UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Adsorcéo de oligonucleotideos com atividade antimal arica em nanoemulsoes:

validacdo de método analitico e caracterizacao fisi  co-quimica

FERNANDA BRUXEL

PORTO ALEGRE, 2008






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Adsorcéo de oligonucleotideos com atividade antimal arica em nanoemulsoes:

validacdo de método analitico e caracterizacao fisi  co-quimica

Dissertacao apresentada por Fernanda Bruxel
para obtencdo do GRAU DE MESTRE em
Ciéncias Farmacéuticas

Orientadores:
Prof. Dr. Helder Ferreira Teixeira
Prof. Dra. Silvia Stanisguaski Guterres

PORTO ALEGRE, 2008






Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, em nivel de Mestrado — Producdo e Controle de Qualidade de
Produtos Farmacéuticos — da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul e aprovada em 26.11.2008, pela Banca Examinadora constituida

por:

Prof. Dra. Leticia Scherer Koester

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Prof. Dr. Martin Steppe

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Prof. Dra. Vanessa Carla Furtado Mosqueira

Universidade Federal de Ouro Preto

B913a  Bruxel, Fernanda
Adsorcdo de oligonucleotideos com atividade antimalarica em
nanoemulsdes: validagdo de método analitico e caracterizagédo
fisico-quimica / Fernanda Bruxel — Porto Alegre : UFRGS, 2008. —
xX, 107 p. :il.

Dissertacdo (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farméacia.
Programa de Pos-graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas.

1. Nanoemulsdes catidnicas. 2. Oligonucleotideos. 3. Validacao:
métodos analiticos. 4. Malaria. |. Teixeira, Helder Ferreira. II.
Guterres, Silvia Staniscuaski. Ill. Titulo.

CDU: 6154

Bibliotecaria responsavel:

Margarida Maria Cordeiro Fonseca Ferreira — CRB10/480






Agradecimentos a CAPES, pelo financiamento
da bolsa de estudos para o desenvolvimento
deste trabalho, e ao laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica e Farmacocinética da Faculdade
de Farmécia da UFRGS, pela disponibilizacéo
de equipamentos e materiais necessarios para
a realizacao dos experimentos para elaboracao

da presente dissertacao.






Aos meus pais Neusa e Egidio por serem responsaveis pelo meu carater, meus

valores e minhas conquistas.






AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente aos meus orientadores, Prof. Dr. Helder Teixeira e
Prof. Dra. Silvia Staniscuaski Guterres, pela oportunidade, confianca e paciéncia.
Sinto-me privilegiada por ter trabalhado com profissionais exemplares e
competentes como vocés. Ao Prof. Helder, obrigada pelo incentivo para seguimento
da vida académica, pela oportunidade de continuacdo deste trabalho em

doutoramento e, sobretudo pela amizade. Muito obrigada.

Aos amigos e colegas do laboratério 405 e 605 desta Faculdade de Farmacia.
Em especial a minha amiga Michelle Fraga por toda contribuicdo e principalmente
pelo incentivo a realizacdo do mestrado académico. A Manoela Laux pelo auxilio na
realizacdo dos experimentos. A todos os amigos do curso de pés-graduacao, pelo

convivio e amizade.

A todos os professores e funcionarios desta Faculdade que, de uma maneira
ou outra, contribuiram para a minha formacdo. Agradecimentos especiais aos
professores Dr. George G. Ortega, Dr. Edison S. Carvalho, Dra. Leticia S. Koester,
Dra. Tiana Tasca, Dra. Elfrides E. S. Schapoval e Dr. Alexandre J. Macedo pela
colaboracéo, e a Dra. Grace Gosmann pela orientacdo na iniciacdo cientifica. A
Cristiane e Moema, funcionarias do Centro de Microscopia Eletrénica, pelo auxilio na
obtencao das fotomicrografias apresentadas neste trabalho.

Aos meus pais Egidio e Neusa, e ao meu irmdo Guilherme, pelo amor,
carinho, apoio e compreensédo em todos os momentos. Muito obrigada pelo exemplo
de vida que s&o para mim. Ao Carlos, pelo incentivo, companheirismo e pelo tempo
gue soube esperar. Muito obrigada. Amo voceés.

A todos meus familiares e meus amigos, pela paciéncia e compreensao.






SUMARIO

AGRADECIMENTOS ..ot e e e e e e e et e e e e e eaa s Y
LISTADE FIGURAS. . ..., Xi
LISTA DE TABELAS ..o e e e e e e e eaans Xili
ABREVIATURAS ... XV
1 11 XVii
AB ST RACT XiX
1. INTRODUGAO ...ttt ettt sttt e ete et e aeeaens 1
2. OBUJETIVOS ...ttt ettt ettt ettt ettt e e e e e s e s s e et e e e eeeee e e 5
2.1 ODBJELIVO QEIAI ...t e et eaaeeaanea 7
2.2 ObjetiVOS ESPECITICOS. .. .ciiiiieeiiiiiii et e et e e e e e e e e aae e e e eeeeeeennnnes 7
3. REVISAO DA LITERATURA ..ottt e, 9
0t I |V = - 4 - S USRPPPPPRRR 11
oL L A TOBIIGA ... 11
Rt I I = 1 S 1 0] 157 U L USSR 12
3.1.3 Ciclo de vida do parasito e Sintomatologia ..............eeieiiieieiiieiiiiiiiae e eeeeeeens 13
3.1.4 Prevencao, profilaxia € tratamento ..........ccooeeeeviiiiiiiiiiiie e e e 15
3.2 Oligonucleotide0s antiSENSO0. ... ... s 18
3.3 Nan0emMuISOES CALIONICAS.......uuuuiieeeeeieeiiiiici e e e e e e e e et ettt e e e e e e e e e earaar e e e e e e eeenennns 23
3.3.1 CompOSIGAO das NANOEMUISOES ... 26
3.3.1.1 FASE Ol@OSA ...uuuuiiee e e eiei ettt a e e e e e aaaaaa—_ 26
TR T8t 2 [ 0] (= 1 = Lo = O SUPPPPPRPPRRR 27
3.3. 1.3 FASE AQUOSA .....ceuuniiiieeii ettt e e et e et e e ee 29
3.3.2 MEtOAOS € PrEPAIO ... s 30
3.3.3 Propriedades das NAN0EMUISOES ..........uuuiiiiieeeieieeiiiiiiee e e e e e eeeeeeias e e e e aeeenanens 30
3.3.3.1 Diametro e morfologia de gotiCula..........coceeeiiiiiiiiiii e 31
3.3.3.2 POENCIAl ZETA ... .. e e e e e e e e e aaaaaaa 32
.33 3 PH s 33
3.3.3.4 ViISCOSIHAUE .....euuei ettt e e e e e ettt s e e e e e e e e e e et e e e eeeaeennennns 34
3.3.4 EStUAOS A€ @ASONGEO ... 35
3.3.4.1 Modelos de adSOrcao em INtErfacCe........coceeeeeeiieeeiiiiiie e e e e eeaeaens 37
4. MATERIAIS E METODOS ...ttt ettt ae s tn e tnsan e aneas 39
4.1 MAEETIAIS ...t 41
4.1.1 ACIHO NUCIBICO ... e e eeeeeeeeeiee ettt e et e e e e e e e e e e e a e e e e eeaeennennes 41
4.1.2 Outras Materias-Primas........cccoooiiiiiiiiiiiiiii s 41
4.1.3 Aparelhos € EQUIPamMENTOS........ccooviiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e eaannnes 41
4.1.4 Reagentes € SOIVENTES. ......uuiiiii i e e e eeaenees 42
A Y 1= (o To [ 1 USSR 43

4.2.1 Preparagao das NANOEMUISOES ... 43



4.2.2 Caracterizac@o das NAN0EMUISOES ........cceeeieeiiiiiiiiiiiiie e e eeeeeeeeiis e eeeaeeeaennes 44
4.2.2.1 DeterminaGao A0 PH ... ... 44
4.2.2.2 Determinacéo do diametro de goticula...........ooovvvviiiiiiiieiiceecce e, 44
4.2.2.3 Determinagao do potencial Zeta ..........ccoooooiiiiiiii 44
4.2.2.4 AvaliaCao MOIMOIOQICA. ... ..uuiieieeeeeieeeeie e e e e e e e eeaaennns 45
4.2.2.5 Determinagao da VISCOSIAAAE........ .. 45
4.2.3 Determinacédo da densidade otica (DO) dOS ON ......cccoeeeeieiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeinnns 46
4.2.4 Desenvolvimento e validacdo de método analitico para doseamento dos ON.47
4.2.4.1 Selecado do comprimento de ONA@ ........cceeeeeeiiiieiiiiiiie e e e e e eeaeeees 48
4.2.4.2 Avaliagcio da eSPeCIfiCIdAUR ..........ooiii 48
4.2.4.3 Determinacao da linearidade..............ceeeeeeeiiiiieiiiiiie e e e 48
4.2.4.4 Determinagao dos limites de detecgéo e quantificagao.............cccceeeennnnnne 49
4.2.4.5 Avaliacao da repetibilidade e da preciséo intermediaria.................cccevvevvnnns 49
4.2.4.6 AvaliaGao da eXAtIAA0. ... ... 50
4.2.5 Associacado dos ON as NANOEMUISOES .......ccceevvvieriiiiiiieeeeeeeeeeeiiies e e e e e eaeeeaennes 51
4.2.5.1 Determinagao da taxa de recuperagdo das membranas ..............cccceeeeennnnne 52
4.2.5.2 Determinacéo da taxa de associacao doS ON.......ccooeeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeenennns 52
4.2.5.3 Caracterizacao do sistema ON/NanoemulS80 ...........cccceeiiiiiiiiine 53
4.2.5.4 Aplicacdo de modelos de adSOrCa0.......coeeeeevvieeeiiiiiie e ee e e e e e eeaeenes 54
4.2.6 ANAIISE ©StALISTICA. .. ... 54
4.2.7 DISPOSICAO 0 rESIUUOS ...vvvvurieeeeeeeeeeiiiiiee e e e e e e e et e eate s e e e e e e e e eeeataa s e e e eeeeenannnns 55
5. RESULTADOS E DISCUSSAO ..ottt ee e 57
5.1 Preparacao e caracterizacdo das Nan0emuUISOES..........ceeeeeeerevieeiiiiiiieeeeeeeeeaennns 59
5.1.1 Propriedades fiSICO-QUIMICAS ......uuuuurrrurrrrierrrerereieeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneees 59
5.1.2 Propriedades fisico-quimicas ap0s armazenamentO............ceeuvvuvniieeeeeeeeeennnnns 62
5.2 Validacao do metodo @nalitiCO. .........coeeiiiiiiiiiiiiiiee e 64
5.2.1 Determinacao da DO dOS ON.......ccoiiiiiiiiiiie e e e e e e eeeanes 66
5.2.2 Sele¢éao do comprimento de onda de leitura .............coeiiiiiiiiiiiiiiiiii s 67
A B = o = Tox 1o o F= Lo [ USRS 68
5.2.4 LINCAINUAUE .......etieiee ettt e ettt s e e e e e e e e e e ataba e e e e e e eaeeenennns 69
5.2.5 Limites de Deteccao € QUAaNtfiCACAD ........ceeeeeeeeiieeiiiiiiie e e e e e eeeeaens 72
A Sl o (=T ox £S- T PO SUPUPPPPPPPRR 73
S A == 1o - Lo TP P PPPPPPPPPPP 76
5.3 Estudo de associacdo dos ON as NanoemulSOES .............uveereevevereeeeeeeeeeereeeeneee. 77
5.3.1 Caracterizacao fisico-quimica doS COMPIEXOS..........uuiieeeeeeeiiieeiiiiiiieeeeeeeeenannns 85
6. CONCLUSOES ...ttt ettt e e 91

7. REFERENCIAS ... .o e ettt 95



Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.

Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

LISTA DE FIGURAS

Ciclo de vida do parasito causador da malaria. ............cccccceeeeeeeeenieennnn, 13
Resisténcia de farmacos ao P. falciparum. Dados de 2004, provenientes
de estudos em locais sentinelas. ... 16
Representacédo esquematica do mecanismo antisenso. ..............ccc...... 19
Estrutura quimica dos lipideos catibnicos OA e DOTAP. ........cccccuuene... 28
Fotomicrografias das nanoemulsdes PC; PC/OA e PC/DT, obtidas por
MET, em aumento de 100.000X. .......ccoeiiiiiiiiieiiiiie e 62
Estrutura quimica dos ON de série PO e PS.........ociiieiiiiiiiveeen, 65
Espectros de absor¢do de PO e PS em solugcdo aquosa, na faixa de 200
A 400 MMt 67

Espectros de absor¢do dos ON (PO e PS) em solugéo aquosa. Espectro
de absorcdo de uma solucéo glicerinada 2,25%, e adicionada dos ON

(RO IS S ) TR PP 69
Representacdo grafica das curvas padrdao obtidas para PO e PS por
espectrofotometria de absorgdo em UV a 262 NM. .........oevvevvveveeieeennnnn. 70

Estudo de recuperacdo de solucdes aquosas de PO e PS em
membranas de ultrafiltragdo apds centrifugacdo a 5000 rpm por 10
011 0 (0 1P 78

Isotermas de adsorcédo para ON de série PO e PS obtidas no estudo de
associacao por ultrafiltracdo/centrifugacao............ccceevveevvviiiiieeeeeeeeeennns 79

Representacdo linear dos modelos de adsorcdo de ON as
nanoemulsdes catibnicas. Modelo de Langmuir para PO e PS e modelo
de Freundlich para PO @ PS.......oouiiiii e 83

Diametro meédio de goticula dos complexos formados com as
nanoemulsdées PC/OA e PC/DT apoés adigdo de quantidades crescentes
de PO ou PS. Diametro médio de goticula inicial das nanoemulsdes
PC/OA e PC/DT, antes da adig@o do ON. ..., 86

Potencial zeta dos complexos formados com as nanoemulsées PC/OA e
PC/DT apés adicdo de quantidades crescentes de PO ou PS. Potencial
zeta inicial das nanoemulsdes PC/OA e PC/DT, antes da adicédo do ON.
.............................................................................................................. 87

Fotomicrografias dos complexos de PO com as nanoemulsdes PC;
PC/OA e PC/DT, e de PS com as nanoemulsdes PC; PC/OA e PC/DT,
obtidas por MET, em aumento de 100.000X. .........ccooeeeeiiiiiieeeeiiiiieeeennns 89






Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

Tabela 10.

Tabela 11.

Tabela 12.

Tabela 13.

Tabela 14.

Tabela 15.

Tabela 16.

LISTA DE TABELAS

Principais estudos utilizando a estratégia antisenso para tratamento da
MAIATIA. ....eeiee e e e e e e et e e e et e e e ar e eeaa 20

Composi¢do das nanoemulsdes (%, m/m) sem lipideo catiénico (PC),
com OA (PC/OA) e com DOTAP (PC/DT) em relacdo ao volume final

obtido apOs evaporagao dos SOIVENLES. .........eevvvviviiieiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeee 43
Modo de preparo das amostras pra realizacdo do teste de recuperacao
dos ON PO e PS por espectrofotometria de absor¢do no UV. .............. 51
Propriedades fisico-quimicas das nanoemulsfes obtidas por
eMUISIfiCaCA0 ESPONTANEA. ........uueeiieiiiieiiiiiieiiiee ettt 60
Propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes ap0s armazenamento a
A4%C POT 90 IAS. ...uvieeeie ettt 63
Célculo da quantidade de PO e PS, em nmol e ug de ON, através de
resultados provenientes da determinagéo da DO dos mesmos. ........... 66

ANOVA dos resultados experimentais obtidos através do ensaio de
linearidade para PO e PS por espectrofotometria de absor¢cdo em UV a

P24 Y2 1| 1 0 PSPPSR 71
Dados do estudo de linearidade do método para PO e PS, considerando
trés dias diferentes de eXperimentos. ........ccooveeeeevveeiiiiiiiee e eee e 71

Limites de deteccdo e quantificacdo determinados matematicamente a
partir dos valores obtidos pelas curvas padrao. ..........cccccvevvvvvviieeeeennn. 72

Precisdo do método de determinacdo de ON de série PO por
espectrofotometria de absorcdo em UV, com base nos resultados
obtidos no estudo de linearidade. ............cooovuiiiiiiiiiiiiiie s 74

Precisdo do método de determinacdo de ON de série PS por
espectrofotometria de absor¢do em UV, com base nos resultados
obtidos no estudo de linearidade. ................evveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeee 74

Precisdo do método por espectrofotometria de absor¢cdo em UV, com
base nas analises de PO e PS em solucéo glicerinada. ....................... 75

Resultados obtidos no teste de recuperacdo (exatiddo) por
espectrofotometria de absorcdo em UV para PO........ccccccceeeeiiieevveennns 76

Resultados obtidos no teste de recuperacdo (exatiddo) por
espectrofotometria de absorcdo em UV paraPS. .......ccccccceeieeiiiivieinnns 77

Coeficientes de determinacdo (R? obtidos por regressdo linear,
baseados nos modelos de Langmuir e Freundlich, para adsorcao de PO
e PS a nanoemulsdes CatiONICaS...........ccevvvvruruiiieeeeeeeeeeiiiieie e e e eeeeeennnns 83

Constantes calculadas através das equacdes das retas, obtidas
experimentalmente na analise de regressdo linear, e da equacado
proposta pelo modelo de adsor¢ao de Langmuir...........ccooeevvvviiinneeeene. 84






ABREVIATURAS

[+/-] - relacdo de cargas positivas (lipideo catidnico) e negativas (ON)
ANOVA - analise de variancia

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
ATP - adenosina trifosfato

CDC - Centers for Disease Control and Prevention
COSAT - Comisséo de Saude e Ambiente de Trabalho
DHFR - diidrofolato redutase

DNA - 4cido desoxirribonucléico

DO - densidade ¢tica

DOTAP - 1,2-dioleoil-3-trimetil amdnio propano

DPR - desvio padréao relativo

EHL - equilibrio hidrofilo/lipéfilo

FDA - Food and Drug Administration

HCI - &cido cloridrico

ICH - International Conference on Harmonization of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use

LD - limite de deteccao

LQ - limite de quantificacéao

MET - microscopia eletronica de transmissao

NaCl - cloreto de sbdio

NaOH - hidroxido de sédio

O/A - 6leo/agua

OA - oleilamina

ON - oligonucleotideo

P. falciparum - Plasmodium falciparum

P. malariae - Plasmodium malariae

P. ovale - Plasmodium ovale

P. vivax - Plasmodium vivax

PC - lecitina

PC/DT - lecitina/DOTAP

PC/OA - lecitina/oleilamina



XVi

PEG - polietilenoglicol

PO - oligonucleotideo fosfodiéster

PS - oligonucleotideo fosforotioato
RBMP - Roll Back Malaria Partnership
RNA - 4cido ribonucléico

TCL - triglicerideos de cadeia longa
TCM - triglicerideos de cadeia média

TS - timidilato sintetase

USP - The United States Pharmacopoeia
UV - ultravioleta



RESUMO

Nanoemulsdes catibnicas tém sido consideradas como potenciais sistemas
carreadores para oligonucleotideos (ON) antisenso. O objetivo do presente trabalho
foi desenvolver nanoemulsdes catibnicas como um sistema de liberagcdo para ON
anti-topoisomerase 1l de Plasmodium falciparum. Primeiramente, nanoemulsdes
constituidas de triglicerideos de cadeia média, lecitina de gema de ovo, glicerol e
agua contendo os lipideos catiénicos oleilamina ou DOTAP (2 mM) foram obtidas
através do procedimento de emulsificacdo espontanea. Este procedimento resultou
em formulagbes monodispersas com didmetro de goticula de 200-260 nm e
potencial zeta de +50 e +55 mV. Apds, um método espectrofotométrico no UV para
quantificacdo dos ON em série fosfodiéster (PO) ou fosforotioato (PS) foi validado. O
método mostrou-se linear, especifico, preciso e exato para a determinacédo de PO e
PS, sem diferencas significativas entre os ON. Nas condi¢cdes validadas, as
isotermas de adsorcdo dos ON as nanoemulsbes foram obtidas através da
determinacdo dos ON na fase aquosa externa das nanoemulsdes, apos
ultrafiltracéo/centrifugagdo dos complexos. A taxa de recuperagdo através das
membranas de ultrafiltragéo de celulose regenerada (30 kDa) foi superior a 92%. Os
resultados indicam a adsorcao progressiva dos ON com as nanoemulsdes, até cerca
de 60 mg/g de fase interna para o complexo DOTAP-PS. Finalmente, evidéncias
adicionais da adsor¢cdo de PO e PS as nanoemulsfes foram detectadas pelo
aumento do diametro de goticula, inversdo do potencial zeta e morfologia das
goticulas avaliada por microscopia eletrénica de transmissdo. O conjunto dos
resultados obtidos demonstra que ON de série PO e PS anti-topoisomerase Il de P.

falciparum podem ser adsorvidos eficientemente as nanoemulsdes catibnicas.

Palavras-Chave: maléaria, oligonucleotideos, nanoemulsdes catibnicas, validagéo,

caracterizacgao fisico-quimica.






ABSTRACT

Cationic nanoemulsions have been recently considered as a potential delivery
system for antisense oligonucleotides (ON). The aim of the present work was to
evaluate cationic nanoemulsions as a delivery system for ON against the
Plasmodium falciparum topoisomerase Il gene. Firstly, nanoemulsions composed of
medium chain triglycerides, egg yolk lecithin, glycerol and water, containing the
cationic lipids oleylamine or DOTAP (2 mM) were obtained through spontaneous
emulsification process. This procedure resulted in monodisperse formulations with
droplet size of 200-260 nm and zeta potential of +50 and +55mV. After that, an UV
spectrophotometric method for the quantification of either phosphodiester (PO) or
phosphorothioate (PS) ON was validated. The method was linear, specific, precise,
and accurate for the determination of PO and PS, without significant differences
between both ON. In the validated conditions, ON adsorption isotherms with
nanoemulsions were obtained through the ON determination in the external phase of
nanoemulsions, after ultrafiltration/centrifugation of complexes. The recovery through
regenerated cellulose membranes (30kDa) was higher than 92%. The results
showed a progressive ON adsorption to the nanoemulsions up to approximately
60mg/g of internal phase for DOTAP-PS complexes. Finally, additional evidences of
PO and PS adsorption to nhanoemulsions could also be detected by the increase of
the mean droplet size, the inversion of the zeta potential and the morphology of the
oil droplets obtained by transmission electron microscopy. The overall results
showed that PO and PS ON against P. falciparum anti-topoisomerase Il gene can be

efficiently adsorbed to the cationic nanoemulsions.

Keywords: malaria, oligonucleotides, cationic nanoemulsions, validation,

physicochemical characterization
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A malaria ou paludismo € uma doenca que atinge hoje mais de 100 paises,
levando mais de um milhdo de pessoas a morte anualmente (BRAGA e FONTES,
2005; OMS, 2008). A malaria é uma infeccdo causada pelo parasito intracelular do
género Plasmodium, que se desenvolve principalmente em regifes tropicais e
subtropicais do mundo, sendo o continente africano o principal atingido (RBMP,
2008).

A situacdo da malaria agravou-se com o surgimento da farmacorresisténcia
dos parasitos aos principais antimalaricos (OMS, 2005). Plasmodium falciparum, o
principal causador da maldria severa e fatal, tem demonstrado resisténcia a diversos
antimalaricos utilizados (TRACY e WEBSTER, 2003; OMS, 2006; EKLAND e
FIDOCK, 2008). Assim, ha uma necessidade primordial para o desenvolvimento de

novos farmacos para o combate desta doenca.

Neste contexto, diversos pesquisadores tém investigado as potencialidades
do uso de acidos nucléicos no tratamento da maléaria. Estudos relativos ao emprego
de fragmentos de acidos nucléicos em fita simples, denominados oligonucleotideos
(ON) antisenso, tém sido particularmente descritos por serem capazes de interferir
de maneira especifica na expressao génica, inibindo o crescimento dos parasitos
(RAPAPORT et al., 1992; BARKER et al., 1996; KANAGARATNAM et al., 1998;
WANIDWORANUN et al., 1999; NOONPAKDEE et al., 2003; FOGER et al., 2006).
Os melhores resultados in vitro foram obtidos com ON direcionados a inibicdo
especifica da enzima topoisomerase Il de P. falciparum (NOONPAKDEE et al., 2003;
FOGER et al., 2006). Apesar de promissores, esses resultados sdo ainda muito

modestos na inibicdo do crescimento do parasito.

Apesar do potencial terapéutico dos ON antisenso, sua aplicacdo € limitada
por fatores como a reduzida penetracdo intracelular e a instabilidade frente a
enzimas celulares. O transporte para o interior das células é limitado pelo elevado
peso molecular e pelo carater polianibnico dos ON, que ocasiona a repulsao
eletrostatica das membranas celulares (JAASKELAINEN e URTTI, 2002). A
estabilidade dos ON é limitada pela rapida degradacédo pelas nucleases, presentes
em fluidos biologicos, limitando suas aplicagdes in vivo (MONKKONEN e URTTI,
1998; OPALINSKA e GEWIRTZ, 2002).
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Visando contornar esses inconvenientes, nanoemulsdes cationicas tém sido
propostas como carreadores para ON. Esses sistemas sdo constituidos por um
nacleo oleoso estabilizado por uma mistura binaria de fosfolipideos e lipideos
cationicos. A presenca do lipideo catiénico € fundamental na associacao dos ON a
estrutura coloidal através de interagBes eletrostéticas, entre os ON carregados
negativamente e os lipideos carregados positivamente (TEIXEIRA et al., 1999, 2003;
TRIMAILLE et al., 2003; MARTINI et al., 2007). A capacidade desses nanossistemas
em aumentar a penetracdo de ON em células tumorais, apés a administracéao local
em camundongos, e protegé-los da degradacdo enzimatica pelas nucleases, através
de um ensaio de hibridacdo competitiva, foi previamente demonstrada (TEIXEIRA et
al., 2001a, 2003).

Estudos recentes, em nosso grupo de trabalho, demonstram a possibilidade
de modular a eficiéncia de associacao e a cinética de liberacdo de &cidos nucléicos
(ON e plasmideos) a partir de nanoemulsdes, em especial, através da selecdo do
tipo de lipideo catibnico e/ou fosfolipideo empregado e da relacdo de cargas [+/-]
(MARTINI, 2005; SILVA et al., 2006; FRAGA, 2007; MARTINI et al., 2007). Desta
forma, considerando-se as potencialidades dos ON no tratamento da malaria e das
nanoemulsées como carreadores para esses fragmentos de acidos nucléicos, a
presente dissertacdo visa avaliar a adsor¢cdo de ON em série fosfodiéster (PO) e
fosforotioato (PS), com potencial atividade antimalarica, as nanoemulsdes catiénicas
otimizadas por MARTINI (2005).
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2.1 Objetivo geral

Caracterizacdo da adsorcao de oligonucleotideos anti-topoisomerase Il de P.

falciparum em nanoemulsdes cationicas.

2.2 Objetivos especificos

* Preparar e caracterizar as propriedades fisico-quimicas de nanoemulsdes

cationicas obtidas por emulsificacdo espontanea.

» Validar método analitico para quantificacdo dos oligonucleotideos em série PO e

PS por espectrofotometria no ultravioleta.

» Avaliar a adsorcao e caracterizar as propriedades fisico-quimicas dos complexos

formados entre nanoemulsdes e ON.
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3.1 Malaria
3.1.1 A doenca

A malaria (ou paludismo) € um problema de saude publica mundial, que afeta
cerca de 300 milhdes de pessoas, resultando em mais de um milhdo de mortes por
ano. A doenca atinge principalmente mulheres, criancas e imunodeprimidos (BRAGA
e FONTES, 2005; OMS, 2008). Na Africa, 3 mil criangas morrem por dia devido a
doenca, onde se localizam 90% dos casos de malaria (RUXIN et al., 2005; OMS,
2008; RBMP, 2008). A situacdo da malaria comecou a agravar-se a partir dos anos
80, devido a resisténcia dos parasitos aos principais antimalaricos utilizados para o
tratamento da doenca, bem como dos proprios mosquitos aos inseticidas. Além
disso, a instabilidade econbmica, as guerras e as diversas situacfes de emergéncia
limitaram o sucesso dos programas de combate contra a enfermidade, que até entao
vinham sendo efetivos (OMS, 2006).

Atualmente, a maléaria esta presente em 109 paises, embora com prevaléncia
diferente, visto que é tipicamente uma doenca de paises em desenvolvimento. As
regides atingidas pela doenca encontram-se principalmente nas areas tropicais e
subtropicais do globo terrestre, devido ao calor e umidade caracteristicos do clima
da regido, ideais para o desenvolvimento do mosquito Anopheles, transmissor da
doenca (CDC, 2005; RBMP, 2008).

No Brasil, a cada ano surgem cerca de 500 mil novos casos. No final do
século XIX, a malaria estava presente em todo o territdrio nacional. O maior nimero
de casos ocorreu em 2000, quando o pais contava com mais de 610 mil casos, 99%
na regido amazodnica. Estes nameros representavam 40% do total de casos de
malaria das Ameéricas (CAMARGO, 2003; OMS, 2005). Assim, foram criados em
2000, o Plano de Intensificacdo das AcbOes de Controle da Malaria na Regido
Amazonica, e em 2001, o projeto da Rede Amazbnica de Vigilancia da Resisténcia
as Drogas Antimaléricas, em conjunto com a Organizacdo Pan-Americana de
Saude. Em 2003, a Secretaria de Vigilancia em Saude implantou o Sistema de
Informacdo de Vigilancia Epidemioldgica da Malaria na Regido Amazodnica e 0
Programa Nacional de Prevencéo e Controle da Malaria (BRASIL, 2003b; 2005).
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Esforgos também tém sido dedicados ao combate a doenga em nivel mundial.
Em 2008, um plano de acéo global contra a malaria, o Global Malaria Action Plan,
gue engloba mais de 65 instituicbes internacionais, foi criado pela Roll Back Malaria
Partnership (RBMP), uma parceria a nivel mundial. Este plano tem como objetivo
reduzir o nimero de casos de maléaria existentes no ano de 2000 para 75% em
2015, além de reduzir a mortalidade para praticamente zero, erradicando a doenca a
longo prazo. Os custos previstos para investimento em novas ferramentas para o
controle da doenca giram em torno de 750 a 900 milhdes de dolares por ano, o que
engloba a pesquisa e desenvolvimento de novas intervencdes antimaléricas e
prevengcdao do aumento da resisténcia, incluindo ferramentas para controle de

vetores, diagnostico, vacinas e novos farmacos (RBMP, 2008).

3.1.2 Transmissao

A transmisséo da malaria se da pela picada da fémea infectada do mosquito
Anopheles, que através de suas glandulas salivares, inoculam as formas infectantes
do parasito durante o repasto sangiineo (BRAGA e FONTES, 2005; OMS, 2007). O
desenvolvimento do parasito no mosquito depende de inUmeros fatores, sendo o
calor e a umidade os principais, pois permitem que 0 mosquito sobreviva o tempo
suficiente para o desenvolvimento completo do ciclo do parasito no hospedeiro (10 a
18 dias, de gametocito a esporozoito). O mosquito atua apenas como um vetor, pois

nao sofre a presenca do parasito em seu organismo (CDC, 2005).

De mais de cem espécies de do género Plasmodium existentes, apenas
quatro podem infectar os seres humanos causando a doencga, P. vivax, P. ovale, P.
malariae e P. falciparum (OMS, 2007). Os dois primeiros possuem estagios
dormentes no figado (hipnozoitos), que podem reativar a doenca muitos meses apos
0 contagio. A infeccdo por qualquer um destes parasitos pode causar sintomas
graves, contudo, infec¢cdes por P. falciparum sdo consideradas as mais severas,
podendo ser fatais (CDC, 2005). No Brasil, metade dos casos de malaria sao
causados pelo P. vivax ou P. malariae e outra metade pelo P. falciparum (BRAGA E
FONTES, 2005), sendo que a proporcdo de malaria por esta Ultima espécie tem
aumentado de 2000 a 2006, principalmente na regido amazonica (OMS, 2007).
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3.1.3 Ciclo de vida do parasito e sintomatologia

A malaria é uma doenca infecciosa sistémica, na qual varios 6rgdos podem
ser atingidos isolada ou conjuntamente, ocorrendo desde casos benignos e cronicos
até formas agudas ou fatais. O ciclo da doenca se processa em dois hospedeiros: no
mosquito e no homem, conforme pode ser observado na figura 1. No homem
ocorrem duas fases distintas, a exoeritrocitica (nos hepatdcitos) e a eritrocitica
(BRAGA e FONTES, 2005; CDC, 2005).
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Figura 1. Ciclo de vida do parasito causador da malaria (adaptado de
http://www.fda.gov).

ApOs a picada pelo vetor, os esporozoitos presentes na saliva do mosquito
Anopheles atingem a corrente sangulinea e dirigem-se para o figado. Invadem ent&o
os hepatdcitos e produzem milhares de merozoitos. Estes podem romper os
hepatdcitos e se deslocar para a corrente sangliinea para posterior invasdo de
hemacias, ou invadir novos hepatécitos e permanecer em estado dormente no
figado (ciclo tissular, exoeritrocitico) (BRAGA e FONTES, 2005; OMS, 2007).
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O ciclo eritrocitico inicia-se quando 0s merozoitos tissulares invadem os
eritrocitos. Os merozoitos se desenvolvem e invadem novos eritrocitos por diversas
vezes, até o0 momento que se diferenciam a gametocitos, por estagios sexuados. Os
gametocitos por sua vez, serdo ingeridos pelo mosquito vetor durante a picada e

seguirdo nele um novo ciclo (CDC, 2005).

Os sintomas ocorrem durante o ciclo eritrocitico. O paciente apresenta
sintomas iniciais como mal-estar, dores de cabeca, cansaco, mialgia e indisposicéo
geral. Apés, acentua-se a febre e dentro de alguns dias o paciente entra no acesso
malarico, que ocorre em intervalos periddicos regulares, caracteristicos para cada
espécie. Estes intervalos correspondem ao tempo de processamento da
esquizogonia sangiinea: 48 horas para P. falciparum (ter¢cd maligna), P. vivax e P.
ovale (terca benigna) e 72 horas para P. malariae (quartd benigna) (BRAGA e
FONTES, 2005; GRIFFITH et al., 2007).

O acesso malarico caracteriza-se por calafrios, sensa¢édo de calor e sudorese
intensa. Consiste de trés fases distintas, que podem durar de 6 a 10 horas.
Primeiramente, o paciente apresenta calafrios, tremores intensos e elevacdo da
temperatura, que dura de 20 a 60 minutos. Em um segundo momento, tem uma forte
sensacao de calor, rosto avermelhado, fortes dores de cabeca, pulsacéo elevada e
febre. O paciente permanece neste quadro por 2 a 3 horas, quando inicia a fase de

sudorese intensa, acompanhadas de sensacéao de alivio (CDC, 2005; OMS, 2007).

A anemia ocorre devido a destruicdo geral dos eritrocitos pelos macréfagos,
nao apenas dos eritrécitos infectados, sendo frequentemente mais problematica em
criancas e gestantes infectadas por P. falciparum ou P. vivax, podendo levar a
discrasias e desenvolvimento anormal da medula 6ssea (CDC, 2005). A malaria
severa (causada pelo P. falciparum) é caracterizada por sintomas mais graves,
como problemas respiratérios, convulsées multiplas, choque, edema pulmonar,
anemia severa, faléncia renal aguda, acidose, hemoglobinaria e parasitemia maior
que 5 % (CDC, 2005; GRIFFITH et al., 2007). Além disso, os eritrocitos infectados
aderem as paredes dos vasos sanguineos, impedindo a livre circulagcdo. Quando isto
ocorre no cérebro, pode ser um fator causador da denominada malaria cerebral
(CDC, 2005; OMS, 2006).




REVISAO DA LITERATURA 15

Apds muitos anos de exposicdo continua a malaria, algumas pessoas podem
desenvolver imunidade, que limita o desenvolvimento de parasitemias graves.
Fatores genéticos também estdo envolvidos, protegendo relativamente contra os

sintomas severos e a morte causada por P. falciparum (CDC, 2005).

3.1.4 Prevencéao, profilaxia e tratamento

Diversas maneiras de prevencdo tém sido utilizadas na luta contra o
paludismo, entre as quais o0 combate ao mosquito, correto diagnéstico e tratamento
de pacientes infectados, administracdo de antimalaricos de forma profilatica,
especialmente a grupos mais vulneraveis, como gestantes e criangas. O controle do
vetor através de medidas de saneamento basico, ou acbes destinadas a eliminar
criadouros de mosquitos néo gera os melhores resultados. Dedetizar ou telar casas,
utilizar mosquiteiros e repelentes acaba sendo pouco Uutil, visto que o mosquito
permanece do lado de fora a qualquer horario do dia (CAMARGO, 2003; OMS,
2006). O correto diagnostico muitas vezes tem sido prejudicado em paises onde a
doenca é infrequente (CDC, 2005).

Entretanto, a principal dificuldade na luta mundial contra a malaria reside
principalmente na farmacorresisténcia. A complexidade de ciclo de vida do parasito
e a versatilidade bioldgica do mesmo Ihe permitem adquirir resisténcia as inUmeras

estratégias quimioterapéuticas (VALE et al., 2005).

Na literatura encontram-se relatos de resisténcia a maioria dos farmacos
utilizados no tratamento da maléria (figura 2). Em 1910, surgia o primeiro relato de
resisténcia a quinina (WONGSRICHANALAI et al., 2002). A cloroquina, que € o
antimalarico mais utilizado e mais barato, ja perdeu sua eficacia na maior parte do
mundo. Outras terapias de primeira linha, como sulfadoxina/pirimetamina, ja
atingiram altos niveis de resisténcia ao P. falciparum em muitas regidées endémicas.
As formas resistentes podem nao responder adequadamente até mesmo a doses
toxicas de mefloquina ou quinina (OMS, 2006; GRIFFITH et al., 2007; EKLAND e
FIDOCK, 2008). No Brasil, tem sido registrada, em diferentes niveis, a resisténcia do

P. falciparum a cloroquina, a amodiaquina, a quinina e a mefloquina (BRASIL, 2005).
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Areas onde ocorre transmisséo ;
Resisténcia a Cloroquina J
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Figura 2. Resisténcia de farmacos ao P. falciparum. Dados de 2004, provenientes de
estudos em locais sentinelas, da Organizacdo Mundial da Saude (adaptado de OMS,
2005).

O surgimento de resisténcia aos diversos farmacos estd condicionado a
diversos fatores, relacionados ao parasito, ao farmaco, ao paciente e ao vetor. Os
casos mais graves estao relacionados ao parasito P. falciparum, apesar de que
cepas de P. vivax também ja desenvolveram resisténcia. P. malariae ou P. ovale ndo
tém causado preocupacdes até o momento. Apesar de existirem areas onde a
resisténcia ainda é minima (América Central), ha regides da Asia e Amazonia onde o
parasito se tornou resistente a multiplos farmacos (WONGSRICHANALAI, et al.,
2002). Parasitos que ja desenvolveram resisténcia podem ter maior tendéncia a
adquirir resisténcia a novos farmacos, nao relacionados com o0s que originaram a
resisténcia inicial. Por isso, geralmente s&o indicadas terapias combinadas,
utilizando-se dois ou mais agentes antimalaricos complementares (TRACY e
WEBSTER, 2003).

Visando contornar o problema da resisténcia, terapias combinadas com

artemisinina tém sido utilizadas com sucesso. Estas terapias possuem alto custo,
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além de nao estarem disponiveis em todos os paises (OMS, 2005; GRIFFITH et al.,
2007). Mesmo assim, elas tém sido cada vez mais utlizadas, o que acaba
aumentando ainda mais a pressdo para a selecdo de cepas resistentes (OMS,
2007). As sulfonamidas também demonstraram ser eficazes na associacdo com a
pirimetamina contra cepas resistentes de P. falciparum. Entretanto, a cloroquina
somente ainda é utilizada devido a sua eficacia contra P. ovale, P. malariae, P.
vivax, além de algumas cepas de P. falciparum sensiveis (TRACY e WEBSTER,
2003).

No Brasil, o esquema recomendado para tratamento das infec¢cdes por P.
falciparum baseia-se na combinacdo de quinina, doxiciclina e primaquina, ou
alternativamente, quinina somente, ou mefloquina combinada a primaquina, que
também séo utilizados em infecgbes mistas com P. vivax. Para a malaria grave, a
primeira escolha envolve os derivados da artemisinina (BRASIL, 2001; RBMP,
2005).

Para profilaxia, a politica adotada atualmente no pais baseia-se apenas nas
medidas de protecdo individual para evitar o contato com 0 mosquito, sendo a
guimioprofilaxia recomendada somente a mefloquina, utilizada apenas para viajantes
internacionais e grupos especiais (BRASIL, 2001; BRAGA e FONTES, 2005; OMS,
2005). O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) recomenda ainda:
atovaquona/proguanil, doxiciclina, mefloquina ou primaquina (em situacoes
especiais) (CDC, 2005). A guimioprofilaxia ndo tem sido adotada nas areas
endémicas do mundo devido ao padrdo heterogéneo de resisténcia do P. falciparum,
do alto custo e toxicidade dos novos medicamentos (BRASIL, 2001). Além disso,

nenhum farmaco pode garantir protecéo total contra a doenca (OMS, 2007).

Infeccé@o por malaria em mulheres gravidas envolve altos riscos de morbidade
e mortalidade materna e fetal, incluindo anemia, retardo no crescimento, aborto
espontaneo, prematuridade, recém-nascidos de baixo peso, infeccdo congénita e
morte do feto. Estima-se que 60% dos casos de maléaria durante a gravidez resultem
em perda do feto, além de 10% de morte materna (CDC, 2005; OMS, 2007).
Entretanto, os medicamentos disponiveis para tratamento e prevengdo ndo sao
considerados seguros (CDC, 2005; GRIFFITH et al., 2007).
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Com a progressiva extensao da resisténcia e o potencial de toxicidade dos
antimaléricos disponiveis, a quimioprofilaxia e o tratamento da maléria passou a
representar um tema polémico nos ultimos anos. O desenvolvimento de novas
estratégias torna-se indispensavel, sendo primordial a necessidade de pesquisa e

desenvolvimento de novos farmacos para o combate da doenca.

3.2 Oligonucleotideos antisenso

Neste contexto, estudos relativos ao emprego de oligonucleotideos (ON) tém
sido correntemente descritos na literatura para diversas aplicacdes, incluindo
doencas parasitarias (COUVREUR e MALVY, 2000). Os ON séo constituidos de 12
a 40 nucleotideos em fita simples, organizados em uma sequéncia estabelecida para
se hibridar de maneira especifica com um determinado gene, um RNA mensageiro
ou ainda uma proteina. Estes fragmentos de acidos nucléicos sdo capazes de
interferir na expressao génica, caracterizando a base da terapia com ON, a qual se
constitui de trés diferentes estratégias: (i) Estratégia anti-génica: o processo de
transcricdo do DNA em fita dupla para RNA mensageiro em fita simples é inibido
pelos ON, atravées do pareamento de bases do tipo Hoogsteen; (i) Estratégia
antisenso: o processo de traducao é restringido pelos ON complementares ao RNA
mensageiro, através de pontes de Hidrogénio do tipo Watson e Crick; (iii) Estratégia
aptameros: os ON interagem com proteinas, interferindo nas suas atividades, via
pontes de hidrogénio (LIANG et al., 1999).

A estratégia antisenso (figura 3) permite a inibicdo da biossintese de uma
proteina basicamente por dois mecanismos principais: a enzima RNase H reconhece
0 duplex formado entre o ON antisenso e o0 RNA mensageiro e realiza a quebra
deste RNA, ou o duplex formado blogueia o maquinario da traducdo por inibicdo
estérica (FICHOU e FEREC, 2006). Atualmente, diversos estudos clinicos baseados
na terapia antisenso encontram-se em andamento, em especial, na terapia do
cancer e nas infeccdes bacterianas e virais (OPALINSKA e GEWIRTZ, 2002;
STAHEL e ZANGEMEISTER-WITTKE, 2003). Em 1998, a comercializacdo de uma
sequéncia de ON contendo ligacdes fosforotioato para o tratamento local de retinite




REVISAO DA LITERATURA 19

induzida por citomegalovirus (VITRAVENE?®, Isis Pharmaceutical Inc.) foi autorizada
(FICHOU e FEREC, 2006).
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Figura 3. Representacédo esquematica do mecanismo antisenso.

Entretanto, apesar das reconhecidas potencialidades terapéuticas dos ON,
diversas aplicacbes permanecem limitadas, principalmente para ON contendo em
sua estrutura as ligacdes fosfodiéster naturais. Primeiramente, o elevado peso
molecular e o carater polianiénico dos ON limitam o seu transporte intracelular, em
decorréncia da repulsdo eletrostdtica com as membranas celulares
(JAASKELAINEN e URTTI, 2002). Além disso, a instabilidade dos ON em fluidos
bioldgicos, devido a rapida degradacéo frente ao ataque das endo e exonucleases,
limita 0 uso destas moléculas in vivo (MONKKONEN e URTTI, 1998; OPALINSKA e
GEWIRTZ, 2002). E ainda, os ON podem apresentar efeitos inibitorios nao
relacionados ao seu efeito antisenso, ao se ligar a receptores, enzimas e proteinas,
alterando suas fungbes (LAMBERT et al., 2001; TOUB et al., 2006).

A fim de contornar esses inconvenientes, a modificagdo quimica dos ON tem
sido estudada, seja através de alteragbes da natureza das ligagBes inter-
nucleosideos, da estrutura dos acucares, ou das bases (COUVREUR e MALVY,
2000). Algumas destas modificacdes, entretanto, podem levar a uma reducédo da
habilidade de pareamento dos ON (URBAN e NOE, 2003).

A substituicdo de um oxigénio nado ligante da ligacdo fosfodiéster por um
enxofre constitui a classe dos fosforotioatos, sendo esta correntemente utilizada
devido a sua estabilidade em fluidos biolégicos (HUGHES et al., 2001; STAHEL e
ZANGEMEISTER-WITTKE, 2003). Contudo, o uso de ON fosforotioatos por via
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sistétmica pode ser limitado devido a toxicidade decorrente da interacdo né&o
especifica com algumas proteinas e perturbacdo de suas fungbes, como por
exemplo, as polimerases, certas proteinas membranares e a albumina (KRIEG e
STEIN, 1995; LIANG et al., 1999; OPALINSKA e GEWIRTZ, 2002; TOUB et al.,
2006). Ainda apresentando as limitagcbes mencionadas, a maioria dos estudos utiliza
ON modificados na forma de fosforotioato.

Diversos estudos descrevem o efeito de ON antisenso sobre a inibicdo do
crescimento de P. falciparum in vitro, com sequéncias complementares a diversos
alvos (tabela 1). Uma vez que os parasitos se multiplicam rapidamente apds a
infeccdo dos eritrécitos, as enzimas de replicagdo e 0s genes envolvidos tém
merecido consideravel atencdo por parte dos pesquisadores como potenciais alvos
para terapia antisenso. Pode-se citar a diidrofolato redutase (DHFR) - timidilato
sintetase (TS), aldolase e topoisomerase Il (SARTORIUS e FRANKLIN, 1991,
RAPAPORT et al., 1992; BARKER et al, 1996; RAMASAMY et al.,, 1996;
WANIDWORANUN et al., 1999; NOONPAKDEE et al., 2003; FOGER et al., 2006).

Tabela 1. Principais estudos utilizando a estratégia antisenso para tratamento da
malaria.

Alvo Referéncia
Sartorius e Franklin, 1991; Rapaport et al.,

Dihidrofolato-redutase-timidilato-sintetase 1992; Barker et al., 1996; Ramasamy et al.,
1996.

Proteina de superficie do merozoito P195 Rapaport et al., 1992.

Dihidropteroato sintetase Barker et al., 1996.

Ribonucleotideo redutase Barker et al., 1996.

DNA polimerase Barker et al., 1996.

Triose fosfato isomerase Barker et al., 1996.

Multigene da familia esquizonte Barker et al., 1996.

Proteina de superficie do merozoito EBA175  Barker et al., 1996.
Proteina de superficie do merozoito MSA-2 Kanagaratnam et al., 1998.
Aldolase Wanidworanun et al., 1999.

Topoisomerase Il Noonpakdee et al., 2003; Foger et al., 2006.
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Inicialmente, o gene da enzima DHFR-TS se mostrava um alvo de interesse
devido a incapacidade dos parasitos P. falciparum realizarem a sintese de novo de
purinas. Inclusive, o antimalarico pirimetamina, um farmaco antifolato, atua atraves
deste mecanismo. Hoje, entretanto, ja € inefetivo devido ao surgimento de
resisténcia (SARTORIUS e FRANKLIN, 1991; RAPAPORT et al., 1992; BARKER et
al., 1996; RAMASAMY et al.,, 1996; COUVREUR e MALVY, 2000). Dentre os
primeiros estudos, SARTORIUS e FRANKLIN (1991) verificaram que somente
sequéncias longas de oligonucleotideos fosfodiéster (maiores que 30 bases) eram
eficientes contra 0 RNA mensageiro da enzima DHFR-TS, tanto para a regido do
sitio de iniciagdo da traducdo como para a regido codificante da TS.

Em continuidade, RAPAPORT e colaboradores (1992) testaram diversas
sequéncias, com diferentes modificagcdes quimicas, direcionadas a dois diferentes
alvos: um antigeno de superficie do merozoito e a enzima DHFR-TS. Esta ultima
mostrou-se melhor alvo, para o qual os autores demonstraram a inibicdo do
crescimento de cepas de P. falciparum, resistentes ou sensiveis a cloroquina. Mais
tarde, 0 mesmo grupo descreveu a inibigdo de crescimento de P. falciparum frente a
diversos outros alvos, comparando seqiiéncias antisenso a sequéncias controles
embaralhadas. Os autores concluiram que genes da DNA polimerase e triose fosfato
isomerase (enzima da via glicolitica) foram os menos sensiveis a acdo dos ON
(BARKER et al.,, 1996). O conjunto de resultados indicou ainda que, em
concentracdes inferiores a 0,5 pM, os ON antisenso direcionados a varios genes
inibem de modo sequéncia-dependente o crescimento dos parasitos, enquanto em
concentracdo superiores (1,0 uM), a inibicdo é sequéncia-independente. Os autores
relacionam essa inespecificidade de acdo ao carater polianidbnico dos ON,
principalmente para ON de série fosforotioato. Além disso, observaram que além de
sequéncia-dependente, a inibicdo do crescimento do parasito poderia ser também
dependente da dose de ON (RAPAPORT et al., 1992; BARKER et al., 1996).

Na mesma linha, RAMASAMY e colaboradores (1996) observaram a inibicao
do crescimento de P. falciparum de modo inespecifico, através da comparacao de
uma sequéncia de ON senso a outra antisenso, em concentracdes de 0,1 uM, 1,0

MM e 10 puM.
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Devido aos resultados conflitantes quanto a especificidade de acdo de ON
fosforotioatos sobre a atividade antimalarica, relatada pelos autores mencionados,
KANAGARATNAM e colaboradores (1998) investigaram comparativamente o efeito
de diversas sequéncias de ON senso e antisenso sobre a inibicdo do crescimento de
P. falciparum. Os autores utilizaram como alvo uma proteina de superficie do
merozoito, presente somente em determinado periodo do ciclo celular do parasito, o
que identificaram como uma vantagem em relacdo a enzima DHFR-TS, até entdo
estudada. A reducado da invasao das células vermelhas pelo merozoito mostrou-se
dose-dependente, mas foi atribuida ao carater polianidnico dos ON, uma vez que 0s
resultados foram equivalentes para ambas as sequéncias senso e antisenso. O
mecanismo da acdo envolveria a interferéncia do carater polianidnico dos ON na
ligacdo dos merozoitos aos receptores localizados nas células vermelhas do
sangue, inibindo uma nova invasdo da célula pelo P. falciparum. Ainda, os autores
consideram gque as hemacias ndo podem internalizar ON por endocitose, e assim, a
entrada dos mesmos deveria ocorrer provavelmente por ductos das células

infectadas pelo plasmadio, permitindo o acesso dos ON a membrana do parasito.

Em 1999, WANIDWORANUN e colaboradores avaliaram in vitro a
possibilidade de acdo de ON fosforotioatos antisenso, comparados a sequéncias
senso e controle, sobre 0 RNA mensageiro da enzima aldolase de P. falciparum.
Este alvo foi escolhido porque na fase sangliinea da doenca existe uma grande
producdo anaerbbica de energia pelo parasito e as enzimas glicoliticas estdo cerca
de 11 a 18 vezes mais expressadas, sendo o consumo de glicose pelas hemacias
infectadas quase 100 vezes superior ao das hemacias néao infectadas. Além disso,
sabe-se que a aldolase do parasito € diferente de todas as isozimas da aldolase
humana. Os autores observaram uma inibicédo inespecifica dos ON senso e dos ON
de sequéncias obtidas ao acaso (embaralhadas), enquanto sequéncias antisenso
apresentaram uma inibicdo especifica nas concentragdes compreendidas entre 3 a
33 nM. Uma reducdao significativa na parasitemia (em cerca de 50%) foi observada
para os ON antisenso na concentracdo de 11 nM. Este efeito de reducédo da
parasitemia foi confirmado pela reducdo nos niveis da aldolase, através da
verificagdo da reducdo dos niveis de ATP produzidos pelo parasito e pela técnica de
Northern Blot.
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Mais recentemente, foram testadas varias seqiiéncias de ON fosforotioatos
direcionadas a diferentes regides do gene da enzima topoisomerase Il do P.
falciparum resistente a cloroquina e pirimetamina. Concentra¢des de 0,01 a 0,50 uM
de seqUéncias senso e antisenso foram comparadas, permitindo aos autores
concluir que a inibicdo do crescimento do parasito se mostrava sequéncia e dose-
especifica, durante os estagios de maturacdo do parasito. O maior efeito foi
detectado apds 36 horas de incubacdo com os ON. Os autores também testaram
concentracfes maiores de acidos nucléicos e observaram um efeito inespecifico,
independente da sequéncia dos ON, sobre o desenvolvimento do parasito. Os
resultados de inibicdo do crescimento do P. falciparum encontrados estdo entre
cerca de 30 a 47% para seqUéncias antisenso nas concentraces de 0,5 UM e de
até cerca de 60 a 65% para maiores concentracdes testadas, independente da
sequéncia (NOONPAKDEE et al., 2003).

Esses resultados promissores conduziram FOGER e colaboradores (2006) a
associar esses ON a nanoparticulas revestidas com quitosana, um polimero
cationico. A inibicdo do crescimento do parasito observada mostrou-se superior,
compreendida entre 74 e 87%, para sequéncias antisenso, dependendo do tipo de
formulagdo. As nanoparticulas também apresentaram efetiva protecdo dos ON
contra a degradacado por nucleases. Os resultados deste estudo demonstraram um
aumento da especificidade do efeito antisenso observado para os ON associado as
nanoestruturas, em relagdo aos ON em solucdo aquosa. Os autores relacionaram
esse efeito a liberacdo sustentada dos ON a partir das nanoparticulas. Outros
autores também ja haviam sugerido a associacdo dos acidos nucléicos a
carreadores, visando reduzir também seu efeito inespecifico ou aptamérico
(COUVREUR e MALVY, 2000; LAMBERT et al., 2001; TOUB et al., 2006).

3.3 Nanoemulsdes catibnicas

Na ultima década, pesquisas tém sido amplamente desenvolvidas para a
utilizacdo de sistemas coloidais no direcionamento e liberagdo controlada de
farmacos (CONSTANTINIDES et al., 2008; DATE e NAGARSENKER, 2008).

Diversos nanossistemas ja demonstraram eficacia na otimizacdo de vacinas e
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quimioterapicos destinados ao controle da maléria, como lipossomas, nanoparticulas
e nanoemulsdes (DIERLING e CUI, 2005; PIMENTEL et al., 2007).

Formulacdes parenterais do tipo nanoemulsdes O/A tém merecido
consideravel atencdo por parte dos pesquisadores por jA serem amplamente
utilizadas pela industria farmacéutica na nutricdo parenteral (FLOYD, 1999). As
nanoemulsdes de uso parenteral tém sido estudadas como sistemas de liberacéo de
farmacos, incluindo os altamente lipofilicos, para reducédo de irritacdo, dor ou
toxicidade durante administracdo por via endovenosa, direcionamento ao alvo de
acao, estabilizacao e prevencdo de fendmenos de interacdo com 0s equipamentos
de infusdo (KLANG e BENITA, 1998; CONSTANTINIDES et al., 2008). Apéds
administracdo parenteral, este tipo de formulacdo € rapidamente capturada pelo
sistema reticulo endotelial (SER), em 6rgdos como o figado e baco, o que é uma

vantagem para direcionamento de farmacos para estes locais (KLANG et al., 1998).

Paralelamente a modificagdo quimica, a associacdo de &cidos nucléicos a
carreadores coloidais catidnicos tem sido proposta para contornar as limitacées do
seu uso. Uma vasta literatura descreve a associacdo de ON a carreadores de
natureza lipidica e/ou polimérica como lipossomas (SENIOR et al.,, 1991,
LAPPALAINEN et al., 1994; ZELPHATI e SZOKA, 1996; KANAGARATNAM et al.,
1998; MONKKONEN e URTTI, 1998; JURKIEWICZ et al., 2003) ou nanoparticulas
(LAMBERT et al., 2001; FOGER et al., 2006; KABANOV, 2006; TOUB et al., 2006;
MEDINA et al., 2007). O uso de lipideos catidnicos na composicdo de vetores nao
virais de natureza polimérica e/ou lipidica na forma de agregados supramoleculares,
nanoparticulas e lipossomas tem se mostrado uma estratégia Util e segura para a
transferéncia intracelular dos &cidos nucléicos (FATTAL et al., 1998, 2001;
LAMBERT et al., 2001; JURKIEWICZ et al., 2003).

O mecanismo de associacdo deste tipo de sistema, contendo lipideos e/ou
polimeros carregados positivamente e ON carregados negativamente, parece
ocorrer através da formacdo de um complexo eletrostatico em meio aquoso
(TEIXEIRA et al., 2001a; TRIMAILLE et al., 2001). O efeito da associacao (adsorcao
e/ou encapsulamento) dos acidos nucléicos com o sistema coloidal carregado
positivamente tem se mostrado benéfico tanto em termos de transferéncia

intracelular de ON ou DNA (in vitro, ex vivo e in vivo), como na reducdo da cinética
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de degradacdo dos &cidos nucléicos veiculados (ZELPHATI e SZOKA, 1996;
BROWN et al., 2001; CAMPBELL et al., 2001). A formacdo do par idnico
compromete os grupamentos fosfato dos ON, limitando a atividade das nucleases e
reduzindo assim a cinética de degradacdo dos ON (LAPPALAINEN et al., 1994).
Além disso, o sistema pode assegurar uma liberacdo intracelular dos ON devido a
seu efeito sobre membranas, encontrando-se os acidos nucléicos principalmente no
nacleo, enquanto os lipideos catidbnicos permanecem na regido citoplasmatica e
perinuclear (ZELPHATI e SZOKA, 1996).

A associacdo de ON por forcas eletrostaticas também parece tornar
improvavel a hibridizacdo de ON com proteinas do meio biolégico de forma
inespecifica, visto que sua conformacao é alterada para interagir eletrostaticamente
com o sistema catidnico (LAMBERT et al., 2001). Assim, o efeito aptamérico
inespecifico do ON antisenso deve ser reduzido ou inexistente, evitando-se efeitos

secundarios a administracdo da terapia.

Neste contexto, nanoemulsdes catibnicas O/A como veiculos para formacao
de complexos com polinucleotideos tém sido propostas e amplamente estudadas
(TEIXEIRA et al., 2001a, 2003; TRIMAILLE et al., 2003; FRAGA, 2007; HAGIGIT et
al., 2008; MARTINI et al., 2008). Estudos que avaliam a integridade dos ON apos
liberacdo do complexo nanoemulséo catidnica-ON mostram existéncia do par iénico
que os protege contra a acao das nucleases (TEIXEIRA et al., 2001b). Para estes
sistemas, interacdes hidrofdbicas, juntamente com as eletrostaticas, parecem ter um
papel importante na associacdo de ON (TEIXEIRA et al., 2001a; TRIMAILLE et al.,
2001). Também ha relatos indicando que o complexo formado entre nanoemulsdes e
acidos nucléicos apresenta estabilidade adequada em fluidos bioldgicos,
diferentemente de complexos formados com estruturas do tipo lipossomas (YI et al.,
2000; KIM et al., 2003). E ainda, a atividade de transfeccao in vitro e in vivo, em
alguns casos, mostrou-se superior aos lipossomas catiénicos (CHOI et al., 2004;
MIN et al., 2005).
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3.3.1 Composicao das nanoemulsdes

A influéncia de diferentes parametros como a composi¢cao quali e quantitativa
das nanoemulsdes (nucleo oleoso, lipideos catibnicos e co-tensoativos) no perfil de
associacao e/ou liberacdo dos ON a partir de hanoemulsdes catibnicas, bem como
em suas propriedades fisico-quimicas, tém sido investigada por diversos autores
(TEIXEIRA et al., 2001b; TRIMAILLE et al., 2003; MARTINI, 2005; FRAGA, 2007;
HAGIGIT et al., 2008). Dessa forma, € de extrema importancia a selecao cuidadosa
dos excipientes (KLANG e BENITA, 1998; DATE e NAGARSENKER, 2008).

3.3.1.1 Fase oleosa

O nucleo oleoso das nanoemulsdes utilizadas para a preparacao de sistemas
para a administracdo de acidos nucléicos € constituido por triglicerideos de cadeia
longa (TCL), derivados dos 6leos de soja, ricino ou agafrdo, ou ainda, de
triglicerideos de cadeia média (TCM), obtidos da reesterificacdo de acidos graxos
fracionados de Oleo de coco com glicerina (FLOYD, 1999). Ambos possuem ampla
aceitabilidade e sdo encontrados em uma diversidade de produtos parenterais,
inclusive em combinacdo, como nas preparacdes lipidicas para nutricdo parenteral
(KLANG e BENITA, 1998; DRISCOLL, 2006; DATE e NAGARSENKER, 2008). A
utiizacdo de TCM na obtencdo de sistemas de liberacdo de ON tem sido
frequentemente descrita na literatura (TEIXEIRA et al., 1999, 2003; TRIMAILLE et
al., 2001), principalmente pelo fato dos TCM serem cerca de 100 vezes mais
solaveis em 4gua que os TCL (FLOYD, 1999).

No que se refere a composicdo quantitativa, o nucleo oleoso das
nanoemulsdes catidnicas em sistemas de liberacdo de ON representa 5 a 35% da
composicao final das formulacdes (MARTINI, 2005). Estudos relativos a comparacao
e selecdo da fase oleosa tém sido realizados visando principalmente a otimizacao
dos sistemas, geralmente com base em estudos de eficiéncia de transferéncia
génica (CHUNG et al., 2001; FRAGA, 2007). No caso especifico de ON, TEIXEIRA e
colaboradores (2001b) demonstraram, através de estudos de particdo Oleo/agua,

que apenas Oleos de elevados valores de equilibrio hidréfilo/lipofilo (EHL) seriam
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capazes de solubilizar os complexos formados entre ON e lipideos catidnicos

utilizados na preparagéo das nanoemulsdes.

A adicdo de antioxidantes em nanoemulsdes lipidicas tem sido descrita, para
prevenir a peroxidagdo dos acidos graxos insaturados (TEIXEIRA et al., 1999). A
acado do oxigénio durante o processamento e armazenamento pode influenciar de
maneira decisiva a estabilidade do sistema (BENITA e LEVY, 1993). Nanoemulsdes
comerciais contém a-tocoferol, um antioxidante comumente utilizado (BENITA e
LEVY, 1993; FLOYD, 1999). Para evitar a oxidacdo, outros procedimentos como
evitar armazenamento em recipientes plasticos permeaveis ao oxigénio e manter a

temperatura de armazenamento controlada devem ser considerados (FLOYD, 1999).

3.3.1.2 Interface

Em relacdo a interface, nanoemulsées sdo geralmente estabilizadas por
misturas de tensoativos catidnicos, anfotéricos e/ou néo idnicos. Os emulsificantes
sao utilizados para formacédo do filme interfacial e reduzir a tensdo superficial,
impedindo a floculacdo e coalescéncia da fase dispersa. Os emulsificantes mais
utilizados em emulsbes parenterais sdo os fosfolipideos (fosfatideos naturais
derivados de 6leo de soja ou da gema do ovo) e poloxameros, sendo que os ésteres
de sorbitano (Tween) e os polioxietilenos derivados do 6leo de ricino (Cremophor)
também séo aprovados para este fim (KLANG e BENITA, 1998; JUMAA e MULLER,
1999; KIM et al., 2001; CHOI et al., 2004; MIN et al., 2005; DATE e NAGASENKER,
2008; HAGIGIT et al., 2008). O uso dos fosfolipideos ou lecitinas predomina, apesar
destes compostos serem passiveis de hidrélise e gerarem compostos hemoliticos
em condi¢cfes inadequadas, sendo necessario um rigoroso controle do processo de
producdo (FLOYD, 1999). Os fosfolipideos mais freqientemente descritos séo os de
gema de ovo, compostos principalmente por fosfolipideos neutros (fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina) e negativamente carregados em pH fisiolégico (fosfatidilserina
e fosfatidilglicerol). Para a associacdo de acidos nucléicos (igualmente dispondo de
cargas negativas) as nhanoemulsdes, a carga negativa dos fosfolipideos €
inadequada, sendo necessaria a adicdo de um lipideo catibnico a formulagéo
(KLANG e BENITA, 1998; ROLAND et al., 2003).
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Os lipideos catidnicos sdo formados por uma ancora hidrofobica, uma cabeca
polar e um linker, que corresponde a ligacdo entre a cabeca polar e a cauda apolar.
A ancora hidrofébica pode ser uma cadeia carbonada apolar simples, como no caso
dos tensoativos, ou dupla. A cabeca polar pode ser mono- ou multivalente, sendo
gue a monovalente pode ser constituida por grupamentos amina terciarios ou
quaternarios (CHESNOY e HUANG, 2000). Dentre os lipideos catibnicos mais
utilizados, estdo a estearilamina, oleilamina (OA) e 1,2-dioleoil-3-trimetil amonio
propano (DOTAP) (KLANG e BENITA, 1998; MARTINI et al., 2008). Apesar de
relatos de formulagcbes catidnicas contendo apenas o lipideo catidbnico como
emulsificante (KIM et al., 2003), eles geralmente sdo utilizados em combinacdo com
os fosfolipideos (MARTINI, 2005). Alguns exemplos das estruturas destes lipideos

podem ser visualizadas na figura 4.
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Figura 4. Estrutura quimica dos lipideos catiénicos OA e DOTAP.

O uso do lipideo catibnico que apresenta duas cadeias hidrofébicas (DOTAP)
parece ser a estratégia mais eficaz na associacao e controle da liberacdo dos ON a
partir das nanoemulsdes cationicas (KIM et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2001b, 2003;
HAGIGIT et al., 2008; MARTINI et al., 2008). Para lipideos como o DOTAP, além
das intera¢gBes de natureza eletrostatica, interacdes hidrofébicas com os ON foram
identificadas, devido a presenca de dupla cadeia carbdnica hidrofébica, o que néo
ocorre com moléculas de estearilamina, por exemplo, compostas por apenas uma
cadeia carbonada saturada (TEIXEIRA et al., 2001b; HAGIGIT et al., 2008).
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Outra abordagem para gerar carga positiva foi descrita por TRIMAILLE e
colaboradores (2001) através da funcionalizagdo da interface das nanoemulsdes
através do uso de polimeros de diferentes dominios hidrofébicos e de grupamentos
produtores de cargas catidnicas. A funcionalizacédo das emulsées com tais polimeros
fornece uma maneira conveniente de modificar a interface das goticulas e possibilita
a adsorcao dos ON sobre a mesma (TRIMAILLE et al., 2003).

Ainda em relacdo a modificacdo da interface, TEIXEIRA e colaboradores
(2001a) avaliaram a influéncia da adicdo de lipideo contendo cadeias
polietilenoglicol (PEG) sobre as propriedades fisico-quimicas de nanoemulsfes
carreadoras de ON. Os resultados de transferéncia de energia de fluorescéncia
demonstraram a possivel interacdo dos ON com as cadeias de PEG, conduzindo a

um afastamento dos ON da interface O/A e uma liberacdo mais rapida dos mesmos.

3.3.1.3 Fase aquosa

Em relacdo a fase aquosa da emulsdo, sdo incorporados os agentes de
tonicidade, antioxidantes, tampdes, ou ainda, agentes conservantes. Para ajuste de
tonicidade os fabricantes de emulsdes parenterais tém preferido o glicerol, apesar da
sua atividade hemolitica in vitro ser superior a de outros agentes isotonizantes, como
o sorbitol e xilitol, que também sao frequentemente utilizados (FLOYD, 1999;
JUMAA e MULLER, 1999). As substancias acido p-hidroxibenzdéico e compostos de
amonio quaternario estdo entre 0os conservantes mais empregados, principalmente
devido a alta solubilidade em agua e baixa tendéncia a particionar para a fase
oleosa (FLOYD, 1999). Os conservantes, assim como diversos outros componentes,
podem alterar o pH das formulagdes (HAN e WASHINGTON, 2005). Nanoemulsbes
para uso parenteral devem ter seu pH normalmente ajustado para valores préximos
de 7,4, com auxilio de NaOH ou HCI, a fim de manter a compatibilidade fisioldgica e
reduzir a formacdo de acidos graxos livres provenientes da hidrolise dos
componentes do nucleo oleoso (KLANG e BENITA, 1998).
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3.3.2 Métodos de preparo

Diversos métodos tém sido empregados na obtencdo de nanoemulsées como
sistemas de liberacdo de &acidos nucléicos, incluindo a homogeneizacdo a alta
pressdo (BIVAS-BENITA et al., 2004), a microfluidizacdo (TEIXEIRA et al., 1999,
2001a, 2001b, 2003) e a ultrassonicacao (KIM et al., 2001; 2003).

Mais recentemente, o procedimento de preparacdo de nanoemulsdes por
emulsificacdo espontanea tem sido utilizado para a obtencdo de nanoemulsdes
(SILVA et al., 2006; TRIMAILLE et al., 2003; MARTINI et al., 2007; FRAGA et al.,
2008). Esse procedimento baseia-se na emulsificagdo espontanea dos constituintes
da fase interna (previamente solubilizados em um solvente organico) em agua,
seguido da retirada do solvente geralmente por destilagcdo sob pressao reduzida. A
formacdo das goticulas ocorre quando a fase orgéanica é vertida na fase aquosa,
provocando uma turbuléncia interfacial que ocorre durante a difusdo do solvente
organico na agua, observando-se rapido espalhamento da interface, como resultado
da difusdo mutua entre os solventes, o que fornece energia suficiente para a
formacdo das goticulas (MOSQUEIRA et al., 2000; BOUCHEMAL et al., 2004;
KELMANN et al., 2007; MARTINI et al.,, 2007; FRAGA et al., 2008). Diversos
parametros podem influenciar as propriedades fisico-quimicas das nanoemulsfées
obtidas, entre eles, as condicbes de emulsificacdo empregadas e a composi¢cao
quali e quantitativa das formulacdes. Como um exemplo recente, FRAGA e
colaboradores (2008) demonstraram a reducdo progressiva do didmetro de goticula
de nanoemulsdes lipidicas com o aumento crescente da quantidade de solventes
(etanol/agua), até uma determinada proporcédo (1:2), a partir da qual o diametro

permanece inalterado.

3.3.3 Propriedades das nanoemulsdes

A caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas de nanoemulsbes € de
extrema importancia, visto que estas podem influenciar desde a estabilidade dos
sistemas até diversos aspectos biofarmacéuticos (RABINOVICH-GUILATT et al.,
2004; DRISCOLL, 2006). Para uso parenteral, estas formas farmacéuticas devem
apresentar algumas propriedades fisico-quimicas definidas, como reduzido diametro
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de goticula, isotonia, pH préximo ao fisiolégico, baixa viscosidade, esterilidade e
apirogenicidade (WASHINGTON, 1996; ROLAND et al., 2003; DRISCOLL, 2006).

3.3.3.1 Diametro e morfologia de goticula

A avaliacdo do diametro e a distribuicdo de goticulas da fase interna sdo de
grande importancia no desenvolvimento de nanoemulsdes de uso parenteral
(DRISCOLL, 2006). Esses sistemas apresentam normalmente uma distribuicdo
unimodal e diametro médio inferior a 500 nm (HASKELL, 1998; DRISCOLL, 2006).
Entretanto, estes parametros podem ser influenciados por diversos fatores,
principalmente pela composi¢cdo quali e quantitativa das formulagdes (JUMAA e
MULLER, 1998; MARTINI et al., 2008) e a metodologia de preparo (ROLAND et al.,
2003; MARTINI et al., 2007; FRAGA et al., 2008).

A concentracdo e as propriedades fisico-quimicas do nucleo oleoso, como a
viscosidade e a tensao superficial também podem influenciar o diametro médio das
nanoestruturas, dependendo do método de preparacdo. Oleos de maior tenséo
interfacial ou de menor viscosidade, por exemplo, conduzem a obtencdo de
formulacdes de menores didmetros de goticula (JUMAA e MULLER, 1998; CHUNG
et al., 2001).

Ainda, constituintes da interface, como tensoativos nao iénicos e lipideos
cationicos, também tém demonstrado influenciar no didmetro de goticula das
formulacdes (KIM et al., 2003; SILVA et al., 2006; MARTINI et al., 2008). A adicdo de
guantidades crescentes de lipideos catibnicos OA e DOTAP conduziu a uma
reducdo no diametro de goticula de nanoemulsdes catidnicas, sendo que o menor
tamanho observado foi para lipideos catiénicos na concentracdo de 2 mM (MARTINI
et al., 2008). Concentracdes crescentes de lipideo estearilamina e a presenca de um
tensoativo ndo idnico, Poloxdmero 188, também reduziram o didmetro médio das
goticulas das formulacbes (SILVA et al.,, 2006). Outros autores n&o verificaram
alteracdes significativas com adicdo de maiores concentracfes de estearilamina
(FRAGA et al., 2008) ou de um lipideo contendo dois grupamentos amina catidénicos
(HAGIGIT et al., 2008).
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Além da espectroscopia de correlacdo de fotons, também denominada de
espalhamento de luz dindmico, técnicas microscopicas tém sido empregadas para a
avaliacdo do diametro de goticula de nanoemulsdes, como transmisséo, varredura e
criofratura (BENITA e LEVY, 1993; HASKELL, 1998; TIAN e LI, 1998). O uso da
microscopia visa verificar, além do diametro de goticula, a morfologia das mesmas.
Estas normalmente apresentam-se esféricas com bordas definidas, ap6s o uso de
reagentes de contraste negativo, como o acetato de uranila (MARTINI, 2005). Além
destas estruturas ditas classicas, a microscopia eletronica de transmissdo permite a
visualizagao da coexisténcia de organizacdes em multicamada, estruturas em forma
de bolsa de méo, ou ainda, do tipo cromatina (TEIXEIRA et al., 2001a; KIM et al.,
2003). A agregacado das goticulas de nanoemulsfes induzida pela adsorcdo de
acidos nucléicos também pode ser observada microscopicamente como no caso de

formulacdes contendo lipideos policatidnicos (TEIXEIRA et al., 2001a).

3.3.3.2 Potencial zeta

A determinacéo do potencial zeta € geralmente realizada através de técnicas
eletroforéticas especificas. Este parametro é um fator critico na caracterizacdo de
nanoemulsdes, uma vez que reflete a composicdo da interface do sistema, em
relacdo aos tensoativos formadores do filme interfacial ou em relacéo a presenca de
moléculas com carga, localizadas na interface. Além disso, é importante para a
avaliacdo da estabilidade fisico-quimica das emulsdes. Se o potencial for
relativamente elevado em maodulo (maior de 25 mV) as forcas repulsivas do sistema
superam as forcas de London que atraem as goticulas entre si, caracterizando um

sistema defloculado (KLANG e BENITA, 1998; ROLAND et al., 2003).

Conforme mencionado anteriormente, as lecitinas sdo misturas heterogéneas
de fosfolipideos neutros e negativamente carregados em pH fisiol6gico. Com essa
carga global negativa, conduzem a valores de potencial zeta de -40 a -50 mV em
sistemas coloidais compostos por elas (BENITA e LEVY, 1993). Este potencial
contribui para a repulsdo entre as goticulas e consequente estabilidade do sistema
(ROLAND et al., 2003). Com a adicao de lipideos catiénicos na formulagéo, visando

a associacao de acidos nucléicos, origina-se uma interface carregada positivamente
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((=30-55 mV) (TEIXEIRA et al., 1999). Esta carga sera dependente da concentracao
e do grau de ionizagdo dos grupamentos de carga positiva dos lipideos catidnicos.

Diversos estudos avaliam a influéncia do tipo e da concentracao dos lipideos
cationicos sobre o potencial zeta de nanoemulsdes (KIM et al., 2003; RABINOVICH-
GUILATT et al., 2004; SILVA et al., 2006; HAGIGIT et al., 2008; MARTINI et al.,
2008). A adicdo de quantidades crescentes de lipideos catibnicos conduz a um
aumento progressivo do potencial zeta até uma determinada concentracdo, a partir
da qual a carga de superficie permanece inalterada, sendo esta relacionada com a
saturacao da interface (KIM et al., 2003; FRAGA et al., 2008; MARTINI et al., 2008).
No caso especifico de lipideos catibnicos contendo grupamentos amina primaria,
RABINOVICH-GUILATT e colaboradores (2004) descreveram fenbmenos similares
de manutencdo de potencial zeta constante, entretanto, neste caso, sendo

associado a reducao da ionizacao dos lipideos devido ao elevado pH da interface.

Alguns autores também tém avaliado o potencial zeta em funcdo da
concentragcdo de acido nucléico utilizado (TEIXEIRA et al., 2001a; MIN et al., 2005;
MARTINI et al., 2007; 2008; HAGIGIT et al., 2008). A associacdo de ON ou DNA
pode conduzir a formagéo de agregados e desestabilizacdo do sistema. Para evitar
este fendOmeno, utiliza-se normalmente uma relagao de cargas [+/-] positiva, ou seja,
um excesso de carga positiva (aportada pelos lipideos catidnicos) em relacédo ao
namero de grupamentos fosfato dos acidos nucléicos (TEIXEIRA et al., 2001a; KIM
et al., 2002; MARTINI et al., 2007). Ou entdo, pode-se utilizar relacéo [+/-] negativa,
desde que se situe apds a zona de potencial zeta nulo (zona de agregacdo das
goticulas da fase interna), de forma que a estabilidade das nanoemulsfes seria
assegurada pela repulséo eletrostatica dos acidos nucléicos adsorvidos na interface
O/A (TRIMAILLE et al., 2003).

3.3.3.3 pH

Nanoemulsdes de uso parenteral devem apresentar um pH na faixa da
neutralidade, proximo ao pH fisioldgico de 7,4 (DRISCOLL, 2006). O controle do pH
também tem importancia na estabilidade destes sistemas, pois o pH inicial de uma

emulsdo tende a diminuir progressivamente com o tempo. Este fenbmeno ocorre
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devido a hidrdlise dos triglicerideos e fosfolipideos do nucleo oleoso, que liberam
acidos graxos livres, os quais reduzem o pH das formulacdes (KLANG e BENITA,
1998).

A adicao de lipideos catidnicos as formulacdes pode conduzir a valores de pH
alcalinos, em virtude da presencga de grupamentos amina primarias, como no caso
da estearilamina e OA (TEIXEIRA et al., 1999, 2001a, 2001b). O ajuste do pH de
nanoemulsdes catibnicas com acidos diluidos tem sido descrito principalmente para
formulagbes contendo estes lipideos (TEIXEIRA et al., 1999, 200l1la, 2003;
RABINOVICH-GUILATT et al., 2004; MARTINI et al., 2008), visando obter em teoria,
uma interface completamente ionizada para a adsorcdo dos &cidos nucléicos
(RABINOVICH-GUILATT et al., 2004).

3.3.3.4 Viscosidade

A avaliagdo das propriedades reoldgicas de nanoemulsdes de uso parenteral
€ de grande importancia, uma vez que formulacdes demasiadamente viscosas
podem representar uma limitacdo no momento da administracdo intravenosa
(JUMAA e MULLER, 1998). Estas formulacdes apresentam um comportamento
reoldgico do tipo newtoniano, sendo que a viscosidade € principalmente influenciada
pela concentracdo de Oleo da fase interna e pelo diametro de goticula (JUMAA e
MULLER, 1998; ROLAND et al., 2003; SILVANDER et al.,, 2003). Um menor
didmetro pode conduzir a uma maior superficie especifica, o que resultaria em um
aumento das interacdes interparticulares e, conseqientemente, uma maior
viscosidade (ISHII et al., 1990; SILVA et al., 2006). Contudo, MARTINI (2005) e
FRAGA (2007) ndo detectaram modificacbes expressivas na viscosidade com a

variacdo do diametro de goticula de cerca de 200 a 350 nm.

Entretanto, os mesmos autores relatam uma tendéncia significativa (p<0,05)
ao aumento da viscosidade até cerca de 2,0 cP para elevadas concentracbes dos
lipideos catibnicos OA e estearilamina (20 mM). Outros autores também tém
relacionado um aumento na viscosidade de sistemas submicrométricos lipidicos com
a presenca de elevadas concentracdes de tensoativos nas formulagdes (ISHII et al.,

1990; JUMAA e MULLER, 1998). Concentracdes crescentes de estearilamina, ou a
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presenca de poloxamero 188 disperso na fase aquosa externa das nanoemulsoes,
podem influenciar as propriedades reoldgicas destes sistemas através de um
aumento na viscosidade (SILVA et al., 2006).

A viscosidade de nanoemulsfes, assim como 0s parametros mencionados
anteriormente, também fornece dados sobre a estabilidade dos sistemas. A maxima
viscosidade encontrada por SILVANDER e colaboradores (2003) para emulsdes de
uso parenteral, coincidiu com regifes de potencial zeta muito baixo (em mdédulo), o

que indica uma relagéo com o processo de instabilidade do sistema (floculacao).

3.3.4 Estudos de adsorgéao

Diversos métodos tém sido empregados na avaliacdo da associacdo dos
acidos nucléicos com nanoemulsdes catibnicas. Alguns deles baseiam-se na
determinacdo qualitativa e/ou semiquantitativa da associacdo, através das
modificacdes das propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes ou dos ensaios
de retardamento em gel de eletroforese (KIM et al., 2002; BARUT et al., 2005;
FRAGA, 2007; HAGIGIT et al., 2008). Em relacdo a técnica de retardamento em gel
de eletroforese, a avaliacdo da associacdo do &cido nucléico com as nanoemulsdes
ocorre quando ndo se detecta banda caracteristica de migracdo de &cido nucléico
livre no gel (KIM et al., 2002; HAGIGIT et al., 2008).

Os meétodos baseados na avaliagcdo quantitativa sdo muitas vezes de
determinacdo indireta da associacdo, atraveés da diferenca entre a quantidade de
acido nucléico adicionada as nanoemulsfes e a quantidade determinada na fase
aguosa externa da nanoestrutura (ndo associada). A centrifugacdo em altas
velocidades permite a separacdo das fases oleosas e aquosas, para posterior
determinacdo dos acidos nucléicos livres na fase aquosa (OTT et al., 2002). Ja a
técnica de ultrafiltracio/centrifugacdo, amplamente utilizada, envolve a separacéo de
uma pequena porcdo da fase aquosa externa, de forma a n&o interferir com o
equilibrio do sistema (TEIXEIRA et al., 1999; TRIMAILLE et al., 2003; HAGIGIT et
al., 2008; MARTINI et al., 2008; OEHLKE et al., 2008).
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Diversos estudos tém determinado a capacidade de associacdo de acidos
nucléicos a nanoemulsdes catidnicas. TEIXEIRA e colaboradores (1999) avaliaram a
taxa de associacdo de uma série de ON politimidilatos contendo de 16 até 50
nucleotideos com nanoemulsdes adicionadas do lipideo catibnico estearilamina.
Uma eficiéncia de associacdo de cerca de 100% foi obtida para ON contendo 16
nucleotideos, enquanto fragmentos maiores mostraram uma reducao progressiva da

taxa de associagao, até um minimo de 50% para o ON contendo 50 nucleotideos.

Recentemente, outros autores avaliaram a influéncia de diferentes lipideos
catibnicos sobre a capacidade de associagdo de fragmentos de acidos nucléicos
(MARTINI, 2005; SILVA et al.,, 2006; FRAGA, 2007; HAGIGIT et al.,, 2008). De
acordo com SILVA e colaboradores (2006), formulagdes contendo estearilamina
mostraram eficacia de associacdo superior (90%) em relacdo a formulacbes
contendo apenas lecitina, evidenciando o efeito do lipideo catibnico na formulacao.
HAGIGIT e colaboradores (2008) compararam formulagdes para uso oftdlmico
contendo ON de 17 bases complexados a nanoemulsdes contendo trés diferentes
lipideos cationicos: OA, DOTAP e um lipideo catibnico sintético contendo dois
grupamentos amina. A taxa de complexacao foi elevada para a concentragéo de 10
MM de ON, chegando a valores de 96% para DOTAP. Essa formulagdo mostrou-se
fisicamente mais estavel e apresentou a maior capacidade de retencdo dos ON em

estudo de liberagéo in vitro.

Ainda comparando diferentes lipideos catiénicos, MARTINI e colaboradores
(2008) prepararam diversas nanoemulsdes contendo OA e DOTAP para associagao
de um ON modelo (pdTie). Independente do lipideo utlizado, os autores
demonstraram um perfil de adsorcdo caracterizado por duas etapas distintas: um
aumento progressivo da quantidade de ON associado até um maximo caracteristico
para cada lipideo catiénico (até cerca de 70 mg/g para DOTAP e 40 mg/g para OA),
seguido de uma etapa na qual a adicdo suplementar de ON ndo altera a quantidade
adsorvida, provavelmente relacionado com a saturacao dos sitios de interacdo dos

lipideos catibnicos.

No estudo de FRAGA e colaboradores (2008), a complexacdo de ON e de
DNA a nanoemulsdes catibnicas contendo estearilamina também foi elevada (95%)

em relacdo a formulacbes contendo apenas lecitina. Esta elevada taxa de
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associacao obtida nos estudos mencionados (FRAGA et al., 2008; MARTINI et al.,
2008) foi atribuida ao excesso de moléculas de lipideos catibnicos presente na
interface das goticulas, disponivel para interagir com o DNA. De maneira geral,
essas interacdes eletrostaticas governam as interacdes entre os ON e os lipideos
cationicos, sendo a relacdo de cargas o principal fator que influencia a taxa de

associacdo com as nanoemulsdes (TEIXEIRA et al., 2001a, 2001b).

3.3.4.1 Modelos de adsorgéo em interface

Estudos do mecanismo de adsorcdo de moléculas sdo de extrema
importancia no desenvolvimento de formulagbes. Um processo de adsorgao
favoravel de uma determinada molécula, provavelmente sera relacionado a um
processo de eluicdo ou liberacdo desfavoravel (PERRY e CHILTON, 1986). O
fenbmeno de adsorcdo pode ser classificado em fisico ou quimico. Quando o
adsorvato se liga a superficie apenas por forcas de van der Waals, com baixos
calores de adsorcéo, de forma néo-especifica e reversivel, denomina-se adsorcao
fisica. A adsorcdo quimica € especifica e irreversivel, geralmente envolvendo a
formacao de uma Unica camada sobre o adsorvente (SINKO, 2006). Algumas vezes,
uma etapa preliminar de adsorcdo fisica precede a adsor¢cdo quimica (NETZ e
GONZALEZ ORTEGA, 2002).

As isotermas de adsorcdo se caracterizam por uma relacdo entre a
quantidade adsorvida e a concentragdo do adsorvato, a uma temperatura constante
(PERRY e CHILTON, 1986). Sua representacado gréafica tem sido utilizada em alguns
trabalhos para demonstrar a adsorcdo de moléculas de acidos nucléicos sobre a
interface de nanoemulsdes (TRIMAILLE et al., 2003; MARTINI et al., 2007; 2008).

Existem varios modelos de adsorcdo baseados em diversas equacodes
destinadas a estimar o adsorvato presente, a uma dada temperatura. Um dos
modelos tedricos mais simples é o de Langmuir, que é utilizado para representar
sistemas com adsor¢cdo em monocamadas homogéneas, assumindo que todos os
sitios de adsorcao sdo equivalentes, finitos, bem definidos e localizados, sendo que
cada sitio pode acomodar somente uma entidade adsorvida. Além disso, assume

que o processo ocorre com interagdes laterais despreziveis entre as moléculas do
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adsorvato (PERRY e CHILTON, 1986; NETZ e GONZALEZ ORTEGA, 2002; PINO,
2005; GUO e GEMEINHART, 2008).

Em outros casos o sistema pode ser descrito pela Isoterma de Freundlich,
que é um dos modelos mais utilizados em adsorcdo ndo linear, pois além de
aplicavel a superficies muito heterogéneas, pode ser considerado também para
superficies homogéneas (PINO, 2005; GUO e GEMEINHART, 2008). As isotermas
de Freundlich correspondem a uma distribuicdo exponencial dos calores de
adsorcao, indicando uma adsor¢cdo em multicamada (PERRY e CHILTON, 1986).
Este modelo, entretanto, falha quando a concentragdo de adsorvato € muito elevada
(NETZ e GONZALEZ ORTEGA, 2002).

Os modelos de Langmuir e Freundlich sdo importantes na descricdo da
adsorcdo quimica, embora sejam igualmente importantes para a descricdo da
adsorcao fisica, juntamente com outros modelos (BANSAL e GOYAL, 2005). Os
modelos de Langmuir e Freundlich sdo os mais simples e mais utilizados para
descrever sistemas de adsorcao, apesar de terem sido inicialmente propostos para
sistemas solido-vapor. Eles descrevem isotermas do tipo |, favoraveis,
representadas por curvaturas convexas para cima nos graficos das isotermas de
adsorcao, conforme classificacdo de Brunauer e colaboradores. As curvas concavas
para cima (tipo lll) sdo as ditas desfavoraveis ao processo de adsorcdo. As
isotermas podem ainda possuir um ou mais pontos de inflexdo em suas curvaturas
(tipos Il, IV ou V) (PERRY e CHILTON, 1986; SINKO, 20086).




4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Materiais
4.1.1 Acido Nucléico

« ON antisenso de sequéncia 5’ATG TAATAT TCT TTT GAA CCA TAC GAT TCT

3’ em séries fosfodiéster e fosforotioato (Invitrogen, Brasil).

4.1.2 Outras Matérias-Primas

e 1,2-dioleoil-3-trimetil amoénio propano (DOTAP) (Sigma, EUA);
*  Glicerol (Merck, Alemanha);

* Lecitina de gema de ovo (Lipoid AG, Alemanha);

e Oleilamina (>98% de aminas primarias) (Aldrich, EUA);

» Triglicerideos de cadeia média (caprico/caprilico) (Lipoid AG, Alemanha).

4.1.3 Aparelhos e Equipamentos
* Agitador magnético TE-085 (Tecnal, Brasil);
« Balanca analitica AB204 (Mettler Toledo,Suica);

« Banho com sistema de refrigeracdo Frigomix® B equipado com aquecedor
termostatizado Thermomix® BM (B. Braun Biotech International, Alemanha);

« Bomba de vacuo VAC® V-500 (Biichi, Labortechnik AG, Alemanha);
» Centrifuga refrigerada 5417R (Eppendorf, Alemanha);

» Espectrofotbmetro de varredura, dotado de sistema multicélulas Hewlett-Packard
8452A, com programa computacional para avaliagdo e gerenciamento de dados
(software HP Chemstation);
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» Evaporador rotatorio B480 (Btichi Labortechnik AG, Suica);

*  Microscopio eletrdnico de transmissao JEM-1200 ExlII (Jeol, Japao);

* Potenciometro B474 (Micronal, Brasil);

» Viscosimetro capilar Durchlaufzeit 20-75s (Normschliff Glasgerate, Alemanha);

» Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrument, UK).

4.1.4 Reagentes e Solventes

Acetato de uranila PA (Reagen, Brasil);

« Acido cloridrico PA (Nuclear, Brasil);

« Agua ultrapura, obtida de equipamento Milli-Q (Millipore, Billerica, USA);
* Etanol PA (Quimex Ind. Quimicas, Brasil);

» Hidréxido de sddio PA (Merck, Alemanha).
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4.2 Métodos
4.2.1 Preparagdo das nanoemulsdes

As nanoemulsdes foram preparadas através do procedimento de
emulsificacdo espontanea, conforme previamente descrito na literatura (MARTINI et
al., 2008). O método consiste em solubilizar os constituintes da fase oleosa em
solvente organico e os constituintes da fase aquosa em agua. O solvente organico
escolhido foi etanol, utilizado na propor¢cdo 15:30 (etanol:agua, m/m), conforme
previamente estudado por MARTINI (2005). A fase organica é entédo vertida na fase
aquosa, com o auxilio de um funil especifico e sob agitagdo moderada e constante,
a temperatura ambiente. O solvente organico e uma porgcédo da 4gua presente sao
retirados por destilacdo sob pressdo reduzida, em evaporador rotatério, a

temperatura inferior a 50° C, até volume final desejado.

Foram preparadas trés formulagbes em triplicata em lotes de 10 mL com
diferentes composi¢des, conforme apresentado na tabela 2. A primeira delas (PC)
isenta de lipideo catibnico, contendo apenas lecitina de gema de ovo (Lipoid E-80®)
como emulsionante, servindo como controle para as demais formulacdes. A segunda
e a terceira continham os lipideos catiénicos OA (PC/OA) e DOTAP (PC/DT) além da
lecitina. A concentracgédo final de cada lipideo catiénico foi de 2 mM, correspondendo

a 0,05 e 0,14% (m/m), respectivamente.

Tabela 2. Composicao das nanoemulsdes (%, m/m) sem lipideo catiénico (PC), com
OA (PC/OA) e com DOTAP (PC/DT) em relacdo ao volume final obtido apés
evaporacao dos solventes.

PC PC/OA PC/DT
Lipoid E-80® 2,00 2,00 2,00
Triglicerideos de cadeia média 8,00 8,00 8,00
Oleilamina - 0,05 -
DOTAP - - 0,14
Glicerol 2,25 2,25 2,25

Agua q.s.p. 100,00 100,00 100,00
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4.2.2 Caracterizagao das nanoemulsdes

As propriedades fisico-quimicas das nanoemulsbes foram avaliadas
imediatamente apds o preparo e em funcdo do tempo de armazenamento. As
formulac6es foram armazenadas por 90 dias a 4° C, em frascos selados de vidro de

boro silicato ambar, do tipo I.

4.2.2.1 Determinacéo do pH

A determinacdo do pH das nanoemulsfes foi realizada sem diluicdo prévia
das formulacdes, nos trés diferentes lotes preparados. O potenciometro utilizado foi
previamente calibrado com pH 4 e 7 e os resultados foram expressos como média
de 3 determinacdes. O pH inicial determinado, imediatamente apds o preparo, foi

ajustado para cerca de 7,4.

4.2.2.2 Determinacéo do diametro de goticula

As formulacdes foram caracterizadas em termos de diametro de goticula e
indice de polidispersidade, através do espalhamento de Iluz dinamico, em
equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS. A técnica consiste na difusdo de um raio
monocromatico atraves da disperséo coloidal observando-se o espalhamento de luz
a 90° Ela determina o diametro através do moviment o Browniano das mesmas. As
amostras foram previamente diluidas em agua purificada e filtrada em membrana de
0,2 um (Millipore®). Os resultados foram expressos como média de trés
determinacdes de trés lotes preparados.

4.2.2.3 Determinagéo do potencial zeta

O potencial zeta das nanoemulsfes foi determinado através da mobilidade
eletroforética das goticulas utilizando-se um equipamento Malvern Zetasizer Nano
ZS. As amostras dos trés diferentes lotes foram previamente diluidas em solucdo de

NaCl 1 mM filtrada em membrana de 0,2 um (Millipore®) e os resultados foram
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expressos como média de trés determinacdes. As medidas foram realizadas apés
calibracdo com uma solucéo padréo a -55 mV (latex poliestireno carboxilato).

4.2.2.4 Avaliagdo morfologica

Para avaliar a morfologia das goticulas de nanoemulsdes, as diferentes
formulagBes foram visualizadas em microscoépio eletrénico de transmissédo (MET), a
80 kV de voltagem e em aumento de 100.000 vezes. As amostras foram preparadas
24 horas antes da realizacdo das analises e mantidas em dessecador. A técnica de
preparo consistiu em prévia diluicdo das amostras em agua, na propor¢cdo de 1:10
(nanoemulsdo:adgua, v/v). Apoés diluicdo, as amostras foram depositadas em
suportes metalicos de cobre com revestimento de carbono e Formvar (200 mesh) e
submetidas a contraste negativo com uma solu¢cdo aguosa de acetato de uranila a
2%.

4.2.2.5 Determinagé&o da viscosidade

A viscosidade das nanoemulsdes foi determinada através da técnica de
viscosimetria capilar, conforme preconiza a Farmacopéia Brasileira IV Edicédo (1988),
com auxilio de um viscosimetro de Ostwald. As andlises foram realizadas a 20° C,
determinando-se o0 tempo de escoamento de 5 mL de cada amostra através do

capilar. A viscosidade relativa foi determinada através da equacao 1 abaixo:

n=kltlp (Equacao 1)
Onde,

n = viscosidade absoluta (cP);

k = constante do viscosimetro (constante de Ostwald);

p = densidade do fluido a temperatura de 20 (g/mL);

t = tempo de escoamento (s).




46 MATERIAIS E METODOS

O wvalor da constante de Ostwald (k=0,0212) foi determinado
experimentalmente verificando-se o tempo de escoamento de um liquido padrdo
(dgua) e aplicando-se na férmula acima o valor de sua viscosidade tedrica a 20C
(1,0087 cP). A densidade de todas as amostras foi de 1 g/mL, experimentalmente
determinada através do uso de picndémetro. Os resultados de viscosidade foram
expressos como média de trés determinacdes dos trés lotes preparados.

4.2.3 Determinacéo da densidade 6tica (DO) dos ON

Os ON sintéticos foram obtidos de Invitrogen (Brasil) na forma liofilizada. A
guantidade real de ON adquirida foi calculada através da densidade 6tica (DO),
obtida por absorcdo em regidao do ultravioleta (UV), a 260 nm, conforme descrito

pela empresa de produtos biofarmacéuticos Eurogentec (EUROGENTEC, 2008).

Primeiramente, os ON de série PO e PS adquiridos foram hidratados para
uma concentracdo tedrica de 200 nmol/mL, de acordo com dados tedricos
fornecidos pela empresa fornecedora. Calculou-se entdo o namero de unidades de

DO atraves da equacdao 2, abaixo descrita.

OD260 = Azeo [ FD [V (Equacéo 2)
Onde,

OD 20 = unidades de DO;
Aoso = absorvancia determinada a 260 nm;
FD = fator de diluicéo;

V = volume utilizado para hidratacdo do ON liofilizado (mL).

Em seguida, para o calculo da quantidade real de ON em unidades molares e

de massa, utilizou-se as equacdes 3 e 4, respectivamente:
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6
Qnmal = OD20 [0 (Equacéo 3)
5260
Qu = PM o 1072 (Equacéo 4)

Onde,

Qmmal = quantidade de ON (nmol);
OD2s0 = unidades de DO;

& 20 = coeficiente de extingdo molar do ON (L/mol*cm);
Quw = quantidade de ON (uQ);

PM = peso molecular do ON (g/mol).

Finalmente, ajustaram-se as concentracfes das solucdes iniciais de PO e PS
para 200 nmol/mL, a partir das quais foram retiradas diversas aliquotas para

desenvolvimento de todo trabalho.

4.2.4 Desenvolvimento e validagdo de método analiti co para doseamento dos
ON

O meétodo analitico para determinacdo dos ON de série PO e PS no
ultrafiltrado, apds procedimento de ultrafiltracdo/centrifugacdo em membranas
Ultrafree® (Millipore®), foi validado com auxilio de espectrofotometro de varredura
com software HP Chemstation para avaliacdo e gerenciamento de dados. As
analises foram realizadas na regido do UV, na faixa de comprimento de onda (A) de
200 a 400 nm. Os parametros utilizados seguiram as normas de validacado de
procedimentos analiticos e de metodologias do International Conference on
Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use (ICH), Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology (ICH,
2005), as especificacdes da The United States Pharmacopoeia (USP) (USP, 2007)
bem como do Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), contida na RE n°899 de 29 de maio de

2003 (BRASIL, 2003a). Foram avaliados a linearidade, os limites de deteccédo e
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quantificacdo, a precisdo do método (repetibilidade e precisdo intermediaria), a
exatidao e a especificidade.

4.2.4.1 Selegéao do comprimento de onda

A selecdo do comprimento de onda correspondente ao maximo de absorcao
(Amax) dos ON PO e PS foi realizada através da varredura de solu¢Bes aquosas
contendo cada um dos ON na concentracao de 0,7 nmol/mL, correspondendo a 6,4
pg/mL de PO e 6,7 ug/mL de PS. A partir destas solugdes foi realizado um espectro
de varredura de 200 a 400 nm.

4.2.4.2 Avaliagéo da especificidade

Para avaliar a especificidade do método analitico utilizado, foram comparados
0S espectros de absorcdo (200 a 400 nm) das solugdes aquosas dos ON com
solucdes adicionadas de 2,25% de glicerol. As solu¢cdes continham PO ou PS na

concentracéo de 0,7 nmol/mL (6,4 pg/mL de PO e 6,7 pug/mL de PS).

4.2.4.3 Determinacédo da linearidade

Para a determinacdo da faixa de linearidade a ser utilizada na quantificacao
de PO e PS, foram realizadas trés curvas por cada dia de analise, por trés dias
consecutivos. Cada curva apresentava 7 pontos de concentracoes: 0,4; 0,5; 0,6; 0,7;
0,8; 0,9 e 1,0 nmol/mL de ON em agua, correspondendo aos pontos 3,7; 4,6; 5,5;
6,4;7,3;8,2e9,1ug/mL de POe 3,8;4,8;5,8;6,7; 7,7, 8,6 € 9,6 ug/mL de PS. A
absorvancia foi determinada trés vezes para cada amostra preparada, em
comprimento de onda de 262 nm para ambos ON, selecionado conforme

previamente descrito.

A linearidade do método foi avaliada através da analise de variancia
(ANOVA). A equacdao da reta e o coeficiente de correlacdo linear (r) para cada uma

das séries de ON foram calculados através do método dos minimos quadrados.
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4.2.4.4 Determinacédo dos limites de deteccéo e quantificacao

Os limites de deteccdo (LD) e quantificagcdo (LQ) do método analitico
desenvolvido foram determinados matematicamente, baseados no desvio padrdo
dos interceptos e na média das inclinagdes das curvas de linearidade. As equacdes
utilizadas estao descritas abaixo (equacdes 5 e 6), conforme preconizado pelo ICH
(2005):

LD :2[5 (Equacéo 5)
LQ= $ (Equacéo 6)
Onde,

s= desvio padréo do intercepto das trés curvas obtidas nos trés diferentes dias do
estudo de linearidade;
| = inclinacdo média obtida nas trés curvas obtidas nos trés diferentes dias do estudo

de linearidade.

4.2.4.5 Avaliacao da repetibilidade e da preciséo intermediaria

A precisdo do método de determinacdo de ON PO e PS foi acessada através
da repetibilidade (precisdo intradia) e da precisdo intermediaria (interdia) em dois
diferentes solventes: em agua purificada e em agua glicerinada (2,25% glicerol). A
precisdo intradia foi avaliada considerando-se uma série de analises realizadas no
mesmo dia, nas mesmas condi¢des. A precisao interdia foi avaliada considerando-se
as analises de trés dias consecutivos, realizadas por um mesmo executor, no

mesmo equipamento e nas mesmas condi¢des (BRASIL, 2003a; ICH, 2005).
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Precisdo em solugcédo aquosa

Inicialmente, para determinagdo da precisdo do método, foram avaliados os
dados da linearidade, que correspondiam a solucdes aquosas de ON PO e PSem 7

diferentes concentracdes, conforme previamente descrito.

A avaliacdo da repetibilidade foi obtida atraves do calculo dos desvios
padrdes relativos (DPR) entre as medidas de absorvancia obtidas para cada ponto
da curva padrdo, em relacdo as trés amostras preparadas em um mesmo dia,
possibilitando a determinacdo de uma faixa abrangendo estes trés valores. O DPR
calculado entre as medidas realizadas nos trés dias diferentes, calculado para cada
ponto da curva, foi utilizado na avaliagdo da precisao intermediaria do método.

Em solugé&o glicerinada

Ainda para a determinacao da precisdo do método, foram avaliadas solucfes
a 0,7 nmol/mL de PO ou PS em solugdo aquosa adicionada de 2,25% de glicerol. A
concentracéo testada corresponde ao ponto intermediario da curva padrdo. Foram

preparadas 6 amostras por dia, em trés diferentes dias.

Para avaliacdo da repetibilidade do método, calcularam-se os DPR entre as
seis amostras testadas em cada dia separadamente. Para determinagéo da preciséo

intermediaria os DPR foram calculados considerando-se os trés diferentes dias.

4.2.4.6 Avaliacao da exatidao

A avaliacdo da exatidao foi realizada através da adigcdo de uma solugédo de
concentracdo conhecida de PO e PS, separadamente, em soluc¢des glicerinadas,
representativas dos ultrafiltrados das nanoemulsbes. Foram adicionadas trés
concentracbes diferentes de ON: baixa, média e alta (correspondendo
respectivamente a 0,5; 0,7 e 0,9 nmol/mL), em triplicata. Para determinacdo da
recuperacdo de PO e PS, foram ent&o realizadas trés leituras para cada solucéo de

recuperacédo (SR). O modo de preparo destas SRs esta descrito na tabela 3.
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Tabela 3. Modo de preparo das amostras pra realizacdo do teste de recuperagéo
dos ON PO e PS por espectrofotometria de absor¢céo no UV.

Ultrafiltrado contendo ON Solucéo de ON Concentragao final de
0,75 nmol/mL (ul) 2,9 nmol/mL (ul) ON (nmol/mL)*
SR1 200 105 0,50
SR2 200 175 0,70
SR3 200 245 0,90

* Para um volume final de 900 pl.

As percentagens de recuperacdo dos ON foram calculadas através da

equacéo 7:
R :100% (Equagéo 7)
ad
Onde,

R = Porcentagem de recuperacéo dos ON (PO ou PS) (%);
Cew = Concentracdo dos ON obtida através da absorvancia determinada pelo

meétodo (nmol/mL ou pg/mL);
Cas = Concentracao tedrica de ON adicionada ao ultrafiltrado (solucdo glicerinada)

(nmol/mL ou pg/mL).

4.2.5 Associacdo dos ON as nanoemulstes

Para o estudo de associacdo dos ON as nanoemulsdes, utilizou-se
membranas de ultrafiltracdo constituidas de celulose regenerada de 30 kDa de cut

off (Ultrafree®, Millipore®) submetidas a procedimento de centrifugagéo.
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4.2.5.1 Determinacéo da taxa de recuperacado das membranas

A fim de avaliar a taxa de recuperacdo dos ON através das membranas de
ultrafiltracdo e verificar se as mesmas constituiam um fator limitante para a
passagem de ON livres em solucdo, submeteram-se solu¢cbes aquosas de PO e PS

ao procedimento de ultrafiltracdo/centrifugagéo.

Apés a otimizagdo dos parametros de centrifugacdo (tempo e velocidade),
solugcdes aquosas contendo concentragcdes crescentes do ON (0,5; 1,0; 5,0; 10 e 20
nmol/mL) foram submetidas ao procedimento de ultrafiltracdo. O ultrafiltrado foi
recolhido e a quantidade de PO e PS foi determinada por espectrofotometria na
regido do UV, em um comprimento de onda fixo de 262 nm. As concentragbes
recuperadas no ultrafiltrado foram calculadas utilizando-se as equacdes das retas
obtidas no procedimento de validacdo do método analitico, anteriormente
desenvolvido e descrito. Por diferenca entre a quantidade inicial (antes do
procedimento de centrifugacéo) e a quantidade final detectada no ultrafiltrado, foi
determinada a taxa de recuperacdo (%) dos ON através da membrana. Os

resultados foram expressos como média de duas determinacoes.

4.2.5.2 Determinacéo da taxa de associacdo dos ON

A fim de estudar a associacdo dos ON as nanoemulsfes, solu¢cdes aquosas
contendo PO ou PS em concentragcdes crescentes foram preparadas: 1,0; 5,0; 7,5;
10, 20 e 40 nmol/mL, correspondendo respectivamente a 9,1; 45,7; 68,6; 91,5; 182,9
e 365,8 ug/mL de PO e 9,6; 48,1; 72,1; 96,1; 192,2 e 384,4 ug/mL de PS. As
nanoemulsdes cationicas PC/OA e PC/DT, bem como aquela isenta de lipideo
cationico (PC) foram entdo diluidas 10 vezes e adicionadas as solu¢bes aquosas
dos ON, por mistura simples a temperatura ambiente. Em todos os casos, a

concentracéo final do meio de associacao foi de 2 mg/mL.

Ap6és trinta minutos em repouso para a formacao dos complexos, as amostras
foram colocadas em unidades de ultrafiltracdo e centrifugadas a uma velocidade de
5.000 rpm por 10 minutos, da mesma maneira que as solu¢cdes aquosas dos ON

utilizadas para o teste de recuperacdo das membranas. O ultrafiltrado obtido foi
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analisado por espectrofotometria na regido do UV em um comprimento de onda fixo
de 262 nm e as quantidades de PO e PS livres (ndo associadas), foram
determinadas. As concentracfes de ON foram calculadas utilizando-se as equacdes
das retas obtidas conforme método validado na secdo anterior. Para todas as
amostras foi realizado um espectro de absor¢éo no UV na faixa de 200 a 400 nm, a
fim de verificar a auséncia de qualquer pico interferente. Os resultados foram
expressos como a média de dois experimentos independentes e a quantidade

associada por grama de nanoemulséo foi obtida através da equacéo 8.

(C:—C/)[PM 110°®

Equacéo 8
o (Equacéo 8)

Qa=

Onde,

Qa= Quantidade de ON associado (mg de ON/g de fase interna);

Ci = Concentragao de ON inicial adicionada as nanoemulsdes (nmol/mL);

C: = Concentracéao residual de ON recuperada no ultrafiltrado (nmol/mL);

PM = Peso molecular do ON (g/mol);

Cre= Concentracéo de fase interna de nanoemulsdo no meio de associagao (g/mL).

4.2.5.3 Caracterizagao do sistema ON/nanoemulsdo

A fim de avaliar a influéncia dos ON nas propriedades fisico-quimicas das
nanoemulsdes, os sistemas formados foram avaliados quanto ao diametro e
morfologia de goticula e potencial zeta. Os experimentos seguiram as mesmas
técnicas descritas anteriormente. Para avaliagdo do diametro de goticula e do
potencial zeta, quantidades crescentes de ON foram adicionadas as nanoemulsées
cationicas. Para estudo da morfologia, solugbes aquosas de PO e PS na
concentracdo de 5 nmol/mL (45,7 pg/mL de PO e 48,1 yug/mL de PS), a qual
representa condicdes de totalidade de associacdo, foram adicionadas as trés
diferentes formula¢gdes em estudo (PC, PC/OA e PC/DT).
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4.2.5.4 Aplicacdo de modelos de adsorcéo

Apbs o célculo da quantidade de ON associado as nanoemulsdes catibnicas,
conforme descrito na secédo 4.2.5.2, foram elaboradas as representacfes graficas
das isotermas de adsorcdo dos ON de série PO e PS para as diferentes

formulagoes.

Em seguida, foram aplicados aos dados experimentais, os modelos de
isotermas de adsorcdo de Langmuir (equacédo 9) e Freundlich (equacédo 10), em sua
forma linearizada, para elaboracdo dos graficos para cada modelo. Os graficos

linearizados foram elaborados com auxilio do programa Origin 6.0.

+—  (Equacao 9)

logQ = log Kr +%|OgCeq (Equacéo 10)

Onde,

Ce = concentracao do ON livre no equilibrio (mg/mL);
Q= quantidade de ON adsorvido (mg/g de fase interna);
KL= constante de Langmuir (mL/mg);

Qm= capacidade de adsorcdo (mg/g);

Kr = constante de Freundlich;

n= constante de Freundlich.

4.2.6 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando programa Excel® versdo 2007
(Microsoft, EUA), através de ANOVA fator anico, teste t de Student e regressao

linear. Os graficos foram elaborados em programa Origin 6.0.
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4.2.7 Disposicéo de residuos

Os residuos de solventes gerados foram basicamente etanol, armazenado e
identificado conforme normas da Comissdo de Saude e Ambiente de Trabalho
(COSAT) da Faculdade de Farmacia (UFRGS). A coleta e o encaminhamento dos
residuos para posterior tratamento foram realizados conforme rotinas e
procedimentos da COSAT. Os residuos do Grupo D, classificados como n&o
reciclaveis, foram acondicionados em sacos pretos resistentes, e 0s reciclaveis em
sacos de cor azul, conforme adotado pela coleta seletiva da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS), definido pelo Sistema de Gestdo Ambiental da
instituicdo. Os residuos do Grupo E, do tipo ndo contaminado, foram descartados
separadamente dos demais residuos, em recipientes rigidos e impermeaveis. Os
residuos gerados no experimento de MET foram descartados no proprio local de

realizacdo das analises, conforme rotinas pré-existentes.
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5.1 Preparacéao e caracterizagdo das nanoemulsdes

Entre diversas técnicas existentes para preparo de nanoemulsdes, a
emulsificacdo espontanea tem sido amplamente descrita (YU et al., 1993; TEIXEIRA
et al., 2001a, 2003; SILVA et al., 2006; MARTINI et al., 2007), sendo considerada
como uma técnica simples, de baixo custo e rapida. Além disso, a emulsificacao
espontanea apresenta como vantagem o uso de temperaturas moderadas durante a
obtencdo dos sistemas (cerca de 40-50C), apenas durante a etapa de retirada do
solvente, limitando assim os fendbmenos de degradacdo dos componentes lipidicos
empregados. Diversos fatores podem influenciar as propriedades fisico-quimicas de
nanoemulsdes obtidas por essa técnica, incluindo aqueles relacionados as
condicbes de emulsificagdo, bem como a composicdo quali e quantitativa dos
sistemas (BOUCHEMAL et al., 2004; MARTINI et al., 2007).

As formulacdes e as condi¢cdes de emulsificacdo espontanea utilizadas neste
estudo foram recentemente descritas por MARTINI (2005) e FRAGA (2007). Os
trabalhos otimizaram a proporcdo, volume e tipo de solventes em uma primeira
etapa. A composicdo quali e quantitativa dos sistemas foi entdo estudada, com
énfase na avaliacdo do efeito da adicdo de quantidades crescentes de lipideos
cationicos OA e DOTAP na carga de superficie das nanoemulsdes, visto que este
parametro pode ser relacionado com o numero de sitios de interacdo disponiveis

para adsorcdo de ON, negativamente carregados.

5.1.1 Propriedades fisico-quimicas

A tabela 4 apresenta as propriedades fisico-quimicas de nanoemulsdes
obtidas através da técnica de emulsificacdo espontanea utilizando as formulacdes
propostas por MARTINI (2005).
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Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes obtidas por emulsificacéo
espontanea.

PC PC/OA PC/DT
Diametro de goticula (nm) 249 + 34 261 +9 200+11
Viscosidade (cP) 1,3+0,1 16+0,1 1,6 £0,01
Potencial zeta (mV) -34,3+2,0 49,9 + 3,9 55,5+35
pH* 7,2+0,3 8,7+0,1 6,2+0,1

* ApOs a determinacao, o pH foi ajustado para cerca de 7,4.

De acordo com os resultados da tabela 4, independente da composi¢cao da
formulacdo, um tamanho de goticula entre aproximadamente 200 e 260 nm foi
encontrado, com indice de polidispersao inferior a 0,25. Esses valores estdo de
acordo com o previsto para este tipo de nanoemulsdo obtida por emulsificacédo
espontanea (TRIMAILLE et al., 2003; FRAGA, 2007; MARTINI et al., 2007). Além
disso, observou-se diferenca significativa (p<0,05) entre os diametros apresentados
pelas formulacées PC/OA e PC/DT, que poderia estar relacionada a existéncia de
duas cadeias carbonadas em DOTAP comparado a uma existente na molécula da
OA. Resultados similares foram descritos por MARTINI e colaboradores (2008).

A viscosidade de sistemas submicrométricos, com comportamento reoldgico
do tipo newtoniano, pode ser influenciada por diversos fatores, como a concentracao
de 6leo da fase interna, a natureza do surfactante e o didmetro de goticula das
formulacGes (JUMAA e MULLER, 1998; SILVANDER et al., 2003). A viscosidade
apresentada pelas formulacdes estudadas variou entre 1,3 cP para formulacdes
contendo apenas lecitina de gema de ovo (PC) e 1,6 cP para formulacbes contendo
os lipideos catibnicos (tabela 4). Estes valores estdo abaixo do maximo sugerido
para produtos parenterais (3,9 mPa*s ou 3,9 cP), visto que essas formulagtes,
quando muito viscosas, podem provocar dor ao paciente ap0s administracao
intravenosa (JUMAA e MULLER, 2001). De acordo com PAL (1998), a viscosidade
do sistema aumenta a medida que o diametro de goticula diminui. Apesar da
variagdo observada no didmetro das goticulas das formulacdes catibnicas, sua
viscosidade permaneceu inalterada, pois a influéncia do diametro neste parametro

s6 deve ocorrer em formulagcdes contendo fracbes de Oleo maiores que 0,5,
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diferentes das formulagbes aqui estudadas, que possuem uma fragao oleosa de 0,1
(SILVANDER et al., 2003).

Em relacdo ao potencial zeta (tabela 4), a formulacdo controle apresentou
valor negativo, o que pode ser atribuido a presenca de fosfolipideos carregados
negativamente na lecitina de gema de ovo (i.e. fosfatidilserina, fosfatidilglicerol, &cido
fosfatidico), os quais em pH neutro encontram-se ionizados (LI e TIAN, 2002; LI et
al., 2008). A adicao dos lipideos catidnicos conduziu a um potencial zeta positivo,
entre +50 e +55 mV aproximadamente, indicando a localizacdo dos lipideos
catidnicos na interface O/A das nanoemulsfées. Conforme ja observado por outros
autores (HAGIGIT et al., 2008; MARTINI et al., 2008), esses valores ndao foram
influenciados de forma estatisticamente significativa (p>0,05) pelo tipo de lipideo

cationico empregado (OA ou DOTAP).

O pH obtido para as formulagcbes logo apos o preparo, variou de 6,2 a 8,7
unidades, mas foi imediatamente ajustado para proximo ao pH fisiolégico. O ajuste é
de extrema importancia para minimizar a formacdo de acidos graxos livres na
preparacdo e manter estavel o diametro médio de goticula, visando a estabilidade
quimica destas formulacdes (KLANG e BENITA, 1998; GANTA et al., 2008).
Observou-se um pH inicial mais elevado para formulagdes PC/OA, pois conforme
previamente relatado por MARTINI e colaboradores (2008), a adicdo do lipideo
cationico OA eleva o pH das emulsbes proporcionalmente. Os resultados
permaneceram na faixa de valores esperados para concentragbes de 2 mM do
lipideo. O ajuste do pH nas formula¢des PC/OA também foi realizado com o objetivo
de favorecer a forma ionizada das moléculas de OA, cujo pK é préoximo de 10
(FLORENCE e ATTWOOD, 2003; RABINOVICH-GUILATT et al., 2004).

Técnicas microscopicas tém sido utilizadas na determinacdo do tamanho das
goticulas de nanoemulsdes, confirmando resultados de outras técnicas e na
avaliacdo morfolégica da fase dispersa (HASKELL, 1998; DRISCOLL, 2006). Os

resultados da analise das nanoemulsdes por MET estao apresentados na figura 5.
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Figura 5. Fotomicrografias das nanoemulsées PC (A); PC/OA (B) e PC/DT (C),
obtidas por MET, em aumento de 100.000X.

As fotomicrografias revelam goticulas tipicamente esféricas, com bordas bem
definidas, coradas pelo contraste acetato de uranila. Além disso, um didmetro de
cerca 200 nm corrobora os resultados observados pela técnica de espalhamento de
luz dindmico (tabela 4). Nao foram observadas diferencas no tamanho e morfologia
das goticulas das diferentes formula¢ées, independente da presenca e da natureza
do lipideo catibnico utilizado.

5.1.2 Propriedades fisico-quimicas ap0s armazenamen to

Sistemas dispersos possuem indmeras vantagens na administracdo de
farmacos, mas devido a sua natureza coloidal, problemas de estabilidade existem e
devem ser controlados. Diversas forgas atuam sobre estes sistemas, podendo ser
de atracdo (Van der Waals) ou de repulsdo, como as forcas eletrostaticas, de
hidratacéo e estéricas, as quais possuem um importante papel em sua estabilizacéao
(WASHINGTON, 1996; FLOYD, 1999). Trés fases distintas estdo envolvidas no
processo de instabilizacdo: (i) cremagem ou sedimentacédo, reversivel, promovida
pelas forcas gravitacionais; (ii) floculacdo, ainda reversivel, que ocorre quando as
forcas de atracdo sdo superiores as de repulséo, e (iii) coalescéncia, irreversivel,
com completa separacao de fases (WASHINGTON, 1996; TADROS et al., 2004).
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Visando observar a estabilidade das formulagbes preparadas, elas foram
armazenadas por 90 dias a 4° C, em frascos ambar do tipo I. Os resultados da
caracterizacdo fisico-quimica das formulacbes apds 0 armazenamento estdo

apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes ap0s armazenamento a
4°C por 90 dias.

PC PC/OA PC/DT
Diametro de goticula (nm) 375+84 247 +8 178 + 4
Viscosidade (cP) 15+0,4 1,6+0,2 1,6 +0,1
Potencial zeta (mV) -45+ 6 34+0,9 45+ 35
pH 65£2,0 6,1+0,1 6,4+0,4

Como se pode observar, comparando-se as tabelas 4 e 5, os diametros
meédios das goticulas das formulacdes catibnicas ndo apresentaram variacdes
significativas (p>0,05), indicando a eficiéncia do filme interfacial na manutencao da
estabilidade do sistema. O didmetro médio determinado para as formulacdes
contendo apenas lecitina (PC) mostrou-se, contudo, aumentado, sugerindo um efeito
da carga positiva proveniente dos lipideos catidnicos (atuando como co-
emulsionantes) na estabilidade das formulacdes. Observa-se ainda que a
viscosidade das formulacdes permaneceu inalterada (p>0,05) para todas as
formulagbes estudadas.

Entretanto, observou-se uma diferenca no potencial zeta das formulacdes
antes e apos o armazenamento, que variou significativamente (p<0,05) para valores
mais negativos, tanto para formulagdes contendo apenas lecitina de gema de ovo
(PC) quanto para formulagbes adicionadas do lipideo catibnico. Paralelamente ao
decréscimo do potencial zeta, um decréscimo significativo (p<0,05) nos valores de
pH, previamente ajustados proximos ao pH fisioldgico, foram observados para as 3
formulagbes. Estas alteracbes podem estar relacionadas a formacdo de &cidos
graxos livres no sistema, a partir da oxidacdo e hidrolise dos fosfolipideos e
triglicerideos (RABINOVICH-GUILATT et al., 2004). A localiza¢do dos &cidos graxos

livres na interface se manifesta através da reducédo do potencial zeta para valores
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mais negativos, seja através do aumento do numero de cargas negativas na
interface, como nas formulagcbes PC, ou através da neutralizacdo de parte da carga
positiva decorrente da presenca dos lipideos catibnicos, como nas formulacbes
PC/OA e PC/DT (CHANSIRI et al., 1999; RABINOVICH-GUILATT et al., 2005). Além
disso, ndo foram observadas diferengas no pH entre as diferentes formulagdes, visto
que os principais contribuidores para a formacdo de &cidos graxos livres, 0s
triglicerideos e fosfolipideos, estavam igualmente presentes nas diferentes
nanoemulsdes (DRISCOLL, 2006).

5.2 Validacdo do método analitico

A validacdo de um método analitico € um processo pelo qual se verifica se as
caracteristicas de performance do método cumprem os requisitos para a aplicacao
analitica a que se destina. O desenvolvimento de uma série bem definida de
experimentos de validacdo deve garantir que todos os dados obtidos através do uso
de um método analitico sejam realmente confiaveis, pois procedimentos
inapropriados de analise podem levar a decisdes incorretas (ERMER, 2001; USP,
2007).

As medidas de absor¢do na regido do UV séo simples, de baixo custo, de facil
automatizacao, rapidas e sensiveis, por isso podem ser utilizadas na analise de
grande variedade de substancias. A identificacdo de uma molécula através da
espectrofotometria na regido do UV se da através das caracteristicas de absorcao
de energia em um comprimento de onda especifico. A elevada quantidade de
estruturas que apresentam grupamentos cromoforos como € o caso dos ON,
facilitam a utilizacdo deste tipo de método (CIENFUEGOS e VAITSMAN, 2000).

Nesta etapa do trabalho, foi realizada a validacdo do método analitico por
espectrofotometria na regido do UV para a determinacdo dos ON de série PO e PS
(figura 6) incorporados as nanoemulsdes obtidas na primeira etapa do trabalho.
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Figura 6. Estrutura quimica dos ON de série PO e PS (quimicamente modificado).

Os ON utilizados neste estudo apresentam 30 nucleotideos em sua estrutura,
cada um deles apresentando bases nitrogenadas purinicas e pirimidicas capazes de
absorver energia na regiao do UV. Conforme observado na figura 6, os ON de série
PO e PS diferem entre si apenas pela ligacdo fosfodiéster. Em PS ocorre a
substituicdo de um dos oxigénios nao ligantes do grupamento fosfato (presente em
PO) por um enxofre (COUVREUR e MALVY, 2000).

Os parametros de validacdo selecionados para o doseamento dos ON
seguiram as normas de validacdo dos procedimentos analiticos e de metodologias
do ICH, da USP e da ANVISA/RE n°899 de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003a;
ICH, 2005; USP, 2007). Segundo suas diretrizes, os testes que devem compor um
processo de validacdo incluem a linearidade, exatiddo, repetibilidade, precisao
intermediaria, especificidade, limites de deteccdo e quantificacdo, robustez.
Entretanto, cada tipo de procedimento analitico deve seguir 0s parametros que suas
caracteristicas exigem (ICH, 2005). Assim, € de responsabilidade do analista
identificar quais séo estes parametros e desenvolver protocolos proprios de
validacdo, para assegurar a confianca do método e o desenvolvimento de uma
analise apropriada. Um meétodo validado indica que o mesmo foi avaliado

estatisticamente e € adequado para o seu proposito (ERMER, 2001).
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5.2.1 Determinacdo da DO dos ON

ON sintéticos séo disponibilizados na forma liofilizada pelas empresas
fornecedoras. Entretanto, devido a alta capacidade de hidratacdo de moléculas de
acidos nucléicos, a determinacdo da massa do liofilizado ndo é confiavel para
determinar o produto final. A pesagem dos ON € apenas utilizada como um controle
aproximado do processo produtivo (EUROGENTEC, 2008).

Desta forma, a fim de determinar a quantidade real de ON adquirida, a DO
dos mesmos foi determinada por absorcdo em regido do UV, a 260 nm. Este
procedimento é de extrema importancia neste trabalho, visto que néo existe um

padrdo disponivel para comparacao durante a quantificacdo dos ON.

Uma unidade de DO é definida como a quantidade de ON que resulta na
absorvancia de uma unidade, quando dissolvida em um volume de 1 mL e
determinada a 260 nm em uma cubeta de quartzo, com caminho 6ético de 1 cm. Uma
unidade de DO corresponde aproximadamente a 33 pg de uma fita simples de DNA.
Entretanto, esta relacdo pode ser imprecisa para fragmentos de tamanhos
pequenos, como 0os ON. Além disso, a composicado das bases afeta a absorvancia
do DNA, de forma que o valor preciso da relacdo de massas com a DO deveria ser
calculado para cada sequiéncia de ON. Conforme apresentado na sec¢ao “Materiais e
Métodos”, a relacdo entre a quantidade de ON e a DO determinada foi estabelecida
com base no peso molecular e nos coeficientes de extingdo molar (€20) de PO e
PS, conforme dados das especificacdes do produto, fornecidos pela empresa
fornecedora Eurogentec (EUROGENTEC, 2008). Os resultados deste experimento
estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Célculo da quantidade de PO e PS, em nmol e pg de ON, através de
resultados provenientes da determinacdo da DO dos mesmos.

E 20 PM  Quantidade de Quantidade

ON  Absorvancia DO joemy (g/mol)  ON (nmol)  de ON (ug)

PO 0,510 141,47 291300 9146 485,7 4442,2
PS 0,334 42,83 291300 9610 147,0 1412,7
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As guantidades de PO e PS determinadas, para serem utilizadas ao longo do
trabalho, foram 485,7 e 147,0 nmol, respectivamente.

5.2.2 Selecao do comprimento de onda de leitura

Apés determinar a real concentragcdo dos ON adquiridos, ajustou-se as
solugbes previamente hidratadas para 200 nmol/mL, tanto para PO quanto para PS.
Com a diluicdo adequada para obter-se uma concentracao de 0,7 nmol/mL de ON, o
espectro de absorcdo das solugcbes aquosas de PO e PS foram tracados, em uma

regido de 200 a 400 nm, como pode ser observado na figura 7.
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Figura 7. Espectros de absorgéo de PO (A) e PS (B) em solucdo aquosa, na faixa de
200 a 400 nm.

Como observado na figura 8, espectros muito semelhantes foram obtidos para
PO (figura 7A) e PS (figura 7B), visto que a substituicdo na ligacdo fosfodiéster de
ON nao deve influenciar no coeficiente de extincdo molar e, portanto, nos espectros
de absorcao destes ON em regido do UV (COUVREUR e MALVY, 2000).

Tanto os ON de série PO quanto PS apresentaram uma absor¢cdo maxima em
um comprimento de onda de 262 nm (Anax), Semelhante ao ja descrito na literatura
para estas estruturas (260 nm) (COUVREUR e MALVY, 2000; UNGARO et al., 2003;
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FATTAL et al., 2004). Assim, todos o0s ensaios subsequientes de quantificacdo do

PO e PS foram realizados neste comprimento de onda.

5.2.3 Especificidade

A especificidade do método indica a sua capacidade de avaliar um composto
de interesse, sem equivoco, em presenca de outras substancias como impurezas,
produtos de degradacdo e adjuvantes. A especificidade pode ser comprovada
mediante a comparacdo dos espectros de absorcdo do analito na presenca e na
auséncia da mistura de adjuvantes, cujo resultado ndo deve ser afetado por estes
compostos (ICH, 2005).

Em um primeiro experimento, a avaliacdo da especificidade foi realizada
através da comparacdo dos espectros de absorcdo dos ON (0,7 nmol/mL) em
solugdo aquosa, na auséncia (figura 8A) e na presenca de glicerol (figura 8B), bem
como de uma solucéo glicerinada 2,25% na auséncia dos ON (figura 8B). O glicerol
foi escolhido por ser o Unico adjuvante adicionado a fase externa das nanoemulsdes
e que poderia estar presente no ultrafiltrado, apds o procedimento de
ultrafiltracdo/centrifugagcéo, onde deverdo ser determinadas as concentracdes dos
ON nos estudos subseqientes. O glicerol estd presente nas formulacdes em
concentracdo de 2,25% e possui a funcdo de agente isotonizante, visto que estas
nanoemulsdes objetivam o0 uso parenteral e, portanto, devem apresentar
caracteristicas de tais produtos. Considerando-se a elevada estabilidade de
moléculas de DNA em solucéo, produtos de degradacgéo ndo foram avaliados.
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Figura 8. (A) Espectros de absorcdo dos ON (PO e PS) em solugdo aquosa. (B)
Espectro de absorcéo de uma solucao glicerinada 2,25% (GLI), e adicionada dos ON
(PO e PS).

Como observado nos espectros apresentados, de fato o glicerol néo interfere
nos resultado de absorvancia no comprimento de onda de analise. Dessa forma, os
ON de série PO e PS podem ser quantificados na presenca do adjuvante a uma
concentracéo de 2,25%.

5.2.4 Linearidade

ApoOs a confirmacdo da auséncia de interferéncia dos componentes do
ultrafiltrado das formulagbes na quantificacdo dos ON, nas condi¢cdes experimentais

utilizadas, foi determinada a faixa de linearidade do método.

A linearidade representa a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em analise, dentro de um
determinado intervalo de variagdo. Ela € avaliada através da elaboracdo de uma
curva padrdo, observada graficamente, correspondendo ao intervalo das
concentracdes de interesse, e da analise estatistica dos resultados obtidos, através

da analise de regresséo linear (BRASIL, 2003a).
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As curvas padrao determinadas para quantificacédo de PO e PS foram obtidas
em uma faixa de concentragdo compreendida entre 0,4 e 1,0 nmol/mL, com sete
pontos de analise, sendo cinco pontos o minimo recomendado (BRASIL, 2003a;
ICH, 2005). A cada dia de experimento, a partir dos sete pontos preparados em
triplicata, gerou-se uma curva padrao. As determinacdes das absorvancias foram
realizadas trés vezes para cada amostra. Os graficos representativos das curvas
padrao, referentes aos trés dias de analise para PO e PS, estdo apresentados na

figura 9.
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Figura 9. Representacdo grafica das curvas padrdo obtidas para PO
(quadrado/linha) e PS (circulo/linha tracejada) por espectrofotometria de absorcao
em UV a 262 nm.

Na tabela 7 estd demonstrada a analise de variancia (ANOVA) realizada a

partir dos valores experimentais obtidos.
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Tabela 7. ANOVA dos resultados experimentais obtidos através do ensaio de
linearidade para PO e PS por espectrofotometria de absor¢cdo em UV a 262 nm.

Fontes de variacao IC_Braus de  Soma dos Variancia F calculado
iberdade Quadrados
PO Entre 6 0,065606  0,010934 3435,88 *
Regressao linear 1 0,065563 0,065563 20601,71*
Desvio de linearidade 5 0,000043  0,000009 2,71
Dentro 14 0,000045 0,000003
Total 20 0,065651
PS Entre 6 0,064414  0,010736 1160,76 *
Regressao linear 1 0,064300 0,064300 6952,24*
Desvio de linearidade 5 0,000114  0,000023 2,46 "°
Dentro 14 0,000129 0,000009
Total 20 0,064543

* Significativo para p<0,05
NS Nao significativo.

Como observado na tabela 7, ndo houve desvios de linearidade significativos
nos valores obtidos. Na analise de residuos, também nao foram detectados pontos
discrepantes (outliers). Além disso, houve significAncia entre as concentracdes
resultados da analise de linear (p<0,05),

determinadas e nos regressao

demonstrando que a avaliacao da linearidade é estatisticamente valida.

Os valores do coeficiente de correlacdo linear (r) e das equacdes da reta
obtidos por regresséo linear, através do método dos minimos quadrados, bem como

a faixa de linearidade e os limites do intercepto, estdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8. Dados do estudo de linearidade do método para PO e PS, considerando
trés dias diferentes de experimentos.

PO PS

Faixa de concentracao (nmol/mL) 0,4-1,0 0,4-1,0
y =0,2794x - 0,0032 y =0,2767x - 0,0053
Intercepto [-0,007; 0,001] [-0,011; 0,001]

r 0,9993 0,9981

Equacédo da reta
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Os intervalos dos interceptos obtidos para PO e PS incluem o valor nulo,
indicando auséncia de erros sisteméticos no método. Além disso, os valores de r
obtidos, proximos da unidade (r>0,99), demonstram a elevada relacdo existente
entre a concentracdo de ON presente na amostra e os valores de absorvancia

observados.

Adicionalmente, para comparacao das retas obtidas (figura 9), realizou-se o
teste t para igualdade de interceptos e o teste t para igualdade de inclinacdes. Os
resultados ndo demonstraram diferenga significativa (p>0,05) entre os interceptos
(Fcalculado = 0,892) nem entre as inclinagdes (Fcacuado = 0,228) das duas retas,
comprovando novamente que a modificagcdo no grupamento fosfato ndo altera a
capacidade de absorcdo de luz na regido do UV para estes ON (COUVREUR e
MALVY, 2000).

5.2.5 Limites de Deteccao e Quantificacao

O método para quantificacdo de PO e PS foi entdo avaliado quanto a sua
sensibilidade, através da determinacdo dos limites LD e LQ. O LD representa a
menor quantidade do analito que pode ser detectado em uma amostra, enquanto o
LQ representa a menor quantidade que pode ser quantificada, sob as condi¢des
experimentais estabelecidas, com precisdo e exatiddo adequadas (BRASIL, 2003a;
ICH, 2005). Os valores de LD e LQ podem ser obtidos com base no desvio padrao
do intercepto e na inclina¢cdo de no minimo trés curvas padréo, atraves de formulas
ja apresentadas neste trabalho (ICH, 2005). Calculados com base nas curvas do

ensaio de linearidade, os valores de LD e LQ estdo apresentados na tabela 9.

Tabela 9. Limites de deteccdo e quantificacdo determinados matematicamente a
partir dos valores obtidos pelas curvas padrao.

PO PS
LD (nmol/mL) * 0,0278 0,0233
LQ (nmol/mL) * 0,0927 0,0706

" Considerando 3 curvas de calibracéo, referentes aos 3 dias diferentes de andlise.
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O método apresentou sensibilidade adequada para as analises propostas e
os valores de LD e LQ mostraram-se relativamente similares para ambos os ON.

5.2.6 Precisao

A precisdo de um método analitico representa o grau de concordancia entre
uma série de medidas obtidas de amostragens mdltiplas, analisadas em diferentes
dias, por diferentes analistas, equipamentos ou laboratérios (BRASIL, 2003a). A
precisdo normalmente € expressa na forma de desvio padréao relativo (DPR) entre as
determinacdes realizadas e pode ser avaliada em trés diferentes niveis: precisdo
intermediéria, repetibilidade ou reprodutibilidade (ICH, 2005). A reprodutibilidade do
método avalia a concordancia entre resultados obtidos em diferentes laboratorios e é
um procedimento exigido para inclusdo de procedimentos analiticos a farmacopéias.

Como nao corresponde ao objetivo deste trabalho, este parametro nao foi avaliado.

Para avaliacdo do parametro precisao, preconiza-se a utilizacdo de amostras
auténticas, ou artificialmente preparadas (ICH, 2005; USP, 2007). Considerando-se
os resultados obtidos no ensaio de especificidade, que indicam auséncia de
interferéncia do glicerol nas determinacgdes, os dados da linearidade foram utilizados

para avaliagdo da precisdo do método em um primeiro momento.

A repetibilidade (precisdo intradia) representa a concordancia entre 0s
resultados dentro de um curto periodo de tempo, nas mesmas condi¢cdes de analise,
por um mesmo analista. Para determinacdo, exige-se um minimo de 9
determinacdes, em 3 concentracdes (em triplicata) abrangendo a faixa de analise
para a qual o método esta sendo validado (ICH, 2005). Desta forma, neste trabalho
foram calculados os DPR para cada ponto da curva padrdo, para cada um dos trés
dias de analise do ensaio de linearidade. Os resultados foram expressos na tabela
10 e 11, para ON de série PO e PS respectivamente, na forma de faixa de variacéo
dos DPR calculados.
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Tabela 10. Precisdo do método de determinacdo de ON de série PO por
espectrofotometria de absorcdo em UV, com base nos resultados obtidos no estudo
de linearidade.

Concentracdo Absorvancia Absorvancia Absorvancia DPR (%) DPR (%)
(nmol/mL) DIA1 DIA 2 DIA 3 Intradia Interdia ®
0,4 0,111 0,108 0,110 1,39-2,60 1,16
0,5 0,136 0,137 0,137 0,59-1,78 0,49
0,6 0,165 0,163 0,166 1,23-1,86 0,82
0,7 0,193 0,188 0,192 0,44 -1,82 1,34
0,8 0,223 0,220 0,221 0,30 - 1,15 0,79
0,9 0,243 0,246 0,248 0,89 -1,98 1,02
1,0 0,277 0,280 0,279 0,75-1,03 0,57

% Representa trés dias diferentes de analise.

Tabela 11. Precisdo do método de determinacdo de ON de série PS por
espectrofotometria de absorcdo em UV, com base nos resultados obtidos no estudo
de linearidade.

Concentragdo Absorvancia Absorvancia Absorvancia DPR (%) DPR (%)
(nmol/mL) DIA 1 DIA 2 DIA 3 Intradia Interdia 2
0,4 0,107 0,109 0,112 1,07 - 2,42 2,02
0,5 0,134 0,131 0,130 0,78-1,34 1,61
0,6 0,158 0,160 0,158 0,37 - 1,63 0,68
0,7 0,190 0,190 0,183 0,87-1,51 2,20
0,8 0,219 0,214 0,209 0,74 - 1,70 2,38
0,9 0,244 0,242 0,246 0,42 -1,64 0,70
1,0 0,276 0,277 0,271 0,24 - 1,29 1,05

% Representa trés dias diferentes de analise.

Para os ON de série PO e PS, os DPR maximos obtidos entre analises de um
mesmo dia, foram de 2,60% e 2,42% respectivamente. Ambos ocorreram para a
concentracéo de 0,4 nmol/mL de ON, provavelmente por ser a menor concentracéo,
gerando uma absorvancia também muito baixa (na ordem de 0,1) e, portanto,

passivel de maiores variacoes.
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A precisdo intermediaria (interdia) representa a variacdo intra-laboratorial, em
dias diferentes, por analistas diferentes, ou equipamentos diferentes (USP, 2007).
Para tanto, foram calculados os DPR entre os resultados da linearidade nos trés
diferentes dias de analise, os quais também se encontram expressos nas tabelas 10
e 11. Para ON da série PO, o DPR méximo obtido entre diferentes dias de analise foi
de 1,34%, enquanto para PS, o DPR maximo foi de 2,38%.

A legislacdo brasileira preconiza um DPR méaximo de 5,0% para métodos
analiticos (BRASIL, 2003a). Considerando-se ainda, o tipo de amostra analisada, a
concentracdo das solucdes, a faixa de absorvancia de determinagdo e a técnica
utilizada, o método foi considerado preciso com base nos dados do estudo de

linearidade.

Em uma segunda etapa, solucdes glicerinadas 2,25% contendo PO ou PS
foram utilizadas para avaliacdo da precisdo. O ICH e a ANVISA preconizam
também, para a determinacdo da repetibilidade do método, a verificacdo de um
minimo de seis determinacdes a 100% da concentracéo teste da amostra (BRASIL,
2003a; ICH, 2005). Desta maneira, seis amostras contendo 0,7 nmol/mL de PO ou
PS em solugéo glicerinada foram analisadas em trés dias diferentes. O DPR foi
calculado para cada dia de analise e o maior valor calculado foi de 2,03% para PO
(tabela 12) e 1,40% para PS (tabela 13). A precisao interdia também foi determinada
através do célculo do DPR entre os 3 diferentes dias, sendo observado valores de
1,16% e 0,34% para PO e PS respectivamente, conforme apresentado nas mesmas
tabelas 12 e 13.

Tabela 12. Precisdo do método por espectrofotometria de absorcdo em UV, com
base nas analises de PO e PS em solucéo glicerinada.

PO PS

méda momD? PPROD e imly 2 DPR (9
DIA 1 0,703 2,03 0,706 1,40
DIA 2 0,698 1,80 0,702 1,21
DIA 3 0,687 1,39 0,702 1,07
Interdia 0,696 1,16 0,703 0,34

& Considerando n=6, determinadas em triplicata.
® Considerando n=3.
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Os DPR inferiores a 5,0% novamente demonstraram que através desse
método pode-se determinar a concentracdo de ON de série PO e PS em solucéo

glicerinada com precisédo adequada (BRASIL, 2003a).

5.2.7 Exatidao

A exatidao é definida como a concordancia entre o resultado determinado por
um meétodo analitico com um valor verdadeiro ou aceito como referéncia (ICH,
2005). Existem varios métodos para determinacdo da exatiddo, entre os quais a
adicdo de padrao e posterior determinacdo da porcentagem de recuperacdo do
mesmo na solu¢cdo da amostra. Preconiza-se a adicdo do padrdo em 3 niveis de
concentracdes (alto, médio e baixo), em triplicata (BRASIL, 2003a; ICH, 2005).

Neste estudo, o0 método de recuperacédo foi utilizado e os resultados foram
expressos em porcentagens de recuperacao, calculados como previamente descrito
na secdo “Materiais e Métodos”. Solugbes glicerinadas de PO e PS foram
adicionadas de quantidades conhecidas de solucdo aquosa destes ON nos niveis de
concentracéo 0,5; 0,7 e 0,9 nmol/mL, preparadas em triplicata. Os resultados estédo

apresentados na tabela 13 e 14 para ON de série PO e PS, respectivamente.

Tabela 13. Resultados obtidos no teste de recuperagdo (exatidao) por
espectrofotometria de absor¢cdo em UV para PO.

Concentragcao (nmol/mL) DPR
Recuperacgéo (%) Média (%) o
Adicionada Recuperada * (%)
SR1 0,500 0,502 100,3
SR2 0,700 0,693 99,0 99,4 0,82
SR3 0,900 0,889 98,8

* Os valores representam uma média de 3 experimentos individuais, determinados em triplicata.
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Tabela 14. Resultados obtidos no teste de recuperacdo (exatidao) por
espectrofotometria de absor¢do em UV para PS.

Concentragéo (nmol/mL) ' DPR
— Recuperacéo (%) Média (%) o
Adicionada Recuperada * (%)
SR1 0,500 0,518 103,6
SR2 0,700 0,697 99,5 101,0 2,25
SR3 0,900 0,898 99,8

* Os valores representam uma média de 3 experimentos individuais, determinados em triplicata.

Os resultados apresentados nas tabelas 13 e 14 indicam taxas de
recuperacédo elevadas dos ON, compreendidas entre 98,8 a 100,3% para PO e 99,5
a 103,6% para PS. O conjunto destes resultados permitiu concluir que o método €&

exato para determinag&o dos ON.

5.3 Estudo de associa¢do dos ON as nanoemulsdes

O estudo de associacdo dos ON de série PO e PS foi realizado através da
técnica de ultrafiltracdo/centrifugacdo. Esta técnica consiste na separacdo de uma
fracdo da fase externa continua das nanoemulsdes apos centrifugacdo das mesmas
em membranas de ultrafiltracdo. Apds a centrifugacdo das nanoemulsdes contendo
os acidos nucléicos, a quantidade de ON livres (ndo complexados) € determinada no
ultrafiltrado por espectrofotometria em UV, com auxilio do método previamente
validado. O equilibrio e a estrutura do sistema ndo sofrem interferéncias, visto que a

separacao completa das fases da emulséo nao ocorre (OEHLKE et al., 2008).

A escolha de uma membrana apropriada em termos de tamanho de poro e
caracteristicas hidrofilicas € de extrema importadncia para realizacdo deste
experimento, visto que processos interacdo de moléculas com a membrana, bem
como permeacdo de emulsificantes tém sido descritos na literatura (LOBO et al.,
2006; JAMES-SMITH et al., 2007; OEHLKE et al., 2008). Neste trabalho, devido ao
carater hidrofilico e ao tamanho dos ON, foram escolhidas membranas constituidas
de celulose regenerada de 30 kDa de cut off (Ultrafree®, Millipore®). As condicdes

de centrifugacéo foram otimizadas a 5000 rpm por 10 minutos.
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Em uma primeira etapa, a fim de verificar a existéncia de limitantes para a
passagem dos ON livres em solug&o, um estudo de recuperagdo em membranas foi
desenvolvido. Concentracdes crescentes dos ON de série PO e PS em solucdo
aguosa foram ultrafiltrados/centrifugados nas mesmas condi¢cdes dos estudos de

associacao. Os resultados estao apresentados na figura 10.
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Figura 10. Estudo de recuperacao de solucdes aquosas de PO e PS em membranas
de ultrafiltracdo apds centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos. Os simbolos
representam a concentracdo de ON determinada e as barras a porcentagem de ON
recuperado.
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Visto que a recuperacdo de PO e PS no ultrafiltrado foi superior a 92% para
todas as concentragbes testadas, as membranas de ultrafiltracdo foram
consideradas adequadas para a determinacdo da taxa de associacdo dos ON as
nanoemulsdes, pois nao constituiram-se um fator limite para a passagem de ON
livres em solugdo. Em uma segunda etapa, determinou-se a taxa de associacao dos
ON as nanoemulsfes a temperatura ambiente. Os resultados foram apresentados
na forma de isotermas de adsor¢cédo na figura 11, para a adsorcdo de PO e PS as

trés formulacdes preparadas, PC, PC/OA e PC/DT.
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Figura 11. Isotermas de adsorcdo para ON de série PO e PS obtidas no estudo de
associagao por ultrafiltragdo/centrifugagao.
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A adsorcdo em uma superficie pode ser avaliada quantitativamente através
das isotermas de adsorcdo. Elas expressam a relacdo entre a quantidade da
substancia que é adsorvida (ON) por unidade de massa do adsorvente (fase interna
das nanoemulsbes), e a concentracdo do adsorvente a uma determinada
temperatura constante. Como observado experimentalmente (figura 11), a
expressao grafica da isoterma € uma hipérbole, mas depende do tipo de adsorcao
qgue ocorre. A forma da isoterma depende da natureza da substancia a ser adsorvida
e o seu perfil depende da natureza do adsorvente (NETZ e GONZALEZ ORTEGA,
2002; PINO, 2005). As isotermas de PO e PS apresentaram-se na forma de curvas
convexas para cima, representativas de isotermas do tipo |, ditas “favoraveis” a
adsorcdo. Existem ainda as isotermas “desfavoraveis” ou concavas para cima (tipo
), as “lineares” e as isotermas com um ou mais pontos de inflexdo (tipos Il, IV e V)
(PERRY e CHILTON, 1986; SINKO, 2006).

Nas isotermas observam-se duas etapas envolvidas no processo de
adsorcdo. A primeira demonstra que a adicdo de quantidades crescentes de ON a
uma mesma quantidade de fase interna de nanoemulsdo, proporciona um aumento
progressivo na adsorcdo dos acidos nucléicos. Isto ocorre até uma segunda etapa,
quando o sistema atinge um platé, em concentracdes maiores de ON. Apoés a adicao
de quantidades superiores a 96 mg de ON por grama de fase interna (ou 20 nmol de
ON/mL), o aumento na quantidade de ON adsorvido foi minimo, indicando a
provavel existéncia de um processo de saturacdo. Outros autores também ja haviam
observado este fendmeno para adsor¢cdo de ON de menor tamanho a nanoemulsdes
(TRIMAILLE et al., 2003; MARTINI et al.,, 2007; 2008; HAGIGIT et al., 2008).
MARTINI e colaboradores (2008) verificaram que a saturacdo da interface ocorria
apos a adicdo de 90 mg de ON (pdTi6) por g de fase interna. Assim, o perfil de
adsorcao parece manter-se semelhante para ON com 30 pares de bases, quando
comparados a seqUéncias menores, bem como para ON PO ou quimicamente

modificados a PS.

A formulacao contendo apenas lecitina de gema de ovo (PC) apresentou taxa
de associagao de PO e PS significativamente menor (p<0,05), de 20 a 30 mg/g de
fase interna, em relacdo as formulag6es catibnicas (superior a 40 mg/g) para a maior

concentracdo de ON adicionada (180 mg/g de fase interna). Estes resultados estdo
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de acordo com os obtidos por MARTINI (2005) para um ON modelo (pdT), de
cerca de 20 mg/g de fase interna, e com os obtidos por HAGIGIT e colaboradores
(2008) para sequéncia de ON de 17 pares de bases. De fato, essa reduzida
capacidade de adsorcéo pode ser relacionada as propriedades de superficie dessas
formulagbes, que apresentam um potencial zeta negativo, devido a presenca de
fosfolipideos negativamente carregados na lecitina de gema de ovo, como
previamente mencionado (LI e TIAN, 2002; LI et al., 2008). O acesso dos ON
negativamente carregados a interface € limitado devido a fendmenos de repulsao
eletrostatica. Entretanto, considerando que os fosfolipideos presentes na interface,
utilizados para estabilizacdo das emulsdes, sdo moléculas zwiteribnicas, se pode
sugerir que a existéncia de cargas positivas na cabeca polar dos mesmos permite a
atracdo de ON, mesmo que a carga global da superficie seja negativa (HAGIGIT et
al., 2008; MARTINI et al., 2008).

Para as formulagbes contendo os lipideos catibnicos, a capacidade de
adsorcdo dos ON aumenta substancialmente, devido as interacdes eletrostaticas
entre os lipideos catidnicos e os ON (TEIXEIRA et al., 1999; 2001a; 2003; HAGIGIT
et al.,, 2008; MARTINI et al.,, 2008). Observando-se a figura 11, se pode ainda
perceber que formulacdes contendo o lipideo catibnico DOTAP (PC/DT) parecem
permitir uma maior adsorcdo de ON que formulacdes PC/OA, especialmente para o
ON de série PS. Outros autores tém relatado este fen6meno e o relacionam a
estrutura dos lipideos catibnicos (TEIXEIRA et al., 2001a; HAGIGIT et al., 2008;
MARTINI et al.,, 2008). Considerando-se a presenca de apenas uma cadeia
hidrofébica no lipideo OA (figura 4), a interface destas emulsdes apresentaria maior
fluidez, limitando a ancoragem das moléculas de ON na interface. Os autores
também mencionam a contribuicdo de interacdes hidrofébicas suplementares,
existentes entre as monocamadas compostas por DOTAP e lecitina, devido a
presenca da dupla cadeia hidrofébica no lipideo catibnico DOTAP (figura 4).

Visando compreender melhor o mecanismo de adsorcéo dos acidos nucléicos
as nanoestruturas, modelos de isotermas de adsorcao foram aplicados aos dados
experimentais de adsorcdo. As representacdes gréficas juntamente com analise de
regressao linear, pelo método dos minimos quadrados, tém se mostrado uma

ferramenta Gtil na identificacdo e classificacdo das isotermas (DANTAS et al., 2001;
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HINZ, 2001; DU et al., 2008; GUO e GEMEINHART, 2008). Em estudos prévios, 0
calculo dos valores dos coeficientes das equacdes de cada modelo, através do
meétodo da linearizacdo (regressado linear), tem permitido a obtencdo de valores
muito préximos aos obtidos através do calculo nédo linear destes parametros
(RINGOT et al., 2007).

Dessa forma, os dados experimentais foram utilizados para elaboracéo de
graficos baseados nas equacdes das formas linearizadas dos modelos de Langmuir
e Freundlich, os mais comumente citados na literatura. O primeiro foi utilizado
porque tem sido aplicado com sucesso a diversos sistemas de adsorcao, geralmente
para baixas concentracdes de adsorvato (NETZ e GONZALEZ ORTEGA, 2002;
SINKO, 2006). Recentemente, a adsorcdo de quitosana sobre nanoparticulas
poliméricas foi descrita por GUO e GEMEINHART (2008), obedecendo ao modelo
de Langmuir em baixas concentragées. Um estudo comparando os modelos de
Langmuir e Freundlich para descrever a adsor¢cao de metais pesados, presentes em
efluentes industriais, em microemulsdes, concluiu que o melhor modelo para
descrever o sistema seria 0 de Langmuir (DANTAS et al.,, 2001). Em 2003,
TRIMAILLE e colaboradores, que estudaram a adsor¢cdo de ON modelos, também
analisaram os dados de acordo com o modelo de Langmuir. Entretanto, este modelo
e descrito em condi¢cdes ideais de adsor¢cdo em superficies totalmente homogéneas
(SINKO, 2006; NADAVALA et al., 2008). O modelo de Freundlich considera a nao
uniformidade das superficies reais e descreve bem a adsorcdo dentro de certos
limites de concentragio, ndo muito elevadas (NETZ e GONZALEZ ORTEGA, 2002;
SINKO, 2006).

Os gréficos elaborados a partir dos modelos de Langmuir e Freundlich estao
representados na figura 12. Os valores dos coeficientes de determinacdo (R?) foram
obtidos para os dois modelos, com base na regressao linear dos dados plotados,
conforme equacdes previamente descritas na se¢do 4.2.5.4 (Materiais e Métodos).

Os resultados dos valores de R? estédo apresentados na tabela 15.
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Figura 12. Representacéo linear dos modelos de adsor¢cdo de ON as nanoemulsdes
cationicas. Modelo de Langmuir para PO (A) e PS (B) e modelo de Freundlich para
PO (C) e PS (D). As linhas cheias representam os dados experimentais e as linhas
tracejadas, os dados linearizados.

Tabela 15. Coeficientes de determinacdo (R? obtidos por regressdo linear,
baseados nos modelos de Langmuir e Freundlich, para adsor¢cédo de PO e PS a
nanoemulsdes catidnicas.

PO PS

Modelos de adsorgao
PC/OA PC/DT PC/OA PC/DT

Langmuir 0,9839 0,9921 0,9993 0,9996
Freundlich 0,9619 0,9792 0,9728 0,9830
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Considerando-se a figura 12, um melhor ajuste dos dados experimentais com
os dados linearizados é visualizado nas figuras 12A e 12B, representando o modelo
de Langmuir. Com base nos valores de R? (tabela 15), estes dados se confirmam,
indicando que o modelo que melhor descreve o processo de adsorcdo dos ON nas
formulagBes catibnicas € o de Langmuir. A isoterma de Freundlich também
apresentou valores de R? superiores a 0,9, pois também pode ser aplicada a
descricdo de fenbmenos de adsorcdo em superficies homogéneas (PINO, 2005;
GUO e GEMEINHART, 2008).

Entretanto, apesar de altos valores de R? observados, na figura 12 também se
observam alguns desvios da reta nos dados experimentais, indicando que a
isoterma de Langmuir ndo descreve perfeitamente o fendmeno. No estudo de
TRIMAILLE e colaboradores (2003), os autores nao observaram linearidade nos
dados tratados pelo modelo de Langmuir, sugerindo entdo que interacdes laterais
entre as moléculas poderiam estar presentes. Além disso, 0os autores relacionam o
processo de interacdo ao fendmeno de repulsdo eletrostatica ou estérica entre 0s

ON livres e os ON ja adsorvidos.

Considerando-se a melhor concordancia do fendmeno de adsor¢cdo de ON as
nanoemulsées com o modelo proposto por Langmuir, foram calculados os valores
das constantes da equacdo descrita pelo modelo, apresentada na secédo 4.2.5.4
(Materiais e Métodos). As constantes foram calculadas com base na equacéo da
reta (y = a + bx) obtida na analise de regresséo linear dos dados plotados. Os
resultados estao apresentados na tabela 16.

Tabela 16. Constantes calculadas através das equacbes das retas, obtidas
experimentalmente na analise de regressao linear, e da equacdo proposta pelo
modelo de adsor¢édo de Langmuir.

PO PS

PC/OA PC/DT PC/OA PC/DT

Qm (mg/g) 54,23 55,62 41,37 64,72
KL (mL/mg) 38,68 69,73 226,65 509,12
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Com base nestes resultados, observa-se que os valores da capacidade
méaxima de adsorcédo (Qm) para PO e para PS correspondem aos valores maximos
observados experimentalmente nas isotermas de adsorcéo (figura 11). A constante
de Langmuir (K.) € um parametro relacionado a afinidade dos sitios de adsorcao
(RINGOT et al.,, 2007) e mostrou-se superior para ON de série PS. Para uma
elevada capacidade de adsorcdo, os dois parametros (Qn e K.) devem ser
preferencialmente altos (VIJAYARAGHAVAN e YUN, 2008).

5.3.1 Caracterizacao fisico-quimica dos complexos

Apés a demonstracdo da associagdo dos ON PO e PS com as nanoemulsoées,
os complexos formados foram caracterizados quanto a suas propriedades fisico-
quimicas e morfolégicas, para verificar a influéncia da presenca dos ON nestas
propriedades. Para avaliagdo do diametro de goticula e do potencial zeta, os
complexos foram formados em concentracdes crescentes de ON, para a mesma
concentracdo de fase interna de emulsdo catidnica. Os resultados estdo

apresentados nas figuras 13, 14 e 15.
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Figura 13. Diametro médio de goticula dos complexos formados com as
nanoemulsdes PC/OA (m) e PC/DT (o) ap0s adicdo de quantidades crescentes de
PO ou PS. Diametro médio de goticula inicial das nanoemulsdes PC/OA (o) e PC/DT
(o), antes da adicéo do ON.

Os resultados da determinacdo do diametro meédio de goticula dos
complexos, representados na figura 13, demonstram que os valores médios
permaneceram entre 170 e 350 nm, independente do tipo de ON complexado. De
maneira geral, ap0s a adicdo de quantidades crescentes do ON, observou-se um
pequeno aumento do didmetro de goticula de todas as formulacdes em relacdo aos
valores originais, antes da adicdo do ON. Entretanto, este aumento ndo parece ter
sido diretamente proporcional ao aumento progressivo das concentragdes de PO e
PS.
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Comparando-se as duas diferentes formulacdes avaliadas (PC/OA e PC/DT),
pode-se perceber uma tendéncia da formulagcdo PC/DT a apresentar um menor
diametro de goticula, especialmente apos adsorcdo do ON de série PO.
Provavelmente, isto deve estar relacionado as duas cadeias carbonadas presentes
na estrutura do DOTAP, que permitiiam uma interacdo mais forte dos ON a
interface, inclusive através de interacdes hidrofébicas suplementares, mantendo-os
mais proximos a superficie das goticulas e reduzindo o diametro hidrodinamico

determinado pela técnica.

Os resultados da avaliagdo do potencial zeta dos complexos ap6s a adicédo de

guantidades crescentes de ON podem ser visualizados na figura 14.
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Figura 14. Potencial zeta dos complexos formados com as nanoemulsdes PC/OA (m)
e PC/DT (o) ap06s adicdo de quantidades crescentes de PO ou PS. Potencial zeta
inicial das nanoemulsées PC/OA (o) e PC/DT (o), antes da adi¢cao do ON.
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Independente da natureza do lipideo catibnico (OA ou DOTAP) empregado,
observa-se uma reducao do potencial zeta das nanoemulsées com a adigdo de ON
de série PO e PS (figura 14). Apds a adicdo de pequenas quantidades de ON,
ocorre uma leve reducéo do potencial zeta positivo, inicialmente superior a +50 mV.
A adicdo de maiores concentracbes de PO e PS, conduz a uma reducao mais
intensa deste potencial, levando a uma inversdao completa dos valores originais
positivos, para valores negativos até cerca de -40 mV, indicando a neutralizacéo das
cargas positivas dos lipideos catidnicos pelas cargas negativas dos ON na interface
das nanoemulsbes. Este fendmeno tem sido descrito em outros estudos
(TRIMAILLE et al., 2001, 2003; FRAGA et al., 2008; HAGIGIT et al., 2008; MARTINI
et al., 2008). Além disso, neste experimento, a relacdo de cargas [+/-] dos
complexos caracterizados foi de 2,76; 1,38; 0,28 e 0,18, para as concentracoes 2,28;
4,57, 22,87 e 34,30 mg de PO por grama de fase interna e 2,4; 4,81; 24,03 e 36,04
mg de PS por grama de fase interna. Assim, corroborando com os resultados da
caracterizacao, formulacdes contendo proporcdo maior de ON em relacao ao lipideo

cationico conduziram a um potencial zeta mais negativo.

Ainda em relagédo ao potencial zeta, observam-se valores mais negativos para
formulagbes PC/OA em comparagdo a formulacdes PC/DT, apdés a adicdo das
maiores concentracbes de ON. Entretanto, esta diferenca ndo foi significativa

(p>0,05) para PO, nem para PS.

Em uma dltima etapa, foi avaliada a morfologia das goticulas por MET apds a
associacdo dos ON. As fotomicrografias representativas estdo apresentadas na
figura 16. Conforme descrito na secao “Materiais e Métodos”, para este estudo foram
utilizadas concentracdes de 5 nmol/mL de ON (45,7 pg/mL de PO ou 48,1 pg/mL de
PS) para a associagcdo, que correspondem a primeira etapa das isotermas de

adsorcao (figura 11), representando a totalidade de associacéo.
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Figura 15. Fotomicrografias dos complexos de PO com as nanoemulsées PC (A);
PC/OA (B) e PC/DT (C), e de PS com as nanoemulsdes PC (D); PC/OA (E) e PC/DT
(F), obtidas por MET, em aumento de 100.000X.
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Conforme as fotomicrografias, a anélise por MET permitiu a visualizacdo de
goticulas esféricas, uniformemente distribuidas e com diametro médio situado entre
100 e 300 nm, concordando com os resultados obtidos pela técnica de
espalhamento de luz dindmico (figura 15). Aléem disso, ndo foram visualizadas
alteragbes marcantes neste didmetro em relagdo as fotomicrografias das
nanoemulsdes apresentadas anteriormente (figura 5), antes da associacdo dos ON.
Entretanto, visualiza-se uma camada mais espessa no limite das goticulas oleosas,
sugerindo a presenca do PO ou PS associado a interface das nanoemulsdes. As
areas mais escuras observadas na interface ap0s a associacdo dos ON podem ser
atribuidas a elevada afinidade do contraste utilizado na técnica (acetato de uranila)
pelos &cidos nucléicos. De acordo outros autores (TARAHOVSKY et al., 1996;
CHEVALLIER, 2004; MARTINI et al., 2008), as cargas positivas existentes no
acetato de uranila se ligam irreversivelmente aos acidos nucléicos, permitindo assim

sua visualizagao por MET.

De fato, a interacdo dos ON com as nanoemulsbes parece ser de origem
eletrostatica, com a localizacdo dos mesmos na interface das nanoemulsdes,
conforme demonstrado pelas alteragbes do potencial zeta e pelo aumento no
didmetro médio das goticulas da fase interna, em acordo com os resultados ja
relatados para diferentes ON (TEIXEIRA et al., 1999, 2001a, 2003; HAGIGIT et al.,
2008; MARTINI et al., 2008).
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e O procedimento de emulsificacdo espontanea conduziu a obtencdo de
nanoemulsdes catibnicas monodispersas com propriedades fisico-quimicas

adequadas a adsorcao de ON.

* O armazenamento das formulacdes por 90 dias néo alterou significativamente o
diametro de goticula. Contudo, alteracdes no potencial zeta e no pH foram

detectadas, sugerindo a provavel formacéo de acidos graxos livres.

O método analitico validado para quantificacdo dos ON por espectrofotometria
no UV mostrou-se linear, preciso, exato e especifico para a determinacdo dos

ON de série PO e PS, sem efeito da modificagdo quimica do ON.

A eficiéncia de associacdo de PO e PS foi influenciada pela composicado da

interface das nanoemulsfes, mas nao pela modificagdo quimica dos ON.

« O fendbmeno de adsorcdo de PO e PS as nanoemulsdes foi caracterizado por
duas etapas e foi melhor descrito pelo modelo de adsor¢cdo de Langmuir,
considerando, entretanto, a possibilidade de existéncia de interagbes laterais

entre moléculas de acidos nucléicos.

* A adsorcao dos ON na interface foi evidenciada pelo aumento do diametro de
goticula, inversdo do potencial zeta e pela morfologia das goticulas oleosas

avaliadas por MET.

e O conjunto dos resultados obtidos demonstra as potencialidades das
nanoemulsdes catidbnicas obtidas como carreadores de ON com atividade

antimalarica.
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