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RESUMO

O presente trabalho objetivou a sintese e funcionalizacdo de nanoparticulas de
silica Santa Barbara 16 (SBA-16), visando utiliza-las para incorporar e modular a cinética
de liberacdo do farmaco doxorrubicina (DOXO), um potente farmaco antitumoral,
buscando dessa maneira diminuir efeitos adversos e aumentar a eficiéncia no tratamento
do céncer. A matriz de silica SBA-16 foi sintetizada pelo método sol-gel utilizando como
agente precursor o tetraetilortossilicato e o surfactante Pluronic F127. O material obtido
foi em seguida funcionalizado com o 3-aminopropiltrietoxissilano. Posteriormente, 0
sistema preparado foi caracterizado fisico-quimica e morfologicamente e os resultados
revelaram que as metodologias empregadas permitiram a obtencdo de nanoparticulas de
silica de matriz mesoporosa (SBA-16) com tamanho médio de 296 + 29 nm e potencial
Zeta -32,23 + -2,5 mV e também matrizes SBA-16 funcionalizadas com grupos
alcoxissilanos (SBA-16-APTES) com tamanho médio de 312 + 31 nm e potencial Zeta de
-8,3 £ -1,3 mV. Para estudar a taxa de incorporacdo do farmaco doxorrubicina nas
matrizes, foi desenvolvido e validado um método de quantificacdo baseado na técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado a um detector de arranjo de diodos
(CLAE-DAD). O método proposto revelou boa seletividade e especificidade para
quantificacdo de doxorrubicina. Além disso, o método alcangou niveis de preciséo,
exatidao, robustez e linearidade preconizadas pela RDC n° 166 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) na faixa de 1 a 250 yg/mL. O estudo da taxa de
incorporacéo, revelou que a matriz SBA-16 permitiu uma taxa média de incorporagao de
92,77%. Por outro lado, a matriz funcionalizada, SBA-16-APTES obteve um desempenho
menor, alcangando uma taxa meédia de 66,52%. O estudo da cinética de liberagdo do
farmaco incorporado em ambas as matrizes foi realizado em fluido corpéreo simulado
(SBF), com pH igual a 4,5 e 7,4. Os dados obtidos revelaram que ambas as matrizes
foram capazes de permitir a liberacdo sustentada do farmaco quando o estudo foi
realizado no meio onde o pH do meio era igual a 4,5, alcancando cerca de 26,50 % de
liberagcdo, apds 696 horas na matriz SBA-16 e cerca de 70,00%, apds 696h na SBA-16-
APTES. Por outro lado, em pH fisiologico ambos os sistemas revelaram um
comportamento diferente, apresentando um perfil de liberacdo mais timido, alcancando
valores maximos de 10,00% em 696 h e 32,76% em 72h para as matrizes SBA-16 e SBA-
16-APTES, respectivamente. A partir de todos os dados obtidos, o sistema SBA-16-
APTES pode ser considerado um potencial sistema a ser aplicado na entrega controlada

de doxorrubicina em pacientes oncoldgicos.



ABSTRACT

The present work aimed to synthesize and functionalize silica Santa Barbara-
16 (SBA-16) nanoparticles to study the incorporation rate and release kinetics of
doxorubicin (DOXO), a potent antitumoral agent in order to reduce side effects and
enhance efficiency for cancer treatment. The matrix of silica SBA-16 was synthesized
through the sol-gel method, using tetraethyl orthosilicate as a precursor with the
surfactant Pluronic® F-127. The product was functionalized with 3-aminopropyl
triethoxysilane and characterized physiochemically and morphologically. The results
revealed that the methodology applied yielded silica nanoparticles with a mesoporous
matrix (SBA-16), with an average size of 296 + 29 nm and zeta potential of -32.23 + -
2.5 mV and SBA-16 matrices functionalized with alkoxysilane groups (SBA-16-
APTES) with the average size of 312 + 31 nm and zeta potential of -8.3 + -1.3 mV.
HPLC-DAD was used to evaluate the doxorubicin load rate and release kinetics profile
in the obtained matrices. The developed method presented parameters preconized by
RDC n° 166 standard from the Brazilian Health Regulatory Agency (ANVISA), with a
linear range from 1 to 250 pg/mL. The mean adsorption rate for SBA-16 was 92.77 %
and 66.52 % for SBA-16-APTES. The release kinetics was studied using simulated
body fluid (SBF) for both matrices at pH 4.5 and 7.4. Both matrices showed a controlled
release profile for pH 4.5, reaching 26.50 %, after 696 hours for the SBA-16 matrices
and 70.0 % after 696 hours for SBA-16-APTES. On the other hand, in physiological
pH, the release rates were significantly reduced, reaching only 10.00 %, even after 696
hours for the SBA-16 matrix and 32.76 % after 72 hours for SBA-16-APTES. From all
obtained results, SBA-16-APTES showed better and promising results for controlled

release applications and may be considered a potential cancer treatment system.
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1- INTRODUCAO

Atualmente, os nanomateriais com capacidade de armazenar, transportar e
entregar farmacos, vém sendo cada vez mais objetos de estudos, dentre eles,
encontram-se os O0xidos de silicio mesoporosos. Esses materiais apresentam diversas
vantagens como a elevada area superficial, diametro de poros bem definidos,
espessuras largas nas paredes e uma alta estabilidade térmica. Idealmente, eles
buscam melhorar a estabilidade, absorcéo e concentracéo terapéutica do farmaco no
tecido alvo, bem como permitir a liberacdo controlada e de longo prazo no local de
destino (SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007). Dentre a ampla diversidade dos
materiais mesoporosos desenvolvidos nos Ultimos anos, destaca-se 0 material
nomeado de Santa Béarbara 16 (do inglés santa barbara amorphous 16 - SBA-16), a
qual possui uma estrutura cubica de poros 3D sendo que cada mesoporo desta
nanoestrutura € conectado a oito vizinhos proximos, a partir de aberturas, formando
um sistema multidirecional, o que facilita o transporte de diversos farmacos (FULVIO,
2009). Diante dessas caracteristicas, nos ultimos anos, observa-se na literatura um
grande aumento do numero de trabalhos cientificos baseados no uso de
nanoparticulas de silica em diferentes aplicagbes biomédicas na qual se destacam
importantes trabalhos relacionados ao tratamento do cancer (INCA, 2012).

A quimioterapia vem sendo utilizada para o tratamento de pacientes com
cancer, porém, o desenvolvimento de resisténcia a alguns quimioterapicos permanece
como um relevante obstaculo a eficacia terapéutica desses compostos. A
doxorrubicina (DOXO), neste interim, € um farmaco de relevante atividade
antineoplasica e de ampla utilizacdo nesse campo. No entanto, muitas aplicacdes
clinicas vém sendo limitadas ja que o uso do farmaco esta associado a efeitos
adversos graves como a cardiotoxicidade e a supressao da medula éssea (YILDIZ, et
al., 2017). Buscando contornar estes desafios, a pesquisa de sistemas carreadores
de farmacos baseados em nanotecnologia tém sido objeto de muitos trabalhos
publicados nas ultimas décadas onde a reducéo de efeitos adversos, associados ao
aumento da concentracdo dos agentes terapéuticos no tecido alvo vém sendo o
projeto de muitos cientistas (INCA, 2017).

Embora a DOXO seja atualmente um dos farmacos quimioterapicos mais
eficientes para o tratamento do cancer de mama, foi demostrado que em alguns

pacientes ela apresenta falhas em induzir a morte celular por meio de apoptose, e
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parada do ciclo celular, caracterizando a ocorréncia de mecanismos de resisténcia ao
farmaco. Estudos sugerem que os eventos de resisténcia podem ocorrer a partir da
ativacao da via de proteina quinase ativada por mitogénio (do inglés Mitogen-activated
protein kinase-MAPK) regulada por um sinal extracelular, em um esforco para proteger
células tumorais. Buscando contornar este problema, o encapsulamento da DOXO
surge como uma alternativa que pode inibir a ativacdo da via citada, uma vez que a
mesma utiliza um receptor de superficie celular e o encapsulamento pode permitir a
entrega do farmaco diretamente ao citosol das células tumorais, minimizando a
interacdo supracitada que € mais provavel de acontecer com o farmaco livre
(ABRAMS, et al., 2010).

Nesse sentido, no ano de 1995 o Doxil, uma formulacao lipossomal PEGuilada
contendo DOXO foi aprovada para uso clinico pelo FDA. Os lipossomas, vesiculas
esféricas microscopicas constituidas por membrana com uma ou mais bicamada de
fosfolipides orientados concentricamente em torno de um compartimento aquoso €
também um exemplo de sistema nanoestruturado, o qual ja possui aceitacdo na parte
clinica. O Doxil vém sendo objeto de estudos como sendo inclusive uma alternativa
para reducao da resisténcia da DOXO em pacientes (KANWAL, et al., 2018).

Embora a formulacdo apresente uma importante diminuicdo da
cardiotoxicidade, o medicamento ndo demonstra significativa melhoria nos indices
terapéutico e ainda néo foi capaz de reduzir de forma significativa muitos dos efeitos
secundarios indesejaveis presentes na formulacdo convencional como: rubor, falta de
ar durante a infusdo intravenosa, eritrodisestesia palmo-plantar, sensibilidade e
descamacdao da pele das maos e dos pés (ROCHA, 2014).

Diante destes problemas e também devido ao alto custo final do medicamento,
se faz necessario o desenvolvimento de sistemas carreadores de menor custo, que
também possam permitir contornar os problemas de resisténcia farmacolégica e ainda
promoverem de forma efetiva uma melhoria nos indices terapéuticos. Neste sentido,
0 presente trabalho possui o objetivo de propor um sistema carreador alternativo para
a entrega controla de DOXO, baseado em silica silanizada com APTES como um

potencial sistema terapéutico contra o cancer.
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Cancer

O cancer € uma palavra que vem do grego karkinos, o que quer dizer
caranguejo. Tal nome se deve a semelhanca entre as pernas do crustaceo e 0s vasos
de tumores que infiltram nos tecidos sadios do corpo. E uma doenga antiga, uma vez
gue compromete o homem ha mais de trés mil anos, sendo detectado, por exemplo,
em mumias egipcias (INCA, 2015).

O termo cancer é o nome utilizado para descrever diversas doencas diferentes
entre si, porém com uma caracteristica em comum. Ao contrario das células normais
gue formam tecidos e érgdos do corpo humano e sédo capazes de se multiplicar por
um processo continuo e natural, ou seja, crescem, multiplicam-se e morrem de
maneira ordenada, as células cancerosas sdo diferentes, ao invés de morrerem,
continuam crescendo descontroladamente, formando entdo outras células anormais
(INCA, 2017).

O tipo de crescimento celular pode ser classificado de duas maneiras,
controlado e ndo controlado. Causado por estimulos fisiolégicos ou patoldgicos, o
crescimento controlado ocorre por um aumento localizado e autolimitado do nimero
de células de tecidos normais que formam o organismo, nesse caso o efeito é
reversivel ap0s o término dos estimulos que o provocam. Podemos citar como
exemplo desse crescimento celular a hiperplasia, a metaplasia e a displasia. J4 no
crescimento ndo controlado, o crescimento é incontrolavel mesmo apdés o término dos
estimulos que o provocaram, tendo entdo uma massa anormal de tecido. As
neoplasias, que na pratica sdo denominados tumores, correspondem a essa forma de
crescimento celular ndo controlada (INCA, 2017).

As neoplasias podem ser classificadas como malignas ou benignas (Figura 1).
As neoplasias malignas apresentam células diferentes do tecido normal, crescimento
desorganizado, possuindo maior autonomia, sendo entdo capazes de invadirem 0s
tecidos vizinhos, provocando a metastase, podendo ser resistente ao tratamento e
causando a morte do hospedeiro. Ja as neoplasias benignas apresentam células
semelhantes do tecido normal, crescimento de forma organizada, frequentemente
lento, expansivo e apresentando limites nitidos. Embora ndo invadam tecidos vizinhos,

podem comprimir 0s 6rgéos e tecidos proximos. Como exemplos de tumores benignos
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tém-se: o lipoma (tecido gorduroso), mioma (tecido muscular liso) e adenoma
(glandulas) (INCA, 2017).

Figura 1: Diferencas entre tipos de tumores. Adaptado de INCA, 2017.

Tumor benigno Tumor maligno

7

O primeiro estagio em que o cancer pode ser classificado € o cancer nao
invasivo ou carcinoma in situ (ndo se aplica aos canceres do sistema sanguineo).
Nesse estagio as células cancerosas ainda ndo se espalharam para outras camadas
do 6rgao de origem, estando somente na camada de tecido na qual se desenvolveram.
Nesse caso temos que a maioria dos canceres sao curaveis, caso sejam tratados
antes de progredir para a fase de cancer invasivo. J4 no cancer invasivo, as células
cancerosas invadem outras camadas celulares do 6rgdo, invadem a corrente
sanguinea ou linfatica e tém a capacidade de se espalharem para outras partes do
corpo. Essa capacidade de invasdo e espalhamento que os tumores malignos
apresentam € conhecida como metastase (Figura 2), sendo essa a principal
caracteristica e a maior causa de mortes em pacientes com cancer (GUPTA, 2006;
LADEIRA, 2016).
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Figura 2: Esquema demonstrativo do desenvolvimento da metastase. Adaptado de
INCA, 2017.
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Em 2012, ocorreram 14,1 milhdes de novos casos de cancer e 8,2 milhdes de
mortes no mundo. Os indices de mortalidade foram 53% para o sexo masculino e 47%
para o sexo feminino. Foi possivel observar, que as maiores taxas de incidéncia foram
em paises desenvolvidos (Europa Ocidental, América do Norte, Japdo, Coreia do Sul,
Nova Zelandia e Austrdlia). Taxas intermediarias sdo vistas na América do Sul,
América Central, Leste Europeu e em grande parte do Sudeste Asiatico. Entretanto,
as menores taxas sdo em grande parte da Africa do Sul e Oeste da Asia, o que pode
estar relacionado com o sistema de salude precario destes locais tanto quanto a
alimentacdo. Nos paises desenvolvidos, sdo predominantes os tipos de céancer
relacionados a urbanizacao e ao desenvolvimento, que sado: pulmao, préstata, mama
feminina, colon e reto. Ja nos paises de médio e baixo desenvolvimento, as
ocorréncias de tipos de cancer estédo associadas as infec¢des, que séo: colo do utero,
estbmago, eséfago e figado (FERLAY, 2015).

Estima-se que nos anos de 2018 e 2019 no Brasil, houve uma ocorréncia de
600 mil novos casos de cancer, para cada ano. Excluindo nessa estimativa o cancer
de pele ndo melanoma, que correspondem cerca de 170 mil novos casos, para cada
ano. Os canceres de mama em mulheres (60 mil) e prostata (68 mil) em homens foi
estimado como os mais frequentes. Com excec¢do do cancer de pele, os tipos de
canceres mais incidentes em mulheres segundo a pesquisa foram: mama (29,5%),
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intestino (9,4%), colo do utero (8,1%), pulméo (6,2%) e tireoide (4,0%). Ja nos
homens: préstata (31,7%), pulmao (8,7%), intestino (8,1%), estdbmago (6,3%) e
cavidade oral (5,2%), foram os principais (INCA, 2017).

A divisdo da incidéncia por regido geografica mostra que as regides sul e
sudeste concentram 70% da ocorréncia de novos casos de cancer, sendo que apenas
na regiao sudeste encontra-se quase metade dessa incidéncia. No entanto, existe
uma grande variacao nos tipos de cancer predominantes nessas diferentes regides
do Brasil. Nas regifes sul e sudeste predominam os canceres de mama feminina e
prostata, bem como os de pulmao e intestino. Na regido centro-oeste, apesar de
semelhante incorpora em seu perfil os canceres do colo do Utero e de estbmago entre
0s mais incidentes. Nas regides norte e nordeste, embora apresentem também os
canceres de mama feminina e prostata entre os principais, observa-se também uma
grande incidéncia dos canceres do colo do Utero e estbmago, sendo esses de grande
impacto nessa populacdo. A regido norte € a Unica onde as taxas dos canceres de
mama e do colo do Utero sdo equivalentes entre as mulheres (INCA, 2017).

A dificuldade do diagndstico precoce da doenca é um dos principais problemas,
pois as ceélulas que foram alteradas s6 podem ser identificadas na circulacdo
sanguinea quando estdo em altas concentracfes (JAIN, 2007; PAVON, 2007). Vale
também ressaltar que os métodos de imagens disponiveis atuais ndo conseguem
diagnosticar as células anormais, dificultando entdo uma intervencdo habil para o
sucesso na identificacdo e cura da doenca (COSTA; SILVA, 2017).

Para o tratamento dessa doenca, existem trés formas principais: a
quimioterapia, a radioterapia e a cirurgia. Para tratamentos quimioterapicos, utilizam
medicamentos que se misturam com o sangue e sdo levados a todas as partes do
corpo, destruindo as células doentes que estdo formando o tumor e impedindo seu
espalhamento. Na radioterapia utilizam radiacfes ionizantes, que sdo um tipo de
energia para destruir ou impedir que as células do tumor aumentem, esse tratamento
é feito no local especifico. J4 a cirurgia oncoldgica consiste na retirada do tumor a
partir de operagfes, quando indicada, sua intengdo é remover totalmente o tumor.
Nesse ultimo caso, caso a doenca esteja em fase inicial, o cancer pode ser controlado,
ou até mesmo curado. Esses tratamentos podem ser utilizados em conjunto, variando
apenas quanto a suscetibilidade dos tumores a cada uma das modalidades

terapéuticas e a melhor sequéncia de sua administracdo (INCA, 2010; INCA, 2011).
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No entanto, esses tratamentos apresentam falhas como: resisténcias aos
medicamentos, questdes farmacologicas (absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo) e de toxicidade adeptas a efeitos adversos, que na maioria das vezes
diminuem a qualidade de vida dos pacientes (INCA, 2017). Entdo, diante desses
problemas, estratégias utilizando o principio da nanotecnologia tem permitido o
direcionamento do farmaco para as células tumorais, fazendo com que as células

saudaveis ndo sejam alvo de sua acao (PAVON, 2007).

2.2- Doxorrubicina

Muitos agentes quimioterapicos tém sido amplamente utilizados, dentre eles o
cloridrato de doxorrubicina, que é um quimioterapico antineoplasico e pertence a
familia das antraciclinas, desenvolvido no inicio dos anos de 1960, a partir das
espécies de Streptomyces peucetiis var Caesius (TAKEMURA; FUJIWARA, 2007).
Atualmente ela é extremamente utilizada no tratamento de leucemia, linfomas, cancer

de mama, entre outros (LAI, 2010)

Figura 3: Estrutura quimica da doxorrubicina. (Autor).
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A partir da Figura 3, considere DOXO como cloridrato de doxorrubicina. Embora
tenha sido mostrada em estudos experimentais e na parte clinica a eficiéncia desse
medicamento no tratamento de cancer, os mecanismos de acdo da DOXO ainda nao
estdo bem estabelecidos (HOSONO, 2010; LANDMAN, 2010). Sua atividade

tumoricida pode ocorrer por varios mecanismos. Entretanto, acredita-se que a inibigdo
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da enzima Topoisomerase Il é a principal delas, ocorrendo pelo impedimento da
replicacdo do DNA, desencadeando entdo alguns mecanismos de morte celular
(TEWEY; ROWE; YANG, 1984; PEREGO, 2012). Além disso, a DOXO causa o
aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) por interacdo com
Fe*3, produzindo radicais livres de hidroxila, o que leva ao aumento na geracdo de
estresse oxidativo que pode gerar danos no DNA (ROCHETTE, 2015) e ativacéo de
mecanismos apoptoéticos, aumentando a afinidade da proteina p53 com o DNA, bem
como a ativacdo das caspases (CHANG, et al., 2011), as quais clivam diversos
substratos celulares, levando as células a morte (AMARANTE, 1999).

O tratamento padrdao com DOXO é feito por injecdo intravenosa de uma dose
relativamente elevada. O farmaco ndo € administrado oralmente devido a baixa
absorcao pelo sistema digestivo e sua eficacia global no tratamento do cancer é baixa,
devido a multirresisténcia a farmacos (MDR). A MDR é a capacidade das células
tumorais, expostas a um unico farmaco, desenvolverem resisténcia a uma vasta gama
de farmacos. As células tumorais sdo cinco vezes mais sensiveis que as células
normais, mas perdem essa sensibilidade durante o tratamento e ficam resistentes
(ROCHA, 2014).

Embora a quimioterapia seja um dos principais modos de tratamento contra o
cancer, sua eficacia é bastante limitada pelo processo de resisténcia aos farmacos
guimioterapicos, que pode ser tanto intrinseca como adquirida (ZAFFIRI; GARDNER,;
TOLEDO, 2012). No primeiro caso, € proposto que os fatores que interferem a
resisténcia ja estejam presentes entre as células que compdem o tumor, o que tornaria
ineficaz. J& para a resisténcia adquirida é proposto que durante o tratamento do tumor,
gue era inicialmente sensivel ao farmaco, possam ocorrer mutacées em algumas
células tumorais, que ativariam vias de sinalizacdo compensatérias, possibilitando que
essas células ndo mais respondam ao tratamento, o que confeririam a elas vantagens
proliferativas em relagdo a massa tumoral total (HOLOHAN et al., 2013).

Mesmo sendo considerado um dos farmacos mais ativos no tratamento
guimioterapico do cancer disponivel no mercado, obtendo destaque, principalmente,
para o tratamento de doencas em estadios precoce, a toxicidade da DOXO tem
limitado sua aplicacdo terapéutica, as quais estdo associadas a reacdes adversas
como: nauseas, vomitos, perda de cabelo, estomatite e cardiotoxicidade (BAPTISTA,
2005).
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Dentre essas reagbes adversas, a que apresenta maior destaque € a
cardiotoxicidade. No homem, caso a dose cumulativa maxima de 550 mg/m? seja
excedida, aumenta o risco de cardiomiopatia grave e irreversivel. Esse efeito
cardiotoxico da DOXO é caracterizado clinicamente por insuficiéncia cardiaca,
anormalidades eletrocardiograficas, arritmias e morte subita (SILVA; CAMACHO,
2005).

Diante desses problemas e por apresentar resultados satisfatorios no
tratamento do cancer, a DOXO é usualmente encapsulada em veiculos carreadores
de farmacos a fim de reduzir os efeitos indesejaveis sem reduzir a eficicia do farmaco
(WU et al. 2013).

2.3- Sistemas nanoestruturados como carreadores de farmacos para o
tratamento de cancer

A nanotecnologia esta associada a manipulacdo dos materiais em escala
nanomeétrica, uma vez que nhesta escala, os atomos revelam caracteristicas
peculiares, podendo apresentar tolerancia a temperatura, reatividade quimica,
condutividade elétrica, tornando assim vantajosos para a construcdo de
nanoparticulas (também chamados de nanocarreadores) utilizadas para o tratamento
de cancer (CHAN, 2017).

Um dos maiores problemas que ocorrem na atualidade em relacdo aos agentes
antitumorais utilizados para o tratamento de cancer esta diretamente ligado aos efeitos
adversos. Com isso estratégias podem ser utilizadas para melhorar a eficiéncia dos
tratamentos quimioterapicos e reduzir consequentemente os efeitos adversos. Uma
das alternativas seria desenvolver novos farmacos, capazes de atuarem
especificamente no sitio tumoral, porém esse processo € lento e necessita de altos
investimentos financeiros. JA& outra estratégia seria a criacdo de sistemas
nanocarreadores, capazes de aumentar o tempo do farmaco na corrente sanguinea e
facilitar o acimulo do farmaco no sitio tumoral, ou seja, as nanoparticulas passam
apenas pela parede dos vasos nas regiées com tumor, a consequéncia é um acamulo
das nanoparticulas no tecido tumoral vizinho ao vaso sanguineo. Essa estratégia é
conhecida como vetorizacéo de efeito EPR (permeabilidade e retencdo aumentada)
(WANG; THANOU, 2010).
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Quando um farmaco é utilizado de forma livre, apenas uma pequena
quantidade atinge o tecido alvo, ocorrendo um grande desperdicio da maior parte
devido a sua distribuicdo por outros tecidos, além da metabolizacdo e excrecéo antes
de atingir o local de agao. Para “suprir’ essa falha, o sistema de carreamento de
farmacos apresenta diversas vantagens no setor da nanotecnologia como: liberagéo
controlada do farmaco; direcionamento para regido do tumor, que leva a menor
toxicidade sistémica; diminuicdo dos efeitos adversos devido a menor distribuicdo do

farmaco e maior intervalo de administracdo. (UCHEGBU, 2006).

Figura 4: Figura representativa das administragdes convencional e com liberagéo
controlada de farmacos. Adaptado de PEIXOTO, 2013.
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Diante disso, sistemas carreadores nanoestruturados vém sendo utilizados em
tratamentos de cancer, uma vez que protegem o farmaco através da encapsulacéo
em seu interior, evitando a baixa solubilidade, a baixa biodisponibilidade, degradacao
enzimatica e hidrolitica no tratamento gastrointestinal, bem como a instabilidade da
corrente sanguinea, liberando grande quantidade de farmacos no local alvo, podendo
entdo, atuar de forma mais efetiva (SUN, et. al., 2016), melhorando as propriedades
farmacocinéticas e a biodistribuicdo do farmaco. (WANG; THANOU, 2010).

Diversos sistemas de liberacdo de farmacos nanoestruturados tém sido
investigados no tratamento de cancer, na intencdo de aumentar a disponibilidade dos
farmacos, dentre eles pode-se destacar as micelas, os polimeros, os lipossomas, as

nanoparticulas lipidicas sélidas, de silica mesoporosa e de sistemas biodegradaveis
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metélicos, fazendo parte das inovacdes para tratamentos quimioterapicos
(BATTOGTOKH, KANG, KO, 2015. SUN et al., 2016). Algumas séries desses
sistemas estdo, atualmente, em estagios de estudos clinicos e outros ja estédo
presentes no mercado, dentre eles podemos destacar o Doxil®, primeiro farmaco para
tratamento de cancer aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration), bem como
Myocet® e Caelyx®. Esses farmacos encapsulados em sistemas nanoestruturados
vém apresentando diversas vantagens comparadas ao tratamento convencional
(JAHAN; MANSOOR; KANWAL, 2014).

Os sistemas de liberacéo de farmacos nanoestruturados podem ser aplicados
como sistema de transporte de farmacos utilizados no tratamento do céancer,
melhorando o desempenho, a aceitabilidade pelo aumento da efetividade, a
seguranca e também a adesdo do paciente (ANDERSSON; HUGHES, 2010). A
elevada area de superficie, a versatilidade em ligar-se a grupos funcionais e a
biocompatibilidade, fazem das nanoparticulas um dos materiais mais estudados como
sistemas de entrega de farmacos (COUTINHO, 2014). Dentre o0s sistemas
nanoestruturados na area da tecnologia farmacéutica, as nanoparticulas de silica
mesoporosa tém apresentado grande aumento de estudos, no interesse de sua
utilizacdo como carreadora de farmacos (WEISS et al., 2016).

Na concepc¢do de um sistema de liberacdo, o perfil de liberacdo dos farmacos
€ muito importante, pois entender o seu processo ajuda a fornecer o mecanismo do
mesmo, de modo a aperfeicoar a cinética de liberacdo. Uma das maneiras de modelar
esse processo € a equacdo classica de Fick ou por expressfes simplificadas de
Higuchi (Higuchi, 1963).

Higuchi foi o primeiro a conseguir desenvolver uma equacao que descrevesse
a cinética de liberacdo de um farmaco a partir de uma matriz sélida insoltuvel, como
mostra a equagao 1:

Q, = Kyt'/? equacio 1

Onde: Q; é a quantidade total do farmaco liberado no tempo t € Ky a constante
da taxa de liberagdo do modelo de Higuchi. A seguir a equacéo da constante Ky:
1
Ky = [2DS'e(A — 0,5¢)]2 equacio 2
Sendo: D o coeficiente de difusdo; S’ a solubilidade do farmaco no meio; € a

porosidade da matriz e A a quantidade de farmaco presente na matriz.
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Uma maneira mais fécil para descrever a cinética de liberacdo de matrizes
sélidas é a utilizacdo do modelo de Kitger & Peppas (RITGER; PEPPAS, 1987).

t ~
— = Knt 3
M n equacgao

(0]

Onde: M, é a quantidade acumulativa de farmaco liberada no tempo; M, a

guantidade de massa acumulativa de farmaco liberado no infinito; K a constante de
proporcionalidade que incorpora caracteristicas da rede macromolar e do farmaco e n
é utilizado para obter informacdes sobre o mecanismo de liberacao.

Os parametros da equacado 3 podem ser obtidos a partir da equacéo 4:

t

M
In (M_) = In(K) + nln(t) equagio 4

(0]

Assim como o modelo de Higuchi, a aplicacdo desse modelo requer algumas
consideracdes, dentre a qual o coeficiente de liberacdo do farmaco € constante e é
valido somente para os 60% de farmaco liberado a partir da matriz. O expoente
difusional n especifica 0 mecanismo de liberacéo e esta equacdo pode ser utilizada
para analisar a liberacdo de farmacos em diferentes formas geométricas da matriz
(ANDRADE, 2011).

O valor de n, que é o expoente utilizado para obter informacfes sobre o
mecanismo de liberacdo pode ser dividido em trés tipos:

Caso | - Difuséo Fickana (n < 0,43) - difusdo mais lenta que o tempo de acomodacao
das cadeias, sendo este 0 tempo necessario para maxima expansao até atingir o
equilibrio sol-gel. Neste caso, a difusdo é o fator principal na transferéncia de massa.
Caso Il - Difusédo Fickiana (0,43 < n < 0,85) - difusdo mais rapida que o tempo de
relaxagdo das cadeias. Neste caso, o tempo é o fator principal.

Caso lll - Difusdo nao Fickiana ou anémala (n > 0,85) - nenhum dos fatores predomina,

sendo a difusdo e o tempo de relaxacdo comparaveis.

2.4- Nanoparticulas de silica e suas aplicagdes no tratamento de cancer

As nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNs) foram preparadas pela
primeira vez em 1990 e a sintese normalmente ocorre a partir da reagdo de
polimerizacao sol-gel: ocorrem reacgdes de hidrolise e condensacédo do precursor que
permite a formacdo de particulas de tamanho coloidal (sol) e, posteriormente, a
formacao de rede tridimensional (gel) (CHOWDHURY, 2017). No processo sol-gel os
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alcéxidos de silicio sdo os precursores de silica mais comuns, dentre eles o mais
utilizado € o TEOS (tetraetilortossilicato) (Figura 5). Nessa reacdo os catalisadores
frequentemente utilizados séo: acido cloridrico, acido nitrico, acido fluoridrico,
hidroxido de sédio e hidroxido de aménio (TANG; CHEN, 2012; SOLER-ILLIA;
AZZARONI, 2011).

Figura 5: Férmula estrutural do TEOS. (Autor).

Segundo classificacdo da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC), o termo utilizado mesoporoso se refere ao tamanho do poro na faixa de 2 a
50 nm. Os mesoporos sao distribuidos de forma alinhada e estruturada apresentando
estruturas de “favo de mel” com centenas de canais vazios, sendo essas propriedades
dos mesoporos muito utilizadas para entrega de farmacos e outras moléculas. A
estrutura interna das MSNs, incluindo tamanho, volume e estrutura alinhada dos
mesoporos, pode ser controlada por reagentes utilizados e condi¢cdes reacionais
durante a sintese (CHOWDHURY, 2017).

Ja o termo silica é referente aos compostos formados por unidades estruturais
constituidas de Si e O, o qual a formula geral é SiO2. Esses compostos possuem sua
superficie formada por grupos silandis (Si-OH) e em seu interior grupos siloxanos (Si-
O-Si) (OTHMER, 1997). Os grupos silanéis agem como centros de adsorcao
molecular ou podem ser centros reativos, formando ligacbées com grupos organicos
ou metais (AMGARTEN, 2006). Desse modo, observa-se em sua superficie grupos

de SiO:2 e grupos Si-OH, como mostrado na Figura 6.
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Figura 6: Esquema da estrutura da superficie da silica. (1) grupo silanol isolado (2)
grupo silanol geminal (3) ponte de siloxano. Adaptado de MOURA, 2008.
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Os grupos silanos presentes nas superficies das MSNs permitem com que
estas sejam facilmente funcionalizadas com uma vasta gama de grupos funcionais
organicos, como exemplo, o grupo amino. Os grupos funcionais da superficie podem
desempenhar varios papéis de aplicacdes biomédicas de MSNs como: controle de
cargas de superficie; interagdes intermoleculares com moléculas funcionais dentro e
fora dos poros; controle do tamanho do poro de entrada para aprisionar moléculas nos
mesoporos, entre outros (COUTINHO, 2014).

Devido a forte ligacao Si-O, MSNs sdo mais estaveis a estimulos externos, tais
como estresse mecanico e degradacdo em comparagdo com outras particulas
organicas e inorganicas, eliminando a necessidade de estabilizacdo adicional, como
a utilizacao de ligantes covalentes utilizados em outros sistemas de entrega. Existem
varios tipos de MSNs, dentre elas o SBA-16, que é um material com arranjo cubico de
poros 3D e cada mesoporo nesta estrutura cubica € conectado com oito vizinhos
préximos, como mostrado na Figura 7 (CHOWDHURY, 2017).

Figura 7: Estrutura cubica do SBA-16. Adaptado de GOBIN et al., 2006.
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Entdo, devido as vantagens da modificacao das superficies das silicas, reacdes
gue permitem a incorporacao de farmacos e estes levados ao local de interesse. Esse
fato tem atraido muita atencéo ao longo dos ultimos anos para desenvolvimento de
aplicacbes biomédicas. Dentre elas, as MSNs oferecem oportunidades interessantes
como utilizagdo de farmacos antitumorais empregados na quimioterapia para
tratamento de cancer (ORSI, 2016).

2.5- Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O primeiro estudo que envolveu a cromatografia como ciéncia foi publicada no
inicio do século XX por Michael Tswett, onde foram separadas substancias de extrato
de plantas. Desde entdo, essa técnica ampliou-se até uma forma instrumental com
alta sofisticacéo, inicialmente com a cromatografia gasosa (CG), em seguida, a
cromatografia liquida (CL) e finalmente a cromatografia com fluido supercritico (CFS)
(MUHLEN; LANCAS, 2004).

A cromatografia € um método empregado de forma ampla e que permite a
separacdo, identificacdo e determinacdo de componentes quimicos em misturas
complexas. Conhecida também como uma técnica nas quais componentes de uma
mistura sdo separados com base nas diferencas de velocidade, as quais sao
transportadas por uma fase movel liguida ou gasosa. Diante disso, pode-se observar
gue os componentes que movem lentamente no fluxo da fase mével sdo mais
fortemente retidos na fase estacionaria. Ja& os componentes que se ligam mais
fracamente a fase estacionaria movem-se mais rapidamente. Como resultado dessa
diferenca de mobilidade dos componentes da amostra, esses sdo separados em
bandas ou zonas discretas, podendo ser analisadas de maneira qualitativa ou
guantitativa (SKOOG, 2002).

Dentre as técnicas de separacédo, baseada na cromatografia liquida destaca-se
a CLAE, que é um tipo de cromatografia que utiliza pequenas colunas, preenchidas
de materiais especialmente preparados e uma fase movel que é eluida sob altas
pressbes (MALDANER, JARDIM, 2009). Ela possui a capacidade de realizar
separacdes em analises quantitativas de uma grande quantidade de componentes
presentes em varios tipos de amostras liquidas em pequena escala de tempo, com

alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade (VALENTE, et al., 1983).
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Em CLAE, para fase movel deve-se utilizar um solvente de grau cromatografico,
uma vez que esse apresenta alto teor de pureza, permitindo entéo realizar anélises
de alta sensibilidade. Além disso, € importante que a amostra seja soltvel na fase
movel, para que possa ser transportada através da coluna sem que 0s seus
componentes se modifiquem. Destaca-se também que, quando possivel, o solvente
da amostra deve ser a propria fase mével ou um de seus componentes, evitando a
precipitacdo no injetor ou na coluna, o que consequentemente provocara queda de
resolucao na separacéao (COLLINS et al., 1997). De acordo com a natureza das fases
movel e estacionaria, o processo pode ser classificado como cromatografia em fase
normal ou cromatografia em fase reversa. Na cromatografia em fase normal sdo
utilizadas uma fase estacionaria polar e uma fase movel apolar, o que faz os
componentes mais apolares serem eluidos primeiramente, em consequéncia, 0s
componentes polares séo retidos pela fase estacionaria e eluidos depois. Ja a
cromatografia em fase reversa utiliza-se a fase estacionaria apolar e a fase movel
polar, entdo os compostos polares sédo eluidos primeiro e 0os mais apolares
posteriormente (VOGEL, 1981).

A CLAE é uma técnica que utiliza um conjunto de equipamentos especiais que
sdo: reservatorio e sistema de bombeamento da fase mével, sistema de introducéo
da amostra, sistema analitico (coluna cromatografica e termostato da coluna), sistema
de deteccéo e o sistema de registro e tratamento de dados (CIOLA, 2000).

A exigéncia de mostrar uma maior confiabilidade na qualidade de medi¢des
quimicas vem sendo destaque em trabalhos analiticos, uma vez que, as medidas ndo
confidveis, podem levar a decisGes errbneas e a prejuizos financeiros. Entdo, na
intencdo de diminuir esses problemas, deve ser criado um método analitico, o qual
gere informacdes sobre a amostra que possa ser confiavel e interpretavel, esse
método deve passar por uma avaliacdo, denominado validacdo. A validacéo, neste
sentido, € um processo continuo que comeca no planejamento da estratégia e
continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia. Um processo de
validagdo bem definido e documentado apresenta aos Orgdos reguladores a
seguranca de que os metodos e os sistemas sédo adequados para o0 uso desejado.
(RIBANI, et al., 2004). Embora n&o haja um consenso comum em relagdo aos

parametros que devem ser validados, ha, no entanto, guias de validac¢des criadas por
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orgdos e instituicbes que sdo aceitos. Dentre eles: USA-FDA, ANVISA, EC,
INMETRO, entre outros (LANCAS, 2009).

Segundo a ANVISA, a validacdo deve garantir, por meios de ensaios
experimentais que a avaliacdo do método forneca e confirme evidéncias, a fim de
atender as exigéncias requeridas, de modo que possa assegurar a confiabilidade dos
resultados (ANVISA, 2017). Os parametros analiticos para validacdo de métodos
analiticos normalmente sdo: seletividade, linearidade, faixa de aplicacédo, preciséo,

exatidao, limite de deteccéao, limite de quantificacéo e robustez. (BRITO, et al., 2003).

Seletividade

A seletividade esta relacionada com a capacidade de um método produzir
respostas para diversos analitos, sendo capaz de diferenciar a resposta de um analito
dos outros. Ela avalia entdo, o grau de interferéncia em analises, na presenca de
componentes como impurezas, produtos de degradacdo ou outros compostos que
possam estar presentes na matriz da amostra (ANVISA, 2017).

Uma das maneiras de avaliar a seletividade em métodos cromatograficos,
dentre eles a CLAE, é comprovar a pureza cromatografica do sinal do analito
(ANVISA, 2017). Para isso, basta comparar a matriz sem a substancia de interesse
com a matriz onde a substancia de interesse foi adicionada. Sendo assim, a partir
deste estudo é possivel verificar se nenhum interferente tem eluicdo no tempo de
retencdo da substancia de interesse, que devera estar bem separada dos outros

compostos presentes na amostra (EMER; MILLER, 2005).

Linearidade

A linearidade de um método corresponde a capacidade de fornecer resultados,
proporcionais a concentracdo da substancia a analisar na amostra através de uma
relacdo linear. E avaliada a partir de um grafico onde s&o representados os sinais de
respostas (area dos picos) em funcdo das concentracdes das substancias a ser
analisada em solucdes padrdo. Através desse grafico, é possivel obter uma relacéo
matematica, que pode ser expressa como uma equacgao de reta chamada de curva
analitica (EMER, MILLER, 2005). A equacao da reta fornecida € determinada pelo
método dos minimos quadrados e é do tipo: y = ax + b. A partir de um conjunto de

medidas experimentais, os coeficientes a e b da curva analitica, podem ser estimados,
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utiizando o método matematico de regressao linear. A partir dos pontos
experimentais, também € possivel calcular o coeficiente de correlacdo (r) e
determinacéo (r?). O coeficiente de correlacdo permite estimar a qualidade da curva
obtida, sendo que quanto mais proximo de um, menor a dispersdo do conjunto de
pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados.

O coeficiente de correlagao deve estar acima de 0,990 (ANVISA, 2017).

Limite de deteccao (LD)

O limite de deteccdo é a menor quantidade de um analito que pode ser
detectado em uma amostra, porém, ndo ha necessidade de ser quantificado, sob
condicBes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2017). Este parametro pode ser
calculado de trés maneiras diferentes: método visual, razdo sinal-ruido (3:1) ou
baseado nos parametros da curva analitica (BRITO, et al, 2003). Para o método
baseado em parametros da curva analitica, o limite de detec¢do pode ser calculado

pela equacao 5:

s
LD =33x 5 (equacgao 5)

Onde, “s” é a estimativa do desvio padrédo da resposta, que pode ser a
estimativa do desvio padrdao do branco da equacéo da linha de regressédo ou do
coeficiente linear da equagao. Ja “S” é a inclinacao da curva de calibracao (tangente)

ou coeficiente angular da curva analitica (RIBANI, et al., 2004).

Limite de Quantificacao (LQ)

O LQ é a menor quantidade do analito em estudo que pode ser medida com
um nivel aceitdvel de precisdo e exatiddo sob as condicdes experimentais
estabelecidas. Ele pode ser calculado de maneira similar ao LD, entretanto, a razéo
sinal-ruido deve ser no minimo (10:1) (BRITO, et al, 2003). Para a determinacéo
baseada em parametros da curva analitica, o LQ pode ser calculado pela equagéo 6.

O significado de “s” e “S” & similar ao descrito para LD.
S
LQ =10 xg (equacao 6)

Apos célculo do LQ, esse deve ser testado para averiguar se a exatidao e a

precisdo obtidas séo satisfatorias. As analises podem ser feitas em concentracdes
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correspondentes (ANVISA, 2017). Para técnicas analiticas em geral, o método mais
utilizado é a raz&o sina-ruido, porém em técnicas como a CLAE, a medi¢éo do ruido
nao é tao simples, pois a curva analitica € construida com a area e ndo somente com
o sinal do detector. Entdo, a melhor maneira para resolucdo desse problema do
calculo do LD e LQ é utilizar o método baseado nos parametros da curva analitica,
sendo esse método mais confivel estatisticamente (RIBANI, et al., 2004).

Precisao

A precisdo é representada pela dispersdo de resultados entre analises
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostra semelhantes ou padroes,
sob condicbes definidas. Normalmente, sua avaliacdo se da em termo de desvio
padréao (DP) (equacao 7) e desvio padrao relativo (DPR) (equacéo 8), mais conhecido

como coeficiente de variagdo (CV) (AUGUSTO, et al., 2008).

Y (Xi — X)" DP

————  (equacio 7) CV(%) = — x100 (equacio 8)
n—1 X

Onde:

X é a medida aritmética.

Xi é o valor individual de uma medicao.

n é o nimero de medicdes.

Normalmente, a taxa de aceitacdo de CV em processos de validacéo é de até
20%, dependendo da complexidade da amostra. Sendo assim, a precisdo em
validacdo de métodos analiticos é considerada em trés niveis diferentes que sdo a
repetitividade, precisdo intermediaria ou reprodutibilidade (ANVISA, 2017). A
repetitividade envolve varias medicbes da mesma amostra, sendo denominada como
precisao intra-dia e pode ser expressa pelo CV. Ela representa a concordancia entre
os resultados de medicdes sucessivas de um mesmo meétodo, sob as condi¢bes de
medicdo do mesmo analista, mesmo local, mesmo procedimento e repeticbes em
curtos espacos de tempo. Além disso, a ANVISA estipula que deve utilizar um namero
de nove determinacdes, sendo trés concentracdes presentes na curva analitica (baixa,
média e alta) com trés réplicas em cada concentracdo ou seis réplicas de uma

concentracéo preparada. A precisdo intermediaria ou precisao inter-dia, representa a
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precisdo sobre a mesma amostra, quando um método € aplicado dentro do mesmo
laboratério, porém variando os dias de analise. O niumero de ensaios para avaliagdo
da precisao inter-dia segue a mesma recomendada para intra-dia. A reprodutibilidade
€ o grau de concordancia entre os resultados das medi¢cdes de uma mesma amostra,
efetuadas sob condi¢cdes variadas como a mudanca de operador, local ou
equipamentos (RIBANI, et al., 2004).

Exatidao

A exatiddo de um método analitico indica a concordancia entre os resultados
individuais obtidos em uma determinada analise e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. Os numeros de analises a serem feitos variam segundo a legislacéo, e
recomendam-se ensaios em triplicata em trés niveis de concentracdo presentes na
curva analitica (baixa, média e alta) (ANVISA, 2017). Os quatro métodos principais
propostos para o estudo da exatiddao sdo: materiais de referéncia, comparagéo de
métodos, ensaios de recuperacao e adicdo de padrdo. Os materiais de referéncia séo
acompanhados de um certificado que possui o valor da concentracdo de uma dada
substancia com uma incerteza associada. Alguns fornecedores desses materiais séo:
NIST, LGC, USP, FAPAS. No entanto, devido ao alto custo desses materiais e a
abrangéncia limitada de matrizes e analitos, seu uso € restringido (RIBANI, et al.,
2004).

Na comparacdo de métodos sdo empregados o método em desenvolvimento e
os resultados conseguidos a partir de um método referéncia, avaliando o grau de
proximidade entre os resultados obtidos pelos dois métodos. Nos ensaios de
recuperacao, tem a proporcao da quantidade da substancia de interesse presente ou
adicionada na porc¢ao analitica do material de teste, que é extraida e possivel de ser
quantificada. Os ensaios de recuperacdo é o método mais utilizado em validacéo de
meétodos analiticos, o qual a recuperacao relaciona-se com a exatidao, uma vez que
reflete a quantidade de analito recuperado no processo. A exatiddo é expressa como
um erro percentual inerente ao processo, que pode ser devido a medidas volumétricas
imprecisas e interferentes (AUGUSTO, et al.; 2008).

As medidas de exatiddo sdo expressas em termos de porcentagem e 0sS
intervalos aceitaveis de recuperacao para analise, geralmente, estdo entre 70 e 120%,

com precisédo de 20%. Porém dependendo da complexidade analitica e da amostra,
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este valor pode ser de 50 a 120%, com precisao de até 15%. Na avaliagdo da exatiddo
usando método adig¢éo de padréo, cabe o uso quando for dificil ou impossivel preparar
um branco da matriz sem a substancia de interesse. Nesse método, quantidades
conhecidas da substancia s&o adicionadas em diferentes niveis em uma matriz da
amostra, antes do procedimento de preparo da amostra, que ja contenha quantidades
(desconhecidas) da substancia, com propésito de recupera-las no término da amostra
(RIBANI, et al., 2004).

Robustez

A robustez na validacao do método analitico indica a sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variacdes das condi¢cdes analiticas, ou seja, o método é
robusto caso seja praticamente insensivel a pequenas variagcdes que podem ocorrer
durante a execucao (ANVISA, 2017). A robustez de um método cromatografico como
em CLAE, podem ser avaliadas variando os seguintes conteudos: a concentracao da
fase movel em 2%, o pH da fase mével em 0,1 unidades de pH e a temperatura da
coluna em 5°C para mais ou para menos. Caso estas mudancas estejam dentro dos
limites de exatiddo e precisédo, entdo o método possui robustez e tais variagdes podem
ser incorporadas no experimento (RIBANI, et al., 2004).

3- JUSTIFICATIVA

Atualmente, o cancer € um dos problemas de saude mais complexos que 0s
sistemas de saude em todo o mundo enfrentam. A quimioterapia € um dos tratamentos
para essa doenca que tem objetivo de diminuir o nimero de células tumorais, no
entanto, esses tratamentos que utilizam um arsenal de diferentes farmacos que inclui
a DOXO, atuam também sob células sadias do corpo humano.

Com isso, o tratamento com a DOXO esta associado a severos efeitos
adversos, como: nauseas, vomitos, alopecia, cardiotoxicidade, entre outros. Diante
destes problemas, estratégias usando principios da nanotecnologia tém permitido o
direcionamento do farmaco para as células tumorais, fazendo que as células
saudaveis ndo sejam alvos da sua agdo. Nanocarreadores de farmacos como as
nanoparticulas de silica constituem um grande potencial no tratamento e vem

apresentando vantagens como a liberacdo controlada do farmaco, direcionamento
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para regido do tumor, diminuicdo dos efeitos adversos e maior intervalo de

administragao.

4- OBJETIVOS

4.1- Objetivo geral
O presente trabalho tem como objetivo geral sintetizar nanoparticulas de silica

SBA-16 funcionalizadas com 3-aminopropril-trietoxissilano (APTES) contendo DOXO.

4.2- Objetivos especificos
v Sintetizar e funcionalizar nanoparticulas de silica mesoporosa SBA-16 com
APTES;
v’ Caracterizar fisicoquimicamente e morfologicamente os materiais obtidos;
v' Desenvolver e validar o método analitico para quantificacdo de doxorrubicina
por meio da técnica de CLAE-DAD;
v Estudar in vitro a taxa de incorporacédo do farmaco em nanoparticulas de silica;

v Estudar in vitro a cinética de liberacédo do farmaco em diferentes valores de pH.

5- MATERIAIS E METODOS

5.1- Sintese e funcionalizacédo

As nanoparticulas de silica foram sintetizadas pelo método sol-gel sob
condicdes acidas por meio de estudos prévios realizados por Andrade et al., 2013.
Como agente precursor e surfactante, foram utilizados tetraetilortossilicato (TEOS)
(Sigma Aldrich, SP-Brasil, 98%) e Pluronic F127 (Sigma Aldrich, SP-Brasil),
respectivamente.

Inicialmente, 3g de F127 foram dissolvidos em 144 mL de agua ultrapura
(Thermo Scientific do tipo Smart2Pure 3 UV - Hungria). Em seguida, 13,9 mL de HCI
38%(m/v) (Alphatec, SP-Brasil, 38%) também foram adicionados e o0 sistema
permaneceu por 30 minutos sob agitacdo constante em agitador magnético e a
temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 11 mL de butan-1-ol
(Merck, SP - Brasil, 99,5%) como co-surfactante, mantendo a proporcao da massa de
1:3 (F127: Butan-1-ol), calculado a partir da densidade do butan-1-ol. Apés 1 hora,
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15,3 mL de TEOS foram lentamente gotejados e o sistema foi deixado sob constante
agitacdo, em temperatura ambiente, por 24 horas. O sistema foi filtrado e os sdlidos
foram coletados e armazenados em camaras de aquecimento por 5 horas, sob
temperatura de 100°C, para envelhecimento. O Ultimo passo consistiu na calcinacéo
das amostras que foi realizada em estufa aquecida com taxa de aquecimento de

5°C.min"t da temperatura ambiente até 550°C, sob atmosfera inerte (gas argonio).

Figura 8: Esquema representativo das rea¢des quimicas envolvidas na sintese do
SBA-16. Adaptado de GOMEZ, 2016.
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Figura 9: Funcionalizacdo do SBA — 16 com APTES. Adaptado de HOWARTER,
YOUNGBLOOD, 2006.
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O processo de funcionalizag&o ocorreu basicamente em duas etapas, por meio
de estudos prévios realizados por Andrade et al., 2013. Primeiramente, a hidrolise do
grupo alcoxido com formacédo de grupos reativos do tipo silandis e, posteriormente, a
condensacao dos grupos silandis, que resultou na formacao da rede de ligacdes Si-
O-Si (ALFAYA, KUBOTA, 2002). As nanoparticulas de silica SBA-16 foram
funcionalizadas como exemplificado na Figura 9. Esse processo consiste na reacéo
entre a silica mesoporosa SBA-16 e o0 oxissilano presente no 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES). Nesse procedimento, 0,2 g de nanoparticulas de
SBA-16 sintetizadas foram dispersas em solucao constituida por 30 mL de tolueno e
1 mL de APTES. O sistema foi deixado em refluxo por 24h a 100°C. Posteriormente,
o material obtido foi lavado e filtrado. Os sélidos resultantes foram armazenados em
camara de aquecimento, por 4h, a 60°C (HOWARTER, YOUNGBLOOD, 2006).

5.2- Caracterizacao fisico-quimica e morfolégica do material obtido

5.2.1- Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho possui o objetivo de
caracterizacdo das bandas caracteristicas dos compostos sintetizados. A radiacdo do
espectrometro no infravermelho com transformada de Fourier compreende a faixa de
400 a 4000 cm. Foi usada a técnica da pastilha de brometo de potassio (KBr), onde
uma peqguena porcdo da amostra (1,0 mg) foi prensada com KBr, que foi previamente
seco em estufa a 120°C, por 4h. A mistura foi colocada em um molde que foi levado
a prensa e submetido a um peso. A pastilha, muito fina e fragil, foi retirada do molde
e colocada no suporte disponivel no proprio equipamento. Os espectros abrangendo
a regido de 400-4000 cm! foram obtidos por meio de um espectrofotometro modelo
Rayleigh WQF-510 (Pequim, China) com resolugédo de 4 cm™ e 64 varreduras por

minuto.

5.2.2- Anédlise térmica
As analises termogravimétricas (TG) foram realizadas no equipamento TGA
50 WS, Shimadzu (Toquio, Japdo). Amostras em torno de 5 mg foram analisadas nas

seguintes condicdes: razdo de aquecimento 10°C/min, faixa de temperatura de 35 a
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600°C e sob atmosfera de ar sintético com fluxo de 20 mL/min e célula de platina

aberta.

5.2.3- Microscopia eletronica de transmisséao

A técnica de microscopia eletrénica de transmissédo (MET) foi realizada a partir
do aparelho Microscopio Eletrénico de Transmissdo Techai G2-20- SuperTwin FEI-
200kV (Hillsboro, EUA), com detector para Espectroscopia de Perda de Energia de
Elétrons (EELS) com resolugdo de até leV, e possui 0 objetivo de analisar a
morfologia (tamanho, forma e distribuicdo) das nanoparticulas pertencente ao Centro
de microscopia da UFMG. A amostra foi dispersa em agua e sonicada por 5 minutos
em banho de ultrassom. Apds decantacdo por 10 minutos, uma gota da solucéo foi
depositada sobre uma grade-suporte de cobre de 300 mesh de malha, revestida com

carbono.

5.2.4- Adsorcéao/dessorcéo de N2

As caracteristicas dos poros das amostras foram realizadas usando o
equipamento Quantachrome NOVA 1000 (Boynton, EUA) utilizando gas nitrogénio a
77 K. Os dados de volume adsorvido e dessorvido em varias pressoées relativas foram
utilizados para gerar informacdes sobre a area superficial, volume de poros,
distribuicdo e tamanho médio de poros. As andlises da area superficial, tamanho de
poros e volume total de poros foram obtidas pelo método Barret, Joyner e Halenda
(BJH).

5.2.5- Espalhamento dindmico da luz potencial zeta

A técnica de Espalhamento dindmico da Luz (DLS) permitiu determinar o
diametro médio das nanoparticulas de silica e o indice de polidispersividade (PDI),
gue é uma medida adimensional da largura da distribuicdo do tamanho de particula.
Esta analise foi realizada no equipamento Zetasizer Nano Zs, Malvern (Malvern, Reino
Unido), ap0s diluicdo apropriada em agua ultrapura em pH igual a 7,4. O potencial
zeta no mesmo equipamento, empregando-se a técnica de mobilidade eletroforética
dos materiais. Nesse caso, as amostras foram analisadas apos diluigdo de 0,9 mg/mL

e todas as medic¢des foram realizadas em triplicatas, a 25°C.
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5.3- Desenvolvimento e validagdo do método analitico de CLAE-DAD

O desenvolvimento e validacdo do método analitico em CLAE-DAD foi feita a
partir do sistema VWR Hitachi 5260 (Téquio, Japé&o), o qual possui uma bomba com
pressdo maxima de 600 bar, um termostato e um detector DAD. Foi empregada a
coluna cromatogréfica de fase reversa Purospher® STAR RP-18 (Merck - Sdo Paulo,
Brasil), tamanho de particula 5 pm, comprimento de 150 mm e didmetro de 4,6 mm,
mantida, a 25°C, foi empregada nas andlises. A fase movel durante toda analise,
constituiu-se de 50% de acetonitrila grau HPLC (CRQ, Sao Paulo, Brasil) (solvente A)
e 50% de tampdo acetato de sodio (acido acético: Alphatec, SP-Brasil, 99,7% e acetato
de sddio anidro: Sigma Aldrich, Sdo Paulo-Brasil, P.A) (solvente B), em pH igual a 4,6
e concentracdo 0,1 mol/L, em uma vazao de 2,0 mL/min. Foram testadas também
outras fases moveis: agua (pH = 4,0), acetonitrila e metanol grau HPLC (Merck — S&o
Paulo, Brasil), na proporcado de 68:19:13 e; agua (pH = 4,4) e acetonitrila na proporcéo
de 50:50. As proporc¢des citadas foram em v/v e o pH foi ajustado com &cido fosférico
(Sigma Aldrich, Rio de Janeiro - Brasil, P.A.).

Foi empregado um padrdo secundario (CRM) de Doxorrubicina (Sigma Aldrich,
Séo Paulo-Brasil) e a eluicédo foi monitorada a 487 nm. O software Chromaster System
Manager, versado 1,1 foi utilizado para calcular as areas de cada pico, para entéo
contruir uma curva de calibracdo do farmaco, o qual apresentou tempo de retencao
de, aproximadamente, 1,73 min. O volume de injecdo em cada amostra foi de 20 pL,
varrido entre 450 e 510 nm.

Para todas as solucfes preparadas de DOXO na validacdo do método analitico,
foi usado como solvente a fase mdvel, tampao acetato de sédio em pH igual a 4,6 e
concentracdo 0,1 mol/L. Além disso, as solu¢cdes mais diluidas foram preparadas a
partir de uma solucdo méae. O método analitico validado seguiu a resolu¢cdo RDC 166
da ANVISA, publicada no DOU n° 141, de 25 de julho de 2017, onde foram analisados
0S seguintes parametros: seletividade, linearidade, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, preciséo, exatidao e robustez.

A seletividade foi avaliada a partir da andlise apresentada pelo branco do Soro
Fetal Bovino em pH igual a 7,4, comparando-o na presenca de DOXO adicionada.
Com este estudo, pretende-se verificar se nenhum interferente tem eluigdo no tempo
de retencado do analito de interesse, que devera estar bem separado dos compostos

restantes da amostra.
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A determinacéo da linearidade foi efetuada a partir da construgao da curva de
calibragdo com solucgdes padréo de doxorrubicina em dez diferentes concentragdes,
conforme: 1, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 e 250 pg/mL. Cada solucéo foi analisada
em triplicata por CLAE e a curva de calibracéo foi construida a partir da area dos picos
versus concentracdo. A linearidade do método proposto foi avaliada usando o
coeficiente de correlacéo (r) e coeficiente de determinacgéo (r?) da curva de calibracéo.

A preciséo foi avaliada pela dispersao entre as analises repetidas em triplicatas
de quatro concentracdes diferentes. Para precisao intra e inter-dia, foram feitas trés
andlises em intervalos de 2h e 48h respectivamente. A preciséo foi expressa como
porcentagem do coeficiente de variacdo de cada concentracado da amostra analisada.

A avaliacdo da exatiddo do método foi baseada em teste de recuperacao,
realizado com amostra de tampao fosfato de sédio utilizado como branco em pH igual
a 5,8 e concentracdo 0,1mol/L. O teste de recuperagdo consistiu entre as analises
repetidas em triplicata de trés concentragdes diferentes conhecidas, sendo essas
adicionadas em tampao fosfato de sodio utilizado com branco.

O percentual de recuperacao (%R) foi calculado conforme a equacdo 9. Em
seguida foi calculado o coeficiente de variacdo (equacéo 8) da amostra para cada

concentracédo da amostra analisada.

Cem
%R = < * 100 (equagdo9)

Onde:
Cem € a concentracdo experimental média;

C: é a concentracao real

O limite de deteccéo e o limite de quantificacdo foram calculados usando-se as

7

equacdes 5 e 6, respectivamente. Onde, “s” é o desvio padrédo da curva analitica ou
desvio do branco e “S” é o coeficiente angular da curva analitica. Em seguida foi feito
um teste para LD pelo método visual.

A robustez foi avaliada em trés condi¢cfes diferentes, a partir das variacdes a
seguir: temperatura da coluna: 25, 28 e 30°C; pH da fase movel: 4,5, 4,6 e 4,7;
concentracéo da fase mével (tampéo acetato): 0,095, 0,098 e 0,1 mol/L. Foi calculado

o coeficiente de variacdo para cada variacdo da amostra analisada e todos os
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resultados obtidos a partir das condi¢cbes cromatogréaficas foram comparados com
resultados de analises obtidos em condi¢des normais por meio da exatidao.

5.4- Estudo da taxa de incorporacao
Para o estudo da taxa de incorporacéo do farmaco em SBA-16 e SBA-16-
APTES, solucdes de DOXO nas concentracdes de 100 pg/mL e 200 pg/mL foram
preparadas em tampéao acetato 0,1 mol/L e pH igual a 3,5. Em seguida, foram pesados
em tubos eppendorfs, 10 mg, 20 mg e 30 mg de SBA-16 e SBA-16- APTES, em
triplicatas para cada concentracdo em estudo. Cada tubo eppendorf recebeu 1 mL de
solugcdo com o farmaco diluido nas concentracdes preparadas em triplicatas. Apos
adicao da solucéo do farmaco, os tubos eppendorfs foram previamente identificados
e deixados durante 48 horas sob agitacdo, em um agitador orbital da marca Nova
Etica (180 RPM - ThermoFischer Scientific, Sdo Paulo, Brasil), a 25°C. Como as
concentracdes das solucdes de cada eppendorf sdo conhecidas, na proxima etapa 0s
tubos foram centrifugados (3000 RPM e 25 °C) e procedeu-se a andlise de aliquotas
dos sobrenadantes das solu¢des, por meio da técnica de CLAE-DAD. As aliquotas
foram colocadas em vials (frascos) e analisadas de acordo o método descrito no item

5.3, da secédo de materiais e métodos.
A taxa percentual de incorporacdo foi calculada pela diferenca entre
concentracéo inicial adicionada de DOXO (Ci) e concentracdo residual de DOXO (Cr)

presente em solucao, apds o processo de incubacao descrito, conforme:

Cix—CrY¥x
Cix

% de incorporagdo = (equacgdo 10)

Onde:

Ci € a concentracao inicial de DOXO.
Cr é a concentragao residual de DOXO em solucao apos 48h.
Y é a massa presente em cada eppendorf.

X é a concentracdo da DOXO estudada para incorporagao.

5.5- Estudo in vitro da cinética de liberagcdo do farmaco
O estudo da cinética de liberacdo do farmaco foi realizado a temperatura de

36,5°C de forma a simular a temperatura corpérea humana, em tampao fosfato e
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tampdo acetato de sodio, com pH igual a 7,4 e 4,5, respectivamente. Foram
adicionados 2mL dos tampdes aos tubos eppendorfs contendo amostras de 30 mg de
SBA-16 e SBA-16-APTES incorporadas com as solucées de DOXO de 100ug/mL e
centrifugados a uma rotacdo de 3000 RPM, por 5 minutos. Na sequéncia, de cada
tubo epperdorf foi coletado 0,5mL do sobrenadante para andlise via CLAE-DAD, de
forma que a mesma massa que se tinha da coleta foi recomposta por adequado
volume de tampéao fosfato e acetato. Depois, os tubos foram colocados novamente
sob agitacdo no agitador orbital e depois de 2, 4, 8, 24, 48, 72, 144, 240, 360, 528 e
696 horas. Seguindo-se 0 mesmo procedimento descrito anteriormente, amostras dos
sobrenadantes foram analisadas por CLAE (n=3). Em todas as amostras foram
realizados os célculos das concentracdes antes e depois da reconstituicdo dos
sobrenadantes para a obtencédo adequada do montante e DOXO liberada em cada um

dos tempos propostos.

6- RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1- Caracterizacao dos materiais obtidos

Uma sequéncia de operacgdes envolve o processo sol-gel, das quais se incluem
reacBes quimicas e processos fisicos, conduzindo a formacédo de sélidos porosos a
partir de solug@es liquidas de precursores moleculares. O termo sol é utilizado para
definir uma distribuicdo de particulas coloidais estavel em fluidos, ja o termo gel pode
ser visto como sendo o sistema formado pela estrutura rigida de particulas coloidais
que imobiliza a fase liquida nos seus intersticios. Desse modo, os géis coloidais
resultam da agregacdo de particulas priméarias, que sé ocorre pela alteracéo
apropriada das condicfes fisico-quimicas da suspensédo (HIRATSUKA, SANTILLI,
PULCINELLI, 1995).

As nanoparticulas de silica foram sintetizadas sob condi¢cdes &cidas, e o
mecanismo reacional pode ser explicado em duas etapas:

(i) Hidrolise: que é caracterizada pela protonagcéo dos grupos alcoxidos ligado
ao atomo silicio, tornando-o mais susceptiveis ao ataque nucleofilo da agua. O alcool
€ o0 melhor grupo de saida, sendo entédo eliminado, obtendo na sequéncia 0s grupos

reativos do tipo silanois.
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(i) Condensacéao: as moléculas hidrolisadas do tetraetilortossilicato (TEOS) sao
inicialmente protonadas em uma etapa rapida, e na sequéncia, em uma etapa lenta,
as moléculas de TEOS reagem com as moléculas que passaram por hidrolise,
formando ligacdes do tipo siloxano (Si — O — Si) (Figura 8).

O processo de funcionalizagéo foi conduzido em duas etapas. Na primeira,
ocorreu a hidrélise do grupo alcéxido com formagéo de grupos reativos do tipo silanois,
e posteriormente, ocorreu a condensacdo dos grupos silanois, que resultou na
formacao da rede de ligacdes (Si - O - Si) (ALFAYA, KUBOTA, 2002). Ja na segunda,
as nanoparticulas de SBA-16 foram funcionalizadas pelo processo que consistiu na
reacao entre a silica mesosporosa SBA-16 e o oxissilano presentes no APTES (Figura
9).

6.1.1 - Caracterizacao quimica
Os espectros vibracionais obtidos na regido do infravermelho referentes as
nanoparticulas de SBA-16 e SBA-16-APTES podem ser observados na Figura 10.

Figura 10: Espectro na regido do infravermelho para SBA-16 e SBA-16-APTES.
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Pode-se observar uma banda larga na regido de 3200 a 3700 cm™ que foi

atribuida ao estiramento do grupo OH e a banda em 1630 cm™ esta associado a
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deformacdo deste mesmo grupamento quimico, confirmando entdo a sua presenca
(AZlZl, et al., 2015). A formacdo da rede de silica apresenta estiramentos nas
seguintes regides: 750-830 cm™ e 800-1000 cm* (NAKAMOTO, 1997). As principais
caracteristicas da silica sdo apresentadas nas regides préximas de: 1100 cm?
correspondente ao estiramento assimétrico (Si-O-Si) e 800 cm* associado a vibracéo
de estiramento (Si-O-Si). Além disso, a banda atribuida ao estiramento (Si-OH) é
observada em torno de 960 cm* (ANDRADE, et al. 2013).

O espectro infravermelho para o SBA-16-APTES nédo s6 apresentam bandas
de absorcéo similares correspondentes a estrutura da silica, mas também apresentam
picos em regides especificas originadas a partir do agente funcionalizante.

As bandas relativas ao estiramento simétrico das ligacdes N-H sao largas e
ocorrem em torno de 3345 cm™. No presente estudo, estas bandas podem estar
sobrepostas pelas bandas formadas pelas absor¢cbes dos grupos hidroxilas
(BARROS, et al., 2015). Entre 1100-1200 cmt, normalmente se observa uma banda
de absorcdo devido ao estiramento da ligacdo C-N, no entanto, essa banda néo
aparece no espectro devido a uma provavel superposicdo com as bandas de absorcao
do estiramento da ligacdo Si-O-Si, que também ocorre em torno de 1100 cm* e Si-
CH2-R, que ocorre entre 1200-1250 cm (SILVERSTEIN, et al 1994; WANG et al.
2005). Ja a presenca de uma banda em torno de 2950 cm™! foi atribuida ao estiramento
assimétrico C-H (sp®) correspondente ao APTES (ANDRADE, et al. 2013).

As analises termogravimétricas dos materiais sintetizados foram empregadas
desde a temperatura ambiente até uma temperatura de 600°C, usando atmosfera de
ar sintético. Os experimentos dessas analises térmicas fornecem, apds construcéo de
um grafico, curvas de perda de massa em funcdo do aumento da temperatura. Com
isso, informacdes importantes podem ser obtidas sobre a temperatura de degradacao
dos grupos presentes a superficie dos materiais. A partir desses resultados € possivel
observar perdas de massa em regides caracteristicas de cada tipo de material. As
curvas de TG do SBA-16 e SBA-16-APTES sao apresentadas na Figura 11.
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Figura 11: Andlise termogravimétrica para SBA-16 e SBA-16-APTES.
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Para a matriz SBA-16, uma perda de massa de 17,5% ocorreu entre 25 e
150°C. Tal perda foi associada a dessorcao da agua fisicamente adsorvida na
superficie do material. J& em um segundo evento, observa-se uma ligeira perda de
massa de aproximadamente 2,5%, a qual esta relacionada ao restante do copolimero
F127 residual. Esse evento indica que a calcinacdo removeu completamente o
surfactante, pois ndo se observa evento na faixa entre 150 e 600°C, relativo a
decomposicao do copolimero.

O mesmo estudo realizado em amostras SBA-16-APTES, revelou que além da
perda de massa de aproximadamente 12,5%, ocorrida entre 25 e 150°C, que foi
atribuida as moléculas de agua que estava fisicamente adsorvida na superficie das
nanoparticulas, ha também um segundo evento térmico de perda de massa de
aproximadamente 12,5%, que ocorreu entre 150 e 600°C, que foi atribuida a
degradacéo térmica das moléculas do agente funcionalizante APTES, incorporados
também na superficie da matriz de silica. Foi possivel observar uma perda de massa

total de aproximadamente 25%. As temperaturas onde 0s eventos térmicos ocorreram
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estdo de acordo com estudos prévios conduzidos por ANDRADE, et al. 2013 e
GESZKE- MORITZ; MORITZ, 2016.

6.1.2. Caracterizacdo morfoldgica e fisica

A estrutura dos poros da SBA-16 foi esclarecida pela técnica de microscopia
eletrOnica de transmisséo (MET). As imagens de MET para SBA-16 sdo encontradas
na Figura 12 (A), a qual foi obtida através do feixe de elétrons incidente na direcéao
paralela ao eixo dos poros, revelando uma estrutura cubica dos mesoporos de canais
homogéneos e equidistantes. Na Figura 12 (B) esta disponivel a Imagem de Electron
energy loss spectroscopy (EELS) de XXXEV que é caracteristica de elétrons do
elemento quimico nitrogénio. A imagem revela a presenca da matriz SBA-16-APTES
sob a co-existéncia de atomos de nitrogénio do agente funcionalizante (APTES) na
cor vermelha. A Figura 12(C) foi obtida pelo software Image J® e 0s picos presentes
representam os centros dos poros da matriz SBA-16, sendo que a distancia calculada
entre os picos pelo mesmo software revelou um valor médio de aproximadamente 11
nm de forma que a sequéncia de ordenamento paralelo equidistante dos poros pode

ser confirmada como em Maheswari e colaboradores (2014).
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Figura 12: Micrografias de imagens de Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)
de amostras constituidas por: (A) SBA-16. Em (B) Imagem de Electron energy loss
spectroscopy (EELS) para SBA-16-APTES revelando a presenca de atomos de
nitrogénio do agente funcionalizante (APTES) na cor vermelha e (C) analise do perfil
superficial da amostra (A), revelando o ordenamento de poros da estrutura da imagem

(A). Imagem obtida pelo software Image J®.

fim

As imagens de MET obtidas para a matriz SBA-16 sdo semelhantes aos
estudos prévios conduzidos por GOSCIANSKA, OLEJNIK, NOWAK, 2017 e
MAHESWARI, et al. 2014.

As medidas de adsorcdo e dessorcdo de nitrogénio servem para avaliar a
efetividade dos processos de sintese em obter materiais mesoporosos com elevadas
areas superficiais como 0 SBA-16, uma vez que essa técnica permite, a partir do perfil
das isotermas de adsorcdo/dessorcao quantificar caracteristicas importantes da
estrutura, tais como: area especifica, o volume e o tamanho dos poros das silicas
obtidas. As isotermas de adsorgéo e dessorgéo obtidas para amostras de matrizes de
SBA-16 e SBA-16-APTES sdo mostradas na Figura 13.
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Figura 13: Andlise de adsorcao/dessorc¢éo de nitrogénio (método BET) para amostras
de SBA-16 e SBA-16-APTES.
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As duas isotermas apresentam perfis semelhantes do tipo IV, que séo, de
acordo com a IUPAC, caracteristicas de materiais mesoporosos e apresentam
diametro de poro na faixa de 2 a 50nm. Nesta analise é possivel observar loop de
histerese, com ramos de adsorcéo e dessorcao paralelos, classificados como Hi que
sdo histereses de materiais mesoporosos regulares de formato cilindrico e com
extremidades abertas, o que esta de acordo com a estrutura de poros apresentada na
Figura 6. As curvas de histerese estdo associadas a condensacéo capilar que ocorre
Nnos mesoporos na adsorcdo e a evaporagcdo capilar na dessorcdo (TEIXEIRA;
COUTINHO; GOMES, 2001). Os resultados obtidos para a area superficial, volume e
diametro dos poros foram calculados a partir do método BJH. De acordo com o grafico
obtido, pode-se observar que o processo de funcionalizacdo acarretou uma

diminuicdo do diametro de poros da SBA-16, 0 que ja era esperado, pois a
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incorporacao de moléculas organicas como o APTES preenche parcialmente os poros
e, como consequéncia impede a entrada de nitrogénio durante a analise, fazendo com
gue o volume de nitrogénio adsorvido na silica diminua e por sua vez também o
volume do poro.

Na Tabela 1, estdo resumidos os dados de &rea superficial (AS), volume do
poro (VP) e diametro do poro (DP’).

Tabela 1: Dados estruturais da SBA-16 e SBA-16-APTES.

Silica AS(m?/g) VP (m3%g) DP’(nm)
SBA-16 975,00 1,14 9,01
SBA-16-APTES 472,00 0,65 5,00

Como esperado, a funcionalizacédo faz com que haja uma reducéo significativa
na area superficial, aproximadamente 52%. Outros trabalhos obtiveram a mesma
reducdo devido a funcionalizac&o, entretanto, porcentagens diferentes. Moritz (2016)
observou uma reducdo por volta de 43% (751 para 430m?/g), GOSCIANSKA,
OLEJNIK, NOWAK, 2017 obteve uma reducdo de 70% (740 para 220m?/g) e
YOUSEFPOUR, TAHERIAN, 2015uma reducéo de 65% (879 para 306 m?/g). Tal fato
pode estar ligado com a quantidade de APTES utilizada, bem como a diferente
maneira de sintese.

Com a metodologia de DLS foi possivel determinar o diametro hidrodinamico
(DH) das particulas em suspenséo pelo espalhamento de luz decorrido do movimento
Browniano das particulas. Quando uma particula é dispersa em meio liquido, €
formada uma camada de solvatacdo em sua superficie e o DH inclui essa camada de
solvatacdo (MALVERN, 2004). Tal fato péde ser notado em estudo, pois a amostra de
SBA-16-APTES apresentou um aumento no valor do seu tamanho em relacdo as
amostras de SBA-16, os quais podem ser atribuidos aos grupos de APTES inseridos
na superficie da silica, aumentando assim o perfil de aglomeracéo entre eles.

Como pode ser visto na Figura 14, o tamanho nas nanoparticulas de silica SBA-
16 é igual a 296 + 29nm e da SBA-16-APTES igual a 312 + 31 nm. Uma maneira de
controlar os tamanhos dessas nanoparticulas seria controlar a velocidade de agitacéo

e a velocidade de gotejamento com uma bureta automéatica afim de aumentar a
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dispersdo das nanoparticulas, uma vez que embora esses fatores tenham sido

controlados, pode nao ter adquirido o rigor necessério (VAYSSIERES, 2005).

Figura 14: Distribuicdo do tamanho, tamanho médio e indice de polidispersividade
das amostras SBA-16 e SBA-16-APTES.
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Essa metodologia oferece também a possibilidade de determinar o indice de
polidispersividade (PDI), o qual fornece informacdes sobre a distribuicdo das
populacbées de tamanho das particulas analisadas. O PDI refere-se a variedade do
tamanho da amostra relativo a sua distribuicdo por intensidade (MALVERN, 2004).
Seus resultados sao compreendidos entre 0 e 1 e, quanto menor esse resultado, mais
monodispersa estara as particulas que consequentemente serd mais homogénea
(<0,3) (NEMEN, SENNA, 2011). Tanto os valores de PDI para SBA-16 e SBA-16-
APTES séao baixos, justificando que as nanoparticulas sdo monodispersas e
homogéneas. Pode-se observar também uma maior distribuicdo das populacdes das
nanoparticulas analisadas referente a SBA-16-APTES, as quais podem ser atribuidas
as interacbes intermoleculares, devido a cadeia organica do APTES ligada a

superficie da silica, aumentando assim o perfil de aglomeracéo entre eles.
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No mesmo instrumento foi possivel determinar o potencial zeta, que é um valor
referente a carga elétrica presente na bicamada elétrica que recobrem as
nanoparticulas (camada de Stern), sendo entdo um indicativo de estabilidade coloidal,
uma vez que quanto maior o valor das cargas em modulo, maior sera a repulséao
eletrostatica entre as particulas, menor o estado de agregacdo e menor a
probabilidade de ocorréncia de fenomenos de floculagdo, colascéncia ou
sedimentacdo (MALVERN, 2004).

Os elevados moédulos de potencial zeta negativo determinado nas amostras de
SBA-16 indicam a boa estabilidade da amostra e pode ser relacionado com a presenca
de grupos silandis presentes nas superficies do SBA-16. Os dados obtidos para
amostras funcionalizadas revelaram que houve uma importante reducdo no modulo
negativo do potencial zeta no sistema funcionalizado. Esta reducdo pode ser atribuida
a presenca de grupos amino-alcoxissilanos do APTES, que em pH neutro o qual foi
realizado o ensaio, encontram-se significamente protonados. Esta afirmacdo se
baseia no fato de que grupamentos amino-alquil priméarios possuem pKa da ordem de

9 e, em pH 7,4 estarao significativamente protonados.

6.2- Desenvolvimento e validagcdo do método analitico de CLAE-DAD

A Figura 15 apresenta um cromatograma obtido em 487 nm, em que foi
empregada a fase movel constituida de acetonitrila e tampéao acetato 0,1 mol/L e pH
igual a 4,6 na razdo de 50:50 em que demonstrou melhor eficiéncia de deteccdo de
DOXO, na concentracéo de 180 ug/mL. O resultado revela um tempo de retencéo de

aproximadamente 1,73 minutos para esse farmaco.
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Figura 15: Cromatogramas de DOXO obtidos na concentracéo de 180 ug mL* pela

técnica de CLAE-DAD. (A) Cromatograma espectral 2D onde os detalhamentos dos

diferentes comprimentos de onda estudados foram avaliados (450 a 510 nm). (B)
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A determinacgédo da linearidade do método desenvolvido foi efetuada a partir da

construcdo da curva de calibragdo com solugcbes padroes de DOXO, nas seguintes
concentracfes: 1, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 e 250 pug/mL. As analises para a

obtencao da curva de calibragéo foram realizadas em triplicatas, e os dados obtidos

foram tratados pelo software Chromaster System Manager Verséao 1.1.
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A equacao da reta igual a y= 7382,5x — 50586,0 foi determinada e a avaliagao
da linearidade entre as variaveis foi realizada a partir do coeficiente de correlacéo (r)
e de determinacdo (r?), que sédo 0,9989 e 0,9978, respectivamente.

A existéncia de uma relacdo matematica entre a concentracdo do farmaco e a
area do pico obtida, foi avaliada por meio de analise de variancia (ANOVA)
empregando-se o aplicativo MS Excel®. Os resultados da andlise estdo apresentados
na Tabela 2 e os dados obtidos revelam que o valor-p encontrado € muito baixo
(<0,01), entdo hé forte evidéncia da relacdo entre concentracao e area do pico.

Figura 16: Curva analitica de calibracdo da DOXO.

. . y=7382,5x - 50586
Concentragao x Area do pico r=0,9978

2000000,00 -
1800000,00
1600000,00
1400000,00
1200000,00
1000000,00
800000,00
600000,00
400000,00
200000,00

0,00 T T T T T 1
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00

Tabela 2: Valores do tratamento estatistico para DOXO em CLAE.

Coeficientes  Erro padrdo Statt valor-P
Intersecdo -50586,22202 14847,93705 -3,40095289 0,009264759
Concentragdo 7382,478398 122,4216716 60,30368891 6,35377E-12

6.2.2- Seletividade

Na Figura 16 € possivel verificar que o método proposto apresentou
significativa seletividade do farmaco na presenca de soro fetal bovino (SFB), uma vez
que o branco dessa amostra néo evidenciou pico relevante de absor¢cdo no
comprimento de onda de 487 nm e tempo de retencéo de 1,73 minutos, descartando

assim, a possibilidade de interferentes. Na Figura 16 (A) estd apresentado o
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cromatograma do SFB. J& na Figura 16 (B) tem-se o cromatograma obtido da mistura
de SFB, contendo DOXO na concentragao de 40 pg/mL.

Utilizou-se o SBF pois a continuidade dos estudos remete ao emprego de
ensaio com células e o SFB € um meio biolégico comumente utilizado em cultivo

celular.

Figura 17: Seletividade para DOXO em SFB e TAMPAO FOSFATO

¢ Dox calib va - Vial 5 Inj 1 3FB - Fixed 487 mn

f A-SFB

d) Dox calib va - Vial 6 Inj 1 5FB-1 - Fixed 487 m

— E- §FB+DOX0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 142 1.4 1.6 1,8 2,0 2,2 1,4 1,6 i 3,0
Retention Time |min)

6.2.3- Preciséo

Os valores encontrados para o coeficiente de variacdo das analises, para
avaliacdo da precisdo intra e inter-dia encontram-se nas tabelas 3 e 4,
respectivamente. Na tabela 3, hora 1 e 2 referem-se a Oh e 2h, respectivamente, e
para tabela 4, dia 1 e 2 referem-se aos tempos de Oh e 48h, respectivamente.

De acordo com Ribani, 2004 os resultados obtidos foram considerados
satisfatorios, apresentando valores pequenos para o coeficiente de variacdo de cada
concentracdo em estudo (variando entre 0,3 e 4,93) e estdo em concordancia com a
especificacao estabelecida pela a qual preconiza um coeficiente de variagao (CV) <
20% como critério de avaliacdo deste parametro. Com isso, pode-se concluir que o

método € preciso.
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Tabela 3: Precisdo intra-dia do método para quantificagdo da DOXO por CLAE.

Concentracéao
tedrica (ug/mL)

Hora

Concentracéao
experimental

(ng/mL)

Concentracao
experimental
Média (pg/mL)

% CV (%)

20,00

21,21
23,56
23,39

23,02

3,44

21,98
23,35
23,13

22,82

3,23

80,00

80,25
75,01
81,12

78,79

4,20

83,34
81,53
75,77

80,21

4,93

150,00

149,11
147,67
143,02

146,70

2,05

152,49
153,01
148,85

151,45

1,50

200,00

205,41
192,02
191,99

196,48

3,94

185,91
198,37
194,10

192,79

3,28
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Tabela 4: Precisao inter-dia do método para quantificagdo da DOXO por CLAE.

Concentracao Concentracao Concentracao
tedrica (ug/mL) Dia experimental experimental média CV (%)

(ng/mL) (ng/mL)
21,83

1 22,79 22,42 2,32
20,00 22,65
21,98
2 23,35 22,82 3,23
23,13
83,02
1 78,45 79,14 4,52
80,00 75,96
83,34
2 81,53 80,21 4,92
75,77
147,33
1 154,29 149,55 2,75
150,00 147,04
152,49
2 153,01 151,45 1,50
148,85
193,20
1 193,43 192,99 0,30
200,00 192,34
185,91
2 198,37 192,79 3,28
194,10

6.2.4- Exatidao

A avaliacdo da exatiddo do método desenvolvido foi baseada no teste de
recuperacdo da amostra. O teste de recuperacdo consistiu na razdo entre a
concentracdo media experimental e a concentracao tedrica que se encontra na tabela
5. Os dados revelam que para todas as analises a recuperacdo permaneceu entre a

faixa de 70 a 120%. Além disso, os valores do coeficiente de variacdo obtidos para as
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trés concentracdes foram inferiores a 20%, com isso, podemos afirmar que o método

analitico desenvolvido é exato.

Tabela 5: Exatiddo do método para quantificacdo da DOXO por CLAE.

Concentracéao Concentracao Concentracao
tedrica (ug/mL) experimental experimental média R (%) CV (%)
(ng/mL) (ng/mL)
11,03
10,00 11,75 11,44 114,39 3,22
11,54
95,70
100,00 102,24 99,58 99,58 3,45
100,80
180,04
180,00 180,59 180,80 100,45 0,49
181,78

Obs.: As concentragfes experimentais foram calculadas através da subtragdo do branco (fase movel).

6.2.5- Limite de deteccéo e limite de quantificacéo

O limite de deteccdo e limite de quantificacdo do método foi determinado
experimentalmente a partir do desvio padréo obtido de nove diferentes analises do
branco. Os dados obtidos estéo disponiveis na Tabela 6 e revelam média da area do
pico com desvio padrao de 26576,11 + 741, 36.

Tabela 6: Concentracdes e desvio padréo analisados para o branco.

Areado pico Média da area do pico Desvio padréo
26685,00

25886,00
27260,00
26428,00
27654,00 26576,11 741,36
26364,00
27418,00
25498,00
25992,00
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O valor calculado para o limite de quantificacdo é 1,00 ug/mL e se encontra
dentro da curva de calibragdo como recomendado pela ANVISA. O valor calculado
para o limite de deteccdo encontrado foi de 0,33 ug/mL, entretanto, pelo método

visual, foi possivel detectar a presenca de DOXO em concentracdo de 0,20 ug/mL.

6.2.6- Robustez

A robustez do método foi avaliada alterando algumas variaveis como a
concentracdo da fase movel, o pH e a temperatura do forno de coluna. Os resultados
obtidos encontram-se nas tabelas 7, 8 e 9, respectivamente. A partir dos dados obtidos
foram calculados os efeitos de cada variavel, por meio dos mesmos critérios utilizados
para a determinacao da exatiddo, que sdo a taxa de recuperacdo da amostra e seu
coeficiente de variacdo. Os resultados desses célculos forneceram valores de
exatiddo que variaram entre 70 a 120% e coeficientes de variagao inferiores a 20%.
Entdo, apdés os dados obtidos, pode-se afirmar que o método é capaz de sofrer
pequenas variacdes sem causar uma variacado maior nos resultados obtidos, logo o
método possui robustez e essas variacdes de pH, temperatura e concentracdo da fase

movel podem ser incorporadas ao procedimento.
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Tabela 7: Variacdo da concentracdo da fase moével para investigacao da robustez do

método para quantificacdo da DOXO por CLAE.

Concentragéo
tedrica (ug/mL)

Concentragéo
experimental

(ng/mL)

Concentragao
experimental média
(ng/mL)

Concentracgao da
fase maével (mol/L)

% R

CV (%)

25,00

26,35
26,98

26,16

26,50

120,00

115,13
119,25

123,31

119,23 C=0,10

225,00

225,96
224,35

224,11

224,81

105,99

1,62

99,36

3,43

99,91

0,45

25,00

25,15
24,81

24,10

24,69

120,00

116,20
114,08

117,71

116,00 C=0,095

225,00

221,8101
222,3751

221,3911

221,86

98,74

2,18

96,66

1,57

98,60

0,22

25,00

25,5974
25,3665

24,3602

25,11

120,00

116,09
118,87

111,20

115,39 C=0,098

225,00

222,60
221,19

220,68

221,49

100,43

2,62

96,16

3,36

98,44

0,45

59



Tabela 8: Variacdo do pH da fase movel para investigacdo da robustez do método

para quantificacdo da DOXO por CLAE.

Concentragao tedrica
(ng/mL)

Concentragéo
experimental (ug/mL)

Concentragao experimental
média (ug/mL)

pH

%R

CV (%)

25,00

25,76
25,99

25,30

25,68

102,73

1,37

120,00

118,28
118,28

113,71

116,98

4,50

97,49

2,44

225,00

224,32
223,45

222,32

223,54

99,35

0,33

25,00

26,35
26,98

26,16

26,50

105,99

1,62

120,00

115,13
119,25

123,31

119,23

4,60

99,36

3,43

225,00

225,96
224,35

224,11

224,81

99,91

0,45

25,00

25,18
25,60

24,86

25,21

100,85

1,49

120,00

113,33
117,86

121,33

117,51

4,70

97,92

3,41

225,00

225,16
224,17

223,79

224,37

99,72

0,32
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Tabela 9: Variagdo da temperatura do forno de coluna para investigagéo da robustez
do método para quantificacdo da DOXO por HPLC.

Concentragéo Concentragao Concentragéo Temperatura da
tedrica (ug/mL) experimental experimental média coluna experimental
(ng/mL) (Mg/mL) (°C) %R CV (%)

25,76
25,00 25,99 26,50 105,99 1,62

25,30

115,13
120,00 119,25 119,23 25 99,36 3,43

123,31

224,32
225,00 223,45 224,81 99,91 0,45

222,32

26,80
25,00 27,41 27,13 108,53 1,132

27,19

117,49
120,00 113,32 116,38 28 96,99 2,31

118,34

221,86
225,00 220,59 221,10 98,27 0,30

220,86

26,41
25,00 26,81 26,53 106,13 0,91

26,37

116,47
120,00 112,24 115,41 30 96,18 2,42

117,53

221,46
225,00 220,51 220,80 98,1330 0,259

220,43
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6.3- Estudo da taxa de incorporacdo da DOXO em SBA-16 e SBA-16-APTES

O estudo da taxa de incorporacdo de DOXO nas matrizes de silica foi feito a
partir de diferentes concentracdes de DOXO (Glenmark Farmacéutica Ltda - Buenos
Aires, Argentina). Depois do meétodo de quantificacdo por CLAE-DAD ser
desenvolvido e validado, procedeu-se com os estudos da taxa de incorporagdo nas
amostras do SBA-16 e SBA-16-APTES, onde 1mL de concentragdes de 100 e 200
png/mL de DOXO foram adicionadas em triplicatas a tubos eppendorfs com 10, 20 e
30mg de SBA-16 e APTES-SBA-16. Apds 48h de incubacgéo (180 RPM e temperatura
de 25°C), as amostras foram centrifugadas a 3000 RPM e 25°C, aliquotas dos
sobrenadantes das solu¢des foram analisadas em CLAE. Os valores obtidos estédo
apresentados na Tabela 10 e revelam que as matrizes de SBA-16 apresentaram
maiores taxas de incorporacbes da DOXO e que ambas as matrizes obtiveram
melhores resultados em 30mg de silica.

Sendo assim, %i 10200 significa a porcentagem de incorporacdo de DOXO em

amostras de 10 mg e concentragdo de 200 pug/mL.

Tabela 10: Porcentagem de incorporacao da DOXO em diferentes massas de silica.
Amostra %i 10100 %i 10200 %i 20100 %i 20200 %i 30100 %i 30200

SBA-16 71,70 57,23 87,15 85,72 92,77 91,81

SBA-16-APTES 26,32 12,69 48,57 37,85 66,52 58,63

A maior porcentagem de incorporagéo do farmaco foi observada em amostras
SBA-16 quando comparadas com amostras de SBA-16-APTES. Este comportamento
foi previsto uma vez que a partir dos resultados da analise de adsorcdo e dessorcao
de N2 que demonstraram para amostras ndo funcionalizadas (SBA-16) uma maior
area superficial e maior diametro dos poros, 0 que permite uma maior interacdo com
as moléculas do farmaco. Aléem disso, sob o ponto de vista das interacdes
intermoleculares, nas amostras ndo funcionalizadas €é possivel que ocorram
interacdes entre os grupamentos polares da DOXO e grupos silandis da superficie
porosa da matriz SBA-16. Por outro lado, uma menor taxa de incorporagao foi
observada nas amostras SBA-16-APTES, quando comparadas ao SBA-16. Este

comportamento pode ser atribuido ao processo de funcionaliza¢do, que contribui para
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uma reducdo importante dos espacos disponiveis para incorporacdo do farmaco e
bem como a diminui¢do de interacdes intermoleculares polares através da adi¢do de
grupos amino-alcoxissilanos do APTES.

A funcionalizacdo do SBA-16 com APTES ja foi descrito, anteriormente, em
varios trabalhos envolvendo silica, como em BARROS, et al., 2015; GOSCIANSKA,;
OLEJNIK; NOWAK, 2017; GESZKE- MORITZ; MORITZ, 2016. Em todos esses
trabalhos os autores observaram comportamentos semelhantes ao obtido no presente
trabalho, ou seja, que o processo de funcionalizacdo com APTES promove uma
significativa reducdo das taxas de incorporacdo de farmacos polares e, que tal
comportamento pode ser atribuido ao processo de funcionalizacdo que apresenta
capacidade de modificar as superficies de nanomateriais, aumentando ou diminuindo
as forcas intermoleculares, ligacédo covalente ou ligacao eletrostatica com os farmaco,
ou seja, a funcionalizac&o possui 0 objetivo de melhorar a eficiéncia da quantidade do
farmaco liberado em estudo (ANDRADE, et al., 2013).

6.4- Estudo in vitro da cinética de liberacéao

Os ensaios de liberacdo da DOXO a partir das matrizes SBA-16 e SBA-16-
APTES foram realizados analisando a quantidade liberada de DOXO em funcéo do
tempo, a partir da técnica de CLAE-DAD. Dessa forma, os perfis de liberacdo da
DOXO para silica ndo funcionalizada e silica funcionalizada em tampao acetato
(pH=4,5) e fosfato (pH= 7,4) estdo apresentados nas Figuras 18 e 19,
respectivamente. Esses valores de pH foram escolhidos para simula o pH dos tumores
e 0 ambiente do tecido sanguineo.

Os dados obtidos revelam que ambas as matrizes permitiram que o farmaco
fosse liberado de forma controlada, por um significativo nimero de horas em ambos
os fluidos. Para a amostra de SBA-16 (pH = 7,4) observa-se que a liberagao ocorreu
muito lentamente, sendo a liberacdo maxima da DOXO de 10,00% apds 696 h, uma
vez que 40,00% desse valor foi liberado nas primeiras 4h. Por outro lado, foi possivel
observar que a mesma matriz sob a presenc¢a de um meio com pH mais &cido, (pH =
4,5) obteve sua liberacdo maxima de 26,05% apds 696h, com 41,50% desse valor
sendo liberado nas primeiras 4h.

O sistema funcionalizado, como esperado, revelou um comportamento de

liberacdo diferente da matriz ndo funcionalizada, onde maiores porcentagens de
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liberacdo da DOXO foram observadas. A amostra de SBA-16-APTES (pH = 7,4)
apresentou liberagdo maxima de 32,76% apo6s 72h, com 45,77 % sendo liberado nas
primeiras 4h. J4 a amostra de SBA-16- APTES (pH = 4,5) obteve sua liberacéo

maxima de 70,00% apo6s 696h, com 40,15 % sendo liberado nas primeiras 4h.

Figura 18: Perfis de liberagédo de DOXO em diferentes meios para SBA-16.
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Figura 19: Perfis de liberacdo de DOXO em diferentes meios para SBA-16-APTES.
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Os valores méximos da cinética liberagcdo estdo apresentados na tabela 12 e
revelaram que embora a SBA-16 tenha obtido maior taxa de incorporacdo com
92,77% em relacdo a SBA-16-APTES com 66,5%, sua cinética de liberacdo € menos
eficiente, pois a cada 92,77 mg do farmaco incorporado, apenas 7,5 mg sao liberados
em pH 7,4 e 23,6 mg em pH 4,5. Ja para o sistema de SBA-16-APTES, a cada 66,5
mg incorporados da DOXO, 21,8 mg séo liberados em pH 7,4 e 46,55 mg em pH 4,5.

Tabela 11: Porcentagem maxima acumulada de liberacdo de DOXO em SBA- 16 e
SBA-16-APTES.

pH SBA-16 SBA-16-APTES
4,5 25,40% 70,00%
7,4 8,10% 32,80%

Os perfis da cinética de liberacdo da DOXO foram investigados tomando-se
como base o modelo de Ritger & Peppas, de acordo com a equacao 4, 0 mesmo
modelo utilizado por D6rame-Mirando e colaboradores (2018). A partir da linearizacao
deste modelo foi possivel encontrar os parametros cinéticos, como a constante K que
diz respeito a velocidade de liberacdo nos primeiro 60% e também o valor de n que
indica 0 mecanismo de liberacéao.

Apos as linearizacfes dos sistemas de liberacdo, os parametros cinéticos sédo
mostrados na tabela 13. Os dados obtidos revelam a cinética de liberacao de solutos
a partir de sistemas intumesciveis com geometria esférica, um valor de n < 0,43, como
obtido nos quatro casos, indicando que o mecanismo de liberacdo observado é de

difusdo do soluto a partir de camadas da matriz (SOARES, et al. 2020).

Tabela 12: Parametros cinéticos obtidos aplicando o modelo de Ritger & Peppas nas
liberacdes controladas de DOXO.

Amostra K n r2
SBA-16 (pH 4,5) 8,29 0,14 0,9903
SBA-16 (pH 7,4) 3,23 0,18 0,9907

SBA-16-APTES (pH 4,5) 21,69 0,17 0,9738
SBA-16-APTES (pH 7,4) 13,46 0,18 0,9685
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A Figura 20 apresenta um modelo que descreve possiveis interacdes
hidrofobicas que podem ocorrer entre a DOXO e a rede da silica funcionalizada (em

linha pontilhada verde). As geometrias das moléculas ndo séo reais.

Figura 20: Possiveis interacfes intermoleculares hidrofébicas entre a DOXO e SBA-
16-APTES. (Autor).
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Um perfil de liberagdo mais rapida do farmaco nas amostras SBA-16-APTES
foi observado e pode ser adequadamente associado a um menor namero de
interacbes da DOXO com a rede da silica devido ao processo de funcionalizacao,
onde a imobilizacdo das moléculas dos alcoxissilanos permitiram que houvesse
interag6es mais fracas entre as estruturas, diminuindo a probabilidade de o farmaco
ficar em grande parte ou totalmente retido na matriz. Ja para SBA-16, grupos
hidroxilas e amino da DOXO permitem fazer ligacdes de hidrogénio mais forte com
grupo silanol da silica, aumentando entdo, a forca das interacbes e,
consequentemente, fazendo que a liberacdo ocorra de forma mais lenta ou néo
ocorra.

Essa diferenca entre as forgcas de interagoes intermoleculares da DOXO com
as redes da silica € um dos motivos que fazem com que o farmaco seja liberado em
maior quantidade e em tempo mais prolongado para SBA-16-APTES em relacdo ao
observado na matriz SBA-16, em pH igual a 4,5. A alta taxa de incorporacao
observada na matriz SBA-16 ndo apresentou vantagem em relacdo a SBA-16-APTES,

ja que na primeira o farmaco ficou fortemente retido na matriz.
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A rapida liberacdo da DOXO nas primeiras horas dos experimentos pode ser
atribuida as moléculas do farmaco que estavam dispersas na interface da agua e
superficie das nanoparticulas (SCHAFFAZICK, et al., 2003). Como a funcionalizac&o
diminui a hidrofobicidade da superficie porosa, foi possivel observar que nesse
sistema houve uma diminuicdo em porcentagem no comportamento de liberacéo
inicial do farmaco.

Nota-se que o valor de pH influenciou consideravelmente na cinética de
liberacdo da DOXO, o que é importante, pois estas caracteristicas fisiologicas
conferem um grande diferencial aos tratamentos antitumorais, uma vez que a
mudanca de pH provoca a protonacdo dos grupos hidroxila e amino da DOXO,
diminuindo assim a estabilidade do nanossistema, ou seja, as interacdes
intermoleculares com a rede da silica, desencadeando maior liberacdo do farmaco
(TIAN; BAE, 2011).

Sob a édtica das aplicacdes in vivo, os tumores solidos crescem muito rapido,
seu microambiente fisiolégico é normalmente caracterizado por ma perfusao e altas
taxas metabdlicas. Como consequéncia, muitas regides dentro dos tumores nédo
permitem que haja uma rede de vascularizacdo que receba uma grande oxigenacao,
entdo, a medida que esses tumores vao crescendo se tornam mais hipoxicos. A falta
de oxigénio faz com que os metabolismos dessas células sejam anaerdbicos,
produzindo mais &cido latico na regido dos tumores que é o produto da via glicolitica
na auséncia de oxigénio (ZHANG, LIN, GILLIES, 2010). Por isso, em regifes mais
internas do tumor o pH é mais baixo e como mostrado nos experimentos, as liberacdes
ocorrem de maneira mais eficiente para esse meio em estudo.

Outro fato importante € que quando as nanoparticulas sao endocitadas, elas
ocorrem pelo processo de fagocitose, que gera uma vesicula dentro da célula,
chamado de endossomo. Existem dois tipos de endossomo, o inicial em que o pH é
mais préximo do neutro e o tardio que é o deslocamento do endossomo inicial para o
interior da célula, que apresenta pH mais baixo, proximo de 4,5 (ATTIAS, SILVA,
2010). Entéo, o estudo nestes dois valores de pH é de fundamental importancia, pois
ele pode permitir e prever o comportamento de farmacos em diferentes meios.

Diante dos resultados obtidos in vitro, estudos in vivo Sdo necessarios para
estudar melhor o comportamento de liberacéo do sistema e ter um correto panorama

sobre a potencial aplicacdo do sistema no tratamento do cancer.
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7- DISCUSSAO GERAL

A metodologia de sintese empregada neste trabalho permitiu obter
nanoparticulas de silica de matrizes compativeis com o material SBA-16. A
modificacdo da superficie a partir da funcionalizacdo com o APTES, originou a matriz
mesoporosa SBA-16-APTES, levando a uma significativa diminuicdo da area
superficial e do didametro dos poros. Estes resultados mostram que o processo de
funcionalizacdo implicou em uma menor taxa de incorporacdo do farmaco. Porém,
devido a elevada area superficial da matriz base ainda permitiu que quantidades
importantes do farmaco fosse incorporada na matriz silanizada, alcancando 2,22 ug
de DOXO por mg de silica. O medicamento Caelyx®, também utilizado no tratamento
do cancer de mama, apresenta 2,0 ug de DOXO por mg de lipossomas PEGuilados.

O método analitico de CLAE-DAD foi desenvolvido e validado localmente. A
metodologia mostrou boa seletividade e especificidade para a quantificacdo de DOXO,
com valores suficientes de preciséo, exatiddo e robustez. Apresentou linearidade na
faixa de 1 ug/mL a 250 pg/mL com coeficiente de correlagdo maior do que 0,990. O
limite de quantificacdo encontrado foi igual a 1 ug/mL.

Dadas as caracteristicas da DOXO, que possui fluorescéncia intrinseca de 595
nm apos excitacdo a 470 nm, importantes procedimentos na area da pesquisa e
aquisicdes de imagens sao ainda nos dias de hoje, objeto de intensas investigacoes
em muitos centros no mundo. Existem na literatura muitos trabalhos publicados onde
protocolos de analises de doxorrubicina pelo método de CLAE empregando detector
de fluorescéncia foram desenvolvidos e validados. Entretanto, trabalhos que
descrevem procedimentos que empregam a técnica de CLAE com detector de
arranjos de diodos (CLAE-DAD) sdo escassos e nao apresentam etapas de
validacdo do método desenvolvido, processo necessario aos estudos laboratoriais,
onde sdo avaliadas se a performance do método proposto e o0s parametros
estabelecidos atendem as exigéncias para a aplicacao analitica pretendida.

Embora a incorporacdo da DOXO na matriz ndo silanizada SBA-16 tenha
alcancado uma elevada taxa de incorporacéo, foi possivel notar que o processo de
silanizacdo foi de grande importancia, uma vez que a alteracdo das caracteristicas
quimicas da superficie do material foi capaz de reduzir significativamente as
interacdes entre a rede da silica e as moléculas do farmaco, permitindo obter um

melhor perfil de liberacdo da DOXO. Além disso, o0 estudo da cinética de liberagéo
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revelou que as matrizes apresentaram diferentes comportamentos quando
submetidas a meios de liberacdo em diferentes pHs na temperatura de 36,5 °C.
Melhores resultados foram obtidos pelo material funcionalizado em meio mais
acidificado (pH = 4,5). Este valor de pH é compativel com as regides tumorais e
também com a fase tardia endossomal.

O sistema em estudo apresenta grande vantagem em relacao aos disponiveis
no mercado, principalmente pelo baixo custo envolvido na obtengédo das
nanoparticulas de silica. Naturalmente a continuidade dos estudos com ensaios in
vitro, in vivo e pré-clinicos poderdo revelar informacdes adicionais do sistema

produzido de forma a considera-lo como um potencial sistema contra o cancer.

8- CONCLUSAO

Todas as analises de quantificacdo da DOXO foram realizadas a partir de um
método de CLAE-DAD que foi desenvolvido e validado localmente seguindo a norma
RDC n° 166 da ANVISA, sendo um método simples, reprodutivel e de baixo custo.
Esse método buscou preencher uma caréncia na literatura de métodos de CLAE-DAD
para o doseamento cloridrato de doxorrubicina, visto que a grande maioria dos
métodos utilizam a técnica de CLAE-FL (fluorescéncia).

A encapsulagédo de DOXO nas matrizes SBA-16-APTES permitiu um perfil de
liberacédo lenta e controlada devido a diminuicédo das forcas de interacfes entre a silica
e o farmaco. Em pH é&cido, o comportamento da curva de liberacdo revelou que a
liberacdo da DOXO ocorreu em maior porcentagem que em pH basico, apresentando
grande vantagem, ja que o pH dos tumores sélidos € préximo do pH igual a 4,5 em
estudo e pelo motivo do endossomo tardio que também se encontra em meio acido,
fazendo que seja diminuida consideravelmente afinidade dos ligantes por seus
receptores, favorecendo a sua utilidade para o tratamento do cancer. O sistema em
estudo pode permitir a diminuicdo da MDR da DOXO por sua encapsulagdo nas
nanoparticulas de silica, por nao utilizar a via MAPK regulada por um sinal
extracelular.

Embora existam formula¢des nanoestruturadas contendo DOXO em uso clinico
nos dias atuais, como por exemplo o Doxil, ainda se faz necessario estudos de novos
sistemas carreadores, uma vez que os sistemas disponiveis possuem elevado custo

e ainda demonstraram uma timida melhoria terapéutica, contabilizando ainda severos
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efeitos adversos aos pacientes. Neste sentido, no presente trabalho, um sistema
nanoestruturado de silica com custo mais baixo foi preparado como um latente
sistema para tratamento de cancer. A potencialidade do sistema pode ser evidenciado
pelo tamanho médio das nanoparticulas, significativa taxa de incorporacéo do farmaco

e perfil de liberacdo controlado da DOXO em diferentes faixas de pH.

9 - PERSPECTIVAS

Como perspectivas de continuidade de estudos pode-se citar:

1- A quantificacdo do grau de funcionalizacdo das nanoparticulas de silica a
partir da caracterizacao por analise elementar.

2- A conducao de ensaios in vitro envolvendo culturas de células tumorais e
normais objetivando avaliar a citotoxicidade do sistema sob diferentes faixas de pHs.
Neste interim, serd também possivel estudar a possivel ativagdo da via MAPK pela
DOXO incorporada.

3- Arealizacado de estudos in vivo, podera revelar dados sobre a toxicidade do
sistema, bem como permitir estudos de biodistribuicdo que visem mostrar a
acumulacao tumoral

4- Estudos in silico também poderdo contribuir para trabalhos futuros com a
utilizacao de software em uma modelagem molecular assistida por computador. Esses
modelos avancados sdo ferramentas principalmente preditivas, que permitem:

(i) aproximar a realidade e podem estabelecer se uma reac¢éo vai acontecer ou

(i) a partir de parAmetros das estruturas, calculos que facilitam a compreenséo
do mecanismo de liberacdo de farmacos, pois o poder dos célculos computacionais
tedricos fornece informacao necessaria para compreensao desses processos.

Por essas razfes, eles devem se tornar ferramentas essenciais para a quimica
experimental em geral, e principalmente para o estudo de nanoparticulas de silica

mesoporosa.
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Abstract

Today, doxorubicin is one of the most worldwide prescribed agents against cancer due to
its broad spectrum of efficacy. Due to high costs, the hydrochloride-based doxorubicin (DOX)
formulations still integrate almost all pharmaceutical preparations available for clinical use in Brazil.
The main analytical methods used in the quantitative analyzes are based on the high-performance
liquid chromatography employing a fluorescence detector (HPLC-FL). However, studies describing
the use of the HPLC-DAD (diode array detector) technique for DOX are unusual and, in general,
do not have a validated methodology. Thus, in this study, an analytical methodology was developed
and validated for doxorubicin hydrochloride quantification through the HPLC-DAD technique in
blood serum samples. The obtained results revealed that the developed method presented relevant
linearity, precision, selectivity, accuracy, and robustness. Furthermore, the methodology allowed
obtaining reduced limits of quantification and detection. From the obtained data, the developed
method can be considered as an alternative for the DOX quantification in blood serum samples

through the HPLC-DAD technique, when a fluorescence detector is not available.

Keywords: Doxorubicin HPLC-DAD analysis; Doxorubicin validation; CLAE-DAD analysis;

Doxorubicin hydrochloride analysis.
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Introduction

Doxorubicin (DOX), even today, is one of the most prescribed chemotherapeutic agents
worldwide, mainly due to its broad spectrum of therapeutic efficacy in many types of solid tumors
and the low cost (Wallace et al., 2020). Derived from bacteria of the genus Streptomyces peucetius,
the antibiotic belongs to the anthracyclines class, which chemically consists of 4 rings linked to an
amino sugar. In use since the 1960s, the drug has been used in the treatment of many tumor types
related to breast, ovary, bladder, thyroid, and also osteosarcomas, with relative success (Isakoff et

al., 2015).

The antitumor mechanisms of DOX are associated with the topoisomerase Il enzyme
inhibition, which prevents DNA replication in altered cells. This enzyme is overexpressed in tumor
cells, making it an important pharmacological target for the DOX action. Unfortunately, some
healthy cells, that are continually multiplying processes, such as the bone marrow cells, also

become a target for the drug action.

Another antitumor mechanism of DOX is related to intracellular free radical generation.
Such radicals can promote a relevant increase in cellular oxidative stress, which can culminate in
damage to the DNA of the tumor. This mechanism is also associated with the drug cardiotoxicity in
humans (Congras et al., 2018; Lynch et al., 1997; Marinello et al., 2018). The effects of DOX over
the cardiac musculature may appear later, between 10-15 years after the drug usage, following a
dose-dependent pattern, in which the most severe effects can be observed in female individuals
(Jain, 2000; Lipshultz et al., 1995). The pre-existence of other comorbidities such as diabetes,
hypertension, liver disease, and the coexistence of other cardiac pathologies, can significantly

increase the risks associated with the use of the drug (Wallace et al., 2020).

These drawbacks have motivated the development of controlled-release pharmaceutical
formulations such as PEGylated (Caelyx®) and non-PEGylated (Myocet®) liposomes that have
received authorization for use from the FDA, since 1996 and 2000, respectively. These
pharmaceutical formulations promoted a relevant improvement in the toxicological profile of the

drug, with prices still too high, making access to the drug restricted to a small portion of the
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population (Brana and Tabernero, 2010; Franco et al., 2018; Kumari et al., 2020; Lao et al., 2013;
Reynolds et al., 2012). Unfortunately, the doxorubicin formulations based on hydrochloride still

integrate the manly pharmaceutical formulations currently available for clinical use.

The main analytical methods used for DOX quantification are high-performance liquid
chromatography (HPLC), equipped with a fluorescence detector (HPLC-FL), and UV-VIS
spectroscopy. DOX has an intrinsic excitation and fluorescence at 470 nm and 595 nm,
respectively. Given these characteristics, relevant procedures in the biomedical areas related to
imaging and treatment have been the target of intense research and clinical activities worldwide.
In this sense, there are available previously published works in which many protocols for
doxorubicin analysis were validated using the HPLC-FL method. However, studies describing
validated methods for DOX analysis, using the HPLC-DAD technique, in biological samples, are
not available. Thus, seeking to obtain an alternative methodology, in the present work, a simple
and reproducible method for DOX analysis in blood serum matrix, using the HPLC-DAD technique
was developed and validated, according to the rules of RDC n° 166 of the Brazilian National Agency

of Health Surveillance (ANVISA) (Brasil, 2017).

Experimental

Materials

Doxorubicin chloride as a Pharmaceutical Secondary Standard (Certified Reference
Material) and Fetal Bovine Serum were purchased from Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brazil).
Doxorubicin hydrochloride as medicine (Fauldoxo®) was purchased from Libbs farmacéutica (Sédo
Paulo, Brazil). Acetonitrile (HPLC grade), sodium acetate (ACS grade), acetic acid (HPLC grade),
Purospher® STAR RP-18 column, and Phosphoric acid (HPLC grade — 85%) were purchased from
Merck (Sao Paulo, Brazil). Ultra-pure water, produced from a Smart2Pure 3 UV/UF (Thermo, S&o

Paulo, Brazil), was used in all experiments. All chemicals were used without further purification.
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Method development

The method was developed at the VWR Hitachi 5260 system (Hitachi - Tokyo, Japan),
equipped with a quaternary pump with a maximum pressure of 600 bar, an automated injection
system, and a DAD detector. Initially, the optimum absorbance of the drug was previously
determined through a standard solution (250 pg.mL™?) in which was scanned in the visible region,

raging between 390 to 780 cm-? (slit width of 0.5 nm).

For method development, the following chromatographic conditions were employed.
Column: Purospher STAR® RP-18, particle size 5 um, length 150 mm, and diameter 4.6 mm. The
mobile phase was constituted by a mixture of acetonitrile (solvent A) and sodium acetate buffer
(pH 4.6) (solvent B), isocratically eluted in a flow rate of 2.0 ml min-t. The injection volume was 20
pl. The following ratios between solvents A and B were tested: 60:40, 50:50 40:60, 30:70. Also,
different buffer concentrations (0.05, 0.01; 0.1 mol L%, were evaluated). The column oven was kept
at 25, 35, and 40 °C. The detection was monitored at 487 nm, and the Chromaster System Manager
Version 1.1 software was used to calculate the peak areas obtained. The injection volume in each
sample was 20 L, and the spectral range from 450 to 510 nm. Starting from a doxorubicin chloride
(Reference material) stock solution (2000 pg mL™1), an intermediate standard solution (250 pug mL-

1) was prepared.

Different standards (n=3), in the following concentrations were prepared: 1; 10; 20; 40; 60;
80; 100; 150; 200 and 250 ug mL*. The following parameters were considered: selectivity, linearity,

detection and quantification limits, precision, accuracy, and robustness (Brasil, 2017).

Method validation

The linearity of the method was evaluated from the calibration curve obtained in which was
obtained from the DOX standard solutions (standard reference material), raging 1-250 mg mL™.
Each solution (n=3) was analyzed and the calibration curve was obtained from the area of the
peaks versus concentration. The linearity of the proposed method was evaluated, in which the

correlation coefficient (r) and determination coefficient (r?) of the calibration curve were obtained.
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The results were treated statistically through the least-squares method, reaching a linear

regression. (Brasil, 2017; Valderrama et al., 2009).

The method selectivity was evaluated from the quantitative analysis of DOX (Doxorubicin
hydrochloride-Fauldoxo®) in samples constituted by blood serum (fetal bovine serum-FBS) at pH
7.4, without any presence of DOX (Blank FBS) and FBS containing DOX at 180 ug.mL* (FBS-
DOX). In this study, the capacity of the method to quantify DOX in blood serum samples was

evaluated.

The method precision was evaluated by the dispersion among different samples (n=3),
considering four different concentrations. For the intra-day and inter-day precision determination,
three independent analyses were performed, following intervals of 2h and 48h, respectively. The
obtained data were expressed as a percentage of the variation coefficient for each concentration

(Ermer, Joachi; McB. Miller, 2005; Marson et al., 2020).

The accuracy evaluation was based on a recovery test, performed with a sample of sodium
phosphate buffer used as white at pH equal to 5.8 and a concentration of 0.1mol L. The recovery
test has consisted of repeated analyzes (n=3) of three different known concentrations, which were
added in sodium phosphate buffer used as a blank. The recovery percentage (% R) was calculated
according to equation 1. Then the coefficient of variation (relative standard deviation — RSD)
(equation 2) was calculated for each concentration of the analyzed sample (El-ghobashy et al.,

2018; Ribani et al., 2004).

%k =% x100 (1
R =——x €y

Where:
Cac. average experimental concentration

C: : real concentration

SD
RSD(%) = — x 100 (2)
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Where:
SD: Standard deviation

C: average concentration

The method robustness was evaluated in three different samples (n=3), consisting of 25,
120, and 225 pug mL* (Doxorubicin hydrochloride). The following variations were employed: (i)
column temperature: 25, 28, and 30 °C; (ii) pH of the mobile phase: 4.5, 4.6, and 4.7; (iii)
concentration of the mobile phase (acetate buffer): 0.05, 0.01; 0.1 mol.Lt. The coefficient of
variation in each analyzed sample was calculated and all the results obtained, in each
chromatographic condition were compared with the results obtained under normal conditions
(Miller, J. N.; Miller, 2000). The limits of detection and quantification were calculated using

equations 3 and 4, respectively.

(o2
LOD =332 (3)

L0Q = 10(—; (4)
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Where:
o: standard deviation of the curve response

S: slope of the calibration curve

Statistical analysis

The results were expressed as mean + standard deviation. The groups of data and the
homoscedasticity of the method were evaluated through ANOVA. The differences between the groups
were measured by Tukey post-test (GraphPad Prism software. Version 6.0), where the P values < 0.05

were considered significant.

Results and Discussion

During the analytical method development, the stationary and mobile phase choices must be
adequate and focused on low cost. In the proposed methodology, several runs were carried out, in which
the mobile phase was isocratically eluted. The solvent (A) constituted by acetonitrile (ACN), and the
solvent (B), a sodium acetate buffer solution (pH 4.6 - 0.1 mol.L?) were eluted, in different ratios. Different
mobile phase flows and temperatures of the column oven were evaluated, seeking to obtain the best

separation and detection for a shorter retention time.

The optimal chromatogram was obtained at 487 nm, using a 50:50 ratio between the solvents
A and B, using a sample with a DOX concentration of 180 ug.mL* (Figure 1). The obtained data revealed
the presence of a peak in 1.73 minutes, with a slightly broadened base. This broadening was attributed
to the method, which was inefficient to allow the separation of the doxorubicin and epirubicin epimers,
regularly present in DOX samples (Camaggi et al., 1988). The following chromatographic data were
calculated from the developed method: number of theoretical plates (N): 97,7; Height of theoretical plate

(H): 1,54 mm; Symmetry factor (S): 3.91.
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Figure 1. DOXO chromatograms obtained at 180 ug.mL™, through the HPLC-DAD technique. (A) 2D
spectral chromatogram, where the different lengths studied were evaluated (450 to 500 nm). (B)
Conventional chromatogram (absorbance versus retention time). (C) 3D spectral chromatogram of

DOXO.

The method linearity was determined from the obtainment of a calibration curve based on the
following concentrations: 1, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200, and 250 ug mL™. The analyzes were
performed (n=3), the peak areas were calculated by the software Chromaster System Manage Version
1.1, and the calibration curve was obtained (equation 5). The correlation (r) and determination (r?)
coefficients were calculated in 0.9989 and 0.9978, respectively, which were considered satisfactory,
being the method linear in the ranged concentrations studied. Furthermore, the homoscedasticity of the

method linearity was confirmed through ANOVA analysis.
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y = 7366.6 x — 47733 (5)

The selectivity evaluation was demonstrated by the analysis of samples constituted by blank

FBS and FBS-DOX. The results do not reveal a significant peak regarding the doxorubicin

retention time (Figure 2A). On the other hand, the FBS-DOX samples exhibited a characteristic

peak of DOX at 1.73 minutes (Figure 2B), allowing a selective analysis of the drug.
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Figure 02: Selectivity evaluation for detection and quantifying of DOX in blood serum samples (Fetal

Bovine Serum). Chromatograms were obtained from: (A) the FBS sample and (B) for FBS-DOX sample.

The precision parameter was evaluated in an interval of 0 and 2h (inter-day mode) and different

days (intra-day mode). The values of the variation coefficient obtained in the analyzes are available in

Table 1. The obtained results are in accordance with the specification established in RDC 166 of the

Brazilian health agency (ANVISA), which recommends a coefficient of variation (CV) < of 20%.
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Table 1. Evaluation of the intra-day and inter-day precision for the DOX quantification through
HPLC-DAD (blood serum matrix).

Theoretical Time Average experimental RSD (%)
concentration concentration
(ng.mL") (ng-mL?) n=3

0h 23.02 3.44

20.00
2h 22.82 3.23
40,00 oh 78.79 4.20
' 2h 80.21 4.92
0h 146.70 2.05

150.00
2h 151.45 1.50
Oh 196.48 3.94

200.00
2h 192.79 3.28
1stday 22.42 2.31

20.00
3 day 22.82 3.23
1%tday 79.14 4.52

80.00
3 day 80.21 4.92
1%tday 149.55 2.75

150.00
3" day 151.44 1.49
1stday 192.99 0.30

200.00
3 day 192.79 3.28

A specific method can be considered precise when the relative standard deviation (RSD)

values, comprehending between 0.3 and 4.93 for each studied concentration. Thus, from the obtained

results the developed method displayed relevant precision in the tested concentrations.

The analytical method accuracy was evaluated through the sample recovery test, which refers

to the ratio between the average experimental concentration and the theoretical concentration. The

obtained data reveal, for all analyzes, that the recovery remained between the range of 70 to 120%.

Besides, the coefficient of variation values for the three concentrations were less than 20%, allowing to

affirm that the analytical method developed is accurate.

The quantification and detection limits were calculated from the standard deviation of nine

different experimental measurements of the analytical blank (FBS matrix). The values of 1.00 + 0.1

pg.mLtand 0.33 +£0.03 ug.mL*were determined for the quantification and detection limits, respectively.
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The robustness of the method was evaluated through the following variables, with respective

obtained results:

0] Column temperature: the temperatures of 25, 35, and 40 °C were tested and the RSD
(%) range between 0.26 to 3,43.

(i) Mobile phase concentration (acetate buffer): The concentrations were 0.05, 0.01, and
0.1 mol L"*were employed. The RSD(%) values ranging from 0.22 to 3,44.

(iii) Mobile phase pH: different mobile phase pH were tested (4.5, 4.6, and 4.7). The RSD(%)

values obtained ranging from 0.32 to 3.42

The data obtained were used to calculate the sample recovery rate and RSD (%). Furthermore,
the possible effects caused by changes in the mobile phase concentration, pH, and temperature were
used to determine the method's accuracy. The obtained results revealed values ranged from 70 to 120%
for the sample recovery and RSD(%) values below 20%. In this sense, the developed method can be

considered robust, inside the context studied.

Considering all results obtained in this work, the developed analytical method of CLAE-DAD
showed relevant selectivity and specificity for the DOXO quantification in blood serum samples, with
precision, accuracy, and robustness values similar to those found by other analytical methods such as
CLAE-FL. Besides, the methodology showed important linearity over a wide concentration range. The
low limit of quantification obtained was considered adequate for the drug analysis, even in low

concentrations.
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CODIGO DE BARRAS : 89610000000 0 70000001010 3 95523127220 9 00360640000 4
OBSERVACAO

FATURA N°15/2021 - NIT - PROT. 23088.003648/2021-53 - NOSSO N° 294091619293794
46 - SERVICO: 200 - PEDIDO NACIONAL DE INVENCAO, MODELO DE UTILIDADE, CERTIFIC
LANCADO POR : 09766325600 - HEBERT UG : 153030 10Fev2021 17:47
PF1=AJUDA PF3=SAI PF2=DADOS ORC/FIN PF4=ESPELHO PF12=RETORNA
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REINVINDICACOES

1. Processo para deteccdo e quantificacdo de doxorrubicina ou
substancias correlatas em amostras aquosas, farmacéuticas e
biolégicas caracterizado por compreender as seguintes etapas:

a.Submeter a amostra A cromatografia liquida em uma coluna de

cromatografia liquida acoplada a um detector de arranjo de diodos

(DAD), em gue a fase ESTACIONARIA utilizada é uma coluna de fase

reversa Cis

b.Eluir a amostra utilizando uma fase movel, com vazdo minima de 0,1

mL/min. até 3,0 mL/min. A temperatura controlada, preferencialmente

empregando o fluxo de 2,0 mL/min. a 25°C

c. ldentificar e quantificar a doxorrubicina ou substancias

correlatas em amostras por meio de deteccdo na regido do espectro do

ultravioleta (200 a 600 nm, preferencialmente em 487 nm) e

elaboracao de curva de calibracdo

d. Quantificar a doxorrubicina ou correlatos na amostra por meio

curva de calibragéo.

2. Processo para deteccado e quantificacdo de doxorrubicina ou
correlatos em amostras aquosas, farmacéuticas e bioldgicas, de
acordo com a reivindicacdo 1 etapa ““a”, caracterizado pela fase

ESTACIONARIA CONSTITUIDA de coluna de fase reversa Ci;.

3. Método para deteccdo e quantificacdo de doxorrubicina ou
substancias correlatas em amostras aquosas, farmacéuticas e
biologicas, de acordo com a reivindicacdo 1 etapa “b’?,
caracterizado pela fase mével ser composta por uma mistura entre
um solvente organico aprotico e um tampéo preparado a partir de um

sal.
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. Método para deteccdo e quantificacdo de doxorrubicinaou
substancias correlatas em amostras aquosas, farmacéuticas e
biolégicas de acordo com a reivindicacado 3, caracterizado pelo
solvente orgénico aprético compreender pelo menos um dentre os
solventes acetonitrila e acetona ou uma mistura entre
acetonitrila e acetona, preferencialmente acetonitrila.

. Método para deteccdo e quantificacdo de doxorrubicina ou
substancias correlatas em amostras aquosas, farmacéuticas e
biolégicas deacordocomareivindicacao 3,caracterizado pelo
de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizado pela proporcéao
de solvente aprético compreender um intervalo entre 30 e 75%,
preferencialmente 50%.

. Método para deteccdo e quantificacdo de doxorrubicinaou
substancias correlatas em amostras aquosas, farmacéuticas e
biol6égicas deacordocomareivindicacado 3,caracterizado pelo
sal integrante do tampédo deve compreender pelo menos um dentre
Os sais: acetato de sodio; acetato de POTASSIO; FOSFATO DE SODIO;
FOSFATO DE POTASSIO, preferencialmente acetato de sodio, na

. Método para deteccdo e quantificacdo de doxorrubicina ou
substancias correlatas em amostras aquosas, farmacéuticas e
biolégicas de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado pela
concentracdo do sal compreender um intervalo 50 a 250 mmol/L,
preferencialmente 100 mmol/L.

. Método para deteccéo e quantificacdo de doxorrubicina ou
substancias correlatas em amostras aquosas, farmacéuticas e
biologicas de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado pelo
pH do tampdo compreender um intervalo entre 3,7 e 5,8,

preferencialmente 4,6.
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9. Uso do processo definidos pelas reivindicacbes 1 a 8,
caracterizado por ser usado para identificacdo ou determinacéo
de doxorrubicina ou substéncias correlatas durante o
desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas baseadas nousode
doxorrubicina ou substancias correlatas, para utilizacdo no tratamento
do cancer

10. Uso do processo definido pelas reivindicagbes 1 a 8,
caracterizado pela identificacdo ou determinacdo de
doxorrubicina e substancias correlatas durante o controle de
qualidade DEPRODUGAO DE SOLUGOES INJETAVEIS.

11.Uso do processo definido pelas reivindicacgbes 1 a 8,
caracterizado pela identificacio ou determinacdo de
doxorrubicina ou correlatos em amostras de residuos hospitalares e
estacOes de tratamento de AGUA e esgoto para investigar e controlar

a contaminacdo ambiental.

12. Uso do processo definido pelas reivindicacgbes 1 a 8,
caracterizado pela identificacdo e determinacdo de doxorrubicina e

correlatos em amostras bioldgicas diversas.
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Processo para deteccdo e aNAlise de Doxorrubicina e substancias
correlatas por meio da técnica de Cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE)

CAMPO DA INVENCAO:

[01] A presente invencdao situa-se na AREA da quimica analitica e ou
ciéncias farmacéuticas, sendo caracterizada porum processo inovador que
permite a quantificacdo do FARMACO cloridrato de doxorrubicina em meio
aquoso atraveés da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO / TECNICA RELACIONADA:

[02] A doxorrubicina, ainda nos dias atuais, € um dos agentes
QUIMIOTERAPICOS mais prescritos em todo o mundo contra o cancer, devido
a seu amplo espectro de EFICACIA terapéutica sob muitos tipos de tumores
solidos. Derivada das bactérias do género Streptomyces peucetius o
antibidtico é pertencente a classe das antraciclinas, que quimicamente
consiste em 4 anéis ligados a um amino agucar. Em uso desde adécadade
1960, o FARMACO vem sendo utilizado no tratamento de tumores de mama,
OVARIO, bexiga, tireoide e também osteossarcomas, com relativo sucesso.
[003] Inconvenientes como a relevante cardiotoxicidade vém motivando o
desenvolvimento de formulagfes farmacéuticas de liberagdo controlada
como os lipossomas PEGuilados (Caelyx®) e ndo PEGuilados (Myocet®) que
receberam autorizacdo de uso desde os anos de 1996 e 2000,
respectivamente da agéncia americana FDA. Essas novas formulacdes
promoveram uma importante melhoria do perfil toxicolégico do FARMACO,
com precgos ainda muito elevados nos dias de hoje, tornando o acesso ao
medicamento restrito a umapequenaporcao da populacdo. Formulacdes de
doxorrubicina baseadas em cloridrato ainda integram quase que a
totalidade das formulactes farmacéuticas que atualmente estdo em uso
clinico no Brasil e em muitos paises em todo o mundo. Os principais

meétodos analiticos atualmente utilizados na quantificagcdo do FARMACO se
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baseiam no uso das técnicas de espectroscopia na regido do UV-Vis e
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia
(CLAE-FL).

[04] Dadas as caracteristicas da doxorrubicina, que possui fluorescéncia
intrinseca de 595 nm apds excitacdo a 470 nm, importantes procedimentos
na ArRea da pesquisa e aquisicdes de imagens, ainda na atualidade, séo
objeto de intensas investigacdes em muitos centros no mundo. Existem
disponiveis na literatura trabalhos publicados onde protocolos de ANALISES
de doxorrubicina pelo método de CLAE empregando detector de
fluorescéncia foram desenvolvidos e validados. Entretanto, trabalhos que
descrevem procedimentos que empregam a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia com emprego de detector com arranjos de diodos
(CLAE-DAD) sdao escassos e ndo apresentam etapas de validacao, processo
NECESSARIO aos estudos laboratoriais, onde s&o avaliadas se a
performance do método proposto e os parametros estabelecidos atendem
As exigéncias para a aplicacdo analitica pretendida. Nesse sentido, a
presente invencdo se baseia em um conjunto de tarefas inovadoras que
permitem o doseamento do cloridrato de doxorrubicina via técnica de CLAE
empregando-se o DAD que segue as normas DA RDC N° 166 DA AGENCIA

NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA).

BREVE DESCRICAOQ DAS FIGURAS:

[05] Figura 1- Cromatogramas de DOXO obtidos na concentragdo de 180ug
mL™* pela técnica de CLAE.

[06] Figura 2 - Curva analitica de calibracdo da DOXO obtida pela
técnica de CLAE na faixa de concentracéo de 1 a 250 ug mL-1

[07] Figura 3 - Estudo da seletividade do método para deteccao e

quantificacdo de amostra de DOXO em SFB.
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO:
[08] A presente invencao descreve um processo baseado natécnica de CLAE
para detectar e quantificar o FARMACO cloridrato de doxorrubicina em
amostras farmacéuticas e biolégicas aquosas, tais como formulacdes
FARMACEUTICAS, SOLUGOES PREPARADAS DO FARMACOE SOro sanguineo.
[09] O processo para deteccao e quantificacdo de cloridrato de
doxorrubicina em amostras farmacéuticas e biolégicas compreende as
seguintes etapas:
a. Submeter a amostra A técnica de CLAE em uma
coluna de cromatografia liquida reversa tipo C;;, em que a
fase estaclONARIA utilizada na coluna é caracterizada por
particulas de silica Ci.
b. Eluir a amostra utilizando uma fase moével, com vazéo
minima de 0,1 mL/min até 3,0 mL/min, a temperatura controlada,
preferencialmente empregando o fluxo de 2,0 mL/min., a 25°C;
c. Identificar e quantificar a doxorrubicina ou substancias
correlatas em amostras por meio de deteccao na regiao do
espectro do ultravioleta (200 a 600 nm, preferencialmente em
487 nm) e elaboracéo de curva de calibracéo.
[10] Na etapa “b”, a fase mdével pode ser composta por uma mistura de
solvente organico aprético e um tampao preparado a partir de um sal;
sendo que o solvente organico aproético pode compreender pelo menos um
dentre os solventes: acetonitrila e acetona ou uma mistura entre
acetonitrila e acetona, preferencialmente acetonitrila. A proporgcéo de
solvente aproético deve compreender um intervalo entre 30 e T75%,
preferencialmente 50%. O sal integrante do tampé&o deve compreender pelo
menos um dentre 0s sais: acetato de sodio; acetato de pPoTAssiIo; fosfato
de soédio; fosfato de PoTAssIO, preferencialmente acetato de sodio, na

concentracao de 50 a 250 mmol/L, preferencialmente 100 mmol/L. O pHdo
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tampé&o preparado a partir de um dos sais descritos ou a mistura deles
deve compreender um intervalo entre 3,7 e 5,8, preferencialmente 4,6.
[11] O processo proposto pode ser usado para determinacdo de
doxorrubicina ou substancias correlatas durante o desenvolvimento de
formulagdes farmacéuticas baseadas no uso de doxorrubicina ou
substancias correlatas, para utilizacdo no tratamento do cancer;
determinacdo de doxorrubicina e substancias correlatas durante o
controle de qualidade de producdo de solucdes INJETAVEIS; determinagao
de doxorrubicina ou correlatos em amostras de residuos hospitalares e
estacbes de tratamento de AGUA e esgoto para investigar e controlar a
contaminacdo ambiental, resultante de seu uso; determinacdo doxorrubicina
e correlatos em amostras bioldgicas diversas.
[12] Apatente US20150299241A1 descreve aumprocesso paraa preparacao
de doxorrubicina de elevada pureza que envolve processos CROMATOGRAFICOS
baseados no emprego de resina macroporosa e coluna de silica preparativa.
Com essa tecnologia, 0os proponentes propdem evitar o uso dos métodos
convencionais de cristalizacdo e concentracdo que, segundo os autores,
possuem baixa eficiéncia. Apesar dos proponentes da tecnologia utilizarem
a técnica de CLAE para a quantificacdo da doxorrubicina, encontrando o pico
caracteristico do FARMACO no cromatograma, apos 6,7 minutos, ndo HA
gualquer detalhamento do processo utilizado para a ANALISE, reagentes e
solventes empregados e bem como uma descricdo pormenorizada do
equipamento/detector utilizado.
[13] A patente US7528234B2 detalha um processo para preparacdo de
conjugados de doxorrubicina com albumina humana lacto-aminada.Os
proponentes da patente utilizaram a técnica de CLAE para o desenvolvimento
do conjugado mencionado. Porém, no documento, ndo HA nenhum

detalhamento do processo empregado na ANALISE de doxorrubicina,
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reagentes e ou solventes empregados e bem como uma descri¢cdo pormenorizada
do equipamento/detector utilizado.
[14] A patente EP2350028A1 descreve um método de CLAE para ANALISE do
FARMACO bosentana e substancias correlatas. A tecnologia descreve de forma
pormenorizada todas as condicbes CROMATOGRAFICAS que permitem a reproducao
da invencéo e bem como detalham o equipamento e tipo de detector empregado.
Porém, ndo faz qualquer mencao do emprego do processo proposto para ANAlise
do FARMACO doxorrubicina ou substancias correlatas.
[15] A patente WO2011095802A1 descreve um método de CLAE para a ANALISE
do FARMACO sunitinibe e substancias correlatas. O texto descreve todas as
condicbes CROMATOGRAFICAS NECESSARIAS para a correta ANALISE e
guantificacdo do referido FARMACO. Descreve também de forma detalhada os
reagentes ou solventes utilizados no processo. Porém, no documento ndo HA
gualgquer mencao de que a tecnologia desenvolvida € APLICAVEL a ANALISE DE
DOXORRUBICINA E SEUS DERIVADOS.
[16] A patente W0O2011061545A1 descreve um meétodo para a ANALISE e
opcional quantificacdo do FARMACO Vorinostat. O processo CROMATOGRAFICO
empregado é detalhado no texto da invencao. Porém, ndo hA qualquer descricdo
de que o processo proposto € APLICAVEL ou adequado A ANALISE de
doxorrubicina ou correlatos.
[17] Diferentemente dos documentos supracitados onde ndo HA qualquer
mencao de tecnologia de ANALISE e quantificacdo de doxorrubicina, a matéria
tratada na presente invencao apresenta um processo capaz de quantificar o
cloridrato de doxorrubicina e derivados em amostras aquosas empregando-se
a técnica de CLAE, por meio de uma sequéncia de etapas especificas. A
presente invencdo pode ser mais bem compreendida através dos exemplos

gue se seguem, nao limitantes.
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[18] EXEMPLO 1 — Desenvolvimento de processo analitico para
quantificacdo de doxorrubicina e correlatos via técnica de CLAE:
[19] O processo de quantificacdo de doxorrubicina foi desenvolvido e
otimizado empregando-se a recomendacdes dispostas na RDC-166 da agéncia
nacional de vigilancia SaANITARIA (ANVISA) em que o parametro de
linearidade do processo foi avaliado.
[20] A linearidade do método foi avaliada a partir da constru¢cdo da curva
de calibracdo com solucfes padrao de doxorrubicina nas concentracées de 1,
10, 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 e 250 ug mL™. Cada solucéo foi analisada
em triplicata e a curva de calibragcdo foi construida a partir da AREA dos
picos versus concentracao. A linearidade do método proposto foi avaliada
usando o coeficiente de correlagdo (r) e coeficiente de determinacéo (r*)
da curva de calibragdo. Os resultados foram tratados estatisticamente pelo
método dos minimos quadrados, obtendo-se a regresséao linear. A Figura 1
mostra os cromatogramas de DOXO obtidos na concentracdo de 180 pg mL™
obtidos a partir do processo proposto, pela técnica de CLAE.

(a) Cromatograma espectral 2D onde o detalhamento dos diferentes
comprimentos estudado foi avaliado (450 a 500 nm).

(b) Cromatograma convencional (absorbancia versus tempo de

retencéo).

(c) Cromatograma espectral 3D de DOXO.
[21] A Figura 2 mostra a curva analitica de calibracdo da DOXO obtida
pela técnica de CLAE na faixa de concentragdo de 1 a 250 ug mL™.
[22]EXEMPLO 2—O0timizacdo de processo analitico de cloridrato de
doxorrubicina via técnica de CLAE
[23]Nesse exemplo, observando-se também o disposto na RDC-166 da

ANVISA, os seguintes parametros do processo proposto foram avaliados:
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seletividade, limite de deteccédo, limite de quantificacdo, precisao,
exatidao e robustez.
[24] A seletividade do processo foi avaliada a partir das ANALISES de Soro
Fetal Bovino (SFB) em pH igual a 7,4, comparando-a A solugcdo com
presenca de doxorrubicina. A Figura 3 mostra o resultado do estudo da
seletividade do método para deteccdo e quantificacdo de amostra de
cloridrato de doxorrubicina em soro fetal bovino (SFB), conforme:

(a) Cromatograma convencional obtido em amostra de SFB.

(b) Cromatograma convencional obtido em amostras de DOXO em SFB.
[25] Foi calculado o coeficiente de variagao para cada concentracao da
amostra analisada e todos os resultados obtidos a partir das condi¢coes
CROMATOGRAFICAS foram comparados com resultados de ANALISES obtidos em
condigbes normais por meio da exatiddao. Os limites de detecgcédo e
guantificacdo foram calculados usando-se as Equacfes 1 e 2,
respectivamente. O valor calculado para o limite de quantificacédo foi de 1,00
Mg mLt e se encontra dentro da curva de calibracdo, conforme
recomendado pela ANVISA. O valor calculado para o limite de deteccéo
encontrado foi de 0,33 pg mL1, entretanto, foi possivel, pelo método

visual, detectar a presenca de DOXO em concentracdo de 0,2 yg mL.

[26] LD=3,3 x s/S (Equacdo 1)

[27] LQ=10 xs/S (Equacéo 2)

[28] A precisdo do método foi avaliada pela dispersdo entre as ANALISES
repetidas em triplicatas de quatro concentracdes diferentes. Para precisdo
intra-dia e inter-dia, foram feitas trés ANALISES em intervalos de 2h e 48h,
respectivamente. A precisao foi expressa como porcentagem do coeficiente
de variacdo de cada concentragcdo da amostra analisada conforme os dados
apresentados na Tabelas 1 e 2 para a precisdo do processo observando os
intervalos de tempo intra-dia e inter-dia. Na Tabela 3 estdo apresentados os

dados obtidos para a exatiddo do processo.
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[29] Tabela 1. Precisdo intra-dia do método para quantificacdo da DOXO por CLAE

Concentracao tedrica Hora Concentracdo experimental Média CV (%)
(ng mL™Y) (ng mL™*) n=3
1 23,02 3,44
20,00
2 22,82 3,23
78,80
80,00 1 4,20
2 80,21 4,93
150,00 1 146,70 2,05
2 151,45 1,50
200,00 1 196,48 3,94
2 192,80 3,28

[30] Tabela 2. Precisdo inter-dia do método para quantificacdo da DOXO por CLAE

Concentracao tebrica Dia Concentracdo experimental média CV (%)
(ng mL™) (ng mL*) n=3
1 22,42 2,32
20,00
2 22,82 3,23
1 79,142 4,52
80,00
2 80,21 4,93
1 149,55 2,75
150,00
2 151,45 1,50
1 192,99 0,30
200,00
2 192,79 3,28

[31] Tabela 3. Exatiddo do método para quantificagdo da DOXO por CLAE

Concentracao tedrica Concentracéo experimental R (%) CV (%)
média

(ug mL) (g mLH)*

10,00 11,44 114,39 3,22

100,00 99,58 99,58 3,46

180,00 180,81 100,45 0,50

*As concentragfes experimentais foram calculadas através da subtracdo de branco
analitico.
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[32) A avaliacdo da exatiddo do método foi baseada em teste de
recuperacao, realizado com amostra de tampéo fosfato de sodio utilizado
como branco em pH igual a 5,8 e concentrag&o 0,1mol L™. O percentual de
recuperacao (%R) foi calculado conforme a Equacao 3. Em seguida foi
calculado o coeficiente de variacdo, conforme a Equacéo 4, para cada
concentragao da amostra analisada.

[33] %R=Cem/Crx 100 (Equacdo 3) Onde:Cem € a concentracdo experimental
meédia; Cr é a concentracao real

[034] CV(%)=DP/X x 100 (Equacdo 4)

[35]O estudo da robustez do processo foi realizado alterando as seguintes
VARIAVEIS: temperatura da coluna, concentracdo e pH da fase mével). Os
resultados obtidos encontram-se nas tabelas 4, 5 e 6,
respectivamente. A Tabela 4 apresenta os dados obtidos quando variada a
concentracao da fase movel. As medidas experimentais foram feitas por CLAE
para as seguintes concentracdes: 25, 120 e 225ug mL”*. Os resultados
revelam que a variacdo da concentracdo da fase movel adotada néo
interferiu de maneira significativa nos resultados obtidos comprovado pelos
baixos coeficientes de variacdo encontrados.

[36] Tabela 4. Variacdo da concentracdo da fase movel para investigacao

darobustez dométodo para quantificacdo daDOXO através datécnica CLAE

Concentracéo Concentracao Concentracdo %R Ccv
tedrica experimental média dafase movel (%)
IS (ng mL?) (mol L)
25,00 26,50 105,99 1,62
120,00 119,23 C=0,100 99,36 3,43
225,00 224,81 99,91 0,45
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25,00 24,69 98,74 2,18
120,00 115,99 C=0,095 96,66 1,57
225,00 221,86 98,60 0,23
25,00 25,11 100,43 2,62
120,00 115,39 C=0,098 96,16 3,36
225,00 221,49 98,44 0,45

[37] O pH da fase movel foi outro parametro alterado no estudo da robustez.
Os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 5 e indicam que n&do houve
consideRAVEL alteracdo dos resultados em fungao da variagao do pH.

[38]Tabela 5. Variacdo do pH da fase mével para investigacdo da robustez do

método para quantificacdo da DOXO através da técnica de CLAE.

Concentragdo tedrica Concentragdaoexperimental pH %R  CV (%)
(Mg mL™)

média (pag mL™)

25,00 25,68 102,73 1,37
120,00 116,99 4,5 97,49 2,44
225,00 223,54 99,35 0,33
25,00 26,50 105,99 1,62
120,00 119,23 4,6 99,36 3,43
225,00 224,81 99,92 0,45
25,00 25,21 100,85 1,49
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120,00 117,51 4,7 97,92 3,41

225,00 224,38 99,72 0,32

[39] A temperatura da coluna foi variada em 25, 28 e 30°C a fim de
verificar se haveria influéncia na robustez do método e os dados compdem
a Tabela 6. Notou-se que a variacdo dos valores da temperatura nao
incidiu nos resultados, o que sinaliza que o método desenvolvido se
mostrou robusto.

[40]Tabela 6. Variagao da temperatura da coluna para investigacéo da robustez

do método para quantificacdo da DOXO através da técnica de CLAE.

Concentracao Concentracao Temperatura da %R CV

tedrica (Mg experimental média coluna (%)
mL™) (ug mL™) experimental (°C)
25,00 26,50 105,99 1,62
120,00 119,23 25 99,36 3,43
225,00 224,81 99,91 0,45
25,00 27,13 108,53 1,13
120,00 116,38 28 96,99 2,31
225,00 221,10 98,27 0,30
25,00 26,53 106,13 0,91
120,00 115,41 30 96,18 2,42
225,00 220,80 98,13 0,26
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RESUMO

Processo para deteccdo e anAlise de Doxorrubicina e substéncias correlatas por

meio da técnica de Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

0 presente pedido de invencdo descreve um processo analitico, baseado
no emprego da técnica de CLAE, que permite identificar e quantificar o
FARMACO doxorrubicina e substancias correlatas em solucbes aquosas,
amostras farmacéuticas e bioldgicas tais como soro sanguineo e fluidos

corporeos, mesmo em baixas concentracdes (partes por bilhdo).
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