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e Conclusoes;
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RESUMO

O glioblastoma (GB) é o tumor cerebral maligno mais frequente em adultos. O
tratamento € realizado através da resseccdo cirdrgica, combinacdo de radioterapia e
qguimioterapia com a temozolomida (TMZ) pela via oral. No entanto, a TMZ apresenta
algumas desvantagens, como a necessidade de administracdo de elevadas doses
sistémicas para atingir a concentracdo cerebral, acarretando em graves efeitos
colaterais. As nanoemulsfes vém sendo muito estudadas para administracdo atraves da
via nasal, que estd anatomicamente ligada ao SNC, facilitando a liberacéo cerebral de
farmacos. Além disso, a utilizacdo de polimeros termorresponsivos como 0s
poloxameros pode ser Util para melhorar as propriedades das nanoemulsbes para
administragdo nasal. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
nanoemulsées contendo TMZ, com incorporacdo do poloxamero 407 para
administragdo nasal visando o tratamento de GB. A primeira etapa do trabalho foi o
desenvolvimento de um método analitico e bioanalitico para quantificacdo da TMZ em
diferentes matrizes. Os resultados mostraram que 0 método desenvolvido demonstrou
ser linear, preciso, exato e robusto, com baixos limites de detec¢dao (0,01 pg/mL) e
quantificagdo (0,05 a 5 pg/mL). Apos, as nanoemulsdes foram caracterizadas quanto
ao diametro, indice de polidispersdo, potencial zeta, pH, teor e morfologia. As
nanoemulsfes apresentaram tamanho de goticula nanométrico e uma populacdo
monodispersa. Também foram avaliadas a viscosidade e a for¢ca mucoadesiva, estudos
de permeacdo/retencdo através da mucosa nasal, distribui¢do cerebral e plasmatica da
TMZ, além da atividade antitumoral in vitro e in vivo. A adi¢do do poloxamero 407
resultou em aumento da viscosidade das formulacdes, forgca mucoadesiva, controle da
liberacdo do farmaco, além de maior retencdo do farmaco na mucosa nasal suina. A
NTMZ-P10 reduziu a distribuicdo plasmatica da TMZ, aumentou a concentragdo em
2,8 vezes no cérebro em comparacdo a F-TMZ e reduziu significativamente o volume
tumoral dos animais em relacdo ao grupo controle. Os resultados demonstram o
potencial da NTMZ-P10 como um sistema a ser utilizado para o tratamento de

glioblastoma através da via nasal.






ABSTRACT

Development of thermoresponsive nanoemulsions containing temozolomide for nasal
administration: analytical, pharmacotechnical and biological studies aimed at assessing

antitumor activity on glioblastoma

Glioblastoma (GB) is the most common malignant brain tumor in adults. Treatment is
by surgical resection and combination of radiotherapy and chemotherapy with oral
temozolomide (TMZ). However, TMZ has some drawbacks, such as the need of high
systemic doses to achieve brain concentration, leading to serious side effects.
Nanoemulsions have been widely studied for administration through the nasal route,
which is anatomically linked to the CNS, favoring the cerebral release of drugs. In
addition, the use of termoresponsive polymers such as poloxamers may be useful for
improving the properties of nanoemulsions for nasal administration. In this context,
the objective of this study was to develop TMZ-loaded nanoemulsions with the
incorporation of poloxamer 407 for nasal administration to GB treatment. The first
stage of the work was the development of an analytical and bioanalytical method to
quantify the TMZ in different matrices. The results showed that the developed method
proved to be linear, precise, accurate and robust, with low detection limits (0.01
ug/mL) and quantification (0.05 to 5 pg/mL). Next, nanoemulsions were characterized
by diameter, polydispersion index, zeta potential, pH, content and morphology. The
nanoemulsions presented nanometric droplet size and a monodisperse population.
Viscosity and mucoadhesive strength, permeation/retention through the nasal mucosa,
brain and plasma TMZ distribution, as well as in vitro and in vivo antitumor activity
were also evaluated. The addition of poloxamer 407 resulted in increased viscosity of
formulations, mucoadhesive strength, drug release control, and increased retention of
the drug in porcine nasal mucosa. NTMZ-P10 reduced the plasma distribution of
TMZ, increased brain concentration 2.8-fold compared to F-TMZ, and significantly
reduced the tumor volume of animals compared to the control group. The results
demonstrate the potential of NTMZ-P10 as a system to be used for nasal glioblastoma

treatment.
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Os gliomas compreendem um grupo de tumores do Sistema Nervoso
Central (SNC) caracterizados por sua elevada agressividade e malignidade
(DANHIER et al., 2015; MESSAOUDI et al., 2014), como os glioblastomas
(GB), que compreendem os tumores cerebrais primarios mais comuns em adultos
(LAWS; SHAFFREY, 1999; VAN WOENSEL et al.,, 2013). Os GB séao
classificados como tumores de grau IV e exibem caracteristicas de extrema
malignidade, incluindo proliferacdo vascular, necrose e resisténcia a radio/
quimioterapia. Além disso, o progndstico para pacientes diagnosticados com GB
é bastante desfavoravel, pois se observa uma sobrevida média de apenas 12 a 14
meses, sendo que menos de 3% dos pacientes acometidos pela doenga atingem
uma taxa de sobrevivéncia de até cinco anos (DANHIER et al., 2015;
ERYLLMAZ et al., 2017; FANG et al., 2016).

O tratamento para GB € um dos mais dificeis dentre os tipos de cancer.
Isso se deve a fatores relacionados a este tipo de tumor, como a grande
variabilidade histopatoldgica e a elevada taxa de proliferacdo (DAI; HOLLAND,
2001; FANG et al., 2016). Além disso, as células de GB tém grande capacidade
de infiltrarem-se difusamente no tecido cerebral, impossibilitando a resseccéo
completa de tecido canceroso e, portanto, a recorréncia do tumor se torna quase
inevitdvel (ERYLLMAZ et al., 2017; FANG et al., 2016; MESSAOUDI et al.,
2014).

Além da resseccdo cirurgica, o atual tratamento para o GB também é
realizado pela combinagdo de radio/quimioterapia com temozolomida pela via
oral (TMZ) (DANHIER et al.,, 2015; ERYLLMAZ et al., 2017; KIM et al.,
2015b). A TMZ atua como um agente alquilante de DNA através da metilacdo
das bases de guanina e de adenina, conduzindo a quebras de dupla cadeia de
DNA, parada do ciclo celular e consequente morte celular por apoptose (FANG
et al.,, 2016; ZHANG; F.G. STEVENS; D. BRADSHAW, 2011). A TMZ
apresenta desvantagens que comprometem a eficacia do tratamento, como curto
tempo de meia-vida e necessidade de administragédo de elevadas doses sistémicas

para atingir niveis terapéuticos no cérebro, acarretando em efeitos colaterais
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graves como dores de cabeca, nauseas, fadiga, depressdo da medula dssea e
ulceragdes orais (KHAN et al., 2016a; KIM et al., 2015b).

Como alternativa, a administragéo nasal tem se mostrado promissora para
administracdo de farmacos direcionados ao SNC, que apresentam reduzida
biodisponibilidade cerebral apds administracdo intravenosa ou oral. A via nasal
apresenta a vantagem de estar anatomicamente ligada ao SNC por meio da via
olfatéria, evitando a seletividade da barreira hemato-encefalica (BAHADUR,;
PATHAK, 2012a; SHAH; YADAV; AMUI, 2013). Além disso, essa via ndo
apresenta interferéncia do metabolismo de primeira passagem, além de ser nédo
invasiva e de facil administracdo, contribuindo para adesdo do paciente ao
tratamento (FONSECA et al., 2014). Contudo, a administracdo nasal apresenta
limitacbes, como o clearance mucociliar, baixa permeabilidade do epitélio nasal
a alguns farmacos e degradacdo enzimatica (FONSECA et al., 2014; GRASSIN-
DELYLE et al., 2012). Assim, 0s nanosistemas podem ser promissores para o
direcionamento cerebral dos farmacos pela via nasal devido a sua rapida
absorcdo, biodegradabilidade e diametro reduzido (ALAM et al., 2010; KHAN et
al., 2016a).

Dentre 0s sistemas nanoestruturados, encontram-se as nanoemulsdes O/A
(NE) que sdo dispersbes nanométricas de goticulas de 6leo em &gua estabilizada
por um sistema tensoativo (BAJERSKI et al., 2016; BRUXEL et al., 2012). A
reduzida viscosidade desses sistemas pode ser considerada como um fator
limitante para a mucoadesdo a cavidade nasal. Tal caracteristica pode ser
aprimorada com a adicdo de polimeros, como 0s poloxameros, que constituem
um grupo de copolimeros formados por blocos de éxido de etileno e de propileno
(OP) dispostos em uma estrutura tribloco (DUMORTIER et al., 2006). O
poloxamero 407  apresenta uma  propriedade  conhecida  como
termoresponsividade que se caracteriza pela temperatura de transicdo do estado
de solucéo para gel (Tsol-gel). Abaixo dessa temperatura, a amostra permanece
fluida, e acima, a solucgéo se torna semissélida (DUMORTIER et al., 2006). O
uso desses polimeros tem sido descrito na composicdo de sistemas de liberacdo

de farmaco para a via nasal com vistas ao tratamento de doencas do SNC, devido
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ao aumento do tempo de permanéncia do farmaco na cavidade nasal, retardo na
taxa de liberacdo e, ainda, no coeficiente de permeabilidade e aumento da
concentracédo cerebral (SALAMA et al., 2012; SHELKE et al., 2016).

Até o momento, nenhum estudo envolvendo o desenvolvimento de
nanoemuls@es termoresponsivas contendo TMZ para utilizagdo através da via
nasal, visando o aumento da absorcdo do farmaco no SNC foi encontrado na
literatura. A partir do exposto, considerando o grande interesse da area
farmacéutica no desenvolvimento de novas terapias para o tratamento de doengas
do SNC, e a possibilidade de aumento da liberacdo do farmaco para o cérebro
através da via nasal, este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de
nanoemulsdes termorreversiveis para a liberacdo cerebral de temozolomida

visando o tratamento de glioblastoma.
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Objetivo geral

Desenvolvimento de nanoemulsdes termoresponsivas contendo temozolomida
como um sistema de liberacdo para administracdo nasal do farmaco ao Sistema

Nervoso Central com vistas ao tratamento de glioblastomas.

Objetivos especificos

e Validar método analitico e bioanalitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para a determinacdo da temozolamida em formulagdes e

amostras biologicas obtidas nos ensaios in vitro e in vivo.

e Desenvolver nanoemulsdes termoresponsivas contendo temozolamida por

emulsificacdo espontanea destinada a administracdo nasal.

e Caracterizacdo fisico-quimica, morfoldgica e reoldgica das nanoemulsdes

desenvolvidas.

e Avaliar o perfil de liberacdo, permeacéo e retencdo da temozolamida em
pele de orelha suina a partir das nanoemulsdes utilizando-se células de

difusdo de Franz.

e Examinar a distribuicdo plasmatica e cerebral da temozolamida em ratos a

partir das nanoemulsdes administradas por via nasal.

e Avaliar da toxicidade in vitro das nanoemulsdes desenvolvidas em células

de glioma C6.

e Investigar in vivo do efeito antiproliferativo das nanoemulsdes sobre o

crescimento dos gliomas em modelo murino.
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1. GLIOMAS

Os gliomas estdo entre os tumores cerebrais primarios mais comuns em
adultos, representando mais de 70% dos tumores cerebrais malignos
(GUSYATINER; HEGI, 2018).

Uma das caracteristicas mais marcantes dos gliomas é a presenca de
células tumorais que perniciosamente invadem o parénguima do SNC a sua volta
(PISAPIA, 2017). Como principal consequéncia aos pacientes acometidos por
gliomas, é o grande comprometimento do tecido nervoso periférico ao tumor,
resultando em edemas, alteragdes cognitivas, cefaleia e hemiparesia progressiva
(GIROLAMI et al., 2000).

Até recentemente, os diagndsticos dos gliomas eram realizados e
classificados somente com base na histopatologia dos tumores, obtendo-se
informacg6es importantes sobre o prognostico dos pacientes. Entretanto, nas duas
Ultimas décadas, evidenciou-se que algumas caracteristicas moleculares se
correlacionam melhor com a biologia dos gliomas do que o diagndstico
histologico (LOUIS et al., 2016). Devido a isso, na classificagdo de tumores do
SNC da OMS de 2016 (a atualizacdo mais recente da quarta edi¢do publicada em
2007), caracteristicas histologicas e moleculares sdo integradas na defini¢do de
maultiplos tipos de glioma. Nessa nova classificacdo da OMS, os gliomas difusos
incluem os tumores astrociticos de grau Il e 111, os oligodendrogliomas de grau Il
e 11, os glioblastomas de grau IV, assim como os gliomas difusos da infancia.
Essa abordagem deixa aqueles astrocitomas que possuem um padrdo de
crescimento mais circunscrito, falta de alteracdes na familia de genes IDH,
frequentemente tém alteracdes de BRAF (astrocitoma pilocitico, xantastrostoma
pleomorfico) ou mutagbes TSC1/TSC2 (astrocitoma subependimério de células
gigantes) distintos dos gliomas difusos. Em outras palavras, astrocitoma difuso e
oligodendrogliomas s&o agora nosologicamente mais semelhantes do que
astrocitoma difuso e astrocitoma pilocitico (LOUIS et al., 2016).

Os glioblastomas (GB) sao divididos em (1) GB, IDH-selvagem (cerca de

90% dos casos), que corresponde mais frequentemente ao GB primario ou
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clinicamente definido e predomina em pacientes com mais de 55 anos de idade;
(2) GB, IDH-mutante (cerca de 10% dos casos), que corresponde ao chamado
GB secundario com uma histéria prévia de glioma difuso de baixo grau e ocorre
preferencialmente em pacientes mais jovens (OHGAKI; KLEIHUES, 2013).

Dentre os gliomas, o GB (grau IV) é o tumor cerebral primario mais
comum e devastador, caracterizado histologicamente por consideravel
celularidade e atividade mitotica, proliferacdo vascular e necrose (DAL,
HOLLAND, 2001; OMURO; DEANGELIS, 2013). Como as células desses
tumores variam em tamanho e forma, ou seja, sd@o pleomorficas, os glioblastomas
foram denominados glioblastomas multiformes, um termo que ndo estd mais em
uso. O glioblastoma e outros gliomas malignos sdo altamente invasivos,
infiltrando o parénquima cerebral circundante, embora sejam tipicamente
confinados ao SNC e ndo metastatizam (OMURO; DEANGELIS, 2013).
Aproximadamente metade de todos os glioblastomas em adultos infiltram mais
de um lobo e aproximadamente 5% crescem multifocalmente (DJALILIAN;
SHAH; HALL, 1999).

Atualmente, o tratamento para GB conta com a ressec¢do cirlrgica,
associada a radioterapia e quimioterapia pela temozolomida, tendo essa ultima
grande limitacdo devido as restricbes impostas pela barreira hematoencefalica
(BHE), além dos graves efeitos colaterais (BRANDES et al., 2000). Além disso,
a dificuldade de completa remocao cirurgica dos gliomas é extremamente dificil,
em virtude da natureza invasiva dessas células tumorais, que infiltram o tecido
cerebral adjacente (GROBBEN; DE DEYN; SLEGERS, 2002). Dessa forma, a
recorréncia do tumor € quase inevitavel, uma vez que uma populagdo de células
tumorais invariavelmente permanece no SNC. O prognostico para pacientes
diagnosticados com GB é considerado bastante desfavoravel, pois se observa
uma sobrevida média de 12 a 14 meses, sendo que menos de 3% dos pacientes
acometidos pela doenca atingem uma taxa de sobrevivéncia de até cinco anos
(DANHIER et al., 2015; ERYLLMAZ et al., 2017; FANG et al., 2016).

2. TEMOZOLOMIDA
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A temozolomida (TMZ) é um quimioterapico utilizado pela via oral que
tem um papel estabelecido no tratamento de GB. A TMZ (3,4-di-hidro-3-metil-4-
oxoimidazo [5,1-d] -as-tetrazina-8-carboxamida) € uma molécula pequena
(194.15 Da) (Figura 1), lipofilica, pertencente a classe de agentes alquilantes,
como um derivado da imidazotetrazina, e atua ligando covalentemente um grupo
metil as bases de guanina e adenina no DNA do tumor (ZHANG; F.G.
STEVENS; D. BRADSHAW, 2011). Isso causa um erro do DNA durante a
replicacdo celular e, através da acdo do sistema de reparo incompativel, leva a
apoptose das células tumorais e a regressao tumoral (WHITELAW, 2019).

A TMZ atua como um pro-farmaco, estdvel em pH 4&cido, uma
propriedade que permite a administracdo oral, porém, com um tempo de meia-
vida plasmatico de 1,8 horas a pH 7,4. A TMZ € rapidamente absorvida intacta,
mas depois sofre metabolizacdo espontanea para formar monometil triazeno 5-(3-
metiltriazen-1-il)-midazol-4-carboxamida (MTIC), que possui a atividade
citotéxica (ZHANG; F.G. STEVENS; D. BRADSHAW, 2011).
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Figura 1. Estrutura molecular da temozolomida (ZHANG; F.G. STEVENS; D.
BRADSHAW, 2011).

Embora a TMZ ofereca alguma esperanca aos pacientes com GB, uma
taxa de sobrevida de 5 anos € alcancada por apenas 9,8% dos pacientes (STUPP,
2009; STUPP et al., 2005). A TMZ apresenta diversos efeitos colaterais, sendo as
toxicidades mais comuns efeitos colaterais no trato gastrointestinal, como
nauseas e vOmitos, aléem de mielossupressdo. Semelhante a outros agentes

alquilantes, a TMZ pode exibir potencial efeito leucemogénico. Embora rara, a
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TMZ tem sido associada ao desenvolvimento da sindrome mielodisplasica e a
neoplasias secundarias como linfoma (TRINH; PATEL; HWU, 2009). Além dos
efeitos colaterais, a eficacia do tratamento também esbarra na quimiorresisténcia
desenvolvida pelo tumor. O mecanismo mais bem documentado de resisténcia a
TMZ é mediado pela proteina de reparo do DNA, MGMT (O°-metilguanina
metiltransferase), que remove os grupos metil das lesdes O6-methylguanine (O6-
MeG) que surgem do tratamento com a TMZ (PERAZZOLI et al., 2015;
WIRSCHING; GALANIS, 2016).

3. VIA NASAL

Tradicionalmente, a via nasal era apenas utilizada para administracdo de
farmacos para tratamento de disturbios locais tais como congestao nasal, sinusite
e infeccOes nasais. Posteriormente, a absor¢do nasal passou a explorada para a
liberacdo sistémica de certos farmacos, com baixo peso molecular, peptideos e
pequenas proteinas, como alternativa a sua administracdo por injecdes
parenterais (ILLUM, 2003).

Entretanto, durante as Ultimas décadas, a via nasal tem sido cada vez mais
estudada para a liberacao cerebral de farmacos com a finalidade de tratamento de
doencas cerebrais especificas, como por exemplo, doencas neurodegenerativas e
psiquidtricas, epilepsia além de tumores cerebrais (ILLUM, 2012;
KOZLOVSKAYA; ABOU-KAOUD; STEPENSKY, 2014).

A administracdo nasal de farmacos tem sido um campo em rapido
desenvolvimento. No entanto, ndo se sabe exatamente quais s&0 0S mecanismos
que levam a liberacdo de medicamentos ao cérebro apds a administracdo nasal.
Algumas evidéncias demonstram que o farmaco pode atingir o cérebro por varias
vias diretas e indiretas. O farmaco que é depositado na cavidade nasal pode
escapar a degradacdo enzimatica e a rapida depuracdo normal pelo sistema
mucociliar, sofrer captacdo nas células das vias nervosas olfativas ou trigémeas
ou absorcdo na circulacdo sisttmica (DHURIA; HANSON; FREY, 2010;
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GIZURARSON, 2012; LOCHHEAD; THORNE, 2012; PARDESHI;
BELGAMWAR, 2013).

Cada fossa nasal é dividida em trés segmentos: o vestibulo, o atrio e o
corneto (que por sua vez e dividido em superior, concha média e inferior). A
zona respiratéria (ao redor do corneto inferior) é o local principal para a entrada
sistémica de drogas devido a sua alta area superficial (120 a 150 cm?) e seu
cérion altamente vascularizado e permeavel (GRASSIN-DELYLE et al., 2012).

Alguns estudos sugerem que os farmacos podem chegar ao SNC por meio
de transporte extracelular ou intracelular ao longo dos nervos olfativos, e que
essa pode ser a principal via para a liberacdo cerebral de farmacos apds
administracdo nasal (DHURIA; HANSON; FREY, 2010; KOZLOVSKAYA;
ABOU-KAOUD; STEPENSKY, 2014).

Os ramos do nervo trigémeo inervam o epitélio respiratério e olfativo da
cavidade nasal. Assim, a via trigeminal, pode ser uma importante via direta de
liberacdo cerebral de farmacos. Trés ramos do nervo trigémeo (divisdo oftalmica,
divisdo maxilar e divisdo mandibular) se fundem no ganglio do trigémeo, entram
no SNC e terminam nos nucleos espinhais do trigémeo no tronco cerebral.
Portanto, € possivel uma relacdo cruzada entre as rotas trigeminal e olfativa na
liberacdo cerebral dos farmacos.

Existem varias razBes pelas quais a liberacdo cerebral através da via nasal
é de grande interesse, incluindo: 1) Esta via pode liberar o farmaco diretamente
ao cérebro, ignorando a barreira hematoencefélica (BHE), que é considerada
impermeavel a quase 100% dos farmacos macromoleculares e a mais de 98% dos
farmacos de moléculas pequenas (GAO; PANG; JIANG, 2013); 2) Por essa via
ndo ha metabolismo gastrointestinal ou efeito de primeira passagem que pode
inativar uma fracdo substancial do farmaco administrado; 3) A administracdo
nasal pode diminuir o tempo para o inicio da acdo dos medicamentos no SNC,
especialmente para tratamento da dor e enxaqueca (VELDHORST-JANSSEN et
al., 2009). Essas e outras vantagens da administragcdo nasal sdo potencialmente
relevantes levando em consideracdo a ineficiéncia da liberacdo de farmacos no
SNC por meio de vias sisttmicas (KOZLOVSKAYA; STEPENSKY, 2013).
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4. ADMINISTRACAO NASAL DE NANOEMULSOES

A administracdo nasal tem se tornado uma area de interesse crescente para
administracdo de medicamentos. Por ser uma via indolor ndo invasiva e de vérias
vantagens praticas, representa uma maneira favoravel de administracdo de
medicamentos (CHOUDHURY et al., 2017; COMFORT et al., 2015).

O avanco na utilizacdo de sistemas nanoparticulados nas ultimas décadas
tem permitido a veiculacdo e melhorias nas propriedades biofarmacéuticas de
diversos agentes terapéuticos com certas limitagdes, como toxicidade, baixa
solubilidade ou elevada degradabilidade. Além disso, 0s nanocarreadores
também possibilitaram a permeacdo atraves de barreiras bioldgicas, mostrando,
assim, a potencialidade da nanotecnologia para a liberacdo de farmacos a 6rgao
especificos, como por exemplo, o cérebro (KOZLOVSKAYA; STEPENSKY,
2013). Dentre os sistemas nanoparticulados de liberacdo estdo as nanoemulsdes
(NE), dispersdes de 6leo-em-agua (O/A) ou agua-em-6leo (A/O), compostas por
cerca de 10 a 20% de dleo, estabilizado com 0,5 a 2% de tensoativo, onde o
farmaco pode estar solubilizado, disperso e/ou adsorvido preferencialmente na
fase interna da nanoestrutura (BAJERSKI et al., 2016; CALDERO; GARCIA-
CELMA; SOLANS, 2011; SINGH et al., 2017). As NE sdo sistemas
cineticamente estaveis (sem floculacdo aparente ou coalescéncia durante longo
prazo de armazenamento), com reduzido didmetro médio de goticula (20 a 400
nm) e distribui¢do uniforme de tamanho (RAI et al., 2018).

Diferentes métodos de preparacdo das NE sdo descritos na literatura,
sendo divididos em dois principais grupos: 0os métodos de baixa energia e os de
alta energia. Os meétodos de baixa energia utilizam as propriedades fisico-
quimicas intrinsecas aos componentes, como a emulsificacdo espontanea,
inversdo de fases e temperatura de inversdo de fases. J& os métodos de alta
energia necessitam de equipamentos para gerar forgas de maior grau para quebrar
as forcas intermoleculares de atracdo, as ligacdes de hidrogénio e as forcas de

Van der Waals que existem entre os liquidos de tenséo superficial muito alta e
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muito baixa, como ultrassons, microfluidizadores e homogeneizadores de alta
pressdo (RAI et al., 2018; SINGH et al., 2017). Portanto, a selecdo dos materiais,
a concentracao apropriada, ordem de adicdo, o método apropriado de preparacao
e a velocidade de agitacdo ideal/tensdo de cisalhamento sdo o0s principais
aspectos a serem considerados antes do desenvolvimento de uma formulagéo de
qualidade.

Devido a estabilidade, reduzido tamanho de goticula, além de boas
propriedades de solubilizacdo, as NE representam uma boa estratégia para
veiculacdo de farmacos por diferentes vias de administracdo. Também devido a
menor tensdo superficial entre a fase oleosa e aquosa, mais dificil é a
aglomeracdo ou precipitacdo da formulacdo e consequentemente, a possibilidade
de formacdo de cremes ou sedimentacdo (RAI et al., 2018; SUTRADHAR,;
AMIN, 2013).

Isso ajuda a atravessar a barreira das membranas bioldgicas por alteracéo
reversivel do arranjo celular, melhorando a interacdo com as células apds a
solubilizacdo da barreira lipidica ou a fusdo da interface lipidica de duas camadas
com a parede celular (BASPINAR; BORCHERT, 2012; RAl et al., 2018).

Além disso, pesquisas recentes se concentram no direcionamento cerebral
através da regido olfativa da via nasal para administracdo de medicamentos, a fim
de evitar a natureza impermeavel da barreira hemato-encefalica (BHE), que
limita a chegada dos farmacos no cérebro pela circulagdo sistémica
(CHOUDHURY et al., 2017). Uma abordagem para melhorar a permeabilidade
cerebral, contornando a BHE foi realizada para a administracdo da Ciclosporina-
A. A administracdo pela via nasal do farmaco em um sistema nanomulsionado
ajudou a contornar a barreira imposta pela BHE promovendo um aumento
gradual na propor¢do da concentracdo cerebro-sangue ap0s 4 horas da
administracdo (YADAV et al., 2015).

Apesar da via nasal ser promissora para a liberacdo de farmacos ao SNC,
ha algumas desvantagens que podem limitar a eficiéncia no direcionamento
cerebral do farmaco, como o baixo volume da cavidade nasal, menor tempo de

permanéncia devido a depuracdo mucociliar e baixa permeabilidade de certos
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farmacos (CHOUDHURY et al., 2017; ILLUM, 2003). Além disso, um sistema

pouco Vviscoso pode acarretar em permanéncia na mucosa nasal por tempo

insuficiente para a liberacdo do farmaco (ILLUM, 2003). Esses aspectos devem

ser considerados durante o desenvolvimento de uma formulacdo nasal, podendo

ser contornados através do uso de polimeros mucoadesivos (como quitosana) ou

polimeros de gelificacdo in situ (carbopol, poloxdmero) para prolongar o tempo
de permanéncia na cavidade nasal (HOSNY; BANJAR, 2013; KHAN et al.,

2018; SALAMA et al., 2012; SHELKE et al., 2016).

Tabela 1. Exemplos de nanoemulsfes, com métodos de obtencdo e agentes
mucoadesivos utilizados visando a administracdo nasal de farmacos para o SNC.

Farmaco Método Composicao AdjuvanFe Ref.
mucoadesivo
Acido rosmarinico
/@ EE TCM + lecitina de gema de  Quitosana (0,1%, (FACHEL et
g ¢ ovo vIV) al., 2018)
HOWOACOQH
HO
Agomelatina
Mo Capmul MCM (2%) + Quitosana (0,5%,  (AHMED et
O T polissorbato 80 + p/v), Poloxamero al., 2019)
O PEG-400 407 (20%, piv). B
HN_ _CHs
T
Carbamazepina (SAMIA,;
_ Aci ico + .
A e Gomana HANAN
N go'g (0,1%, p/p) KAMAL,
caprilocaproyl
07 "NH 2012)
Curcumina Capmul MCM + Captex
(SOOD; JAIN;
Ho P 500, Cremophor EL + Quitosana
P N . EE polissorbato 80 + PEG 400 (1%, V) GOWTHAMA
CH; o o + éter monoetilico de *P RAJAN, 2014)
dietilenoglicol
HP TCM, lecitina de gema de Quitosana (COLOMBO
ovo, polissorbato 80 (0,25%, p/v) etal., 2018)
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Quercetina

Acido oleico + PEG 4 .
cido oleico G 400, Quitosana (0,25, (AHMAD et

T polissorbato 80+ labrasol + 10%
éter monoetilico de 0.5, 1,0% p/v) al., 2018)
dietilenoglicol
Saquinavir
TGO
[’“\1 o © EE Came| MCM + (MAHA‘JAN
TN polissorbato 80 + PEG 400 - etal., 2014)
XM "
Tramadol
CHy he™ EE Miristato de isopropila + Poloxamero 188 (LALANTI et
lecitina de soja (2%, p/p) al., 2015)
CH; HaC o~
Zaleplon
o (HOSNY;
T TCM + Labrasol + Carbopol BANJAR,
. PEG 200 934 (0.5%)
:JN;? 2013)
) %
N
Ziprasidona
(BAHADUR;

cl Capmul MCM + Labrasol + .
, - uitosana (0,5%,
(\N/\/\@ EE éter monoetilico de Q (0.5% PATHAK,

Q\lrw\) dietilenoglicol P/P) 2012b)
N

5

EE: emuslsificacdo espontanea; T: titulacdo aquosa; HP: homogeneizacdo a alta
pressdao; PEG: polietilenoglicol; TCM: triglicerideos de cadeia média; Capmul
MCM: monoglicerideo de &cidos graxos de cadeia média; Labrasol: macrogolglicerideo
de caprilocaproyl

Como podem ser observados na Tabela 1, diversos componentes (6leos,
tensoativos e adjuvantes), diferentes métodos de preparo e agentes mucoadesivos
ou estratégias para aumento da permanéncia das formulacbes na mucosa nasal
sdo empregados no desenvolvimento de nanoemuls6es visando a administracao
de farmacos para o SNC.

Em um estudo realizado por Hosny e Banjar (2013), uma nanoemulséo

com caracteristica de gelificacdo in situ foi desenvolvida para prolongar o tempo
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de permanéncia do farmaco zaleplon na cavidade nasal. Esta estratégia foi
estabelecida com sucesso a partir da incorporacdo do polimero Carbopol 934
dependente do pH na nanoemulsdo. A liberacdo do farmaco a partir das NE
através da via nasal contornou o metabolismo de primeira passagem e promoveu
a solubilidade do farmaco através da incorporacdo no nucleo oleoso, resultando
assim num aumento de 8,62 vezes na biodisponibilidade cerebral do farmaco em
comparacdo com a formulagdo comercializada de comprimidos (HOSNY;
BANJAR, 2013).

O emprego de sistemas com polimeros de gelificacdo in situ, com
capacidade termorreversivel, que promovem aumento da viscosidade do sistema
e consequente maior adesdo da formulacdo a cavidade nasal podem ser
estratégias interessantes para contornar alguns aspectos limitantes da via. Os
poloxameros sdo copolimeros sintéticos que exibem um comportamento
termorresponsivo, com uma determinada temperatura de transicdo de sol-gel
(Tsol-gel), tornando-os amplamente utilizados para diversas aplicagdes
farmacéuticas (SOLIMAN et al., 2019). Estes copolimeros em bloco consistem
em blocos de poli (6xido de etileno) hidrofilicos (PEO) e 6xidos de poli (6xido
de propileno) hidrofébicos (PPO) dispostos na estrutura tribloco A-B-A: PEO-
PPO-PEO (BATRAKOVA; KABANOV, 2008).

O poloxamero 407 (P407) e o poloxamero 188 (P188) estdo entre os
poloxameros mais comumente utilizados em sistemas para veiculacdo de
farmacos, como resultado de sua boa solubilidade em &gua, clareza de suas
solucbes aquosas, viscosidade dependente da concentragdo e seguranca. A
capacidade da transi¢cdo de sol-gel tem gerado interesse no uso de poloxameros
para aplicacdes em sistemas de liberacdo de farmacos (BATRAKOVA;
KABANOV, 2008; BUINAKOVA et al, 2017; DJEKIC et al, 2015;
TORCELLO-GOMEZ et al., 2014).

Devido ao seu carater anfifilico, estes copolimeros apresentam
propriedades surfactantes, incluindo a capacidade de interagir com superficies
hidrofébicas e membranas biolégicas. Em solu¢Bes aquosas a concentracdes

acima da concentragdo micelar critica (CMC) estes copolimeros se organizam em
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micelas com didmetros que geralmente variam de 10 nm a 100 nm
(BATRAKOVA; KABANOV, 2008). A gelificacdo do poloxamero 407 induzida
pela temperatura é explicada no fato de que a medida que a temperatura aumenta,
ocorre a dessolvatacdo do polimero e subsequentemente a micelizagcdo, formando
um gel viscoso (ZAKI et al., 2007). Além disso, o poloxdmero 407 apresenta
baixa toxicidade, compatibilidade com outros produtos quimicos e alta
capacidade de solubilizacdo de diferentes farmacos (ZHANG et al., 2002).

Em um estudo descrito anteriormente por LALANI et al., (2015) a
preparacdo de NE contendo tramadol, um farmaco que tem agcdo no SNC,
utilizando miristato de isopropila, lecitina de soja e poloxamero na composi¢éo
ndo mostrou toxicidade no epitélio nasal, membrana basal ou na parte superficial
da mucosa, mesmo ap6s 2 horas de tratamento. Além disso, a eficiéncia da
liberacdo cerebral da nanoemulsdo foi 116% maior, além de um aumento de 3 a 4
vezes na biodisponibilidade cerebral em relagdo com a administracdo i.v. e nasal
da solucdo do medicamento, respectivamente. A atividade antinociceptiva
também foi maior para a nanoemulsdo apds a administracdo nasal, o que
demonstra a adequacdo e capacidade do sistema de administracdo. Esse efeito
evidencia a permeabilidade cerebral direta do farmaco através de vias olfativas e
evitam o efeito de diluigéo sisttmica (LALANI et al., 2015).

Uma abordagem semelhante foi realizada por Chen et al., 2013 para
aumentar a liberagdo cerebral de curcumina. Neste estudo, o poloxédmero foi
utilizado para o desenvolvimento de um gel termorreversivel contendo
curcumina para administracdo nasal. O gel otimizado apresentou um tempo de
gelificacdo favoravel, liberacdo controlada, propriedades bioldgicas seguras além
de maior concentracdo cerebral de curcumina em comparagcdo com a
administracdo intravenosa (CHEN et al., 2013).

Nesse contexto, o desenvolvimento de nanoemulsées com incorporacdo de
polimero de gelificagdo in situ para administragdo nasal visando a liberacdo de
TMZ no SNC tem grande potencial como uma nova estratégia para o tratamento

de glioblastoma.
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Por meio do estudo realizado pode-se concluir que:

O método desenvolvido e validado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para quantificacdo da temozolomida em nanoemulsées, mucosa
nasal suina, fluido receptor, linhagem celular de glioma, meio de cultura,
cérebro e plasma de camundongos apresentou-se sensivel, especifico,

linear, preciso, exato e robusto;

Foram obtidas nanoemulsées com diametro adequado, monodispersas,

com potencial zeta negativo e teor préximo a 100%.

A adicdo do poloxamero 407 nas nanoemulsGes promoveu um aumento na
viscosidade e a caracteristica de termogelificacdo. Além disso, foi possivel
obter uma liberacdo controlada do farmaco, aumento da forca
mucoadesiva e consequentemente uma maior retencdo do farmaco na

mucosa nasal.

As nanoemulsdes apresentaram maior atividade citotdxica em relagdo ao

farmaco livre em linhagem celular de glioblastoma em ratos.

A administracdo nasal das nanoemulsdes contendo poloxamero 407
aumentou a concentracdo da temozolomida no cérebro e consequente

reducdo na distribui¢do plasmatica.

A administracdo nasal da NTMZ-P10 reduziu de modo significativo o
volume tumoral em comparacdo com a administracdo do farmaco na
forma livre (F-TM2).

O teste olfatorio demonstrou que o tratamento adotado pela via nasal nédo

ofereceu danos a capacidade olfativa dos animais.
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Os resultados das analises bioguimicas realizadas no soro dos animais ao
final do experimento in vivo evidenciaram que as nanoemulsGes nao

promoveram toxicidade apds duas semanas de tratamento.

Os dados do teste olfativo mostraram que o esquema de administracdo 2
vezes ao dia por 15 dias ndo afetou a capacidade dos nervos olfativos dos

animais, provando que o tratamento através da via nasal € bem tolerado.

Levando em consideracdo todos os resultados apresentados, pode-se
inferir que a NTMZ-P10 pode ser considerado um sistema promissor para

o tratamento de glioblastoma.
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3) TITULO DO PROJETO:

Desenvolvimento de sistemas nanoestruturados contendo temozolamida associados
as sequencias de siRMA para tratamento de gliomas através da via intranasal.

4) PESQUISADOR RESPONSAVEL:
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5) RESUMO DO PROJETO:

6) OBJETIVOS DO PROJETO:

Obijetivo geral: desenvolver sistemas nanoparticulados (NE-nanoemulsdes) com
incorporagio de temozolamida (TMZ), revestidos por polimero mucoadesive e
associado as sequencias de siRMA para a enzima MGMT na superficie. A parfir desse
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