DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DE NANOPARTICULA POLIMERICA CONTENDO LICOPENO

Mariana Dutra 1

Luiz Torres Neto 2

Gabriel Pedroso Vigozzi 3
Riciele Moreirade Morais4
Leticia Marques Colomé S

Eduardo André Bender 6

Resumo:

O cancer € definido como um conjunto de doencas provenientes de mutaces genéticas. Os fatores que levam ao
desenvolvimento desta patologia podem ser de origem interna ou externa.O licopeno é um carotendide que possui efeito
protetor direto contra radicais livres, o que justifica o seu reconhecimento como um potencial antioxidante, anticancerigeno e
antiaterogénico. Apesar de seus beneficios a salide, o licopeno apresenta grandes desafios para a utilidade clinica como a sua
baixa solubilidade e biodisponibilidade. Diante disso, a encapsulagdo em nanoparticulas se torna interessante. Dessa forma,
esse trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar nanoesferas de licopeno considerando seu potencial para o
tratamento de diferentes tipos de cancer. A suspensdo de nanoesferas de licopeno (NEL) foram preparadas utilizando o
método denominado deposicéo interfacial do polimero pré-formado por Fess et al., (1989), com adaptacdes. A fase organica
foi composta por poli(-caprolactona) (PCL), tensoativo de baixo EHL monoestearato de sorbitano (Span 60), formulagdo
sdlida de licopeno (10%) e acetona. Os componentes foram aquecidos a 40 °C para completa dissolugdo de todos os
componentes. A fase aquosa foi composta por &gua ultrapura e tensoativo de elevado EHL (polissorbato 80), sendo também
mantido em agitagdo magnética sob as mesmas condi¢des de tempo e temperatura. Posteriormente a fase organica foi vertida,
lentamente sob agitacdo moderada, através de um funil na fase aquosa, para formagdo das nanoesferas, sendo sua agitacéo
mantida por 10 minutos. Por fim, a solugdo foi concentrada a um volume fina de 10 mL em evaporador rotatério, para
eliminacdo do solvente orgénico e parte da agua. Posteriormente as suspensdes foram armazenadas em frascos ambar, em
temperatura ambiente, protegido da luz. Foram determinados tamanho de particula, o vaor de polidispersdo (Span), o
didmetro de particula, indice de polidispersdo (IPD) e o pH. Todos os resultados das analises foram representados pela média
de trés determinagdes + DP. A Nanoesfera de licopeno demonstrou um tamanho de particula e polidispersdo satisfatério,
sendo uma possibilidade para veiculacgo de substancias com potencia quimiotepéutico como o licopeno. Dessa forma, mais
estudos serdo realizados relacionados a sua estabilidade, perfil de liberagdo, bem como testes relativos a citotoxicidade em
culturas de células de alguns tipos de cancer.
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DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULA
POLIMERICA CONTENDO LICOPENO

1 INTRODUCAO

O cancer ¢ definido como um conjunto de doengas provenientes de mutacdes genéti-
cas. Os fatores que levam ao desenvolvimento desta patologia podem ser de origem interna,
sendo geneticamente pré-determinadas ligadas a capacidade do organismo de se defender das
agressoes exteriores, ou de origem externa, relacionadas ao meio ambiente, habitos e costu-
mes proprios (INCA, 2018).

A estimativa mundial mostra que em 2012, ocorreram 14,1 milhdes de casos novos de
cancer e 8,2 milhdes de Obitos, onde as maiores taxas de incidéncia foram observadas nos pai-
ses desenvolvidos como América do Norte, Europa Ocidental, Japao, Coreia do Sul, Australia
e Nova Zelandia. Para o Brasil, estima-se a ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer para
o biénio 2018-2019, sendo os mais incidentes os canceres de prostata, prostata, pulmao, mama
feminina e co6lon e reto (FERLAY et al., 2013; INCA, 2018).

Entre os 600 carotenoides naturais j& identificados, o licopeno tem o maior potencial
para extinguir o oxigénio singleto tendo um efeito protetor direto contra radicais livres, o que
justifica o seu reconhecimento como um potencial antioxidante, anticancerigeno e antiatero-
génico (LUGASI et al., 2003; JAIN et al., 2018).

Apesar de seus beneficios a saude, o licopeno apresenta grandes desafios para a utili-
dade clinica como a sua baixa solubilidade e biodisponibilidade. Além disso, certos distirbios
de satde demandam altas doses terapéuticas de licopeno e, assim, continuam sendo um desa-
fio para formas de dosagem convencionais (JAIN et al., 2016; JAIN et al., 2018). Dessa forma
um sistema de entrega que melhore a biodisponibilidade oral e a eficacia terapéutica do lico-
peno ¢ de grande importancia.

Nanoparticulas s3o sistemas que t€ém sido amplamente estudados como carreadores de
farmacos. Dentre estes sistemas existem as nanoesferas, que sao formadas por uma matriz po-
limérica onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido. Estas estruturas possibilitam a entre-
ga seletiva e controlada de farmacos, o aumento da biodisponibilidade de ativos encapsulados
¢ a reducao dos efeitos colaterais (SCHAFFAZICK et al., 2003; LIU et al., 2011).

Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar nanoesferas
de licopeno considerando seu potencial para o tratamento de diferentes tipos de cancer.

2 METODOLOGIA
2.1 Preparagdo das nanoesferas

A suspensao de nanoesferas de licopeno (NEL) foram preparadas utilizando o método
denominado deposicao interfacial do polimero pré-formado por Fessi et al., (1989), com
adaptacdes. A fase organica foi composta por poli(e-caprolactona) (PCL), tensoativo de baixo
EHL monoestearato de sorbitano (Span 60), formulacdo solida de licopeno (10%) e acetona.
Os componentes foram aquecidos a 40 °C para completa dissolucao de todos os componentes.

A fase aquosa foi composta por agua ultrapura e tensoativo de elevado EHL
(polissorbato 80), sendo também mantido em agitacdo magnética sob as mesmas condi¢des de
tempo e temperatura. Posteriormente a fase organica foi vertida, lentamente sob agitacao
moderada, através de um funil na fase aquosa, para formagdo das nanoesferas, sendo sua
agitacdo mantida por 10 minutos. Por fim, a solugdo foi concentrada a um volume final de 10
mL em evaporador rotatorio, para eliminacdo do solvente orgdnico e parte da agua.
Posteriormente as suspensdes foram armazenadas em frascos ambar, em temperatura
ambiente, protegido da luz.

2.2 Caracteriza¢do da suspensdo das nanoesferas
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O tamanho de particula foi avaliado pela técnica de difratometria de laser (DL)
utilizando o equipamento Mastersizer® 2000 (Malvern Instruments). Os dados de difragdo de
laser obtidos foram avaliados utilizando o valor Dy43), junto dos valores de d(,1), d,5) € d(0,9
da distribuicdo. O valor de polidispersdo (Span), também foi utilizado para a caracterizacio
das formulagdes.

O diametro de particula e o indice de polidispersdo (IPD) foi obtido por espalhamento
dindmico de luz (DLS), medido a 25°C utilizando o equipamento NanoBrook 90Plus Zeta®
(Brookhaven Instruments Corportation, USA).

A determina¢do de pH foi realizada com potenciémetro (Hanna®) calibrado com

solucdes tampdes de pH 4,0 e pH 7,0 diretamente nas formulagdes de nanocéapsulas. Todos os
resultados das andlises foram representados pela média de trés determinagdes = DP.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

A difratometria a laser se baseia na difracdo da luz pela particula dispersa em um
liquido. Os dados sdo obtidos e analisados usando as teorias de difragao de Fraunhofer ou de
Mie. Este método fornece dados uteis como a distribuicdo do tamanho das particulas, o
volume e o diametro médio da superficie. Neste trabalho, este método foi usado para verificar
se a formulagdo apresentava tamanhos de particulas na escala nanométrica, visto que ¢é
adequado para particulas com diametros maiores que 1 um (LANGE et al., 1995; WITT et al.,
1996).

Na figura 1 ¢ demonstrada a granulometria obtida por difracao a laser da suspensdo de
NEL. Foi observada uma distribuicdo monomodal, com uma populagdo somente, a qual
encontrava-se dentro da escala nanométrica.

Figura 1. Granulometria da suspensao de nanoesferasdeterminada por Difratometria a laser

(DL).
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Fonte: do autor, 2018.

Outra representacao que possibilita um melhor aproveitamento dos dados obtidos por
DL ¢ o grafico radar, sendo uma abordagem apresentada por Bianchin et al., (2015) (Figura
2). Este grafico considera as diferentes varidveis determinadas por DL, onde os eixos 1 a 4
correspondem aos dados relacionados ao volume das particulas: do.1)v, d.5)v d©.9)y, € D43
enquanto os eixos 5 a 8 correspondem aos dados com base no numero de particulas: d(o.1)n,
d(0.5)n, d0,9)n € Dp4,31n.

Figura 2. Grafico radar da populagao da NEL por DL.
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Fonte: do autor, 2018.

A distribuicdo do tamanho de particula pode ser calculada com base em dois modelos:
distribuicao pelo nimero ou distribuicdo pelo volume das particulas, os quais sdo utilizados
na estruturacao do grafico radar. A distribuicdo numérica atribui um valor de tamanho a cada
particula “inspecionada”, onde cada particula tem ponderagdao igual quando a distribui¢ao
final ¢ calculada. Ao contrério, na avaliagdo por volume, a distribuicao das particulas tende ao
maior “espago ocupado”. Apesar de possuirem a base do calculo diferente, nada muda entre as
representacdes (HORIBA, 2017). Considerando o presente trabalho, a suspensdo nessa
abordagem apresentou uma distribuigdo unimodal, mostrando certo grau de
polidispersividade, o que justifica o formato assimétrico do gréafico, sendo este resultado
esperado para sistemas carreadores nanométricos produzidos experimentalmente (BIANCHIN
et al., 2015). O Span obtido por DL apresentou um valor de 1,361 + 0,65, mostrando ser uma
suspensao de distribuicdo de tamanho estreita (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de Diametro de particula e IPD (ELD), Span (DL) e pH.

Diametro médio
(nm) IPD Span pH

NEL 186,45 £ 8,3 0,092 + 0,01 1,361 +£ 0,65 6,36 £ 0,06
Fonte: do autor, 2018.

O espalhamento dinamico de luz (ELD) ¢ um método especifico para particulas
nanométricas, pois se baseia no movimento Browniano destas, assim sendo um método
complementar a DL na andlise de suspensdes de nanoparticulas. O didmetro médio
encontrado por esta técnica foi de 186,45 = 8,3 com um indice de polidispersao (IPD) de
0,092 £+ 0,01, podendo-se concluir que a suspen¢ao de NEL ¢ homogénea e monidispersa,
corroborando com os dados encontrados anteriormente por DL.

4 CONSIDERACOES FINAIS

A NEL demonstrou um tamanho de particula e polidispersdo satisfatério, sendo u ma
possibilidade para veiculagdo de substancias com potencial quimiotepéutico como o licopeno.
Dessa forma, mais estudos serdo realizados relacionados a sua estabilidade, perfil de
liberagdo, bem como testes relativos a citotoxicidade em culturas de células de alguns tipos de
cancer.
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