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RESUMO

O estudo de novas técnicas para melhorar o desempenho de farmacos vem sendo
alvo de pesquisadores pelo mundo todo. Tecnologias emergentes como
nanotecnologia e impresséo tridimensional (3D) estdo ganhando espaco devido a
sua versatilidade em promover aumento do efeito biologico de substancias ativas,
assim como o desenvolvimento de abordagens terapéuticas para a medicina
personalizada. Neste trabalho, a atividade antitumoral de substancias bioativas
foi explorada no contexto dessas tecnologias emergentes. Realizamos uma
revisdo sistematica com meta-analise (Capitulo 1), o resultado demonstrou a
evidéncia de que a curcumina nanoencapsulada possui maior atividade
antitumoral em modelo de roedores quando comparado com curcumina em
solucdo. No capitulo 2, estudamos a viabilidade do emprego da impressdo 3D
para obtencdo de formas solidas contendo nanocépsulas de curcumina e
resveratrol co-encapsulados, utilizando a técnica de extrusdo semissolida, esse
estudo representa uma prova de conceito no qual foi impresso formas
farmacéuticas solidas contendo 160 pg/unidade de cada polifenol. E por ultimo,
no Capitulo 3, nanocépsulas contendo imatinibe foram desenvolvidas e
caracterizadas para posteriores testes de sua atividade antitumoral in vitro frente
a modelo celular de leucemia mieldide crénica. Foram produzidas nanocéapsulas
contendo imatinibe com distribuicdo de tamanho de particula monomodal (240 +
4 nm e PDI de 0,16 + 0,01) e um contetdo de imatinibe de 0,495 mg mL-1. Os
resultados aqui apresentados reforcam que a nanotecnologia é uma ferramenta
importante na melhora da eficacia de farmacos antitumorais. As evidéncias
obtidas na meta-analise realizada a partir de estudos pré-clinicos encorajam
pesquisadores a conceber futuros ensaios clinicos. Além disso, os dados
experimentais deste trabalho reforcam a potencial alianga entre a nanotecnologia
e a impressao 3D, duas tecnologias emergentes, no desenvolvimento de sistemas
inovadores de liberagdo de farmacos.

Palavras-chave: Curcumina, imatinibe, impresséo 3D, nanotecnologia,

resveratrol






ABSTRACT
Emerging technologies using polyphenols or imatinib: nanotechnology and 3D

printing

The study of new techniques to improve the performance of drugs has been the
target of researchers around the world. Emerging technologies such as
nanotechnology and three-dimensional (3D) printing are gaining ground due to
their versatility in promoting increased biological effect of active substances as
well as in the development of therapeutic approaches to personalized medicine.
In this study, the antitumor activity of bioactive substances was explored in the
context of emerging technologies. In this work, the antitumor activity of
bioactive substances was explored in the context of these emerging technologies.
A systematic review with meta-analysis was performed (Chapter 1), the result
demonstrated evidence that nanoencapsulated curcumin has greater antitumor
activity in a rodent model when compared to curcumin in solution. In chapter 2,
the feasibility of using 3D printing to obtain solid forms containing co-
encapsulated curcumin and resveratrol nanocapsules using the semi-solid
extrusion technique was evaluated, this study represents a proof of concept in
which solid dosage forms containing 160 pg/unit of each polyphenol were
printed. Finally, in Chapter 3, nanocapsules containing imatinib were developed
and characterized for further in vitro tests of their antitumor activity against a
cellular model of chronic myeloid leukemia. Foram produzidas nanocapsulas
contendo imatinibe com distribui¢do de tamanho de particula monomodal (240 +
4 nm e PDI de 0.16 + 0.01) e um contedo de imatinibe de 0,495 mg mL. The
results presented here reinforce that nanotechnology is an important tool in
improving the effectiveness of antitumor drugs. The evidence obtained in the
meta-analysis carried out from preclinical studies encourages researchers to
design future clinical trials. Furthermore, the experimental data from this work
reinforce the potential alliance between nanotechnology and 3D printing, two
emerging technologies, in the development of innovative drug delivery systems.

Keywords: Curcumin, imatinib, 3D printing, nanotechnology, resveratrol
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1. INTRODUCAO
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E crescente a busca por novas tecnologias para aperfeicoar o desempenho
de farmacos, aumentando sua eficacia bioldgica, assim como para desenvolver
novas estratégias para melhorar a biodisponibilidade e diminuir efeitos adversos
e resisténcia de farmacos ja conhecidos (VAZ e KUMAR, 2021). A
nanotecnologia é uma estratégia que tem sido amplamente estudada nas dltimas
trés décadas para alcancar esses objetivos.

Nanocarreadores sdo sistemas de entrega de farmacos que possuem
tamanho nanométrico e, assim, desempenham papéis importantes na busca por
inovacdo no ambito farmacéutico (WILCZEWSKA et al., 2012). Elas séo
capazes de proteger o farmaco contra degradacdo, possuem uma alta relagédo
superficie-area-volume, permitindo por vezes a incorporagdo de uma grande
guantidade de farmaco, aumento da solubilidade aparente de moléculas
hidrofdbicas, liberacdo sustentada ou controlada de farmacos, ou ainda o
aumento do seu aporte em tecidos-alvo (DOS SANTOS et al., 2021a). Dentro do
grande grupo que sdo esses nanocarreadores, destacam-se as nanocapsulas
poliméricas para encapsulacdo de farmacos hidrofobicos. Elas possuem um
nucleo lipidico oleoso rodeado por uma parede polimérica estabilizada por um
tensoativo, sendo que o farmaco pode estar distribuido no ndcleo e/ou na parede
polimérica (MORA-HUERTAS et al., 2010; DENG et al., 2020).

Cancer é a segunda maior causa de morte em diferentes paises do mundo,
e pesquisas vem demonstrando que isso € independente do indice de
desenvolvimento humano (SUNG et al., 2021). Essa doenca ainda € um desafio
para o setor da salde, uma vez que a quimioterapia, a principal forma de
abordagem para o tratamento do cancer, apresenta casos de resisténcia aos
medicamentos e efeitos adversos que dificultam o tratamento. Esses desafios
motivam pesquisadores a buscar alternativas como o estudo de novas substancias
ativas com propriedades antitumorais e tecnologias inovadoras para combater
essa doenca, como por exemplo a nanotecnologia (VASAN et al., 2019).

Estudos vem sendo desenvolvidos para melhorar a atividade de farmacos
antitumorais. Como exemplos de substancias bioativas com limitada

biodisponibilidade, devido a sua baixa capacidade de solubilizacdo em meios
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aquosos, destacamos 0s polifendis curcumina e resveratrol. Eles possuem
conhecida atividade antitumoral, antioxidante, anti-inflamatoria, entre outras
(ANAND et al., 2008; FERRAZ DA COSTA et al., 2020). Da mesma forma,
com a necessidade de diminuir efeitos adversos e resisténcias ja descritos, o
imatinibe, um representante da classe de inibidores de tirosina quinase e o
farmaco de primeira escolha no tratamento da leucemia miel6ide crénica (LMC),
também vem sendo alvo de estudos para otimizacdo de sua terapia. Essas
moléculas sdo alvos interessantes para a nanoencapsulacdo e busca por melhoras
nas suas propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas, farmacodinamicas e
efeito bioldgico in vitro e in vivo (HOCHHAUS et al., 2002).

Ainda se tratando de tecnologias para melhorar a qualidade de vida da
populacdo melhorando o efeito biologico de farmacos, a impressao
tridimensional (3D) tem chamado a atencdo de pesquisadores nos ultimos anos
pela sua versatilidade aplicada a area da saude através de sua capacidade de
produzir dispositivos biomédicos promissores. Na area farmacéutica, sua
utilizacdo estd muito ligada a individualizacdo da dose de medicamentos e
possibilidade de desenvolver formas farmacéuticas com perfis de liberagao
ajustadas para cada necessidade. A tecnologia de impressdo 3D se baseia na
comunicacdo do computador contendo um software, que produz o objeto virtual,
e a impressora, que entende a linguagem G-CODE, e imprime o objeto fisico
(PRODAN ZITNIK et al., 2018). Sd0 muitas as técnicas de impressdo 3D que
tém sido estudadas para aplicacdo na tecnologia farmacéutica, entre elas a
extrusdo semissolida (SSE). Na SSE, um material semissélido € extrudido
através de uma seringa e vai sendo depositado em uma mesa de impresséo,
camada por camada, até a formacdo do objeto. Essa técnica tem sido estudada
para a preparacdo de formas sélidas orais, filmes, adesivos e outras formas
farmacéuticas (AZAD et al., 2020).

Com base no exposto acima, o presente trabalho pretende estudar a alianca
destas tecnologias inovadoras para buscar novos horizontes na area farmacéutica,

produzindo dados e informacg6es para encorajar futuras pesquisas no ambito de



27

pesquisa e desenvolvimento de produtos farmacéuticos, estudos pré-clinicos e

clinicos.






2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral
Estudar as potencialidades da nanotecnologia e impressdo 3D, e sua

alianca no desenvolvimento de sistemas de liberagdo de substancias antitumorais,

com foco na curcumina, resveratrol e imatinibe.

2.2. Objetivos especificos
e Realizar uma revisao sistematica com meta-analise avaliando o efeito
da nanoencapsulagdo da curcumina na diminui¢do do tamanho de
tumor em roedores;
e Preparar e caracterizar nanocapsulas poliméricas contendo polifendis
(curcumina e resveratrol) co-encapsulados;
e Desenvolver e caracterizar formas farmacéuticas solidas contendo
nanocépsulas poliméricas carregadas com curcumina e resveratrol co-

encapsulados empregando uma impressora 3D do tipo SSE;






3. REVISAO DO TEMA
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3.1. Nanotecnologia

A nanotecnologia permite trabalhar com materiais em tamanho
nanometrico, sendo que seu limite inferior de tamanho fica entre 5-10 nm e
podem chegar a até 1000 nm (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998; SAHU
et al., 2021). Nanomateriais sdo aqueles que possuem pelo menos uma de suas
dimensdes na escala nanometrica, podendo ser diametro, superficie, porosidade,
entre outras (EMA, 2020), pois as suas propriedades sdo diretamente
relacionadas a sua forma, tamanho e quimica de superficie.

Na area farmacéutica, nanoparticulas podem atuar como sistemas de
entrega de farmacos e devido ao seu tamanho, possuem propriedades fisico-
quimicas e caracteristicas unicas, tais como: capacidade de proteger o fa&rmaco
contra degradacdo ou rapida depuracdo; possuem uma alta relacdo superficie-
area-volume, facilitando a obtencdo de uma alta carga de farmaco, em alguns
casos; aumento da solubilidade aparente de moléculas hidrofébicas; modificacdo
da liberacdo de farmacos; e aumento da concentracdo do farmaco em tecidos-
alvo pelo efeito de permeacao e retencdo aumentados. Muitas vezes, uma grande
vantagem explorada por esses sistemas € a sua capacidade de obtencdo do
mesmo efeito biologico ou até um efeito bioldgico superior empregando doses
mais baixas de farmaco (WILCZEWSKA et al., 2012; DOS SANTOS et al.,
2021a).

Lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas, dendrimeros, nanoparticulas
poliméricas, materiais a base de silicio ou carbono e nanoparticulas magnéticas
sdo alguns exemplos de nanocarreadores explorados na area da saude.
Dependendo da sua constituicdo, esses nanomateriais podem ser divididos em
nanocarreadores organicos e inorganicos, cujos representantes mais importantes

serdo brevemente apresentados a seguir (DOS SANTOS, et al., 2021a).

3.1.1. Nanomateriais organicos
Os nanomateriais organicos tém sido muito estudados como carreadores

de farmacos, o que pode ser explicado pela gama de materiais disponiveis que
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podem ser considerados seguros para uso humano. Entretanto, muitos estudos
ainda tém sido realizados para avaliar a seguranca dos nanossistemas
administrados por diferentes vias (VIRLAN et al., 2016).

As nanoparticulas poliméricas sdo particulas coloidais solidas que podem
ser entendidas como nanoesferas e nanocapsulas, dependendo de sua organizacao
estrutural. Nanoesferas sdo constituidas de uma matriz polimérica onde o
farmaco pode estar adsorvido ou retido, enquanto nanocapsulas podem ser
entendidas como um nuacleo oleoso rodeado por uma parede polimérica,
estabilizadas por um tensoativo. No caso das nanocapsulas o farmaco pode estar
dissolvido ou disperso no nucleo e/ou adsorvido a superficie polimérica
(ZIELINSKA et al., 2020; LIMA et al., 2021). A variacdo na composi¢io do
nucleo oleoso, caracterizado como uma composicéo de lipidios liquidos e sélidos
a temperatura ambiente, resulta na obtencdo de nanocapsulas de nucleo lipidico
(LIMA et al., 2021). Existem também relatos da obtencdo de nanocapsulas de
nicleo aquoso, que tem sido estudadas para encapsulacdo de moléculas
hidrofilicas (MIRCHANDANI et al., 2021).

Lipossomas sdo vesiculas esféricas compostas de fosfolipideos e
esterdides, que se formam espontaneamente quando dispersos em meio aquoso.
Eles tém sido amplamente estudados para aumentar a solubilidade dos farmacos
e melhorar suas propriedades farmacocineéticas (LIU et al., 2020). Entretanto, os
lipossomas apresentam uma estabilidade fisico-quimica bastante limitada,
dependendo da via de administracdo a ser utilizada.

Como alternativa a baixa estabilidade fisico-quimica dos lipossomas,
nanoparticulas lipidicas solidas constituidas por lipidios sélidos a temperatura
corporal foram propostas na década de 90. Esses transportadores
nanoestruturados apresentam boa estabilidade fisica, protecdo dos farmacos
incorporados frente a degradacédo por fatores extrinsecos, liberacdo controlada do
farmaco e boa tolerabilidade (SCIOLI MONTOTO et al., 2020). As
nanoparticulas lipidicas podem ser classificadas em nanoparticulas lipidicas
solidas (NLS), carreador lipidico nanoestruturado (CLN) e conjugado farmaco-
lipidio (CFL) (MARCATO, 2009).
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Nanoemulsdes sdo dispersdes coloidais, em que dois liquidos imisciveis
sdo dispersos na forma de goticulas e estabilizados por um tensoativo, o qual
pode afetar as propriedades gerais de nanoemulsdes, como tamanho de gota
formada e estabilidade em longo prazo. S@o estruturas termodinamicamente
instaveis, isotrépicas e cineticamente estaveis (BARRADAS et al., 2021). Por
possuirem um tamanho de particula de 20-200 nm tem capacidade de carrear
grande quantidade de farmaco, o que leva a um aumento da biodisponibilidade de
compostos pouco sollveis (JAIN e CHELLA, 2021).

Nanocristais de farmacos puros também tem sido explorados ha longa data
para melhorar a biodisponibilidade de farmacos ou até mesmo para tornar
possivel a administracdo por via intravenosa de farmacos pouco sollveis. Em
geral, os nanocristais apresentam tamanho de particula entre 10 e 800 nm
(GIGLIOBIANCO et al., 2018). QOutra alternativa muito explorada para melhorar
a solubilidade de farmacos e seu comportamento biofarmacéutico é a sua
complexacdo com ciclodextrinas. As ciclodextrinas sdo polissacarideos naturais
qgue formam um complexo de inclusdo com o farmaco, melhorando a
biodisponibilidade e estabilidade das moléculas hdspedes (DHIMAN e BHATIA,
2020; DONEDA et al., 2021).

3.1.2. Nanomateriais inorganicos

Os nanomateriais inorganicos podem apresentar boas propriedades
oOpticas, térmicas, magnéticas e mecanicas, sendo que essas podem muitas vezes
ser modificadas pela manipulacdo de suas dimensdes na escala nanométrica.
Diferentemente dos nanomateriais organicos, as nanoparticulas inorganicas
muitas vezes sdo aplicadas a area farmacéutica pelas suas proprias atividades
intrinsecas (como a atividade bactericida, por exemplo), e ndo apenas como
nanocarreadores de farmacos (PAUL e SHARMA, 2020).

Os nanotubos de carbono formam uma arquitetura Gnica composta por
uma ou mais camadas de grafeno com uma grande area superficial e possuindo

condutividade térmica. E possivel modificar a superficie dos nanotubos
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aumentando sua biocompatibilidade e, portanto, seu potencial de aplicagcdo na
area médica. A imobilizacdo de farmacos nas estruturas de carbono compreende
trés tipos: encapsulacdo de um farmaco no nanotubo de carbono, adsorgédo
quimica na superficie ou nos espacos entre 0s nanotubos e fixacdo dos farmacos
nos nanotubos de carbono funcionalizados (SU et al., 2020). Outra
particularidade destas estruturas para aplicacdo farmacéutica é o controle da
liberacdo de farmacos que pode ser por estimulos elétricos ou quimicos.

As nanoparticulas metélicas s&o estruturas com um nudcleo metalico, com
tamanho que pode variar de 10 nm a 200 nm de diametro, cuja composicao pode
conter metais puros, como ouro e prata, ou oxidos metélicos, como 6xido de
zinco e dioxido de titanio. Devido ao seu tamanho, as nanoparticulas metalicas
possuem propriedades de superficie, carga, solubilidade e agregacdo bastante
particulares, com inimeras perspectivas de aplicacdo nas areas bioldgica (BOEY
e HO, 2020). A forma dessas nanoestruturas também pode influenciar na
atividade bioldgica, sendo relatado que formas esféricas de nanoparticulas de
ouro podem ser mais facilmente capturadas pelas células do que formas em
bastdo (RAMALINGAM, 2019).

Nos ultimos anos, os materiais de silica mesoporosa tem sido bastante
estudados, entre 0s nanomateriais inorganicos, para aplicagbes farmacéuticas.
Esses materiais sdo caracterizados como estruturas compostas por poros que
variam entre 2 a 50 nm de didmetro, além de sua estabilidade mecénica, grande
area superficial e volume de poros. Essas vantagens, muitas vezes, permitem a
incorporagdo de grande quantidade de farmacos. Além disso, a versatilidade
desses materiais € ainda mais promissora visto a possibilidade da funcionalizagdo

dos grupos silanois reativos em sua superficie (DEON et al., 2015).

3.2. Antitumorais
Atualmente, cerca de 20 milhdes de novos casos de cancer sao descobertos, e
aproximadamente 10 milhdes de mortes por cancer foi estimado em 2020. Essa

doenca € umas das maiores causas de morte no mundo e ainda € um desafio para
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0 setor da satde (SUNG et al., 2021). Quimioterapia € um dos tipos mais comuns
de tratamento contra o cancer, e consiste na combinacdo de medicamentos para
matar, controlar ou inibir o crescimento de celulas tumorais (SCHIRRMACHER
etal., 2019).

Os agentes antitumorais tem a capacidade de desencadear apoptose das
celulas tumorais, dano ao DNA, catastrofe mitética, entre outros mecanismos de
acdo conhecidos. Porém além de causar efeitos adversos importantes, a utilizacédo
frequente de um antitumoral especifico estd intimamente correlacionado com o
desenvolvimento de resisténcia das ceélulas cancerosas frente aos agentes
quimioterdpicos (ASHRAFIZADEH et al., 2020). Dessa forma, é evidente a
necessidade da busca por novos farmacos com atividade antitumoral que sejam
eficazes e seguros para combater essa doenca de preocupacdo mundial. A seguir
serdo apresentadas algumas substancias ativas com propriedades antitumorais,

gue serdo o foco desse trabalho.

3.2.1. Polifendis
Os polifendis sdo uma grande familia de moléculas de origem natural

caracterizadas por mais de um anel fendlico, hidroxilados ou multi-hidroxilados.
Na natureza, existe uma vasta diversidade estrutural destes compostos, por isso
foram divididos em 4 grupos: acido fendlico, estilbenos, lignanas e flavonoides
(SINGLA et al., 2019). Sado encontrados em fontes naturais, incluindo macas,
uvas, cha preto, suco de roma, vinho tinto, cha verde, morango, banana, milho,
melancia, ameixa, kiwi, batata, suco de limdo, soja, cerejas, entre outros. Os
polifendis possuem propriedades terapéuticas curativas e preventivas bastante
estudadas para doencas como Alzheimer, Huntington, Parkinson,
hipercolesterolemia, diabetes, acidente vascular cerebral e varias formas de
cancer, nas quais suas atividades antioxidante e anti-inflamatéria sdo também
exploradas (DAS et al., 2016).
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3.2.1.1. Curcumina
A curcumina (Figura 1) é um polifenol amplamente estudado e foi
descoberta por Vogel e Pelletier nos rizomas da curcuma (Curcuma longa)
(PRASAD et al, 2014). Ela possui propriedade anti-inflamatorias
(AGGARWAL et al., 2013), antitumorais (GUPTA et al., 2020), antivirais
(JENNINGS; PARKS, 2020), antibacterianas (YADAV et al., 2020), e
antioxidantes (CORADINI et al., 2014). A fra¢do metoxi, hidroxila, a, B-
carbonila insaturada ou grupos dicetona presentes na curcumina explicam essa
ampla gama de atividades biologicas (KUNNUMAKKARA et al., 2017). A
curcumina é capaz de dificultar a proliferacdo e metastase de células cancerosas
induzindo a parada do ciclo celular na fase G2/M (ASHRAFIZADEH et al.,
2020). Entretanto, todas essas potencialidades desse polifenol sdo limitadas
devido a sua baixa solubilidade em agua (0,00575 mg/mL) (LEWANDOWSKA
e KALINOWSKA, 2020) e baixa biodisponibilidade, fatores que podem estar
relacionados a sua ma absorcdo, metabolismo rapido e rapida eliminagédo

sistémica (ANAND et al., 2008).
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Figura 1: Estrutura quimica da curcumina (MOLVIEW, 2021)

Na tentativa de contornar esses problemas, diversos pesquisadores buscam
novas estratégias farmacéuticas, como a formulacdo de nanoparticulas,
dispersoes solidas, micelas, emulsdes, lipossomas e microesferas para melhorar a
biodisponibilidade da curcumina (GHALANDARLAKI et al., 2014;
HASSANZADEH et al., 2020). A curcumina também foi complexada com
hidroxipropil-B-ciclodextrina e sua atividade frente a doenca inflamatoria

intestinal foi avaliada em ratos. O complexo demonstrou reducdo importante na
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inflamacdo (YADAV et al., 2009). Da mesma forma, Zanotto-Filho e
colaboradores desenvolveram nanocépsulas de nucleo lipidico carregadas com
curcumina, utilizando o polimero poli (€-caprolactona) como formador da parede
polimérica das nanocapsulas. A atividade antitumoral da curcumina
nanoencapsulada foi avaliada em modelo de gliomas em roedores. Houve
diminuicdo do tamanho do tumor quando comparado com a curcumina nao
encapsulada (ZANOTTO-FILHO et al., 2013).

3.2.1.2. Resveratrol
O resveratrol (3.,4', 5-triidroxistilbeno) (Figura 2) é também um polifenol
bastante conhecido, que pode se apresentar como dois isdmeros geometricos,
trans.- e cis-. E comumente encontrado em amoras, amendoins e uvas e possui
importante papel no tratamento ou prevencdo de doencas cronicas. Entre seus
efeitos ja descritos estdo antioxidantes, anti-inflamatorios, antiproliferativos,
anti-angiogénicos e cardiovasculares (TALIB et al., 2020; MENG et al., 2021).

OH

OH
Figura 2: Estrutura quimica do resveratrol (MOLVIEW, 2021)

O efeito anti-inflamatorio € uma das atividades biologicas mais bem
descritas do resveratrol, normalmente associado a inibi¢éo de vias de sinalizacéo.
Fuggetta e colaboradores estudaram a supressdo de fatores pro inflamatdrios
como IL-1a, IL-6 e TNF-a (FUGGETTA et al., 2016). O resveratrol também
reduz expressao dos fatores inflamatorios, receptor do produto final da glicacdo
(RAGE), NF-xkB (P65) e fosfato de dinucleotideo de nicotinamida adenina
(NADPH) oxidase 4 (NOX4) (XIAN et al., 2020).
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Além das atividades ja citadas, o resveratrol tem sido estudado pela sua
atividade antitumoral. Um estudo de 2017 indica que o resveratrol pode reverter
a resisténcia de células tumorais frente a certas substancias biologicamente ativas
e, quando combinado com farmacos usados clinicamente, pode sensibilizar as
células tumorais a esses agentes, incluindo células de céncer de pele, prostata,
mama, entre outras (KO et al., 2017). Da mesma forma que a curcumina, 0
resveratrol é pouco biodisponivel apds administracdo oral, sendo um dos
principais limitantes de sua atividade biologica (FERRAZ DA COSTA et al.,
2020).

Estudos relatam a aplicagdo da nanotecnologia para melhorar o
desempenho do resveratrol. Pefialva, et al (2018) avaliaram a capacidade das
nanoparticulas de caseina como carreadores orais do resveratrol, para melhorar
sua biodisponibilidade. Os estudos demonstraram que biodisponibilidade oral do
resveratrol quando carregado em nanoparticulas de caseina foi 10 vezes maior do
que quando o polifendl foi administrado como solucdo oral (PENALVA et al.,
2018). Oliveira, et al (2019) analisaram, em dois trabalhos, a atividade
antioxidante e anti-inflamatoria de nanocépsulas de nucleo lipidico contendo
resveratrol em leséo pulmonar aguda, com a administracdo oral da formulacdo 4
horas antes da estimulacdo de lipopolissacarideo (LPS) e 6 horas apos a
exposi¢do, em camundongos. Ambos tiveram como resultado uma maior
biodisponibilidade do resveratrol e a diminui¢do da inflamacdo pulmonar (DE
OLIVEIRA et al., 2019; OLIVEIRA et al.,, 2021). Nanocapsulas de nucleo
lipidico contendo resveratrol também foram avaliadas para o tratamento de
glioma em ratos. Os resultados demonstraram que essa nanoencapsulacdo do
resveratrol induziu a diminuicdo in vitro da viabilidade de células de glioma
através da inducdo de morte celular por apoptose e promoveu uma acentuada
diminuicdo in vivo no tamanho do tumor, além de reduzir a incidéncia de
algumas caracteristicas associadas ao tumor maligno, como hemorragia
infratumoral e edema infratumoral (FIGUEIRO et al., 2013).

Corroborando com esse trabalho, um estudo de revisdo recente destaca o

aumento notavel da atividade antitumoral in vitro e in vivo de nanoparticulas
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contendo resveratrol, discutindo a nanotecnologia como uma estratégia potencial
para combater diversos tipos de cancer (ANNAJI et al., 2021).

Adicionalmente, estudos sugerem que a co-encapsulacdo de substancias
ativas pode favorecer um efeito sinérgico. O resveratrol foi nanoencapsulado
com &cido lipdico, e essa co-encapsulacdo melhorou a estabilidade quimica e
fotoestabilidade dos compostos, bem como suas propriedades antioxidantes, sem
sinais de citotoxicidade para os fibroblastos (DAVIES et al., 2020). Coradine et
al (2014; 2015), em dois estudos desenvolveram nanocapsulas poliméricas
contendo uma combinacéo de resveratrol e curcumina, com o intuito de avaliar o
efeito da sua nanoencapsulagéo frente a radicais livres e processos inflamatdrios.
A co-nanoencapsulagédo levou a um aumento da atividade antioxidante dos dois
polifenois, mostrando ser uma possivel ferramenta contra doencas associadas ao
estresse oxidativo (CORADINI et al., 2014); assim como a nanoencapsulacao
demonstrou melhora da eficacia como agentes edematogénicos na artrite
induzida por adjuvante completo de Freund (CFA) em ratos, sem evidéncias de
efeitos hepatotoxicos (CORADINI, et al., 2015). O sinergismo da co-
encapsulacdo também foi verificado na administracdo via topica em pele humana
excisada. Foi observada, em 24 horas, uma penetracao nas primeiras camadas da
epiderme dos polifendis co-encapsulados, demonstrando uma possivel aplicacdo
no tratamento de doencas de pele (FRIEDRICH et al., 2015).

3.2.2. Imatinibe

O imatinibe (Figura 3) é um representante da classe de inibidores de
tirosina quinase e € o farmaco de primeira escolha no tratamento da leucemia
mieldide crbnica (LMC). O imatinibe foi desenvolvido em 1994 como uma
estratégia para reverter as caracteristicas hematoldgicas e clinicas da LMC
(DRUKER; LYDON, 2000). Seu mecanismo de acdo consiste em inibir
competitivamente o sitio de ligacdo de ATP na oncoproteina BCR-ABL,
blogueando a capacidade da enzima em ativar moléculas efetoras que causam o
fenotipo leucémico (MUGHAL et al., 2016).
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Figura 3: Estrutura quimica do mesilato de imatinibe (MOLVIEW, 2021)

O imatinibe é eficaz em reduzir a atividade da oncoproteina BCR-ABL
relacionada & LMC, mas segundo estudos, ha falhas no tratamento em alguns
casos, onde ha uma resposta sub-6tima ou recidiva da doenca. I1sso se deve
provavelmente devido a mecanismos de resisténcia que as células leucémicas
podem desenvolver (WESTERDIJK et al., 2020). Ainda, ha relatos de baixa
adesdo a medicacédo devido aos efeitos adversos como distarbios gastrointestinais
e sangramentos, bem como toxicidade hepética e cardiaca (JABBOUR, 2020).

Vinhas e colaboradores (2017) combinaram o uso do imatinibe com
nanoparticulas de ouro, revelando a diminuicdo da sobrevivéncia celular e da
viabilidade de linhagens celulares de LMC resistentes ao imatinibe livre
(VINHAS et al., 2017). Cortese e colaboradores (2018) também desenvolveram
uma formulacdo de nanocépsulas contendo imatinibe e nilotinibe, na tentativa de
fazer uma combinacdo terapéutica contra células de LMC. Os resultados

demonstraram uma diminuicdo na concentracdo inibitoria minima frente as
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células de leucemia mieldide crbénica humana (KU812), evidenciando um
resultado sinérgico (CORTESE et al., 2018). Em outro estudo, conduzido por
Acharya et al. (2016), foi abordado o sinergismo como estratégia de diminuir a
resisténcia (ACHARYA e SAHOO, 2016). Os autores desenvolveram
nanocapsulas contendo imatinibe e curcumina, explorando a atividade
antioxidante do polifenol. O efeito dessa associagéo foi testado frente a células de
LMC, demonstrando um aumento da captacdo celular, maior citotoxicidade in
vitro e uma modulacdo da resisténcia, regulando diferentes vias de sinalizagéo

mediadas por espécies reativas de oxigénio (ROS).

3.3. Impresséo 3D

A impressdo tridimensional (3D) é uma técnica de manufatura aditiva, a
qual se baseia na criacdo de objetos através de CAD (Desenho Assistido por
Computador) softwares. O objeto virtual é desenvolvido e a informacdo é
enviada & impressora 3D, que imprime o objeto fisico (PRODAN ZITNIK et al.,
2018). A medicina personalizada é o principal objetivo da impressdo 3D no
ambito farmacéutico. Entre suas vantagens esté a individualizacdo da dose do (s)
farmaco (s), considerando as caracteristicas fisiologicas, perfil genético e
resposta de cada organismo, diminuindo o desenvolvimento de reagdes adversas
aos medicamentos ou respostas terapéuticas ineficazes (PRODAN ZITNIK et al.,
2018).

A versatilidade da impressdo 3D permite criar formas farmacéuticas com
diferentes geometrias, para diversas vias de administragdo, contendo associacoes
de farmacos e com perfis de liberacdo distintos, desde liberacdo imediata ate
liberagbes controladas (VAZ e KUMAR, 2021). Diferentes tecnologias de
impressdo 3D podem ser empregadas na area farmacéutica. Entre elas estdo a
impressdo por jato de material, modelagem por deposicdo fundida (FDM),
estereolitografia (SLA), sinterizacéo seletiva a laser (SLS) e extrusdo semissélida
(SSE) (DOS SANTOS et al., 2021a).
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A impressdo por jato de material utiliza uma técnica de jato de tinta de
impressdo semelhante as impressoras domésticas. Porém, na area farmacéutica,
sua utilizacdo baseia-se no uso de um produto farmacéutico em substituicdo a
tinta e a impressdo ocorre geralmente sobre uma folha constituida por material
comestivel (DOS SANTOS et al., 2021a). E utilizada na preparacio de filmes
(VUDDANDA et al., 2018) e bioaerogels (SOORBAGHI et al., 2019)
personalizados.

A FDM ¢ considerada uma tecnologia de impressdo 3D de facil acesso e
baixo custo. O processo baseia-se na impressdo de materiais termoplasticos,
geralmente filamentos. Eles sdo fundidos e extrudidos por uma cabeca de
impresséo capaz de se mover nos eixos X e Y sobre uma mesa de impresséo. O
objeto é formado camada por camada. Na area farmacéutica, a FDM vem sendo
muito utilizada para impressdo de formas farmacéuticas de uso oral (BECK et
al., 2017), topica (ECONOMIDOU et al., 2018) ou no desenvolvimento de
implantes (DOS SANTOS et al., 2021b). Nesta técnica, o0 material polimérico,
tais como polivinilpirrolidona (PVP), alcool polivinilico (PVA), entre outros,
pode ser misturado com o farmaco e o filamento é produzido por extrusdo por
fusdo a quente. Os filamentos precisam ter boa qualidade para conseguir suportar
as tensGes mecanicas e térmicas na cabeca de impressdo para alcancar uma boa
qualidade de impressdo (PEREIRA et al., 2020).

A SLA baseia-se na impressdao usando uma resina fotocuravel, geralmente
epoxi ou acrilica. Essa resina € exposta a uma luz de alta energia, como o laser,
para que suas camadas se solidifiguem a partir da fotopolimerizacdo. Um
fotoiniciador é necessario para iniciar o processo de polimerizacdo (LEE et al.,
2017). Os estudos de aplicacdo desta técnica na area farmacéutica tém sido
focados na producédo de medicamentos personalizados, com diferentes perfis de
liberacdo, assim como para impressdo de scaffolds com geometria interna
adequada para regeneracdo do tecido 6sseo. Uma das principais desvantagens
dessa técnica € a baixa disponibilidade de materiais biocompativeis,
principalmente no caso dos fotoiniciadores, o que tem sido ainda alvo de estudos
por formuladores (DOS SANTOS et al., 2021a).
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A técnica de impressdo 3D por SLS € do tipo fusdo em leito de pds em
que um leito de polimero em pg, resina ou metal é irradiado parcialmente ou
totalmente por uma fonte de aquecimento de alta poténcia, como laser, que
resulta em uma camada solidificada de p6. Quando a camada € sinterizada, uma
nova camada de po € adicionada e o procedimento acontece novamente até que o
objeto esteja totalmente formado (WANG et al., 2017). Na biomedicina, essa
técnica é bastante utilizada tanto para o desenvolvimento de medicamentos,
quanto de implantes metélicos personalizados (FINA et al., 2017).

A impressdo 3D por jato de aglutinante é semelhante a técnica SLS, mas
produz objetos porosos, camada por camada, utilizando um liquido aglutinante
em substituicdo a aplicacdo do laser. Essa técnica foi bastante destacada em
2015, quando o FDA (Food and Drug Administration) aprovou o Spritam®, o
primeiro comprimido impresso em 3D, que possui alta porosidade e é facilmente
dispersivel quando em contato com liquidos. A técnica de jato de aglutinante
produz formas farmacéuticas porosas de desintegracdo rapida, assim como
materiais ceramicos odontolégicos (CHANG et al., 2020; REDDY et al., 2020).

A SSE emprega um material semissolido, que é adicionado em uma
seringa e extrudido continuamente, camada por camada, sobre uma mesa de
impressdo, até a impressdo completa do objeto. O material semissolido €
composto por uma mistura de polimero, solvente e excipientes em uma
proporc¢édo adequada. Nesta técnica, apos a impressdo, € comum a necessidade de
uma etapa de secagem para eliminacéo do solvente. (AZAD et al., 2020). Cui e
colaboradores (2018) imprimiram comprimidos a base de carboximetilcelulose
sodica contendo levetiracetam e discutiram a potencial capacidade da impressora
SSE em imprimir medicamentos personalizados (CUI et al., 2018).

A associagdo da nanotecnologia com a impressdo 3D no desenvolvimento
de novas formas farmacéuticas é ainda uma abordagem muito nova e um desafio
para os pesquisadores. Beck et al (2017) desenvolveram printlets de poli(e-
caprolactona) (PCL) e Eudragit RL100 através da técnica de FDM. Apoés a
impressdo, o0s comprimidos foram embebidos em uma suspensdo de

nanocapsulas contendo deflazacort. Os autores observaram que diferentes fatores
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influenciavam o perfil de liberacdo do farmaco a partir das formas sélidas, como
0 tipo de polimero, a porcentagem de preenchimento e a presenca de um agente
formador de canal (BECK et al., 2017).



49

4. CAPITULO 1 (ARTIGO 1)
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O texto completo do capitulo 1, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo das paginas compreendido entre as paginas 51 - 80, foi suprimido por
tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico cientifico.
Consta da descricdo de uma revisdo sistematica com meta-analise sobre o efeito
da nanoencapsulacdo da curcumina sobre a atividade antitumoral da mesma em
roedores, quando comparado com sua forma ndo encapsulada. Dezoito estudos
(116 animais) preencheram os critérios de inclusdo. As meta-analises
evidenciaram que nanocapsulas poliméricas carregadas com curcumina inibem o
crescimento do tumor e diminuem o0 peso do tumor em roedores,

independentemente do modelo de tumor sélido.
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5. CAPITULO 2 (ARTIGO 2)
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O texto completo do capitulo 2, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo das péginas compreendido entre as paginas 83 - 109, foi suprimido por
tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periodico cientifico.
Consta da descricdo, preparacdo de hidrogel de carboximetilcelulose contendo
resveratrol e curcumina co-encapsulados em nanocapsulas poliméricas,
utilizando o polimero poli (€-caprolactona). Este hidrogel foi utilizado como tinta
de impressdo para impressora 3D, utilizando a técnica de extrusdo semissolida,
onde formas soélidas de formato cilindrico foram impressas. A presenca das
nanoestruturas na redispersdo aquosa dessas formas solidas foi confirmada por

anélises de difracéo a laser.
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6. CAPITULO 3 (ARTIGO 3)
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O texto completo do capitulo 2, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo das paginas compreendido entre as paginas 113 - 128, foi suprimido por
tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicagdo em periddico cientifico.
Consta da descricdo, producdo e caracterizagdo de nanocapsulas poliméricas
contendo imatinibe, um inibidor de tirosina quinase e medicamento de escolha
para tratamento de leucemia mieloide cronica. As analises de difracdo a laser da
formulacdo mostraram distribuicdo de tamanho de particula monomodal, sem a
presenca de populacdo de particulas micrometricas. Os perfis de liberagéo in
vitro mostraram que a nanoencapsulagdo melhorou a aparente solubilidade

aquosa do imatinibe.
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7. DISCUSSAO
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No ambito farmacéutico, novas tecnologias estdo sendo cada vez mais
estudadas com o objetivo de melhorar o comportamento de farmacos no
organismo, sua biodisponibilidade e, por consequéncia, seu efeito biologico
(VAZ e KUMAR, 2021). Neste trabalho, foram abordadas duas estratégias
tecnoldgicas emergentes, que unidas ou individualmente, demonstram resultados
promissores na busca por tratamentos de saude mais eficazes, assim como a
utilizacdo de bioativos com conhecidas atividades antitumorais.

A curcumina € um polifenol com conhecida atividade antitumoral, porém
sua baixa solubilidade em &gua torna sua biodisponibilidade limitada. Diversos
estudos vém demonstrando que a nanoencapsulacdo da curcumina é uma
estratégia para contornar essa dificuldade, neste contexto, o Capitulo 1 da
dissertacdo apresentou uma revisdo sistematica abordando a nanotecnologia. A
busca de trabalhos na literatura buscou assegurar a incluséo de todos os artigos
sobre o tema, disponiveis nos bancos de dados utilizados e no periodo
delimitado. Através de uma anélise sistematica inédita na literatura, foi
observado que nanocépsulas poliméricas contendo curcumina sdo capazes de
diminuir o tamanho e peso de tumor em roedores, em comparagdo com a
administracdo da curcumina livre. O resultado encontrado ainda foi comprovado
por meta-analises, tratamentos estatisticos que julgam a relevancia de cada um
dos artigos e proporciona uma pesquisa baseada em evidéncias, encorajando uma
possivel translacdo dos resultados para uma etapa clinica (SENA et al., 2014).
Essa revisdo reuniu os artigos publicados sobre a aplicacdo de nanocépsulas
poliméricas contendo curcumina em modelos pre-clinicos de tumores sélidos e
trouxe evidéncias que essa estratégia de nanoencapsulacéo é capaz de modificar
as propriedades de farmacos tornando-os mais eficazes e biodisponiveis no local
de acdo desejado. Ainda, demonstra as possibilidades da co-encapsulacdo da
curcumina com outras moléculas biologicamente ativas para melhorar mais a sua
acao antitumoral.

Ainda explorando as potencialidades da curcumina, o Capitulo 2 traz a
producédo de formas farmacéuticas solidas empregando nanocapsulas poliméricas

contendo curcumina co-encapsulada com resveratrol, como modelo de moléculas
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ativas, através da impressdo de objetos fisicos a partir de modelos virtuais
empregando impressdo 3D. A extrusdo semissolida, uma técnica de impresséo
3D, é nova e ainda um desafio diante de tantos parametros a serem otimizados,
como a consisténcia adequada da tinta de impressdo (ou semissolido), a
velocidade de extrusédo, o didmetro da ponteira da seringa, entre outros. No
presente trabalho, foi testado diversos polimeros formadores de geéis, como
carbopol, hidroxipropilmetil celulose e alginato, mas ou a baixa consisténcia do
hidrogél ou a desestruturacdo da forma impressa impossibilitou sua utilizag&o.
Entdo demonstramos, de maneira inedita, a possibilidade da impressdo 3D de
formas sdlidas contendo nanocapsulas poliméricas contendo polifendis com
conhecida atividade antitumoral, utilizando carboximetril celulose sodica. BECK
et al. estudam a impresséo 3D de objetos contendo nanossistemas e destacam que
a pouca quantidade de estudos na area torna esse desafio ainda maior (BECK et
al., 2017).

Com o objetivo de melhorar a atividade antitumoral de um ativo ja
utilizado, o Capitulo 3 traz um estudo que aborda o uso da nanotecnologia como
uma estratégia para melhorar a solubilidade intrinseca de substancias ativas e sua
potencialidade em contornar a resisténcia de células tumorais a alguns farmacos.
O imatinibe é o farmaco de primeira escolha para tratamento de leucemia
mieldide crénica. Sua associacdo com nanocapsulas poliméricas biocompativeis
e biodegradaveis a fim de melhorar sua eficicia antitumoral foi avaliada nesse
trabalho. A formulacdo de nanocapsulas contendo imatinibe promoveu um
aumento na sua solubilidade aparente em &gua. Sabe-se que a baixa solubilidade
em agua dificulta a biodistribuicdo dos farmacos no organismo, levando a
necessidade de altas doses de medicamento para alcancar o efeito biolégico
esperado (LI et al, 2017; KESHARWANI et al, 2020). Entdo, o
desenvolvimento da formulacdo proposta nesse estudo abre as perspectivas para
a futura avaliacdo da sua atividade antiproliferativa frente a células K-562
resistentes e ndo resistentes ao imatinibe, assim como testes de co-administracéo
das nanocépsulas contendo imatinibe e nanocapsulas contendo curcumina e

resveratrol co-encapsulados frente aos mesmos modelos celulares. Embora
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inicialmente prevista, essa etapa do estudo configura como uma das perspectivas
de sua continuidade, em decorréncia das restricbes sanitarias impostas pela

pandemia Covid-19.






8. CONCLUSAO
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A revisdo sistematica com meta-analise realizada quantifica de forma
sistematica e objetiva o efeito positivo da nanoencapsulagdo da curcumina, em
roedores. Assim como a co-encapsulacdo da curcumina com outra substancia
com atividade biologica melhora ainda mais o efeito antitumoral. Esse tipo de
estudo é um desafio em funcéo da falta de padronizacdo de estudos pré-clinicos,
mas ainda assim, é uma ferramenta Gtil que abre possibilidades de traducéo
desses achados para uma pesquisa clinica envolvendo a curcumina como um
potencial antitumoral.

Neste trabalho foi demonstrada uma prova de conceito onde formas
farmacéuticas soélidas contendo nanocapsulas poliméricas foram impressas
utilizando uma impressora 3D do tipo extrusdo semissélida. A presenca de

nanocapsulas contendo curcumina e resveratrol co-encapsulados no hid

rogel de Na-CMC ndo alterou as propriedades fisico-quimicas, de desintegracéo
e mucoadesivas das formas sélidas impressas em 3D. O processo ndo alterou o
tamanho das nanoestruturas e nem causou nenhuma perda ou degradagéo dos
polifenois. Mais estudos sdo necessarios para entender melhor essa nova técnica
de produzir formas farmacéuticas sélidas, porém observa-se que este € um campo
promissor de aplicacdo de suspensdo de nanocapsulas em uma forma
farmacéutica com dose e liberagdo customizaveis.

Ainda, foi abordada também, a producdo de nanocapsulas poliméricas
biodegradaveis e biocompativeis contendo imatinibe. As nanocépsulas foram
produzidas e caracterizadas quanto ao seu teor, eficiéncia de encapsulagéo, pH,
tamanho de particula e perfil de liberacdo, e mostraram-se aptas para novos
estudos envolvendo modelo celular de LMC.

Como conclusdo geral dessa dissertacdo, pode-se destacar a polivaléncia
da nanotecnologia e da impressdo 3D em promover novas abordagens visando
melhorar a performance de farmacos. A alianca entre as duas tecnologias

promete revolucionar o setor da salde, desenvolvendo cada vez mais estratégias
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para contornar problemas relacionados a medicamentos, suas doses e suas formas

de administrag&o.
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