinoide também
pode proteger a degeneragdo neuronal decorrente da acumulagdo
citoplasmatica de a- sinucleina e parkina (Jeon, Yang et al. 2011).

A esclerose lateral amiotréfica (ALS) ¢ uma doenga
neuromuscular progressiva que destr6i os neurdnios motores,
posteriormente levando ao obito devido a insuficiéncia respiratoria.
Outros mecanismos potencialmente envolvidos na degeneragdo dos
neuroénios motores incluem disfun¢do mitocondrial, neuroinflamagéo,
deficiéncia de fatores de crescimento neurotroficos e excitotoxicidade
glutamatérgica. O Unico tratamento aprovado pelo FDA ¢ o riluzol,
apesar da sua limitada eficacia terap€utica (Kofalvi 2007). Foi
observado que a administracdo do agonista CB2 AM1241 diminuiu
sinais da progressao em um modelo murino de ALS (Hill, Williams et al.
2012).

A esclerose multipla (ME) ¢ uma doenga auto-imune
desmielinizante. E a causa mais comum de incapacidade neuroldgica
ndo traumatica em jovens adultos, afetando mais de dois milhdes de
pessoas em todo o mundo. A desmielinizagdo resulta de uma resposta
auto-imune mediada por linfocitos T, especialmente Th17 e Th1. A ME é
caracterizada por inflamagdo, desmielinizagdo e dano axonal. Nao ha
cura para doengas desmielinizantes e os sintomas tendem a variar entre
pacientes, incluindo incapacidades fisicas e mentais. No entanto, a
maioria das terapias atuais sdo imunosupressoras € possuem limitacdes
relacionadas a efeitos colaterais e ndo alteram de maneira eficaz a
progressdo da doenca. Em modelos murinos de ME, o agonismo de
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CB1/CB2 limitou sintomas, relapsos, perda axonal e neuroinflamacio
(Hill, Williams et al. 2012).

A etiologia de todas essas doengas ndo pode ser apontada com
precisdo, embora saiba-se do envolvimento de uma gama de cascatas de
sinaliza¢do, marcadores neuronais e genéticos associados com seu
desenvolvimento. Caracteristicas patoldgicas comuns a doencgas
neurodegenerativas sdo a perda neuronal, atrofia, estresse oxidativo,
inflamacdo e mal dobramento de proteinas. No entanto, as
neuropatologias distinguem-se quanto a extensdo de perda das
populagdes neuronais, os tipos de proteinas envolvidos e suas
localizagdes (Yacoubian 2017). A neuroinflamagdo tem sido associada a
multiplos mecanismos neurodegenerativos, tanto como causa ou
consequéncia do estresse oxidativo cronico, um fator fundamental na
neurodegeneracdo, que causa alteracdo estrutural e genética de lipidios e
proteinas (Chen, Zhang et al. 2016). Em doengas neurodegenerativas, a
inflamagdo pode ser desencadeada pela acumulacdo de agregados
proteicos, por mediadores quimicos dos neurdnios lesados ou pelo
desequilibrio entre o processo prod- e anti-inflamatério (Wyss-Coray and
Mucke 2002). A proeminente associacdo das proteinas inflamatorias
com lesdes da AD levou a formagéo da hipdtese inflamatoria, na qual o
dano neuronal observado néo é causado pela patologia fundamental, mas
sim pela resposta inflamatoria a ela (McGeer and McGeer 1995).

1.3 NEUROINFLAMACAO COMO ALVO TERAPEUTICO

A inflamagdo ¢ uma rea¢do de defesa multicelular que
desempenha importante papel fisioldgico na remocdao de substincias
ofensivas e recuperagdo de lesdes. Ela pode ser desencadeada por
diversos fatores, como microrganismos, substincias quimicas, ou
agentes fisicos externos. No SNC, a microglia remove os detritos ap6s o
dano neuronal (Neumann, Kotter et al. 2008). N2o apenas a microglia,
mas também as células T podem auxiliar na recuperacdo durante
doengas neurodegenerativas (Schwartz, London et al. 2009). Estudos
detalhados da interagdo neuroimune, tanto a nivel celular como
molecular, revelam interacdes complexas, demonstrando que as células
imunes secretam moléculas tanto neurotdxicas quanto neuroprotetoras
(Amor, Puentes et al. 2010). Dada a multiplicidade de fungdes dos
fatores inflamatdrios, ¢ dificil apontar seus papéis especificos em certas
patofisiologias.

O SNC ¢ parcialmente isolado imunologicamente devido a
barreira hemato-encefalica (BHE), que ¢ projetada para limitar a entrada
de células periféricas, solutos e ions no SNC (Carson, Doose et al.
2006). A migragdo celular ocorre nas vénulas pos-capilares, onde a
migracdo celular é controlada por moléculas de adesdo, citocinas,
quimiocinas e seus receptores (Owens, Bechmann et al. 2008). A

24



microglia estd espalhada uniformemente em todo o SNC e forma uma
rede de potencial células efetoras. Em contraste com os macréfagos
periféricos, que sdo altamente eficazes em incitar respostas pro-
inflamatdrias, a microglia normalmente assume um papel oposto,
limitando a inflamagdo. Este papel ¢ estendido também aos astrécitos,
que podem suprimir respostas de Thl e Th2. Danos a neurénios ou
muta¢des em proteinas do SNC levam a ativagdo de macrofagos e
microglia, que por sua vez, estimula varias citocinas e quimiocinas que
induzem expressdo de moléculas de adesdo na BHE, permitindo certa
permeacdo celular da periferia e induzindo a expressdo de moléculas co-
estimulatorias na microglia. Esta resposta, se descontrolada, pode levar a
citotoxicidade mediada por células T, excitotoxicidade glutamatérgica,
ou citotoxicidade induzida por antigeno de apoptose (Fas-FasL). Por
outro lado, a neuroprotegdo e a regeneragdo também so oferecidas pelas
células do sistema imunolégico. Linfocitos T secretam fatores
neuroprotetores € suprimem respostas pro-inflamatorias, enquanto a
microglia realiza fagocitose e astrocitos estimulam o crescimento e o
reparo via fatores de crescimento neurotréficos (Amor, Puentes et al.
2010).

Doencas neurodegenerativas progridem rapidamente e possuem
poucas opg¢des terapéuticas. Isso levou a pesquisa de melhores
compostos com atividade biologica sobre diversos mecanismos
patogénicos. Uma estratégia terapéutica efetiva sobre doencas
neurodegenerativas deveria atuar sobre a neuroinflamacdo mediada pela
resposta imune inata e adaptativa (Mosley and Gendelman 2010). Os
tratamentos sintomaticos melhoram os sintomas sem alterar a progressao
da doenga, enquanto os moduladores alteram significativamente a
neurodegeneragdo. Isso depende dos seus mecanismos e alvos
terapéuticos, que levam a diferentes respostas fisiologicas. Por exemplo,
tratamentos para PD diminuem o déficit motor, bradicinesia e tremores,
mas ndo melhoram a patologia em si. O tratamento tipico considera a
normalizacdo dos niveis de dopamina através da administragdo de L-
DOPA, agonistas dopaminérgicos, inibidores da monoamina oxidase B
(MAO-B) ¢ inibidores da catecol-O-metil-transferase. Estudos recentes
de desenvolvimento colocaram énfase especifica em moléculas capazes
de alterar a progressdo da doenca. O tratamento sintomdtico de AD
através da inibigdo da colinesterase também apresenta eficacia moderada
em restaurar algumas fung¢des cognitivas (Khanam, Ali et al.) O primeiro
farmaco que inibe a formagdo de placa B-amildéide, MK-8931,
recentemente passou pelos testes clinicos de fase 1 (Kennedy, Stamford
et al. 2016). No entanto, ainda assim ndo se estabeleceu a relacao de
causa-consequéncia entre a os agregados proteicos € o dano cognitivo.
Dessa forma, a melhor estratégia é atuar em multiplos alvos terapéuticos
que modifiquem a progressdo da doenca. Ligantes multifuncionais estdo
sendo explorados para ter inibicdo de acetilcolinesterase (AchE),
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atividade antioxidante, capacidade quelante ¢ desagregacdo de fibrilas
APB1-42 (Bawa, Pradeep et al. 2016).

Estudos recentes t€ém mostrado novas aplicagdes terapéuticas
para o sistema canabinoide, especialmente em relacdo a doencas
neurodegenerativas. Receptores canabinoides atuam nos processos
fundamentais da ativacdo da microglia, inibindo a produgdo de citocinas
pro-inflamatorias, o recrutamento de macrofagos periféricos para o
SNC, bem como o bloqueio da propagagdo de mediadores pro-
inflamatdrios. Este mecanismo torna o sistema endocabinoide um
promissor alvo farmacolégico na busca de novos agentes anti-
inflamatérios para modulacdo do dano ligado a doencgas
neurodegenerativas (Stella 2010). Apesar dos canabinoides possuirem
um perfil de seguranca farmacoldgica favoravel, o seu uso clinico ¢
severamente limitado devido a sua psicoatividade mediada pelo receptor
CBI1. A alternativa mais clara é utilizar agonistas seletivos do receptor
CB2. A expressdo desses receptores ¢ aumentada sob condigdes
patolégicas como mecanismo de defesa neurologico (Ramos and
Guzman). Além disso, a distribuicao desses receptores facilita seu uso
alvo terapéutico.

1.4 AGONISTA CB2: B-CARIOFILENO

O sesquiterpeno PB-cariofileno (BCP) é o primeiro composto
derivado da Cannabis spp. fundamentalmente diferente dos
canabinoides classicos. Sua estrutura ¢ menor, menos complexa e menos
suscetivel a ataques nucleofilicos e eletrofilicos, comparativamente aos
canabinoides classicos. Este metabdlito secundario é o principal
constituinte do 6leo essencial (OE) da Cannabis spp. (35,9%) (Dutra,
Claudino et al. 2011) e possui efeitos canabimiméticos, contribuindo
significantemente as preparagdes comerciais a base da planta (eg.
Sativex). Ademais, o BCP ¢ encontrado em outras espécies vegetais ¢
especiarias comuns na dieta humana, e.g., orégano (Origanum vulgare
L.), canela (Cinnamomum spp.) e pimenta preta (Piper nigrum L.).
Estima-se que a ingestdo diaria de 10-200 mg deste sesquiterpeno pode
ser um fator positivo a modulagdo de processos patofisioldgicos, via
sistema endocanabinoide.

Sua farmacologia ¢ bem definida, sendo descrito que o BCP
liga-se seletivamente ao sitio de ligacdo CP55,940 no receptor CB2,
levando a ativagdo de varios processos celulares e seus efeitos anti-
inflamatoérios (Gertsch, Leonti et al. 2008). Ja foi demonstrado que com
a ligacdo ao CB2 , o BCP inibe a adenilato ciclase e ativa a cascata das
quinases Erk1/2 and p38 em células humanas (Bento, Marcon et al.
2011). BCP também preveniu toxicidade glutamatérgica em células
neuronais C6, inibindo as produ¢do de ROS e modulando o potencial de
membrana. Além disso, o BCP induziu a translocacdo de Nrf2,
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melhorando o sistema antioxidante intracelular de glutationa reduzida
(GSH) (Assis, Straliotto et al. 2014).

Diversos estudos pré-clinicos observaram a relevancia do BCP
em disturbios diversos no SNC. O pré-tratamento com BCP exerceu
multiplos efeitos protetores sobre a unidade neurovascular (NVU) in
vitro no contexto da lesdo induzida de isquemia cerebral. Esses efeitos
protetores ocorrem potencialmente através de redugdes no dano por
estresse oxidativo e citocinas inflamatorias que induzem a degradagio
da BHE, resultando subsequentemente em redugdo da apoptose neuronal
(Tian, Peng et al. 2016). Efeitos neuroprotetores do BCP também foram
observados em modelo murino da PD induzida por 1-metil-4-fenil-1, 2,
3, 6-tetrahidropiridina (MPTP), no qual o tratamento preventivo com
BCP (I.P., diluido em azeite de oliva) melhorou a disfungdo motora,
protegeu contra perdas neuronais dopaminérgicas no estriado e aliviou a
ativagdo da microglia induzida por MPTP. Além disso, o BCP inibiu os
niveis de citocinas inflamatérias no sistema nigrostriatal. A
neuroprotecdo observada e inibicdo da ativagdo da microglia foram
revertidas apds o tratamento com o antagonista seletivo do CB2 AM630,
confirmando o envolvimento do CB2 (Ojha, Javed et al. 2016, Viveros-
Paredes, Gonzalez-Castafieda et al. 2017). Em AD, o BCP inibiu
neuroinflamag¢fo induzida por oligdmeros do peptideo Ap em células
microgliais BV-2 in vitro. Isso levou a inibigdo significativa de NO,
iNOS, prostaglandinas (PGE2), COX-2, citocinas pro-inflamatorias e
superexpressao do receptor TLR4 (Hu, Zeng et al. 2017). O BCP (via
oral) também melhorou o fenotipo tipo AD em camundongos APP/PS1,
através da ativag@o do receptor CB2 e da via do PPARY (Cheng, Dong et
al. 2014). Em células PC 12 in vitro, em modelos celulares da AD, PD e
HD, o BCP apresentou resultados benéficos nos trés modelos: reduziu a
apoptose via caspase-3 e estimulou a diferenciacdo celular e aumentou a
expressao de proteinas neurotipicas em células PC 12 ndo expostas a
NGFs (Ferreira 2014). Também in vitro foi determinado que o BCP ativa
os receptores Trka e induz a neuritogénese por um mecanismo
independente do NGF, ou dos receptores canabinoides no mesmo
modelo (Santos, Martins et al. 2017). O tratamento preventivo com BCP
(P, em DMSO) levou a redugdo da atividade convulsiva e da
mortalidade em ratos tratados com acido cainico. Além disto, preservou
a atividade das enzimas GPx, SOD e CAT. O BCP apresentou
capacidade de exercer efeito anti-inflamatorio cerebral mitigando a
expressdo de fatores pré-inflamatorios (Liu, Song et al. 2015). Ainda, o
BCP (I.P, diluido em azeite de oliva) produz multiplas alteragdes
comportamentais ansioliticas e antidepressivas relevantes para a
ansiedade e depressdo em ratos (Bahi, Al Mansouri et al. 2014). A
administragdo cronica de BCP (via oral, diluido em azeite de oliva e
6leo de milho, respectivamente) também atenuou a hiperalgesia murina,
além de ndo causar efeitos de tolerancia para um tratamento prolongado
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(Klauke, Racz et al. 2014) (Paula-Freire, Andersen et al. 2014). Ainda
existem relatos especificos ao efeito do BCP (via oral) quanto a redugéo
de inflama¢ao em modelo agudo de edema de pata (Fernandes, Passos et
al. 2007), assim como quando administrado (via oral) em tratamento
preventivo e terapéutico de colite (Bento, Marcon et al.)2011) e
isquemia cerebral ex vivo (Chang , Kim et al. 2013).

O efeito imunomodulatorio do BCP foi amplamente descrito em
modelo murino de ME (EAE), no qual o tratamento com OE de
Pterodon emarginatus, que possui BCP como componente majoritario
em propor¢do similar ao do OE de Cannabis spp., melhorou tanto
sintomas motores quanto neuroldgicos, e diminuiu significativamente
mediadores neuroinflamatorios, inibindo tanto a ativacdo microglial
como a expressdo da NOS, associadas a inibi¢do da desmielinizagdo
coronaria ¢ do Oxido nitrico durante o desenvolvimento da doenga
(Alberti, Marcon et al. 2014). Adicionalmente, presenca de o BCP no
OE de P emarginatus foi associada a efeitos anti-inflamatérios,
antiulcerogénicos (Dutra, Fava et al. 2009), antimicrobianos (Dutra,
Braga et al. 2009) e antinociceptivos (Dutra, Trevizani et al. 2008). A
administragdo oral de BCP (50mg/kg), demonstrou melhora dos
parametros clinicos e patologicos da EAE, sendo que os mecanismos
subjacentes ao efeito imunomodulador estio ligados a sua capacidade de
inibir as células da microglia, linfécitos T CD4 + ¢ CD8 +, bem como a
expressdo de citocinas pro-inflamatérias. Ademais, foi constatado que o
BCP diminui a desmielinizacdo axonal ¢ modula o equilibrio
imunologico Thl/Treg, via ativagao do receptor CB2. Este conjunto de
resultados apoia fortemente a eficacia do BCP como uma molécula para
o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos imunomodulatérios no
SNC (Alberti, Barbosa et al. 2017).

1.5 ASSOCIACAO A SISTEMAS NANOCARREADORES DE
FARMACOS NO SNC

Testes pré-clinicos com BCP foram previamente realizados com
solugdes de excipientes constituidas por azeite, DMSO e Tween 80.
Estas formulagdes ndo fornecem protegdo substancial contra a oxidagdo
do ativo, além de sofrer com a baixa biodisponibilidade pela necessidade
de administracdo via oral. Ha sistemas de liberagdo com BCP como
componente, sendo que a maioria utiliza algum oleo essencial que
possui como um dos componentes o0 BCP, em detrimento da utiliza¢do
do BCP isolado (Santos, Oliveira et al. 2018). Entretanto, salvo melhor
juizo, nanoparticulas de BCP isolado s6 existem complexadas com
ciclodextrina (tabela 1). Um destes complexos constatou melhora dos
déficits cognitivos em ratos com deméncia vascular via CB2, quando
administrado via intraperinetoneal (I.P.) (Lou, Teng et al. 2017). Outro
complexo produziu efeito anti-hiperalgésico envolvendo a inibigdo da
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expressdo da proteina c-Fos quando administrado via oral (Quintans-
Junior, Aragjo et al. 2016). A farmacocinética dos complexos de
inclusdo BCP: B-CD s6 foi analisada via oral (Siqueira-Lima, 2017; Liu
2019). Nenhuma das publica¢des analisou o tamanho dos complexos de
infusdo e se houve permeagdo da BHE para o SNC.

Tabela 1- Sistemas de liberacdo de BCP descritos na literatura.

Sistemas de

y = Composicao Meta de estudo Referéncia
liberacao
Nanoparticulas BCP, AgNO3 Malaria e cancer. Lee 2016
Metalicas :
BCP: B-CD Hiperalgesia Quintans-
Junior 2016
BCP: B-CD Perfil Liu 2019

farmacocinético
Complexos de

inclusdo com | BCP: HPBCD Biodisponibilidade, Siqueira-Lima

ciclodextrinas isquemia cerebral 2017
BCP:B-CD, y-CD, Volatilidade Kfoury 2015
: HPBCD RAMEB,

. CRYSMEB
Fonte: Santos, Olive:ira et al. 2018, com modificagoes.

Ha dificuldades na formulagdo de farmacos canabinoides em
diversas formas de dosagem devido a alta instabilidade fisico-quimica,
natureza altamente lipofilica, baixa solubilidade aquosa e baixa
biodisponibilidade através do trato gastrointestinal (TGI). Por esta
razdo, a nanotecnologia representa uma estratégia importante a
formulagdo de sistemas de liberacdo destas substincias. A elaboracdo
de nanocarreadores para a administracdo de canabinoides ¢ uma
solugdo promissora em relagdo a outros sistemas convencionais de
veiculagdo de farmacos (Holgado, Martin-Banderas et al. 2017).
Ademais, mesmo os canabinoides sendo bons candidatos terapéuticos,
outro desafio imposto por doengas neurodegenerativas € a dificuldade
de acesso ao SNC, devido a presenga da BHE. Ela ¢ essencial para
proteger o cérebro de agentes nocivos, entretanto, dificulta a liberacdo
da maioria dos agentes terapéuticos no SNC, com a exceg¢do de
compostos hidrofilicos com menos de 150 Da, ou altamente
hidrofobicos com massa menor que 400 Da que cruzam a membrana
por difusdo via paracelular (Masserini 2013). Vérias estratégias podem
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ser empregadas a administragdo de farmacos com agdo cerebral e
liberagdo controlada, evitando danos a BHE. Dentre eles, os métodos
baseados em nanobiotecnologia também possuem os melhores
prospectos para este ideal (Jain 2012). A nanoencapsulacdo é uma
ferramenta avancada de veiculos de liberagdo de fAirmacos pois a escala
nanométrica confere caracteristicas fisico-quimicas de superficie
unicas. Nanoformula¢des a base de nanoparticulas (NP), micelas ou
outros nanocarreadores, por exemplo, consituem estratégias a
superacdo do obsticulo da BHE, apresentando maior efetividade no
tratamento de doencas neurodegenerativas (Nowacek, Kosloski et al.
2009). O transporte de nanoparticulas através da BHE parece ocorrer
por endocitose e pelas células endoteliais capilares, seguida por
transcitose paracelular (Kreuter 2014). Embora existam poucos
produtos de NPs no mercado, o nimero de estudos em fase II-III ¢
crescente (Tosi, Bortot et al. 2013). Ja foi demonstrado que NPs
poliméricas associadas a canabinoides ndo apresentaram toxicidade in
vitro (Martin Banderas, Alvarez Fuentes et al. 2012) e NPs poliméricas
foram eficientes em modelo da AD in vitro (Mathew, Fukuda et al.
2012).

Nanoparticulas para fins farmacéuticos sdo estruturas coloidais
solidas, com tamanho variando de 1 a 1000 nm, consistindo de
materiais macromoleculares nos quais o principio ativo € solubilizado e
encapsulado (Kreuter 2014). Para desenvolvimento de uma
nanoparticula carreadora, o farmaco € dissolvido e ligado a uma matriz
estabilizadora e, dependendo do método de preparagdo, nanoparticulas,
nanoesferas ou nanocapsulas podem ser obtidas, por exemplo. Nas
nanoparticulas, o firmaco ¢ confinada a uma cavidade cercada por um
involucro anfifilico, como polimeros; lipidico; ou até mesmo material
inorganico, por exemplo. Nanoparticulas poliméricas (NP)
biodegradédveis sdo potenciais dispositivos de liberagdo de farmacos,
em vista de sua capacidade de atingir tecidos especificos, carrear
farmacos de naturezas distintas e intimeras possibilidades de
customizacdo de propriedades fisico-quimicas de superficie da
nanoparticula. NPs sdo preparadas principalmente por dois métodos:
dispersdo de polimeros pré-formados, ou polimerizacdo de mondmeros.
Um dos principais métodos dentro de dispersdo de polimeros pré-
formados considera a evaporagdo de solvente. Neste método, o farmaco
lipofilico ¢ dissolvido em uma solugdo de polimero pré-formado e esta
mistura ¢ entdo emulsionada numa solucdo aquosa, utilizando um
agente surfactante. Este processo produz um sistema coloidal
denominado emulsdo de 6leo (O) em agua (A), i.e., emulsdo O/A. Apds
a formagdo de uma emulsdo estavel, o solvente é evaporado sob
condigdes térmicas e de pressdo controladas e agitagdo continua.
Enquanto este procedimento é pertinente para uma operacdo em escala
de laboratorio, para uma producdo em larga escala o método de
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emulsificacdo espontanea é mais facilmente escalonavel por néo
requerer evaporagdo de solvente. Devido a difusdo espontinea do
solvente soluvel em agua, uma turbuléncia interfacial ¢ criada entre
duas fases, levando a formacdo de particulas submicrométricas
proporcionais a energia de cisalhamento aplicada (Soppimath,
Aminabhavi et al. 2001). Além do tamanho das NPs, sua
hidrofobicidade e -caracteristicas superficiais determinam a sua
interacdo com o sistema fisioloégico e farmacologia. Assim, para o
design de NPs de longa circulacdo € necessario projeta-las de acordo
com a natureza do polimero, ou com a modificagdo da superficie deste.
A eficiéncia da modificagdo da superficie pode ser medida estimando-
se a carga de superficie da NP, a densidade dos grupos funcionais, ou
um aumento na hidrofilicidade. A escolha do surfactante adequado
depende do polimero das nanoparticulas, mas pode adicionalmente ser
influenciado pelo farmaco carregado, pois isso também pode
influenciar as propriedades das nanoparticulas (Kreuter 2014).

As NP podem ser administradas por diversas vias, levando em
consideragdo também a farmacocinética do farmaco. A via intranasal se
destaca por alcangar niveis rdpidos e mais altos de absor¢do de
farmacos. Isto porque, a mucosa nasal possui area superficial que
permite a liberagdo sistémica de medicamentos devido ao alto grau de
vascularizagdo e permeabilidade da mucosa (Aurora 2002). A via
intranasal também oferece vantagens em relagdo a outras vias de
administragdo, por burlar o metabolismo de primeira passagem e
prevenir degradacdo enzimadtica dos farmacos. Além disso,
especialmente para a liberagdo de farmacos visando transporte ao SNC,
varios estudos suportam o transporte através da cavidade nasal, tanto via
mucosa que tem absor¢do aumentada para a circulagdo sanguinea e
subsequentemente atravessa a BHE, quanto através dos nervos olfatério
e trigémeo, com acesso direto ao SNC (Gao 2016). Além disso, por ser
um método ndo-invasivo, ¢ uma alternativa as formulagdes injetaveis
melhorando a aceitagdo do paciente (Sharma, Sharma et al. 2015), um
aspecto particularmente importante em se tratando de pacientes com
neurodegeneracdo. A adesdo ao tratamento é aumentada também pela
facilidade de administragdo e do baixo custo do sistema de
administragdo (Prausnitz and Langer 2008). Para desenvolver uma
formulacdo nasal com desempenho desejavel e atributos comerciais, as
propriedades fisico-quimicas do farmaco e dos componentes do sistema
carreador devem ser considerados e adequados para o alvo pretendido
(Aurora 2002). Ademais, de acordo com sistemas de liberacdo de BCP
descritos na literatura, ndo existem nanoparticulas de BCP com
administragdo outra que a via oral, caracterizagdo do seu tamanho e
pretencdo de aplicacdo no CNS (Santos, Oliveira et al. 2018).
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1.6 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Tendo em vista a importancia da busca de novos agentes
terapéuticos para doencas neurodegenerativas, pretende-se desenvolver
uma nanoformula¢do que module a neuroinflamacdo associada a essas
patologias. Apesar da etiologia da neurodegeneracdo ser multifatorial e
em muitos aspectos indefinida, a neuroinflamagdo é, em consenso, um
fator em comum em relagdo tanto a causa quanto a consequéncia em
multiplos mecanismos neurodegenerativos. Buscando um método
terapéutico que modifique a progressao da doenga, a melhor estratégia é
a atuacdo em multiplos alvos farmacologicos. Nesse aspecto, o sistema
endocanabinoide ¢ extremamente proeminente por abranger uma
multiplicidade de fungdes fisiologicas e sistemas, conferindo efeitos
anti-inflamatorios e os neuroprotetores sinérgicos. Entretanto, ha uma
certa limitagdo na exploracdo desse sistema devido a psicoatividade
mediada pelo receptor CB1. Neste contexto, um recurso alternativo
promissor considera o uso de agonistas seletivos do receptor CB2. Este
receptor, além de ser expresso no SNC, esta intrinsicamente ligado ao
sistema imunoldgico.

O agonismo do CB2 esta associado a diversos mecanismos anti-
inflamatorios, inclusive em vias neurodegenerativas. O sesquiterpeno [3-
cariofileno (BCP) foi escolhido por ser um canabinoide estruturalmente
diferente dos canabinoides classicos e se ligar seletivamente ao receptor
CB2. Ele se destaca por ser o maior constituinte do dleo essencial (OE)
da Cannabis spp., sendo encontrado em outras espécies vegetais e
especiarias alimenticias. Adicionalmente, sua farmacologia é bem
definida, com mecanismos moleculares anti-inflamatorios bem
elucidados. Nado obstante, a BHE dificulta a liberacdo da maioria dos
agentes terapéuticos no SNC. Portanto, assume-se como relevante
buscar na nanobiotecnologia ferramentas a otimizacao da liberagdo de
farmacos. O uso de nanocarreadores oferece vantagens fisico-quimicas
de superficie unicas que podem otimizar a liberacdo em multiplas vias
de administragdo. A via intranasal foi selecionada ao desenvolvimento
da formulagdo por oferecer vantagens de absor¢do ao SNC, burlar o
metabolismo de primeira passagem e por ser um método nao-invasivo.

Nesse contexto, o presente trabalho considera que o B-
cariofileno ira modular a neuroinflamacdo através do agonismo do
receptor CB2, alterando citocinas inflamatérias fundamentais no
processo da neurodegeneragdo. Além disso, assume-se que o uso de
ferramentas nanotecnolégicas ira potencializar o transporte do BCP
através da BHE, bem como conferir atributos de liberagdo controlada no
SNC. Portanto, o presente trabalho representa a primeira etapa do
desenvolvimento e otimiza¢do de um protdtipo terapéutico aplicado a
neurodegeneracdo, i.e., um potencial bioproduto apto a ser testado em
ensaios pré-clinicos de doengas neurodegenerativas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma formulagdo contendo nanoparticulas de -
cariofileno como forma terapéutica de doengas neurodegenerativas,
visando administragdo intranasal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desenvolver nanoparticulas contendo B-cariofileno;

1.1. Desenvolver nanoparticulas de p-cariofileno com invélucro

polimérico em meio aquoso;

1.2. Desenvolver nanoparticulas de B-cariofileno com didmetro médio

inferior a 200 nm;

2. Adequar a formulagdo contendo nanoparticulas de B-cariofileno para
administragdo intranasal;

2.1. Formular nanoparticulas com carga de superficie negativa (potencial

zeta negativo);

2.2. Formular nanoparticulas com pH entre 5,5 ¢ 6,5;

2.3. Formular nanoparticulas com carater hipotdnico;

3. Caracterizar a nanoformulagdo quanto suas caracteristicas-fisico
quimicas em relacdo a aplicagdo pretendida;

3.1 Avaliar o tamanho médio e distribuigdo de tamanho das

nanoparticulas;

3.2. Aferir a morfologia das nanoparticulas de -cariofileno;

3.3. Quantificar a eficiéncia de encapsulagdo do P-cariofileno e teor

ativo das nanoparticulas;

3.4. Estudar a estabilidade das nanoparticulas em prateleira;

4. Caracterizar o comportamento das nanoparticulas de B-cariofileno
em meio bioldgico e determinar sua aptiddo para testes pré-clinicos;
4.1. Avaliar o perfil de liberagdo das nanoparticulas de pB-cariofileno em

meio fisiologico;

4.2. Estudar permeagdo das nanoparticulas de B-cariofileno através da
Barreira Hemato-Encefalica em relago ao seu perfil farmacocinético;
4.3. Investigar interacdo das nanoparticulas de p-cariofileno com
material bioldgico.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL

O B-cariofileno, os polimeros e solventes utilizados neste trabalho
foram obtidos da Sigma-Aldrich Chemical Company (St Louis, EUA). Com
excecao de poloxamer 188 (Kolliphor P188 micro, BASF, EUA), lecitina de
soja (Lipoid S75-3N, Lipoid GmnH,EUA), 4gua ultrapura em sistema Milli-
Q (Millipore, EUA), grids de cobre revestidos com carbono (CF300 mesh-
Cu, TED PELLA INC.,EUA), metanol grau HPLC (Synth, Sdo Paulo,
Brasil), tampdo fosfato salino (PBS) (Gibco, Karlsruhe, Alemanha),
polisorbato 80 (Neon, Sdo Paulo, Brasil), dodecil sulfato de soédio (Nuclear,
CAQ, Diadema, Brasil) e alginato de so6dio (Dindmica, Indaiatuba, Brasil).

3.2 FORMULACAO E CARACTERIZACAO
3.2.1 Formulaciao de nanoparticulas de BCP

As nanoparticulas foram preparadas pela técnica de
emulsificacdo espontanea (Miller, 1988). Inicialmente foi utilizado 10
ml de organosolvente na fase organica, contendo 0,1% de B-cariofileno;
em seguida a fase organica era adicionada a fase aquosa contendo 0,4%
de poloxamer sob agitacdo magnética (1.000 rpm). Os conteudos de
organosolventes nas formula¢des foram reduzidos em rotaevaporador
(60°C, 100 rpm), seguido de ultrafiltracdo (0,22 um - Unifil,
Carvalhaes, Sdo Paulo, Brasil), sob vacuo, para obtencdo de volume
final de 10 mL. Durante o desenvolvimento do trabalho, os parametros
foram otimizados alterando componentes e suas concentragdes na
formulacdo das nanoparticulas de P-cariofileno. Cada alteracdo no
processo ¢ descrita nesta sessdo dos resultados.

3.2.2 Determinacio do pH e osmolaridade

O pH foi mensurado em potenciometro (Kasvi, Sdo José dos
Pinhais, Brasil) e a osmolaridade foi determinada em osmoémetro de
pressao de vapor Wescor Vapro (EliTechGroup, Puteaux, Franga).

3.2.3 Caracterizacio morfologica

A morfologia da formulagdo foi determinada via microscopia
eletronica de transmissdo (TEM) (JEOL JEM-1011-100kV), no
Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME/UFSC). Uma
goticula da formulacdo da nanoparticula foi depositada sobre grid de
cobre revestido com carbono (CF-Cu, TED PELLA INC., EUA, 300
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mesh). Apos 24 h, uma goticula de acetato de uranila 2 % (m/v) foi
utilizada para corar a amostra, seguido de incubacdo (24h) em camara
escura e analise por TEM.

3.2.4 Determinacio do tamanho de particula e potencial zeta

O diametro médio e o potencial zeta das nanoparticulas foram
determinados por espalhamento de luz dinamico (DLS) em angulo de 90
graus e anemometria laser Doppler, respectivamente, em aparato
Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). Os
resultados do potencial zeta foram expressos como média dos valores de
mobilidade eletroforética usando a equagdo de Smoluchowski.

3.2.5 Determinacio da eficiéncia de encapsulacio e teor de ativo

A eficiéncia de encapsulagdo e a determinacdo do teor de
principio ativo nas amostras utilizaram a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC - Ultimate 3000 RS Thermo-Fisher Scientific, EUA),
acoplada a detector de arranjo de diodos (DAD). Os pardmetros para
otimizacdo da separagdo cromatografica foram obtidos utilizando uma
coluna C18 de fase reversa (FR -Thermo Scientific, 250 x 4,6 mm, 5
um, 25 °C) acoplada a DAD, operando a 210 nm, 205 nm, 220 nm e 240
nm. As analises foram realizadas em um sistema isocratico constituido
por acetonitrila, metanol e agua na propor¢do 8: 1: 1 (v/v/v) com um
fluxo de 1 mL/min e tempo de corrida de 15 min. Para calculo do
conteiido do BCP, uma curva de calibragdo externa foi obtida (4, 8, 16,
32 e 64 pg/mL, com equacdo da reta y=0,361x-0,2046, 12=0,9966). Os
teores de BCP nas nanoemulsdes foram determinados a partir do célculo
da integral das areas dos picos de interesse. Os valores foram expressos
como média + desvio padrdo, a partir de 3 inje¢cdes consecutivas/
amostra.

A eficiéncia de encapsulagdo, descrita em porcentagem (%), foi
estimada como a diferenga entre a concentragdo (ug/mL) total de
principio ativo nas suspensdes de nanoparticulas e a concentragdo de
principio ativo presente no sobrenadante ultrafiltrado obtido pelo
procedimento de ultrafiltragdo/centrifugagdo, usando dispositivos
filtrantes Amicon (Ultracel100, 100 kDa, Millipore Corp., EUA).

3.2.6 Estudo de estabilidade
A estabilidade da formulagdo de nanoparticulas foi determinada
através de espalhamento multiplo de luz (LUMiSizer) (LUM GmbH,

Berlin, Germany) com varreduras ao longo do tempo para determinar
estabilidade fisica, coloidal, interagdes entre particulas e tempo de vida
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de prateleira. Os pardmetros utilizados para menor tempo de medigdo
com base na velocidade maxima utilizavel para simulagdo de 3 meses:
tempo = 2,4 h, RCF = 24 xg, velocidade = 3025 rpm (r = 88mm),
numero de perfis = 255, intervalo = 34 s, fator de luz = 1 e temperatura
=20°C.

3.3 ESTUDOS IN VITRO
3.3.1 Cinética de liberacio de ativo in vitro

As caracteristicas de liberagao das nanoparticulas de BCP foram
estudadas em meio de liberagdo fisiologico (PBS, pH 7, 37°C) pelo
método de separagdo de amostra (SS) em 50 ml. As nanoparticulas
foram introduzidas no meio de liberagdo (100 pg/mL), a 37°C e sob
agitagdo em equipamento Dubnoff. A liberagao do ativo foi avaliada por
amostragem do meio de liberagdo através de extracao de aliquotas (10
mL) em intervalos regulares de tempo: 0 min; 45 min; 1,5 h; 3he 6 h.

A liberagdo do farmaco foi monitorada separando fisicamente
as nanoparticulas dos meios de liberacdo através de extragdo liquido-
liquido (LLE), utilizando uma solucdo de cloroférmio: 4gua na
propor¢do 1: 2 (v/v) e tempo de particdo de 1h. A fase organosolvente
foi separada, evaporada overnight e o ativo ressuspendido em etanol (1
mL) e analisado por HPLC.

3.4 ESTUDOS IN VIVO
3.4.1 Farmacocinética e permeaciao da BHE

Ratos winstar machos (8-10 meses de idade) foram obtidos da
Douglas Mental Health University Institute Animal Facility (Montréal,
QC, Canada) e alojados em gaiolas comuns, a 21 £ 2°C, sob ciclo de luz
12/12 h e comida e agua ad [ibitum. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Gabinete de Conformidade Animal
da McGill University e realizados de acordo com os regulamentos sobre
bem-estar animal (protocolo # 2017-7911).

Os estudos de farmacocinética e permeacao foram realizados
medindo-se a concentracdo de BCP no sangue e fluido cerebrospinal
(CSF), respectivamente, apds administragdo de nanoparticulas de BCP
(I.V.). Para esta analise, a administragdo por via intranasal em ratos é
inviavel devido ao volume e concentracdo necessarios para deteccao do
BCP. Portanto, sob anestesia com isoflurano (5%, v/v), os ratos foram
tratados com nanoparticulas de BCP (1 mg/kg) por via intravenosa. Em
intervalos regulares (3, 5, 10, 30 min, 1, 2 ¢ 3 h) apos a administragao
dos tratamentos, 100 pL de CSF foram coletados de cada rato, por

37



puncdo direta da cisterna magna para analise de permeagao.
Adicionalmente, 500pL de sangue foram coletados através de pungdo da
veia subclavia para andlise farmacocinética. As amostras foram
armazenadas a -80°C até serem analisadas por HPLC.

Previamente a andlise cromatografica, as amostras foram
submetidas a protocolo de extracdo do ativo com adigdo de THF (1,25
mL), seguido de agitacdo (vortex), ultrassom (3 min) e particdo com
cloroformio (1,25 mL) por 1 h. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas (4°C, 4.000 rpm, 3 min), a fase organosolvente
recuperada, evaporada em fluxo de N2 e o ativo foi ressolubilizado em
etanol (1 mL) e analisado via HPLC.

3.5 ESTUDOS EX VIVO
3.5.1 Cinética de ligagdo com proteinas plasmaticas

A cinética de liga¢do das nanoparticulas de BCP com proteinas
sanguineas foi estudada através incubagdo destas (100 ug/mL) em
sangue de rato, a 37°C e agitagdo em equipamento Dubnoff. Aliquotas
(500 pL) de sangue foram retiradas em intervalos de tempo (0, 2,5, 5,
10, 20, 30 e 45 min) e submetidas protocolo de extracdo do ativo (item
3.4.1) e andlise cromatografica (HPLC).

3.6 Analise estatistica
Os dados foram coletados, sumarizados ¢ submetidos a analise
com auxilio dos programas Microsoft Office Excel (Comdex, Las Vegas,

EUA) e GraphPad Prism 8 (San Diego, EUA). Os valores foram
expressos como média + desvio padrao da média.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 FORMULACAO DE NANOPARTICULAS DE CARIOFILENO

Para formular nanoparticulas por emulsificacdo espontanea, sdo
necessarios alguns componentes fundamentais: uma fase orgénica (FO),
na qual o composto lipofilico é dissolvido com uma molécula anfifilica;
e uma fase aquosa (FA) com um tensoativo. A molécula anfifilica da FO
¢ o0 que permite a formagdo da nanocépsula e por sua vez, permitira sua
dissolugdo na fase aquosa. A molécula anfifilica pode ser um
fosfolipidio, um 4cido graxo ou um polimero. A natureza da molécula
anfifilica ¢ um dos fatores determinantes da classificagdo da
nanoparticula (eg. nanoemulsdo, nanocapsula, nanoesfera), sendo
também altamente determinante a estabilidade da formulacdo, devido
principalmente as caracteristicas fisico-quimicas da sua superficie. Por
exemplo, particulas carregadas (positivamente ou negativamente)
possuem maior forca de repulsdo, diminuindo o fendémeno de
coalescéncia causado pelo movimento browniano de fluidos (choque de
contato) e atracdo de Van der Walls (Lewis 2000).

Outro parametro importante para estabilidade é o indice de
polidispersdao (PDI), cujos valores distribuem-se na amplitude entre 0 a
1, e mede a variagdo do tamanho das particulas. Esse valor ¢
determinado pela propor¢do do desvio padrdo € o tamanho médio das
particulas. Indices mais proximos a 1 indicam alta variagcdo de tamanho,
enquanto aqueles mais proximos de 0 indicam maior uniformidade de
tamanho (Danaei, Dehghankhold et al. 2018). A uniformidade ¢
importante para a estabilidade das particulas devido ao fendmeno de
degradacdo difusional (Ostwald ripening). Este fendmeno tende a
agregar particulas apenas pela sua diferenca de tamanho, formando
particulas cada vez maiores e desestabilizando a formulagdo (Higuchi
and Misra 1962). O PDI ideal varia de acordo com a finalidade da
formulac@o, mas especialistas consideram valores de PDI<0,3 desejaveis
(Danaei, Dehghankhold et al. 2018). O tamanho das particulas também é
idealizado a partir da finalidade da formulagdo. Por exemplo, o peso
molecular estimado necessario para permear a BHE ¢ menor que 600
Da, e os espagos entre suas juncdes oclusivas aproximadamente 200 nm
(Jain 2012). Portanto, buscou-se formular particulas com tamanho
menor que 200 nm. Além dos componentes da formulacdo pelo método
de emulsificacdo espontinea, a energia de cisalhamento aplicada ao
sistema influencia no tamanho das nanoparticulas. Ela tem que ser maior
que a area superficial * tensdo superficial + calor interfacial para formar
goticulas submicrométricas proporcionalmente menores (Ortiz 2007,
Israelachvili 2011). Neste trabalho, utilizamos um potente agitador
magnético, i.e., 1.000 rpm. Mas para futuro escalonamento, outro
métodos que impdem alta energia de cisalhamento podem ser utilizados,
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como o estator-rotor (ultra-turrax) ou o homogeneizador de alta pressdo
industrial.

Portanto, a escolha das capsulas anfifilicas, surfactantes/
emulsificantes e de suas propor¢des sdo um passo crucial no
desenvolvimento de nanoparticulas. Para otimizacdo da formulagdo
foram observados os pardmetros supracitados: baixo PDI, baixo
tamanho médio de particula e carga da particula (potencial zeta). Foram
testados diversos polimeros biocompativeis (alcool polivinilico (PVA),
policaprolactona (PCL), polietilenoglicol (PEG), e quitosana) e
estudados os efeitos da composicdo da solugdo polimérica (sistema de
solventes, concentragdo polimérica, adicdo de outros polimeros e/ou
surfactantes, por exemplo) nas caracteristicas das nanoparticulas
(tamanho de particula, morfologia, estabilidade, propriedades de
superficie). Este estudo permitiu otimizar e selecionar o melhor veiculo
de administragdo para o estudo (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma do processo de otimizagdo da formulagdo de
nanoparticulas de BCP. Cada linha mostra o parametro avaliado, e o
componente destacado foi utilizado para os testes subsequentes.

Polimeros PEG, PVA, PCL, quitosana, ciclodextrina 0.5% 05-1-25-5-10%

50:50 — 60:40 — 70:30 — 80:20 — 90:10 — 100:0 Sem solvente
2 UHI=LIES FS, FC, PVA, PEG, PS80, DMSO, SLS, Tween 20 0.25% 0,1-0,25-0,5-1-2,5-5%
Tween 80, poloxamer, SDS, DMSO (0.4%) 0,1-0,25-0,5-1-1,5-2 %

01-03-05-1%

Fonte: A autora.

Em sintese, durante o processo de otimizagdo, inicialmente,
descartou-se a ideia de utilizar um 4cido graxo para fazer uma
nanoemulsdo e foi feita a op¢do de utilizar nanocapsulas poliméricas.
Posteriormente, descartou-se o PVA, PCL, quitosana e ciclodextrina
como céapsulas poliméricas e polissacaridica para a nanoparticula. O
PEG foi selecionado como componente estrutural da capsula polimérica.
Variou-se concentra¢des de PEG entre 0,5; 1; 2,5; 5 e 10%, e finalmente
a concentracdo de 5% foi selecionada. Diferentes propor¢des de FO:FA
foram testadas até que optou-se por retirar o solvente da fase orgénica e
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eliminar o passo de rotaevaporacdo, dissolvendo o BCP diretamente no
PEG na FO. Para potencializar a solubilizacdo do BCP na fase organica,
diferentes emulsificantes foram testados (fosfatidilcolina,
fosfatidilserina, PVA, Tween 20, Tween 80, DMSO e SDS), entre os
quais o Tween 20 foi escolhido como emulsificante na formulag¢do de
nanoparticulas de BCP. Variou-se a concentracdo do emulsificante
Tween 20 na FO entre 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2,5 ¢ 5%, do qual a
concentracdo de 0,25% foi elegida. Diversos surfactantes foram
analisados na FA (Poloxamer, Polisorbato 80, DMSO, SDS, Tween 80),
dos quais optou-se pelo Poloxamer P188. Ao definir as concentragdes do
surfactante (0,1; 0,25; 0,4; 0,5; 1; 1,5 e 2%, elegeu-se a concentragao de
0,25%. Apos definir a composi¢ao da formulacdo da nanoparticula de
BCP, testou-se a capacidade maxima de ativo comportado pelo sistema
(0,1; 0,3; 0,5 e 1%), foi verificado que a concentragdo de 0,1%
apresentou as melhores caracteristicas fisico-quimicas.

Isto é, em detalhe, primeiramente, devido a proposta da
formulacdo e natureza lipofilica do composto, buscou-se um solvente
compativel com o BCP e solivel em 4agua, para permitir a
nanoencapsulacdo do ativo em meio aquoso. Dessa forma,
primeiramente foi realizado teste de solubilidade e emulsificagdo do
BCP em etanol, glicerol e agua em diferentes proporg¢des, visando
determinar a base e proporgdes da formulacdo (Tabela 2). Sdo
estabelecidos como solventes para o BCP: etanol, PEG, cloroférmio e
dicloroetano. Inicialmente optou-se pelo uso de etanol por ser menos
toxico, mais seguro para posterior evaporagdo e corriqueiramente
utilizado em formulagdes deste tipo (Allen and Ansel 2013).

Tabela 2 - Composi¢ao em volume (uL) de formulagdes utilizadas em testes de
solubilidade do BCP, conforme as proporg¢des de etanol (EtOH), glicerol, agua
(H20) e poloxamer (polox). Formulagio destacada utilizada para os testes
subsequentes.

Formulacio BCP EtOH Glicerol H20 Polox. Homogeneizacao

TS1 9 - 1 - - Sim
TS2 9 1 - - - Nao
TS3 9 91 - - Sim
TS4 9 91 1 - - Nao
TS5 18 91 - - - Sim
TS6 18 91 1 100 - Nao
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Formulacdio BCP EtOH Glicerol H20 Polox. Homogeneizacao

TS7 18 190 1 500 0,4% Sim

Fonte: A autora.

Considerou-se que o ativo foi solivel nos componentes em
questdo quando a mistura entre eles ficava homogénea, como
solubilizagdo ou emulsdo. Observou-se que um volume pequeno de
etanol ndo permitiu a solubilizagdo do composto (TS2), enquanto um
aumento de 10x daquele solvente (TS3) possibilitou a solubilizagdo
completa do ativo. A adi¢do de 1% de glicerol na mesma formulagdo
inviabilizou a solubilidade do sesquiterpeno (TS4). Testou-se entdo uma
concentragdo maior (2x) de BCP no mesmo volume de etanol (TS5),
logrando-se éxito. Entretanto, esta mistura ndo foi solivel em agua
(TS6). Assim, optou-se por adicionar um tensoativo padrido a fase
aquosa (poloxamer P188 0,4%), seguido da adi¢do de BCP ja dissolvido
em etanol, obtendo-se uma pré-emulsdo (TS7).

A partir da composicdo da pré-emulsdo, fixou-se o parametro
do tensoativo na fase aquosa (0,4% de poloxamer, m/v) e variou-se a
concentracdo do emulsificante na fase organica, mantendo igual
proporcao do ativo e do emulsificante (0,2%, v/v), de modo a viabilizar
a otimizagdo através da variagdo de um parametro por vez (tipo de
polimero, emulsificante FO, surfactante FA e suas respectivas
concentragoes).

Foram avaliadas nanoemulsdes contendo lecitina de soja
(fosfatidilcolina - NC1) e glicerol (NC2) como componentes da
nanocapsula (Tabela 3). Estes componentes foram escolhidos por serem
comumente utilizados em nanoemulsdes, um pela similaridade com
membranas bifosfolipidicas e o outro pela sua caracteristica de acido
graxo ¢ alcool, ambos associados a maior absor¢do sistémica (de
Villiers, Aramwit et al. 2008, Allen and Ansel 2013). A distribui¢do do
tamanho de particulas mostrou-se bimodal ¢ multimodal, com duas e
trés populagdes de particulas, respectivamente para NC1 e NC2. Isso
indica a formag@o de micelas desprovidas do composto ativo, no caso de
particulas muito pequenas, e a coalescéncia de particulas quando estas
apresentam elevado tamanho. Os valores de PDI das nanoemulsdes de
BCP foram considerados elevados, sugerindo o uso de polimeros para
encapsular o ativo, visando uniformizar e diminuir o tamanho das
nanoparticulas.
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Tabela 3 - Demonstrativo dos parametros obtidos em caracterizagdo de
nanoemulsdes de BCP, indicando: parametro avaliado, média de tamanho de
particula (tamanho médio), desvio padrio do tamanho médio de particula
(desvio), distribuicdo do tamanho de particulas.

Parametro Tamanho Dist. PDI Zeta
médio (nm) (%) (mv)
TS7 Emuls&o bésica 1494 +136,3 100 1 -65+7

Fosfatidilcolina
NC1 0.2% + BCP 0.2% 143 +140,9 93 0,410 -55+6

Glicerol 0,2% + 53/

e BCP 0,2% 55,07 #1706 3414

0,776 -55+7

Fonte: A autora.

Os polimeros foram selecionados de acordo com as
caracteristicas desejadas para a formulagdo final. Busca-se um material
que seja biodegradavel (quebra por hidrélise, enzimas, etc),
bioeliminavel (solivel em agua, excretavel), ndo imunogénico
(diminuindo a perda por fagocitose de macrofagos, i.e., efeito stealth) e
que otimize a permeacdo ¢ a absor¢do (Nair and Laurencin 2007, de
Villiers, Aramwit et al. 2008, Kumari, Yadav et al. 2010, Nishiyama and
Takemoto 2014). Conforme as caracteristicas pretendidas, os seguintes
candidatos foram selecionados para teste como capsulas a nanoparticula.
O PEG foi adotado por ser estabelecido como um polimero que tende a
aumentar o tempo de circulagdo das particulas PEGiladas, e além disso,
possui propriedades emulsificantes devido a sua natureza anfifilica
(Perry, Reuter et al. 2012). Ademais, o PVA também foi designado para
testes também por seus atributos de atuar como emulsificante da
formulacdo e como cépsula polimérica das nanoparticulas. O terceiro
polimero adotado foi a quitosana, pois esta confere as nanoparticulas
propriedade mucoadesiva, por carregar a superficie das mesmas com
carga positiva. O T1ltimo polimero elegido é a PCL, polimero
amplamente utilizado em formas farmacéuticas também por conferir
caracteristica mucoadesiva, e conjuntamente, fornece carater acido para
a formulagdo (Mazzarino, Otsuka et al. 2014). O carater acido ¢
particularmente desejado devido ao potencial hidrogenidonico da mucosa
nasal, que se encontra no intervalo de 5,5 a 6,5. Além de polimeros,
também ¢é possivel encapsular ativos com uma espécie de carboidratos
complexos com capacidade de formar complexos de inclusdo em
solucdo (Brewster and Loftsson 2007). Estas, denominadas
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ciclodextrinas, ja extensivamente empregadas em formas farmacéuticas,
foram avaliadas sobre sua aptiddo em encapsular o BCP.

Os resultados da variagdo de polimeros na concentragdo de
0,5% (m/v) na formula¢do estdo demonstrados na Tabela 4. A
formulagdo com PVA (N1) requereu aquecimento em banho maria
(50°C) para sua solubilizagdo na FA, sendo esta insoluvel na FO. O PEG
400 (N2) dissolveu rapidamente na FO, sendo o unico polimero que
possibilitou obter uma distribuicdo unimodal na populagdo de
nanoparticulas. Ja a PCL (N3) exigiu adi¢do de cloroféormio a FO para
sua completa dissolugdo (1:1, v/v). A quitosana ¢ um polissacarideo
acetilado soliivel em agua, sob pH acido. Portanto, 3 condi¢des de
acidificacdo foram investigadas a sua solubilizagdo: N4 acidificada com
acido citrico (pH 4), N6 acidificada com HCI 0,001% (v/v, pH 2) e, por
fim, N7 adicionada de 0,5% (v/v) de PEG, o polimero que obteve
sucesso na formulagdo N2 como co-polimero. Todavia, apés 36 h sob
agitacdo magnética, ndo se constatou solubilizacdo completa da
quitosana na FA, impedindo também a analise de caracterizacdo do
sistema nanoderivado. J4 a formulagdo de B-ciclodextrina (NS5), foi
testada principalmente pela pré-existéncia na literatura de complexos de
inclusdo com ciclodextrina e BCP. Entretanto, seu tamanho médio foi
muito grande, com distribuicdo multimodal e PDI altos, nao
caracterizando parametros desejaveis para a formulagdo pretendida.

Tabela 4 - Demonstrativo dos parametros obtidos em caracterizagdo de
formulagdes variando o polimero (0,5%) na composi¢do nanoparticulas de BCP.
Tabela indicando: polimero, média de tamanho de particula (tamanho médio),
desvio padrdo do tamanho médio de particula (desvio), distribui¢do do tamanho
de particulas (dist.), nimero de populagdes de particulas (pop.) indice de
polidispersao (PDI), potencial zeta (zeta), e desvio padrdo do potencial zeta
(desvio zeta). Formulagdo destacada utilizada para os testes subsequentes.

Polimero m?d?oar;rr‘:n) 3:; ; Pop. PDI (Z; :,a)

N1 PVA 262,2+69,33 94 2 0,194 -2816

N2 PEG 278,8+91,12 100 1 0,171  -45%7
N3P0L285i1294983041865i7

N5 B-CD 299,3+128,9 87 3 0,492 -68+6

Fonte: A autora.
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O PEG em concentragdes até 5% (v/v) em formulagdes
farmacéuticas foi associado com maximizagdo do tempo de circulagio
de nanoparticulas, devido as suas propriedades furtivas (stealth) em
relacdo ao sistemas reticulo endotelial (Perry, Reuter et al. 2012). Por
conseguinte, foram avaliadas diferentes concentracdes de PEG (0,5; 1;
2,5; 5 e 10%, v/v) na FO (Tabela 5). Para a escolha da concentragao
daquele poliol, inicialmente descartaram-se as formulagdes que
apresentaram mais de uma populagdo de particulas (distribuicdo
diferente de 100%), a saber: N2 (0,5%), N9 (2,5%) e NI11 (10%).
Posteriormente, ao comparar as formulacdes N8 (1%) e N10 (5%),
pode-se observar que apesar da média do tamanho de particula da N8 ser
maior, seu desvio padrao foi menor e o PDI também, evidenciando
maior uniformidade de particulas.

Tabela 5 - Demonstrativo dos parametros obtidos em caracterizacdo de
formulagdes variando a concentragdo do polimero escolhido (PEG 400) na
composicdo nanoparticulas de BCP. Tabela indicando: porcentagem de PEG,
média de tamanho de particula (tamanho médio), desvio padrdo do tamanho
médio de particula (desvio), distribui¢do do tamanho de particulas (dist.), indice
de polidispersdo (PDI), potencial zeta (zeta), e desvio padrdo do potencial zeta
(desvio zeta). Formulacdo destacada utilizada para os testes subsequentes.

PEG (%) m? d"i‘:"(:‘r’n) Dist. (%) PDI (Zr:':a;)

N2 0,5 278,8+ 100 0,171 -45

N8 1 96,17+ 54 0,524 -53
N9 25 116,9+68,34 100 0,220 -49+8
N10 5 166,6+51,7 100 0,015 -45+9
N11 10 124,6+76,41 98 0,214 -46+8

Fonte: A autora.

Em fun¢édo dos resultados observados, foram estabelecidas a FO
com etanol e PEG (5%, v/v) e a FA contendo 0,4% (m/v) de poloxamer,
na propor¢do de 1: 1 para os estudos subsequentes. Variou-se entdo a
propor¢ao de FO: FA (Tabela 6). Ao avaliar os parametros obtidos com a
variacdo do solvente, observou-se que todas as nanoparticulas
apresentaram tamanho de particula muito baixo e PDI alto, o que indica
alta varia¢do no tamanho das particulas, inclusive formagdo de micelas
sem ativo. Cogitou-se a possibilidade de que o ativo poderia estar
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sofrendo modifica¢cdes durante o processo de rotaevaporagdo do
solvente. Em virtude as caracteristicas observadas nas formulagdes de
N10 a N15, nenhuma delas foi selecionada para testes subsequentes e
uma nova estratégia de formulagdo foi empregada.

Tabela 6 - Demonstrativo dos pardmetros obtidos variando razio entre solventes
(etanol e agua) na fase organica na formulagdo de nanoparticulas de BCP.
Tabela indicando: razdo entre FO:FA (propor¢do), média de tamanho de
particula (tamanho médio), desvio padrio do tamanho médio de particula
(desvio), distribuicdo do tamanho de particulas (dist.), indice de polidispersao
(PDI), potencial zeta (zeta), e desvio padrao do potencial zeta (desvio zeta).

Razéo FO:FA mT:d';‘:"(:‘r’n) Dist. (%)  PDI (z;':’z;
N10 50 : 50 166,6+51,7 100 0015  -45+9
N12 60 : 40 78,89+22,54 54 0,436 -48+7
N13 70:30 61,654143 43 0402 4147
N14 80:20 75,12411,43 49 0273 847
N15 90: 10 74,86:£64,76 57 0603 847

Fonte: A autora.

Para além da alta viscosidade do PEG 400, este poliol solubiliza
o BCP, sendo a solugao resultante soltivel em agua. Portanto, ao invés de
utilizar etanol como solvente orgdnico na FO, o BCP foi dissolvido
diretamente no PEG, seguido da adigdo da FO a FA padrio (N16).
Tentativamente, a adicdo de um emulsificante e etanol em baixa
concentra¢do na FO (N17) foi investigada. Embora nenhuma das duas
formula¢gdes tenham apresentado resultados otimizados na
caracterizagdo fisico-quimica, o fato de retirar o processo de
rotaevapora¢do melhorou a formulagdo, e esta estratégia de formulagdo
foi utilizada para os testes subsequentes (Tabela 7). Sugere-se que a nédo-
adi¢@o de solventes orgénicos e ndo aquecimento da formulagcdo podem
ter contribuido para suas melhores caracteristicas fisico-quimicas. De
modo que o processo de adicdo de organosolventes e subsequente
rotaevaporagdao dos mesmos foi retirado do processo de
nanoencapsulacdo, levando a diligéncia de recursos distintos para a
composic¢do da FO e solubilizagdo do BCP.
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Tabela 7 - Demonstrativo dos parametros obtidos retirando solventes organicos
na formulagdo de nanoparticulas de BCP. Tabela indicando: pardmetro alterado,
média de tamanho de particula (tamanho médio), desvio padrdo do tamanho
médio de particula (desvio), distribuicdo do tamanho de particulas (dist.),
nimero de populagdes de particulas (pop.), indice de polidispersdo (PDI),
potencial zeta (zeta), e desvio padrdo do potencial zeta (desvio zeta).

A Tamanho Dist. Zeta

Parametro médio (nm) (%) Pop PDI mv)

N16 PEG:FA 379,4£132,5 98 2 0,194 -36+3
Ni7  LeClina025% . oii001 75 3 0,412  -48+6

EtOH 0,25%

Fonte: A autora.

Com a remoc¢do dos organosolventes da FO, foram testados
diferentes emulsificantes (0,25%) junto com o PEG na FO para otimizar
a formulacdo de BCP (Tabela 8). Estes co-emulsificantes avaliados
foram: fosfatidilcolina (N17), fosfatidilserina (N18), PVA (N19), Tween
20 (N20), Tween80 (N21), polissorbato 80 (N22), DMSO (N23) e SDS
(N24). A formulag@o sem um co-emulsificante, contendo somente PEG
na FO foi colocada como comparativo na tabela (N16). As duas
formulagoes com fosfolipideos (N17 e N18) foram testadas por possuir
similaridade com membranas celulares, o que lhes confere propriedade
de absor¢do facilitada em meios bioldgicos (Jaiswal, Dudhe et al. 2015).
Entretanto, a adi¢do de fosfolipideos na formula¢do de BCP ndo gerou
nanoparticulas dentro dos parametros requeridos. Ambas formulagdes
(N17 e N18) aumentaram consideravelmente o tamanho de particula em
relacdo ao que era obtido com uso de organsolventes. Além disso, a
formulagdo contendo fosfatidilcolina (N17) apresentou PDI alto,
indicando presen¢a de multiplas populacdes de particulas. Similarmente,
a formulacdo com PVA como co-polimero emulsificante (N19)
aumentou muito o tamanho de particula, quase o dobro do tamanho
requerido para os propositos deste trabalho. Ja a formulacdo com Tween
20 (N19) apresentou os melhores pardmetros, com tamanho de particula
menor que 200 nm, desvio e PDI baixos, ilustrando distribuigdo
unimodal do tamanho de particulas. Ja as formulagdes contendo Tween
80 (N21) e polisorbato 80 (N22) apresentaram distribuicdo de particula
em multiplas populagdes. Seu PDI alto e desvio baixo sugerem a
formacdo de micelas sem ativo e também a coalescéncia de particulas.
As formulagdes com DMSO (N23) e SDS (N24) apresentaram
distribuicdo unimodal e PDI reduzido, porém tamanho de particula
superior a 400 nm. Assumindo-se como uma das finalidades da
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formulac@o a permeagdo da BHE, o tamanho da nanoparticula devera ser
inferior a 200 nm.

Tabela 8 - Demonstrativo dos parametros obtidos variando o emulsificante
(0,25%) na fase organica na formulacdo de nanoparticulas de BCP. Tabela
indicando: emulsificante, média de tamanho de particula (tamanho médio),
desvio padrdo do tamanho médio de particula (desvio), distribui¢do do tamanho
de particulas (dist.), nimero de popula¢des de particulas (pop.), indice de
polidispersao (PDI), potencial zeta (zeta), e desvio padrdo do potencial zeta
(desvio zeta). Formulagdo destacada utilizada para os testes subsequentes.

Emulsificante m'gf”i':)a’(':;) 'D(f,/s; Pop  PDI (er‘t,")‘

N16 PEG 379,4+ 98 2 0,194 -36

N17 Fosfatidilcolina 244 5+ 75 3 0,412 -48
Ni8 Fosfat;dilserin o5gL 100 1 0,076 3846
N19 PVA 422,7+168,7 96 2 0,276 -17+4
N20 Tween 20 182,2+70,24 100 1 0,096  -25t6
N21 Tween 80 40,51493,03 74 3 1 -10+5
N22 Po"szzrbato 52,48+9246 75 2 0,380 -32+4
N23 DMSO 435,94+123,3 100 1 0,122  -36%5
N24 SDS 4211+95,43 100 1 0,061  -32+4

Fonte: A autora.

Com o objetivo de otimizar a formulacdo, variou-se a
concentragdo do emulsificante Tween 20 na FO (0,1; 0,25; 0,5; 1; 2,5 ¢
5%) (Tabela 9). E possivel constatar que com o aumento da
concentragdo de Tween também aumenta gradualmente o tamanho de
particula. Além disso, as concentragdes mais altas, 2,5% (N27) e 5%
(N28) tiveram distribui¢do multimodal, tamanho de particula e PDI mais
altos. Isso indica que em concentragdes maiores que 2,5% de
emulsificante pode ndo haver nanoencapsulagdo eficiente, e sim
emulsificacdo e formacdo de micelas variadas. As Unicas concentragdes
com tamanho de particula menores que 200 nm foram 0,1% (N29) e
0,25% (N20). Apesar de N29 ter apresentado tamanho menor que N20,
ela apresentou distribuicdo bimodal ¢ PDI mais alto, isto impacta
negativamente na estabilidade das particulas. Similarmente, as

48



concentragdes de 0,5% (N25) e 1% (N26) tiveram PDI menor que N20,
mas tamanho de particulas maior do que 200 nm. Portanto, por ser a
unica formula¢do que apresentou tamanho menor que 200 nm,
distribui¢do unimodal e PDI baixo, a concentragdo de 0,25% (N20) foi
selecionada para os testes subsequentes.

Tabela 9 - Demonstrativo dos pardmetros obtidos variando o a concentra¢do do
emulsificante Tween 20 na fase orgédnica na formulagdo de nanoparticulas de
BCP. Tabela indicando: porcentagem de emulsificante, média de tamanho de
particula (tamanho médio), desvio padrio do tamanho médio de particula
(desvio), distribuicdo do tamanho de particulas (dist.), nimero de populagdes de
particulas (pop.), indice de polidispersdo (PDI), potencial zeta (zeta), e desvio
padrdo do potencial zeta (desvio zeta). Formulacdo destacada utilizada para os
testes subsequentes.

Emulsificante Tamanho Dist. Po PDI Zeta

(%) médio (nm) (%) P (mV)

N29 0,1 164,4+69,77 98 2 0,171  -25%5

: N20 0,25 182,2+70,24 100 1 0,096  -2516
N25 0,5 204,4+67,03 100 1 0,068  -20+6
N26 1 243,1+88,16 100 1 0,096  -22+6
N27 25 321+610,5 17 3 0,409  -17£7
N28 5 1053+472 13 2 0,396  -17+3

Fonte: A autora.

Com a escolha do polimero, emulsificante e suas respectivas
concentragdes, i.e. PEG (5%) e Tween 20 (0,25%), os paradmetros
sujeitos & otimizacdo na FO estavam definidos. Portanto, variou-se o
unico pardmetro da FA: o surfactante. Lembrando que para todos os
testes anteriores, foi utilizado um surfactante na FA, sempre o mesmo ¢
na mesma concentracdo (poloxamer 0,4%). Desta maneira, cinco
surfactantes diferentes foram avaliados na mesma concentragdo (0,4%):
poloxamer (N20), polissorbato 80 (N30), DMSO (N31), SDS (N32) e
Tween 20 (N33). Os resultados dos parametros obtidos variando os
surfactantes na FA estdo demonstrados na tabela 10. Inicialmente, as
formulacdes que apresentaram distribuicdo de particulas multimodal ja
foram descartadas, no caso polissorbato 80 (N30), SDS (N32) e Tween
20 (N33). De modo que apenas as formulagdes contendo poloxamer
(N20) e DMSO (N31) exibiram parametros almejados na caracterizagdo
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e com diferenca numérica irrelevante entre os dois. Por isso, a escolha
do surfactante foi realizada com base nas propriedades quimicas que
cada surfactante forneceria a formulagdo. O DMSO (N31) ¢ associado
com certo nivel de toxicidade celular. Como a finalidade da formulacao
¢ para uso a longo prazo, mesmo em niveis seguros, optou-se por utilizar
o surfactante mais inerte (poloxamer) (N20). Consequentemente, N20
foi selecionada para os testes subsequentes.

Tabela 10 - Demonstrativo dos parametros obtidos variando surfactantes (0,4%)
na fase aquosa na formulagdo de nanoparticulas de BCP. Tabela indicando:
surfactante, média de tamanho de particula (tamanho médio), desvio padrdo do
tamanho médio de particula (desvio padrdo), distribuicdo do tamanho de
particulas (dist.), numero de populacdes de particulas (pop.), indice de
polidispersdo (PDI), potencial zeta (zeta), e desvio padrdo do potencial zeta
(desvio padrao zeta). Formulacdo destacada utilizada para os testes
subsequentes.

Tamanho Dist. Zeta

Surfactante médio (nm) %) Pop PDI (mv)

i N20 Poloxamer 182,2+70,24 100 1 0,096  -2516
N30 Polissorbato 80  150,9+41,57 80 3 1 -20+4
N31 DMSO 156,7452,73 100 1 0,097 -2216
N32 SDS 249,7+83,94 987 2 0,155  -63+8
N33 Tween 80 39,01+69,75 63 2 1 -21%5

Fonte: A autora.

Ao definir o poloxamer como surfactante, variou-se sua
concentra¢do na FA (0,1; 0,25; 0,4; 0,5; 1; 1,5 e 2%) para definir a
formulacdo que apresentava os melhores parametros (Tabela 11). Todas
as concentragdes apresentaram Otimas caracteristicas, i.e., tamanho de
particula menor que 200 nm, desvio padrdo reduzido e valores de PDI
baixos. Considerando os resultados obtidos, N38 foi escolhida aos
ensaios subsequentes em fungdo de seu valor de PDI, o qual indica
maior uniformidade no tamanho das particulas.

Tabela 11 - Demonstrativo dos pardmetros obtidos variando a concentragdo do
surfactante Poloxamer (Kolliphor P188) na fase aquosa na formulagdo de
nanoparticulas de BCP. Tabela indicando: porcentagem do surfactante, média de
tamanho de particula (tamanho médio), desvio padrdo do tamanho médio de
particula (desvio), distribuicdo do tamanho de particulas (dist.), indice de
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polidispersdo (PDI), potencial zeta (zeta), ¢ desvio padrdo do potencial zeta
(desvio zeta). Formulacdo destacada utilizada para os testes subsequentes.

Surfactante (%) J:;‘I‘:'(':;) Dist.(%)  PDI (Z;:';’)

N39 0,1 137+ 100 0,121 -23+7

é N38 0,25 147,2+ 100 0,052 -24+7
N20 0,4 182,2+70,24 100 0,096 -25+6
N34 0,5 154,3+55,13 100 0,097 -15+7
N35 1 174,9+60,7 100 0,086 -14+4
N36 1,5 186,7+60,39 100 0,079 -15+6
N37 2 206+66,6 100 0,088 -13+4

Fonte: A autora.

Apos definir a composicdo da formulacdo da nanoparticula de
BCP, testou-se a capacidade maxima de ativo comportado pelo sistema
(Tabela 12). Até entdo, todas as formula¢des contiveram 0,1% de BCP
na FO. Para este teste, duas estratégias foram adotadas: inicialmente,
aumentou-se somente a porcentagem de BCP no sistema 0,1% (N38),
0,3% (N40), 0,5% (N41), 1% (N42), mantendo todos os outros
parametros do sistema idénticos. Entretanto, constatou-se que o tamanho
das particulas aumentou consideravelmente e gradualmente proporcional
conforme o aumento de concentracdo. Com isso, testou-se uma segunda
estratégia, aumentando a concentragdo de emulsificante na FO na
mesma propor¢do que se aumentava o BCP. Por exemplo, se a
concentracdo de BCP aumentou 3x, (0,1 para 0,3%), a concentragdo de
Tween 20 aumenta na mesma propor¢do (0,25 para 0,75%). As mesmas
concentra¢des de BCP foram testadas, mas com concentragdes maiores
de Tween, de modo que 0,1% de BCP tem 0,25% de Tween (N38); 0,3%
de BCP tem 0,75% de Tween (N43); 0,5% de BCP tem 1,25% de Tween
(N44); e 1% de BCP tem 2,5% de Tween (N45). Esta nova estratégia
(N43 a N45) melhorou consideravelmente os parametros obtidos na
caracterizagdo. O tamanho de particula ndo aumentou como na primeira
estratégia. Entretanto, estas formulagdes (N43 a N45) apresentaram PDI
mais alto e distribuicdo bimodal, inviabilizando sua escolha. Logo, a
formulacdo N38, com 0,1% de BCP ¢ 0,25% de Tween 20 apresentou as
melhores caracteristicas fisico-quimicas e foi estabelecida para os testes
subsequentes.
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Tabela 12 - Demonstrativo dos pardmetros obtidos variando a concentragdo do
ativo BCP na fase organica na formulagdo de nanoparticulas de BCP. Tabela
indicando: porcentagem de BCP, porcentagem de Tween20, média de tamanho
de particula (tamanho médio), desvio padrdo do tamanho médio de particula
(desvio), distribui¢do do tamanho de particulas (dist.), indice de polidispersdo
(PDI), potencial zeta (zeta), e desvio padrdo do potencial zeta (desvio zeta).
Formulacdo destacada utilizada para os testes subsequentes.

BCP Tween BCP Tamanho Dist. PDI Zeta

(%) (%) (mg) médio (nm) (%) (mV)

i N38 01 0,25 11 147,2+43,83 100 0,052  -24+7
N40 0,3 0,25 25 237+133,2 93 0,209 -20+3
N41 0,5 0,25 45 334,7+47,74 100 0,700 -18%7
N42 1 0,25 90 365,1+47,49 100 1 '15:3'
i N38 01 0,25 11 147,2+43,83 100 0,052  .24+7
N43 0,3 0,75 25 214,3498,95 100 0,137 -16+3
N44 0,5 1,25 45 182,6+93,46 99 0,159 -17+4
N45 1 2,5 90 167,9493,62 93 0,266  -11%5

Fonte: A autora.

A composi¢ao final da formulagdo de nanoparticulas de BCP foi
a N38. Sua fase orgénica (FO) composta por Tween 20 (0,25%), BCP
(0,1%) e PEG 400 (5%); e fase aquosa (FA) composta por agua
ultrapura e poloxamer P188 (0,25%) com volume final de 10mL O
tempo de agitagdo entre a adi¢do de cada composto foi de 10min, sob
agitacdo de 1000 rpm. A estrutura quimica dos componentes esta
ilustrada na figura 2.
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Figura 2 - Estrutura quimica dos componentes finais das nanoparticulas de BCP. A-
Poloxamer P188, B- BCP, C- Tween20, D- PEG400.
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Fonte: PubChem, com modificagdes pela autora.

4.1.1 Adequacio da formulacdo para administracao intranasal

Para otimizar a formulagdo para administracdo intranasal,
alguns pardmetros foram otimizados. A mucosa nasal possui um
potencial hidrogenionico inferior ao pH fisiologico, de modo que a
formulacdo a administracdo nasal deve apresentar valores de pH no
intervalo de 5,5 a 6,5. Ressalta-se que acidos fracos como constituintes
da formulagdo otimizam a absor¢do desta. Ademais, uma solugdo de
administragdo mucosa deve ser idealmente hipotonica para hidratar a
mucosa e permitir a absor¢do do ativo. O principio ativo também nado
deve ultrapassar 1% da formulag@o e seu peso molecular devera ser, no
maximo, de 300 kDa. O volume de administragdo situa-se, em média,
em 100 pL (25-200 pL) por narina. A area da mucosa nasal ¢ estimada
em 180 cm? (Kushwaha, Keshari et al. 2011, Allen and Ansel 2013),
uma informag¢d@o importante ao célculo das doses de administragdo.

A presenga de uma camada de muco que cobre a superficie
intranasal também pode ser visada para desenvolver formas de dosagem
mucoadesivas que permanecem no local de administragdo por tempos
prolongados, aumentando a biodisponibilidade local e sistémica da
droga administrada (Sosnik, das Neves et al. 2014). Esta caracteristica
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pode ser conferida a nanoparticula com modificacdo da superficie da
nanocapsula com adigdo de radicais mucoadesivos. Por isso, 4 grupos
radicais mucoadesivos foram adicionados: quitosana (N46), alginato de
s6dio (N47), polivinilpirrolidona (PVP) (N48) ¢
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) (N49), com resultados
demonstrados na tabela 12. A quitosana ja havia sido testada
anteriormente, mas como capsula polimérica, ndo como grupamento
radical de superfice. Desta vez, ela foi adicionada na concentra¢do de
0,1% na FA, sendo que sua dissolugdo foi feita overnight antes da
preparagdo da formulacdo e filtrada com filtro de seringa de 0,22 pm, o
que finalmente permitiu sua dissolu¢do na formulacdo. O alginato de
sodio (N47) também foi dissolvido na FA (1%), mas sua viscosidade ¢
muito alta e também apresentou dificuldades na sua dissolugdo. A PVP
(N48) foi testada por ser inerte em humanos, e possuir propriedades
conservantes ¢ umidificantes (Ahmad, Ahmad et al. 1995). Finalmente, a
HPMC (N49) foi selecionada por ser um excipiente comercial e um
componente de entrega controlada em medicamentos orais, devido a sua
capacidade de formar filmes, viscosidade e estabilidade (de Silva and
Olver 2005).

Os resultados exibidos na tabela 13 demonstram os pardmetros
obtidos na caracterizacdo das nanoparticulas com radicais
mucoadesivos; Com excecdo da formulagdo com alginato (N48), na qual
o tamanho de particula ficou micrométrico e o PDI muito proximo de 1,
portanto ndo houve formagdo de nanoparticulas. Provavelmente isso
ocorreu devido a alta viscosidade causada pelo alginato, o que deve ter
diminuido a for¢ca de cisalhamento e impedido a formagdo de
nanoparticulas. Os pardmetros
na caracterizagdo das nanoparticulas contendo quitosana (N46), PVP
(N48) e HPMC (N49) numericamente estdo dentro do almejado,
entretanto, visualmente as formulagdes ficaram transparentes e nao-
perolada, o que indica que ndo houve nanoencapsulacdo do ativo. Dessa
forma, o tamanho pequeno de particulas observado deve ser pela
formagdo de micelas com quitosana, e ndo nanoparticulas de BCP.

Com a formula final da nanoparticula (N38), todas as
propriedades ja haviam sido otimizadas para aumentar a absor¢do. Visto
que a capsula PEGilada ja possui propriedades de aumentar a
permeacdo, a carga de superficie estava negativa e tamanho de particula
menor que 200 nm, considerou-se que estas caracteristicas fisico-
quimicas ja seriam suficientes para otimizar a absor¢do do ativo, visto
que ativos lipofilicos ionizados sdo transportados através da via
paracelular. Por fim, decidiu-se ndo adicionar um grupamento radical
mucoadesivo e manter a formulagdo final original, N38.

Tabela 13 - Demonstrativo dos parametros obtidos variando a grupos radicais
mucoadesivos na fase organica na formulagdo de nanoparticulas de BCP. Tabela
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indicando: aditivo, média de tamanho de particula (tamanho médio), desvio
padrdo do tamanho médio de particula (desvio), distribuicdo do tamanho de
particulas (dist.), numero de populacdes de particulas (pop.), indice de
polidispersdo (PDI), potencial zeta (zeta), ¢ desvio padrdo do potencial zeta
(desvio zeta).

. Tamanho Dist. Zeta Aspecto
Aditivo  cdio (nm) (%) TP PPl (my) Visual

N46 Quitosana 118,8+ 100 1 0,117 -20%6 Transparente
N47  Alginato  1520+471,6 986 2 0,960 -62+6 Transparente
N48 PVP 177,9464,75 100 1 0,088 -116 Opaco

N49 HPMC  246,919994 100 1 0,124 -19%7 Opaco
Fonte: A autora.

A formulagdo N38 foi entdo avaliada quanto ao seu pH e
osmolaridade para verificar se atenderia aos requisitos necessarios a
administragdo nasal. O pH de uma formulacdo de interesse é importante
para evitar a irritacdo da mucosa nasal, o crescimento de bactérias
patogénicas, manter a funcionalidade da formulagdo inalterada e
sustentar o movimento ciliar fisiologico normal (Aurora 2002). O pH da
formulacdo N38 foi de 6,20 = 0,05 e a osmolaridade de 150 mmol/kg +
35,36. Valores menores que 280 mmol/kg sdo considerados hipotonicos
em relacdo a osmolaridade plasmatica classica (Allen and Ansel 2013).
Esses resultados corroboram a adequagdo das nanoparticulas de BCP
para administra¢do nasal com potencial para absor¢do otimizada, devido
ao pH levemente acido e hipotonicidade da formulagao.

4.2 CARACTERIZACAO DO NANOMATERIAL

4.2.1 Tamanho de particula

A caracterizagdo fisico-quimica da nanoparticula final (N38) foi
realizada por andlise por espalhamento de luz dindmico (DLS).
Destacando que esta formulagdo é composta em sua fase organica (FO)
por Tween 20 (0,25%), BCP (0,1%) e PEG 400 (5%); e fase aquosa (FA)
composta por agua ultrapura e poloxamer P188 (0,25%), como
supramencionado e ilustrado na figura 1. O tamanho médio de particula
obtido por DLS da formulacao N38 foi 147,2 nm =+ 43,83, considerado
adequado a permeag@o da BHE por ser inferior a 200 nm. Além disso, o
valor de PDI (0,052) sugere distribuicdo monodispersa de particula,
como mostrado na figura 3.
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Figura 3 - Distribui¢do do tamanho de particula analisado por DLS.
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Fonte: A autora.

O potencial zeta desempenha um papel importante na
estabilidade das nanoemulsdes, pois reflete a carga superficial das
particulas. O valor do potencial zeta para as nanoparticulas de BCP foi
de -24,5 £+ 6,86 (Figura 4). A reducdo da carga de superficie ser atribuida
aos componentes emulsificantes e surfactantes da formulagéo, tanto ao
poloxamer quanto ao tween 20, que é zwiteriénico, ¢ o com o pH
levemente acido, pode ter sido anionizado. Este valor, altamente
negativo, contribui a estabilidade da formulagdo, aumentando a repulsado
eletrostatica entre as particulas. Para as particulas carregadas, esta forga
surge de uma camada superficial difusa e altamente mével de contra-
ions. Existe uma repulsdo exponencial na compressdo de origem
entropica, uma vez que os contra-ions desejam reter sua mobilidade
translacional (Israelachvili 2011).

Figura 4 - Representagdo grafica do potencial zeta obtido por DLS.

4

Contagem total (*105)
N

-100 o 100 200
Potencial zeta (mV)

Fonte: A autora.
Em seu conjunto, os resultados de caracterizacao fisico-quimica
da formulagdo das nanoparticulas de BCP revelam propriedades

positivas sobre a estabilidade e absor¢do adequada destas a finalidade
pretendida.
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4.2.2 Morfologia

E de suma importincia que os resultados da caracterizagio
fisico-quimica sejam corroborados por avaliagdo morfologica das
nanoparticulas. Esta analise visual garante que as nanoparticulas estéo,
de fato, de acordo com os resultados obtidos por DLS, bem como revela
detalhes morfoldgicos destas. A micrografia resultante da analise por por
TEM (Figura 5) ilustra 3 nanoparticulas em detalhe (aumento 5.000 x),
com raio menor que 150 nm, o que condiz com a analise prévia por
DLS. Ademais, as particulas sdo distintamente circulares e parecem
impelir maior deposicéo de cristais de uranila (visualizados por todo o
fundo da imagem) ao redor de sua superficie (mais escuro), que estdo
indicadas por flechas azuis.

Figura 5 - Caracterizagdo morfologica das nanoparticulas de BCP (N38) por
microscopia eletronica de transmissao.
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Fonte: A autora.
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4.2.3 Eficiéncia de encapsulacio e teor do composto ativo

A andlise de eficiéncia de encapsulacdo foi realizada através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A eficiéncia de
encapsulagdo (%) ¢ estimada como a diferenga entre a concentragao (ug/
mL) total de principio ativo nas suspensdes de nanoparticulas e a
concentragdo de principio ativo presente no sobrenadante obtido pelo
procedimento de ultrafiltragdo/centrifugagdo, usando dispositivos
filtrantes.

A eficiéncia de encapsulacao foi 98% + 2 para as nanoparticulas
de BCP, um valor elevado e que apresenta relacdo com a baixa afinidade
do ativo pela fase aquosa (externa). Além disso, a eficiéncia de
recuperagdo de teor ativo foi igual a 68% =+ 4,5, indicando que 68% da
concentragdo inicial de BCP na formulagdo foram recuperados apos o
processo de nanoencapsulacdo. Essa perda de ativo ocorre no processo
de nanoencapsulacdo e se mostrou homogénea, sendo atribuida a
afinidade do ativo com os componentes e alta viscosidade dos mesmos,
resultando em resquicios nos materiais de preparagdo das
nanoparticulas. N&o obstante, o valor elevado de eficiéncia de
encapsulagdo ilustra a adequagdo dos parametros da formulacdo. A
figura 6 apresenta os cromatogramas do padrio analitico de BCP (azul),
da nanoparticula de BCP total (vermelho) e da nanoparticulas de BCP
livre (preto), sendo o pico de BCP aproximadamente no tempo de
retengdo (RT) 7,8 min, indicado por uma seta.

Figura 6 - Cromatograma ilustrando padrdo analitico de BCP (azul), nanoparticulas
de BCP total (vermelho) e nanoparticula de BCP livre (preto).
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Fonte: A autora.
4.2.4 Estabilidade

A estabilidade da formulag¢do foi determinada adotando-se o
método de estabilidade acelerada, que prevé o prazo de validade de

58



dispersdes na concentragdo original em minutos/horas, ao vez de meses/
anos. Neste ensaio, foi simulada a estabilidade acelerada da formulagdo
equivalente a 3 meses. Os resultados obtidos correlacionam-se bem com
o comportamento da amostra em gravidade normal. A tecnologia
STEP® utilizada nesta andlise permite obter Perfis de Extingdo com
Espago e Tempo (STEP) resolvidos em toda a faixa de amostras in situ.
A fonte de luz paralela a célula de amostra é transmitida e detectada,
sendo a radiagdo transmitida convertida em extingdo e a concentragdo de
particulas calculada com o auxilio do Software SEPView (LUM GmbH,
Berlin, Germany). Os fendmenos de desprendimento sdo quantificados
em relacdo a velocidade de clarificagdo e indice de instabilidade,
velocidade de sedimentagdo e flotagdo das particulas, turbidez residual,
volume de fase separado (liquido ou soélido), consolidagdo de
sedimentos ou desidratagdo.

A figura 7 representa o funcionamento do ensaio de estabilidade
acelerada. A migracdo de particulas devido a forga centrifuga resulta em
uma variacdo da concentracdo local de particulas e,
correspondentemente, ocorrem variagdes locais e temporais de
transmissdo. A evolugdo cinética das particulas ¢ documentada por uma
sequéncia dos respectivos perfis de transmissdo (transmissdo versus
posicdo dentro da amostra), coletados ap6s intervalos de tempo
selecionados. Nos perfis de transmissao resolvidos na dimensdo espago-
tempo, o menisco € caracterizado pelo mergulho do lado esquerdo (108
mm) ¢ o fundo da célula do lado direito (128 mm), como ilustrado no
resultado do perfil de transmissdo (Figura 8). Os dados de uma analise
podem ser reduzidos a uma tnica curva por uma integragdo adequada de
cada um dos perfis de transmissao, i.e., a integral de transmissdo (Figura
9). Um segmento horizontal da curva indica que o sistema coloidal em
consideracdo ndo se altera em relagdo ao seu perfil de transmissdo, no
intervalo de tempo considerado. A curvatura representa a integral da
cinética das particulas capturada no perfil de transmissdo, tragada até a
sedimentagdo ou formagdo de creaming, como no presente caso.
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Figura 7 - Representacdo do ensaio de estabilidade acelerada utilizando

tecnologia STEP.
o
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Fonte: LUM GmbH (com modificagdes).

Figura 8 - Perfil de transmiss@o de nanoparticulas de BCP no ensaio de estabilidade
acelerada.
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Fonte: A autora.
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Figura 9 - Integral da transmissdo de nanoparticulas de BCP no ensaio de estabilidade
acelerada.
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Fonte: A autora.

Para os fenomenos de separacdo de fases, os resultados graficos

observados ilustram o movimento entre a interface e a fase dispersa, em
funcdo do tempo. A posicdo do limite de fase ¢ calculada ao longo do
valor limite fornecido (% transmissao). Para isso, utiliza-se um modelo
computacional com um algoritmo para o acompanhamento da evolugdo
dinamica do fluido, chamado front-tracking (Unverdi and Tryggvason
1992). Este algoritmo de avaliagdo é apropriado para sistemas dispersos
com limites de fase claramente definidos e com particulas representando
a interface. Os elementos da interface sdo movidos com a velocidade do
fluido sobre uma malha de fluxo. Nos métodos de front-tracking, a
interface (particulas) é marcada e tracada por um conjunto de pontos
conectados formando uma malha menor que se move sobre a malha fixa
no espaco. A vantagem deste tipo de método ¢ a capacidade de localizar
exatamente a posi¢do da superficie livre. Para cada ponto no grafico é
calculada a distancia do valor de intervalo definido. A figura 10
representa uma analise de front-tracking e ilustra o fendmeno de
creaming, no qual a posicdo absoluta do limite de fase diminui com o
tempo, enquanto a interface ¢ detectada movendo-se em dire¢do ao topo
da célula de amostra. Com a sedimentag@o das nanoparticulas, o oposto
ocorre ¢ a posi¢do absoluta do limite de fase aumenta com o tempo
(Estacio 2008).
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Figura 10 - Front tracking das nanoparticulas de BCP no ensaio de estabilidade
acelerada.
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A estabilidade fisica das dispersdes, como suspensdes ou
emulsdes, € caracterizada pela classificacdo e quantificacdo do
comportamento de separagdo devido a sedimentacdo, creaming,
flotagdo, coalescéncia, degradagdo difusional, ou inversdo de fase, por

exemplo, como ilustrado na figura 11.
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Figura 11 - Tlustracdo sumarizando fendmenos fisico-quimicos que podem ocorrer
com a desestabilizagdo de uma suspensdo/emulsdo: sedimentacdio, creaming,
flotacdo, coalescéncia, degradagdo difusional ou inversdo de fase.
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Fonte: LUM GmbH (com modificagdes).

Creaming ¢ a migracdo da fase dispersa de uma emulsdo para a
superficie, sob a influéncia da flutuabilidade. As particulas flutuam
dependendo do seu tamanho, densidade e viscosidade em relagdo a fase
continua (André, Willenbacher et al. 2003). A taxa de formacdo de
creaming ¢ prevista na Lei de Stokes, que expressa matematicamente a
velocidade de assentamento de particulas esféricas suspensas em meio
fluido (Detloff 2013). O creaming, ao contrario da floculagdo e
coalescéncia, ¢ um processo reversivel. De fato, 24h apo6s o estudo de
estabilidade acelerada, o efeito visual de creaming (Figura 12) ja havia
sido revertido e o aspecto visual das nanoparticulas mostrava-se normal.
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Figura 12 - Aspecto visual das nanoparticulas de BCP ap6s ensaio de estabilidade
acelerada representando 3 meses, ilustrando fendmeno de creaming.
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Fonte: A autora.

O indice de instabilidade ¢ quantificado pela clarificacdo em um
determinado tempo de separacdo, dividido pela sua clarificagdo maxima.
A clarificagdo quantifica o aumento na transmissdo (diminuicdo da
concentragdo de particulas) devido a separagdo de fases por
sedimentagdo ou creaming. Quando o indice de instabilidade é proximo
a zero, a suspensdo ¢ considerada muito estdvel, uma vez que valores
préximos a 1 ocorrem quando a dispers@o estd completamente separada
(Detloft 2013). O indice de instabilidade das nanoparticulas de BCP
(Figura 13) apresentou valor de 0,474 (+0,043), compativel com o
fendmeno de creaming detectado na avaliagdo da estabilidade das
nanoparticulas de BCP. O principio do teste de estabilidade acelerada, ao
aplicar forga gravitacional e centrifuga, ¢ justamente desestabilizar a
amostra para avaliar seu comportamento. E possivel visualizar na figura
13 que o angulo da curva é mais acentuado nos primeiros 2000 s,
mantendo-se em um plateau pelos proximos 75% do tempo, levando a
inferéncia de menor taxa de creaming.

64



Figura 13 - indice de instabilidade das nanoparticulas de BCP no ensaio de
estabilidade acelerada.
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Fonte: A autora.

Neste caso, a velocidade de creaming foi quantificada como
uma propriedade fisica da medida de velocidade de migragdo das
particulas (veonc). Esta varidvel é calculada introduzindo-se na equagdo
de Stokes um parametro reologico, i.e., a funcdo de impedimento (fhing),
que depende funcionalmente da concentragdo de volume (o) e da
viscosidade dependente da concentragdo p (o) da nanoparticula (Chiu,
Chang et al. 2011).

Graficamente e numericamente, o processo de creaming ¢
descrito na figura 14, correspondendo a distribuicdo cumulativa de
velocidade das particulas na célula de amostra e densidade de
distribui¢do de velocidade, em fungdo da velocidade de sedimentacao,
dada em mm/h. A distribuicio de Maxwell-Boltzmann descreve as
velocidades de particulas em gases e fluidos, onde as particulas nao
interagem constantemente entre si, mas se movem livremente entre
colisdes curtas (Li, Kheifets et al. 2010). O primeiro eixo y representa a
distribui¢do da velocidade cumulativa seguindo este modelo. O segundo
eixo y representa a densidade da velocidade de distribuigdo das
particulas, calculado por In da velocidade cumulativa de distribui¢do. O
qual representa a por¢ao de particulas que tém velocidade menor do que
a apresentada. Isso indica que cerca de 10% das particulas se
sedimentam com velocidade menor que 3,2 pm/s, 90% se sedimentam
com velocidade menor 124 pm/s. Os valores sugerem velocidade
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mediana de creaming proxima a 12,52 um/s, como ¢é possivel observar
na figura 14 a curva mais acentuada, indicando acumulagdo de particulas
com velocidade proéxima a 10! pm/s, considerada baixa.

Figura 14 - Distribuicdo cumulativa de velocidade em funcdo da velocidade de
creaming das nanoparticulas de BCP.
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A determinacdo da distribuicdo de tamanho de particulas de
BCP ¢ mostrada na figura 15. Em simultineo, ¢ apresentada a
distribui¢do cumulativa de tamanho de particulas e a densidade de
distribui¢do ponderada em fun¢do do tamanho de particula, em nm. A
intensidade de distribuicdo cumulativa do tamanho de nanoparticulas
converte os dados da velocidade da distribuicdo para uma intensidade
ponderada da gama de tamanho de particula, fornecendo informagdes
quantitativas e qualitativas de tamanho e de distribui¢do de tamanho de
particulas na dispersao.

Ap6s ensaio de estabilidade acelerada e formagdo de creaming,
o padrdo de distribui¢do do tamanho das nanoparticulas contendo BCP
manteve-se unimodal. A mediana de tamanho de particula foi de 134
nm, préoximo ao mensurado pela caracterizagdo inicial por DLS, que
apresentou média de 147 nm. Ap0s a desestabilizacdo, a distribui¢do de
tamanhos de nanoparticulas foi: 10% < 66 nm, 50% < 134 nm e 90% <
411lnm. Uma emulsdo sob creaming tem maior probabilidade de
coalescéncia devido a proximidade dos globulos na faixa do creme, o
que pode levar ao processo de floculagdo ou de coalescéncia. Tal fato
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ndo foi observado com as nanoparticulas de BCP, aonde mesmo apds
ensaio de estabilidade acelerada, a distribuicdo do tamanho de particulas
continuou equivalente ao avaliado pela caracterizagdo de DLS.

Figura 15 - Distribui¢do cumulativa do tamanho de nanoparticulas de BCP .
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A medida de estabilidade ¢ essencial a analises subsequentes em
relagdo a descricdo do comportamento de emulsdes, e por conseguinte,
ao entendimento de como as estruturas se relacionam e se comportam,
visando a otimizacdo da sua estrutura para o uso pretendido. Portanto, os
resultados do ensaio de estabilidade acelerada permitem concluir que as
nanoparticulas de BCP apresentaram estabilidade adequada ao fim
pretendido. Ressalta-se que se busca uma formulagcdo estavel o
suficiente para viabilizar a producdo, distribuicdo e administragdo do
produto, porém ndo tdo estavel que entrave a liberagdo controlada do
agonista in loco.
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4.3 ESTUDOS IN VITRO
4.3.1. Cinética de liberacio

Devido as suas dimensdes diminutas, as formas de dosagem
nanométricas possuem uma relagdo superficie-volume muito grande que
altera as propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas da forma de
dosagem, permitindo-lhes atravessar as células e barreiras nos tecidos,
alterando assim a farmacocinética e a farmacodindmica do agente
terapéutico (Perry, Reuter et al. 2012). A cinética de liberagdo do
farmaco fornece informagdes criticas sobre o comportamento da forma
de dosagem e ¢ um parametro chave usado para avaliar seguranga e
eficacia do produto. Geralmente, estudos de liberacdo in vitro sdo
realizados a 37°C (temperatura fisiologica). Uma das metodologias
utilizadas € por separacao de amostra (Sample and Separate-SS), no qual
a forma de dosagem da nanoparticulada ¢ introduzida no meio de
liberagdo mantido em temperatura constante, apds o que, a liberagdo do
farmaco ¢ avaliada por amostragem do meio (D’Souza 2014). O
solvente de parti¢do utilizado (cloroférmio) possui maior afinidade pelo
BCP, e ndo quebra ou extrai as nanoparticulas, que por sua vez, possuem
mais afinidade pela fase aquosa. O resultado do perfil da cinética de
liberacdo das nanoparticulas de BCP in vitro esta ilustrado na figura 16.

Figura 16 - Cinética de liberacdo das nanoparticulas de BCP in vitro. Absorbancia
(verde/triangulo) e concentragdo cumulativa (azul/quadrado).
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Fonte: A autora.
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Assim que a nanoparticula de BCP ¢ adicionada ao meio de
liberagcdo, ocorre a maior porcentagem de libera¢do, diminuindo
linearmente até 1h30. Ap6s 3h, a concentracdo de BCP liberada em PBS
atinge o valor zero, evidenciando que a degradacdo das nanoparticulas
de BCP ¢ a total libera¢do do ativo ocorre em menos de 3 h. De fato, ao
visualizar a curva de concentragdo cumulativa, € possivel inferir que a
liberagdo total do ativo ocorre em 60 min, visto que apos este tempo a
concentracdo se mantém linear até o final do experimento. Assim,
conclui-se que as nanoparticulas de BCP possuem liberagdo rapida em
meio fisioloégico. Consideramos esse perfil de liberagdo um sucesso,
visto que as nanoparticulas podem fornecer um veiculo de liberacdo para
atingir a corrente sanguinea diretamente, sem metabolismo de primeira
passagem, tornando o BCP disponivel em poucos minutos. Esse perfil é
desejado devido a possiveis ligagdes com elementos sanguineos e
metabolizagdo do ativo com o passar do tempo. Este perfil de liberagdo
in vitro é semelhante ao encontrado em complexo de infusdo de BCP-

ciclodextrina (Liu, Yang et al. 2013).

A liberagdo controlada fornece cinética definida do farmaco,
evita niveis sistémicos toxicos, melhora a adesdo do paciente, protege o
farmaco da quebra prematura e melhora a viabilidade bioldgica de um
medicamento terapéutico (Alberti, S Coelho et al. 2017). A liberagao
controlada pode ocorrer principalmente por duas vias: difusdo do
farmaco e/ou degradacdo da matriz no qual o firmaco estd incluso
(Allen and Cullis 2004, Darrell 2006). Normalmente, a liberacdo
controlada por difusdo de farmaco ocorre quando este apresenta
afinidade pelo meio no qual sera liberado, o que ndo € o caso do BCP, ja
que o sangue € um meio aquoso, como pouca afinidade por moléculas
lipofilicas sem a presenga de um carreador. Além disso, o design das
nanoparticulas de BCP foi realizado buscando-se um polimero
biodegradavel em meio fisiologico. Além de controlar a solubilidade do
farmaco, aumento da absor¢do, distribui¢do e penetracdo dos tecidos, o
PEG pode ser reconhecido como um dalcool primario e ndo como um
xenobidtico especifico. Isto, além de conferir maior biodegrabilidade,
também confere propriedades furtivas, diminuindo a possibilidade de
resposta imune, ou diminuicdo do tempo de circulagdo por captacdo
macrofagica (Halperin 1999).

Ademais, o metabolismo do PEG foi elucidado, tanto
aerobicamente como anaerobicamente. A via mais conhecida do
metabolismo aerdbico do PEG ¢ a oxidacdo dos grupos dlcoois terminais
e carboxilicos, seguido pela clivagem de uma ligacdo éter e da
despolimeriza¢do em unidades de glicol. Estas podem entrar nas vias
metabolicas centrais, e.g., o ciclo do acido citrico (TCA) e a via do
glicerato. Ainda no contexto da metabolizagdo do PEG, destaca-se que a
atividade da enzima PEG desidrogenase (PEG-DH) é menor tendo
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como substrato o PEG 400, em relagd a homologos de maior peso
molecular, segundo os mesmos pardmetros (Vmax=10,2 U mg/ proteina e
Km=0,7 mM) (Kawai 2005).

A estrutura fisico-quimica da hidrolise influencia o0 mecanismo
de degradacdo da capsula polimérica, bem como sua taxa global. Ha
dois principais tipos de erosdo: bulk e superficial. Na erosdo do tipo
bulk a agua penetra através da superficie da matriz, de modo que
inicialmente ndo ha perda de massa, até que ocorre falha total da
superficie e por conseguinte, a completa dissolugdo da capsula
polimérica e liberagdo do ativo. Na erosdo superficial hd pouca
penetracdo de dgua, o que gera perda linear de massa ao longo do tempo
(Darrell 2006). Segundo o padrao de liberagdo observado ao BCP,
infere-se que ocorre erosdo do tipo bulk. Possivelmente, o mecanismo de
degracagdo ocorre rapidamente através da penetragdo de agua pela
matriz polimérica, seguido por sua hidrdlise, quebra de cadeia e
oxidagdo, degradando a cadeia polimérica da capsula e liberando
quantidades altas de BCP logo apds o contato com o meio fisiologico.

4.4 ESTUDOS EX VIVO
4.4.1 Ligacdo com proteinas plasmaticas

A andlise cromatografica (HPLC) dos biofluidos (sangue e
fluido cerebrospinal) requereu a definicdo e padronizacdo de
metodologia para detectar e quantificar o ativo das nanoparticulas ao
longo do tempo, demonstrando a permeag@o no SNC. Apos a otimizagio
do sistema cromatografico, a deteccdo do ativo nos biofluidos ndo
resultou positiva, sugerindo que as nanoparticulas ligam-se a alguma
fracdo proteica ou celular dos biofluidos investigados, impedindo sua
deteccdo na forma livre (resultados ndo mostrados).

Assim, optou-se pela realizagdo de experimentos ex vivo de
cinética de ligacdo das nanoparticulas com elementos sanguineos, um
aspecto importante a andlise do processo de ligacdo do ativo a
componentes plasmaticos ou celulares. Buscou-se também teorizar o
tipo de interagdo do biomaterial no sangue para permitir sua deteccao.

Sabe-se que particulas maiores que 200 nm s@o removidas pelo
sistema reticuloendotelial (RES) (figado, bago, macréfagos, mondcitos),
enquanto particulas menores que 70 nm s3o capturadas fisicamente
pelos tecidos. As nanoparticulas de BCP encontram-se entre esse
intervalo de tamanho. Além disso, conforme previamente mencionado, a
cadeia de PEG deve conferir propriedade furtiva devido a redugdo na
captacdo pelo RES, menor ligacdo as proteinas e maior estabilidade em
suspensdo (Halperin 1999). Isso ocorre principalmente devido a
estabilidade estérica que a molécula de PEG fornece a nanoparticula
através da formacdo de concha de hidratacdo, que pode diminuir o
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potencial zeta e impedir a interagdo da molécula com elementos
sanguineos (Knop 2010). De fato, estudos apontam que nanoparticulas
PEGuiladas com potencial zeta negativo resultaram em fraca ativagdo do
sistema do complemento (Vonarbourg 2006). A estabilidade estérica
criada pela molécula de PEG ¢ maior do que a forca de van der Waals
entre a nanoparticula e as proteinas sanguineas, protegendo assim a
particula do ataque da opsonina e consequente fagocitagdo,
caracterizando as propriedades estéticas e furtivas do PEG
(Muralidhalan 2014).

Ao observarmos a composicao sanguinea, identificamos que a
sua porcdo celular (hemdacias e plaquetas) corresponde a
aproximadamente 45% do seu peso, enquanto a por¢do liquida (plasma)
equivale a cerca de 55%. Esta porg¢do plasmatica é uma solugdo
complexa, contendo mais de 90% de agua. Desta fracdo aquosa,
aproximadamente 2-4% sdo gases e nutrientes, sendo transportados
como sais, hormdnios, carboidratos, lipidios e produtos do metabolismo.
A outra parte (6-8%) do seu peso equivale a proteinas em plasma (mais
de 3.000 tipos diferentes). Dentre estas, as mais significantes sdo as
albuminas (58%) globulinas (38%) e fibrinogénio (4%). A maioria das
proteinas do plasma sanguineo é de carga negativa (Alberts 2017).
Devido a natureza heterogénea das proteinas, a interagdo entre as
mesmas ¢ biomateriais pode ocorrer por diversos mecanismos. A
adsorcdo inicial de proteinas sera determinada por maior escala espacial
de propriedades de superficie média, como interagoes eletrostaticas e
estéricas (embora geralmente ndo se possa referir a repulsio de
superficie carregada como mecanismo para inibir a adsor¢do de
proteinas). Nesta, podem haver muitos componentes distintos, ambos
atraentes (e.g., pontes de hidrogénio, ions, forcas de Van Der Waals-
VDW, hidrofobicidade, eletrostatica) e repulsivos (entropia
configuracional, volume excluido, potencial osmotico, entalpico,
eletrostatico e grau de hidratac@o, por exemplo), resultando em perfis de
interagdo complexos e dindmicos com as nanoparticulas. Estagios
secundarios de adsor¢do de proteina dependem de processos de ligagdo
adesiva biomolecular de menor alcance, que ocorrem quando a proteina
estd em contato proéximo com a superficie do biomaterial. Por razdes
entrdpicas, as cadeias proteicas evitam o espago entre duas
nanoparticulas proéximas, ou entre uma particula e uma parede planar, e
criam uma atracdo efetiva entre as particulas coloidais (Lewis 2000,
Ortiz 2007, Israelachvili 2011). Por fim, como cada proteina tem sua
propria quimica superficial heterogénea e potencial intermolecular
unico, o tipo e a intensidade da interagdo com as nanoparticulas sdo de
natureza complexa e sua caracterizagdo foge ao escopo deste trabalho.

Como descrito anteriormente, o padrdo de BCP, as
nanoparticulas e os fluidos biolégicos foram analisados com sucesso
através do método cromatografico desenvolvido. Entretanto, tal ndo se
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observou quando o material bioldgico de animais tratados com
nanoparticulas de BCP era analisado, i.e., 0 ativo ndo era detectado. O
entendimento destes resultados pressupde a compreensdo do racional
que guia as escolhas de métodos a extragdo do BCP, de deteccdo via
HPLC e do processo de otimizacdo do sistema de solventes utilizados na
fase movel da cromatografia. Em testes com fluidos bioldgicos em
sistemas de HPLC, ¢é praxe o uso de solvente organico como o metanol
(MeOH) para precipitar proteinas, seguido da inje¢do do sobrenadante
filtrado. Além disso, a acetonitrila (ACN) é um organosolvente utilizado
a quebra das nanoparticulas, permitindo a recuperacdo e a detecg¢do do
ativo no sistema cromatografico. O processo de otimizacdo deste
sistema considerou por base protocolos de terpenos e canabinoides (de
Almeida Borges, Ribeiro et al. 2013, Giese, Lewis et al. 2015), com
modificagdes para otimizar a corrida cromatografica. Por exemplo, o
principal solvente da fase movel € a ACN, mas observou-se que ao
adicionar metanol, o tempo de corrida foi reduzido em 50% (15min).
Diferentes propor¢des de ACN: MeOH foram testadas (9:1, 8:2 e 7:3),
com melhores resultados observados quanto a separagdo e resolugdo do
pico de BCP com a propor¢do de 8:2. Entretanto, como € necessario ter
uma pequena por¢ao de adgua devido a natureza dos fluidos bioldgicos,
esta foi adicionada a fase mével (modo isocratico(, na propor¢ao de
8:1:1 (ACN: MeOH: H20).

Num segundo momento, investigou-se a eficiéncia de uma série
de solventes a extracdo do analito a partir da matriz complexa do
biofluido. Para tal, a 50ul BCP NPs foram adicionados 100ul de plasma
de rato, seguido de extracdo com os sistemas solventes mostrados na
tabela 14. A mistura amostra-solucdo extratora foi submetida a agitagdo
(vortex, 1 min) e em seguida submetida a ultrassom (3 min) e
centrifugagdo (4°C, 10.000 rpm, 2 min), coletando-se o sobrenadante e
concentrando-o sob fluxo de Ny, para posterior ressuspensao em 100ul
ACN e andlise por HPLC.

Tabela 14 - Otimizagao de protocolos de extracdo das nanoparticulas de elementos
plasmaticos ex vivo. Valores expressos em pl. (-) significa que o solvente ndo foi
utilizado, (*) significa que ocorreu deteccdo de BCP no HPLC, e (x) que ndo houve
deteccdo.

* MeOH DMF HCIOs NaOH THF DMSO SDS BME ?EC CHCls  ACN  EtOH
x 200 - - - - - - - - - 100
x 200
x 100
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* MeOH DMF HCIO; NaOH THF DMSO SDS BME Dé’ CHCls ACN  EtOH

x - 200 - - - - - - - - 200 -
x 40 30 -
x 40 30 500 100 -
x 40 30 250 250 100 -
. 40 30 250 500 100 -
* - 250 250 100 -
x 250 - 250 100 -
x - 250 250 100 -
* - 250 20 250 100 -
x - 250 100 250 100 -
x - 250 20 100 250 100 -
. 40 - 20 250 250 100 -
x 40 - 20 250 250 100 -
e 40 - 20 250 250 100 -
* - - 400

Fonte: A autora.

Foi-se aumentando a polariadade do solvente para aumentar sua
poténcia extratora, utilizado para ter o efeito de desnaturacdo e
precipitacdo das proteinas, de modo que a ligagdo com as nanoparticulas
de BCP também cessasse, € 0 mesmo pudesse ser identificado. Apos as
primeiras tentativas sem sucesso de detecg¢do, teorizou-se que o0s
solventes poderiam estar quebrando também a cépsula polimérica e o
BCP estaria livre em um meio aquoso pelo qual ndo tem a menor
afinidade e poderia se ligar a lipoproteinas e outros carregadores
lipidicos presentes no sangue. Optou-se pela adi¢do de solventes
organicos polares para dissolugdo e extragdo liquido-liquido eficiente do
BCP da fracao lipidica. O cloroféormio (CHCls) e o dicloroetano (DCE)
foram identificados como solventes com maior afinidade pelo BCP, com
90,72 % e 94,22% de recuperagdo respectivamente (Canbay 2017).
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Além disso, rea¢des de saponificacdo e acidificagdo, seguidas de
neutralizagdo com base também foram testadas. Dentre todos os
métodos testados (tabela 13), o tunico protocolo a extrair o BCP
eficientemente da sua interagdo com elementos sanguineos foi com a
adi¢do de tetrahidrofurano (THF) como desnaturante de proteinas,
seguido da extracdo liquido-liquido com cloroformio (destacado na
tabela 13). A ressuspensdo em ACN se manteve por ser compativel com
a fase movel do HPLC.

A desnaturagdo de proteinas € um processo no qual proteinas ou
acidos nucleicos perdem suas estruturas quaternarias, tercidrias e
secundarias que estdo presentes no seu estado nativo, pela aplicagdo de
algum stress ou composto externo tal como solvente organico, acido ou
base forte, sal inorganico concentrado, calor ou radiagdo (Tanford 1968).
A desnaturacdo das proteinas por solventes orgédnicos deve-se
principalmente ao rompimento de interagdes ndo-covalentes. A maioria
dos solventes organicos ¢ desnaturante, como os utilizados nos testes de
extracdo: metanol (MeOH), etanol (EtOH) e THF (Wang, Lim et al.
2014). Ja a precipitagdo de proteinas pelo acido perclorico (HC1Oa4) € um
dos protocolos de precipitagdo de proteinas mais amplamente utilizados
(Layne 1957), uma vez que ndo apenas remove a maior parte da proteina
presente na amostra, mas também funciona para estabilizar muitos dos
analitos de moléculas pequenas. As bases funcionam de forma
semelhante aos acidos na desnaturagdo, neste experimento foi utilizado
o bicarbonato de s6dio (NaOH) . O 2-mercaptoetanol (BME) foi testado
pela sua capacidade redutora de ligagdes dissulfeto. Agentes
caotropicos, que interrompem a rede de ligacdo de hidrogénio entre as
moléculas de 4gua, como o dodecil sulfato de sodio (SDS) também
foram testados (Wang, Lim et al. 2014). Podemos inferir com base na
falha destes mecanismos de extrair eficientemente o BCP, que os
mecanismos de desnaturagcdo do THF sdo a chave para entender a
interacdo formada entre os elementos sanguineos e as nanoparticulas de
BCP.

O THF ¢é um éter ciclico com a féormula (CH2)40, sendo
frequentemente usado na ciéncia dos polimeros por ser um solvente
organico miscivel em agua capaz de dissolver polimeros. Além disso, o
THF ¢ uma base de Lewis fraca que forma complexos moleculares com
muitos haletos de metais de transi¢do (Miiller 2000). Portanto, além de
provocar o rompimento de interacdes ndo-covalentes, como solvente
organico, sua capacidade de dissolver polimeros possivelmente esta
ligada a sua maior eficiéncia. Essa caracteristica deve conferir sinergia
ao surtir efeito tanto nas proteinas quanto aos polimeros a elas ligados.
Da mesma forma, a habilidade de formar complexos com metais, muda
o equilibrio i6nico da superficie da ligacdo inter particula-proteina,
alterando equilibrio estérico e eletrostatico. Para macromoléculas
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(proteinas) ligadas a um coldide (nanoparticulas poliméricas), ha uma
conformacdo de equilibrio. Sendo que qualquer desvio dessa
conformagdo de equilibrio, por exemplo, apés alteragdes idnicas, resulta
em uma repulsdo ndo-linear, superando a ligacao por forgas de VDW, e
contribuindo para a ruptura da ligagcdo entre proteinas e nanoparticula
polimérica (Lewis 2000, Ortiz 2007).

Comum a todas as misturas de solventes ¢ o comportamento de
proteinas em solventes organicos, i.e., sua precipitagdo. O passo de
desnaturacdo fisica, através do ultrassom, buscou potencializar o efeito
obtido pela desnaturagdo quimica. Além disto, a centrifugag@o sob baixa
temperatura apds a adi¢do de mistura de solventes organicos induziu boa
separagao de fases, facilitando a recuperacdo do analito. Com as
interagdes proteinas-nanoparticulas quebradas, é necessario transferir o
BCP apolar de um solvente para outro, sendo os dois solventes
imisciveis ou parcialmente misciveis entre si, através da extragdo
liquido-liquido. Desta forma ndo héd extracdo de proteinas, apenas a
extragdo da parte lipidica polar fracionada apds ao processo de
desnaturagao.

Lipidios ocorrem de multiplas formas nos tecidos, mas lipidios
complexos estdo associados com proteinas e polissacarideos, por
exemplo, com os quais interagem por for¢as hidrofobicas, VDW e em
alguns casos, forgas idnicas. De modo a libertar todos os lipideos da sua
associacdo com membranas celulares ou com lipoproteinas (Alberts
2017), o solvente ideal ou a mistura de solventes deve ser de carater
polar, ndo reagindo com componentes lipidicos da amostra. As duas
principais caracteristicas estruturais dos lipidios que controlam a sua
solubilidade em solventes orgédnicos sdo o tamanho das cadeias de
hidrocarbonetos hidrofébicas do 4cido graxo ou outras por¢des alifaticas
e grupos funcionais polares. Diversos solventes podem ser utilizados
como extratores, mas o método classico (Folch, Lees et al. 1957) é com
cloroférmio-metanol. Como apontado previamente, o cloroférmio
possui grande afinidade com BCP e como comprovado
experimentalmente, foi o melhor extrator por partigdo.

Esta otimizacdo de extragdo foi realizada apenas com a fracdo
plasmatica do sangue por motivos de padronizagdo. Mas a cinética de
ligacdo ex vivo (figura 17) foi realizada em sangue completo,
mimetizando mais realisticamente os processos fisioldgicos.
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Figura 17 - Perfil de ligagdo das nanoparticulas de BCP com elementos
sanguineos de ratos ex vivo.

Absorbancia (AU)

T T T T T T T T
10 20 30 40

Tempo (min)

Fonte: A autora.

O perfil de ligacdo das nanoparticulas de BCP aos elementos
sanguineos mostra a influéncia que a capsula polimérica tem na
afinidade com os elementos sanguineos. Pode-se observar na figura 17 a
ocorréncia de provavel ligagio do BCP com os elementos do
sanguineos, devido a ndo recuperagdo do ativo nos primeiros minutos. E
possivel inferir que esta ligagdo, por sua vez, diminui ao longo do
tempo, de modo que a cada momento amostral, mais BCP foi
recuperado. Dez minutos apos o inicio do processo de recuperagdo,
maiores valores desta variavel foram observados. Na sequéncia, até o
final do experimento, a recuperacdo decaiu linearmente.

Assume-se que a interagdo proteina-BCP deve ter ocorrido in
vivo de forma potencializada. E amplamente reconhecido que o
microambiente de uma célula desempenha um papel importante em sua
funcdo e comportamento. Embora os modelos ex vivo possam reproduzir
melhor a complexidade do cenario in vivo em comparagdo com modelos
in vitro, as diferengas no microambiente podem causar diferengas entre
os dados ex vivo e in vivo. A diferenca de complexidade entre um
organismo ao nivel de sistema e uma por¢do deste sistema (eg. sangue)
analisado ex vivo é fundamental, como a falta dos tecidos adjacentes,
hemodindmica e suprimento normal de nutrientes. Neste experimento,
como modelo biologico de estudo, foram analisadas as interagdes com
os elementos sanguineos, principalmente proteinas e lipoproteinas.
Pode-se mimetizar e inferir conclusdes sobre interacdes de natureza
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fisico-quimica. Entretanto, o modelo bioldgico experimental ndo permite
mimetizar o grau de interagdes bioldgicas necessarias. A absor¢do de um
farmaco in vivo sofre influéncia dos vasos sanguineos, interage com
membranas, ¢ captado por tecidos, transportadores celulares especificos
e além de tudo, é metabolizado (Rowland and Tozer 2011). A
incapacidade de simular todas as respostas fisiologicas e metabolicas ex
vivo também nos impede de elucidar todos os mecanismos de interagido
fisiologica com as nanoparticulas de BCP. Ndo obstante, todas essas
informagdes in vitro e ex vivo levam a conclusdo de que as
nanoparticulas de BCP so aptas para administragdo fisioldgica.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho uma formulagdo contendo nanoparticulas de -
cariofileno foi desenvolvida com sucesso, representando a conclusdo da
primeira etapa do desenvolvimento e otimizagdo de um protdtipo
terapéutico aplicado a neurodegeneracdo. Esse trabalho desenvolveu a
primeira nanoparticula polimérica de de cariofileno e também adequada
para a administrago intranasal. Além disso, o design das nanoparticulas
apresentou caracteristicas fisico-quimicas adequadas em relagdo a
aplicagdo pretendida. Sendo que o diametro médio das nanoparticulas
foi inferior a 200 nm, com distribui¢do uniforme e morfologia circular.
O pH da formulacdo apresentou carater levemente 4cido e hipotdnico. A
eficiéncia de encapsulagdo do p-cariofileno e teor ativo das
nanoparticulas foi alto no processo de nanoencapsulagdo. A carga de
superficie foi negativa, contribuindo para sua estabilidade em prateleira.
As nanoparticulas apresentaram liberacdo controlada em meio
fisioldgico, e interagdo com material bioldgico, portanto, sendo apta
para testes pré-clinicos. Concluindo com sucesso os objetivos almejados
inicialmente neste trabalho.

Neste trabalho foram desenvolvidas nanoparticulas de BCP com
sucesso, mas ainda existem alguns estudos pré-clinicos para comprovar
seu efeito in vitro e in vivo, bem como estudar a permeagdo das
nanoparticulas de B-cariofileno através da BHE em relag@o ao seu perfil
farmacocinético. A incapacidade de simular todas as respostas
fisiologicas e metabdlicas ex vivo também nos impede de elucidar todos
os mecanismos de interacdo fisioldgica com as nanoparticulas de BCP.
Por isso, é importante realizar estudos de farmacocinética, toxicologia e
metabolismo para gerar informagdes sobre absorgdo, distribuicao,
metabolismo e excrecdo importantes para o desenvolvimento do
farmaco. Apos estabelecimento da seguranga, ¢ importante realizar
estudos de eficacia e farmacodindmica, como avaliacdo de
biomarcadores, niveis de citocinas inflamatérias, ensaio de proliferacdo
celular e apoptose de células neurais. Além do estudo de modelos in vivo
de DA, DP ¢ EM para determinar a aplicabilidade do prototipo
desenvolvido neste trabalho. Se os resultados se mostrarem favorareis,
ainda ¢ possivel expandir a avaliacdo do efeito no sistema nervoso
central, verificando se a relagdo com a neuroinflamacéo teria efeito na
memoria, nocicepgdo ¢ até mesmo em modulagdo neutrotransmissdo
como em ansiedade e depressdo, ou em epilepsia. Ao combinar um
agente terapéutico canabinoide com nanotecnologia, desenvolvemos
uma area de pesquisa em demanda com alto valor agregado, além de
representar elevado potencial de descobertas estratégicas para o
desenvolvimento da ciéncia, tecnologia e saude.
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