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Resumo

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca cronica autoimune que leva a deformidade e
destruicdo das articulacbes por erosdo 0ssea e da cartilagem. De acordo com o ultimo
Consenso da Sociedade Brasileira de Reumatologia para o tratamento da AR, em 2012,
as terapias medicamentosas incluem o uso de anti-inflamatérios ndo hormonais
(AINHSs), corticoides, medicamentos modificadores do curso da doenca (MMCD)
sintéticos e biologicos. O tratamento medicamentoso prolongado da AR com AINH,
corticoides e MMCD sintéticos, como o meloxican, prednisona e metotrexato, causam
diferentes e variados efeitos adversos aos pacientes com AR. A nanomedicina, um ramo
da nanotecnologia, se refere a intervencdo médica em escala nanométrica que €
altamente especifica para o tratamento de doencas ou reparo de tecidos danificados. A
sintese de nanoparticulas dendriticas de poliglicerol (PGLD), embora recente, tem
varias aplicacGes na medicina, em especial para a producdo de sistemas carreadores de
farmacos. De fato, o encapsulamento ou associacdo aos farmacos com PGLD resulta na
diminuicdo da toxicidade, das interacbes medicamentosas e maior tempo de
permanéncia do farmaco na circulacdo. Apesar de décadas de pesquisas farmacéuticas e
clinicas, ainda hd muitas necessidades ndo contempladas no tratamento da AR. Dessa
forma, a utilizacdo de dendrimeros do tipo glicerdis densamente ramificados com
propriedades biocompativeis, pode ser uma alternativa promissora para a obtencéo de
carreadores dos farmacos (meloxicam, prednisona e metotrexato) para o tratamento
sistémico ou intra-articular da AR. Portanto, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar a hemocompatibilidade de diferentes nanofarmacos com estrutura dendritica
para o tratamento da artrite reumatoide. Para tanto, foram utilizadas técnicas fisico-
quimicas para a caracterizacdo dos conjugados PGLD-prednisona, PGLD-meloxicam e
PGLD-metotrexato. Para avaliar a Hemocompatibilidade foram utilizados os testes de
tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), teste de
adesdo plaquetéaria e o ensaio de hemdlise dos farmacos puros, do PGLD isolado e dos
conjugados PGLD-prednisona, PGLD-meloxicam e PGLD-metotrexato. Em suma, 0s
dados obtidos utilizando as técnicas fisico-quimicas nos permitem sugerir que ocorreu a
conjugacdo dos farmacos estudados com os dendrimeros de poliglicerol de segunda
geracdo (G2) e quarta geracdo (G4). Os testes de hemocompatibilidade mostraram que
os farmacos puros, dendrimeros puros e os farmacos conjugados aos dendrimeros sdo
hemocompativeis indicando que estes nanofarmacos sdo promissores para o tratamento
da AR.

Palavras-chave: Hemocompatibilidade, artrite reumatoide, meloxican, prednisona,

metotrexato e dendrimeros de poliglicerol.



Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease that leads to deformity and
destruction of joints in bone and cartilage erosion. According to the latest Consensus of
the Brazilian Society of Rheumatology for the treatment of RA in 2012, drug therapies
include the use of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDSs), corticosteroids,
modifying drugs in the disease course (MMCD) synthetic and biological. Prolonged
drug treatment of RA with NSAIDs, corticosteroids and synthetic MMCD as
meloxicam, prednisone and methotrexate, cause different and varied adverse effects to
patients with RA. Nanomedicine, a nanotechnology industry, medical intervention
refers to the nanoscale is highly specific for the treatment of diseases or repair damaged
tissues. The synthesis of dendritic nanoparticles polyglycerol (PGLD), although
recently it has several applications in medicine, in particular for the production of drug
carrier systems. In fact, encapsulation or association with dru gs with PGLD results in
decreased toxicity, drug interactions and longer stay of the drug in circulation. Despite
decades of pharmaceutical and clinical research, there are still many needs not included
in the treatment of RA. Thus, the use of dendrimers of glycerols with densely branched
type biocompatible properties, may be a promising alternative to obtain carriers of drugs
(meloxicam, methotrexate and prednisone) for systemic or intraarticular treatment of
RA. Therefore, this study aims to evaluate the hemocompatibility of different
nanofarmacos with dendritic structure for the treatment of rheumatoid arthritis.
Therefore, we used physico-chemical techniques for the characterization of conjugated
PGLD-prednisone, PGLD-meloxicam and PGLD methotrexate. To evaluate the
hemocompatibility were used for prothrombin time tests (PT), activated partial
thromboplastin time (APTT), platelet adhesion test and the hemolysis assay of pure
drugs isolated and conjugates PGLD-PGLD prednisone, PGLD- PGLD meloxicam and
methotrexate. In short, the data obtained using the physico-chemical techniques allow
us to suggest that the combination of drugs was studied dendrimers polyglycerol second
generation (G2) and fourth generation (G4). hemocompatibility tests showed that the
pure drug and pure dendrimers and dendrimers are conjugated to drugs
hemocompativeis indicating that these are promising nanofarmacos for the treatment of
RA.

Keywords: hemocompatibility, rheumatoid arthritis, meloxicam, prednisone,
methotrexate and polyglycerol dendrimers.
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FUNDAMENTAQAO TEORICA
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, inflamatdria sistémica,
crénica e progressiva que afeta as articulagdes do corpo revestidas pela membrana
sinovial e que pode levar a destruicdo de cartilagens e ossos (MOTA et al., 2012,
STRAND et al.,, 2007). Esta doenca estd relacionada ao desenvolvimento de
deformidades e incapacitacdo, gerando diminuigdo da qualidade de vida (VAZ et al.,
2013). A inflamacdo causa dor nas articulacdes, aumento do volume e rigidez, além de
problemas sistémicos como cansaco e perda de peso. De fato, é a inflamacdo da
membrana sinovial, a sinovite, que resulta na destruicdo articular e que, se néo tratada,
pode levar a uma lesdo articular grave com a perda da capacidade funcional
(OLIVEIRA et al., 2015). A articulacdo normal compreende dois tipos de células,
macrofagos e sinovidcitos semelhantes aos fibroblastos. Na AR a membrana sinovial é
invadida por células T e B e células inflamatdrias e como consequéncia 0s sinoviocitos
proliferam. Com a progressdo da doenca o tecido sinovial se torna hiperplasico
invadindo e destruindo a cartilagem articular e 0sso subjacente (STRAND et al., 2007,
Figura 1.1).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Strand%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17195034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Strand%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17195034
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Figura 1.1 Articulacdo normal (A) e articulagdo com artrite reumatoide (B) (fonte: adaptado de
STRAND et al., 2007).

Historicamente as doencas reumaticas sdo conhecidas desde a época de
Hipdcrates, entretanto a AR foi primeiramente nomeada no seculo XVII por Garrod e
sua descricao clinica somente aconteceu em 1957, publicada por Charles Short. A AR é
considerada uma doenga autoimune devido a identificagdo do fator reumatoide no soro
dos pacientes com AR e a posterior caracterizacdo desse fator como anticorpo.
Atualmente o diagnostico da AR é baseado em critérios clinicos e exames laboratoriais
(ARNETT et al., 1988). Os anticorpos antiproteinas citrulinadas (ACPA) mostram alta
especificidade para a AR. A enzima peptidilarginina deiminase (PADI) converte
arginina a citrulina. A PADI foi descrita pela primeira vez em 1977 (ROGERS et al.,
1977) e catalisa a conversdo de residuos de arginina em residuos de citrulina nas

proteinas (Figura 1.2).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Strand%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17195034
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Figura 1.2 Deiminacéo da arginina pela enzima peptidilarginina deiminase (fonte: ALARCON
& ANDRADE, 2007).

O teste de ACPA tornou-se um componente substancial dos atuais critérios de
classificacdo para a AR do American College of Rheumatology (ACR)-European
League Against Rheumatism (Eular) (ALETAHA et al., 2010). Quando a AR se
apresenta em sua forma bem definida, o reconhecimento é simples. O diagndstico na
fase precoce da doenca, entretanto, é dificil, ja que alteracdes soroldgicas e radioldgicas
caracteristicas muitas vezes ndo estdo presentes. Os exames utilizados atualmente para
diagnostico da AR sdo radiologia convencional, cintilografia dssea, tomografia
computadorizada, resson&ncia magnética e densitometria 6ssea (MOTA et al., 2012).
Embora a doenca possa ocorrer em qualquer idade, a AR afeta mais frequentemente as
mulheres do que os homens e é diagnosticada principalmente entre os 40 e 60 anos,
embora ainda ndo seja claro o mecanismo pelo qual o género influencie na
susceptibilidade a AR (CASTRO-SANTOS & DIAZ-PENA, 2016).

Dados epidemioldgicos sobre a AR mostram variacbes na incidéncia e
prevaléncia da doenca entre as popula¢bes. A maior parte dos estudos foi feita em
paises desenvolvidos do norte da Europa e da América do Norte e estimou prevaléncias
entre 0,5 e 1,1% (TOBON et al., 2010). Outros estudos realizados em paises do sul da
Europa relataram uma prevaléncia menor, em torno de 0,3 a 0,7% (CARMONA et al.,
2002, GUILLEMIN et al., 2005, ANDRIANAKOS et al., 2006). Estima-se que a
prevaléncia da AR no Brasil seja de 0,46% da populagdo, representando
aproximadamente um milh&o de pessoas acometidas pela doenga (COSTA, 2014).
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Figura 1.3 Prevaléncia da artrite reumatoide na populacdo adulta de varias regiGes do mundo
(fonte: SHAPIRA et al., 2010).

A prevaléncia de AR na populacdo adulta de varias regides do mundo pode ser
verificada na figura 1.3 (adaptada de SHAPIRA et al., 2010). Na Australia e Jamaica a
prevaléncia de AR ¢é alta e na Africa, esta doenca é rara. Dentro de vaérias regides do
mundo, o risco de AR difere entre grupos étnicos distintos que residem no mesmo pais,
0 que pode indicar diferencas na predisposicdo genética para esta doenca. Por exemplo,
em comparacdo com a etnia branca dos Estados Unidos da América tribos americanas
nativas demostram alto risco para o desenvolvimento da AR. Por outro lado, aborigines
australianos sdo muito mais resistentes a doenca do que a populacgéo australiana de etnia
branca (SYMMONS et al., 2000; MINAUR et al., 2004; SILMAN , 1993). Estas
diferencas podem refletir a variabilidade étnica na prevaléncia de genes de

susceptibilidade a doenca.
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1.2 Fisiopatologia da artrite reumatoide

1.2.1 Fatores ambientais

O desenvolvimento de AR esta associado a fatores ambientais que incluem o
tabagismo (KLARESKOG et al., 2008; MILLAR et al., 2013), baixos niveis
socioeconémicos e baixa escolaridade (MILLAR et al.,, 2013; CALLAHAN &
PINCUS, 1997). A AR também € associada a doenca periodontal, embora a causalidade
e natureza dessa relacdo ainda ndo esteja bem definida (SCHER et al., 2016). Uma
hipbtese proposta é que Porphyromonas gingivalis, bactéria frequentemente encontrada
na periodontite, poderia induzir a citrulinagdo exacerbada. Como consequéncia causaria
brechas na tolerdncia para citrulinados via expressdo endogena de peptidilarginina
deiminase (PADI-4, enzima que converte arginina a citrulina), (WEGNER et al., 2010).
Outros agentes infecciosos, como por exemplo, Proteus mirabilis, Escherichia coli e
Epstein-Barr virus também tem sido sugeridos como fatores capazes de induzir a AR
(EBRINGER&WILSON, 2000), geralmente através de mimetismo molecular. Contudo

estes mecanismos propostos ainda nao foram completamente elucidados.

Assim como em outras doencas autoimunes, existe consideravel interesse no
efeito da microbiota sobre o risco e progressao da AR (SCHER et al., 2016; HONDA &
LITTMAN, 2012). Dados obtidos com modelo de artrite reumatoide em animais de
experimentacdo sugerem um papel essencial da microbiota intestinal em doencas
inflamatérias (HONDA et al., 2012). Em humanos, estudos iniciais relatam um
desequilibrio na microbiota intestinal (disbiose) relacionado a AR (SCHER et al.,
2016).

1.2.2 Resposta autoimune

Os auto anticorpos sdo imunoglobulinas (Ig) que reagem contra antigenos
préprios de tecido autélogo. A existéncia de uma variedade de auto anticorpos no soro e
no liquido sinovial de pacientes com AR tem sido descrita (Tabela 1.1). Dados da
literatura demonstram que a familia de auto anticorpos mais especifica para AR € a
direcionada contra proteinas citrulinadas (RAMIRO et al., 2014, ALARCON &
ANDRADE, 2007). Esses anticorpos podem ser detectados em aproximadamente 80%
dos soros de pacientes com AR com especificidade de 95% a 99% (STOFFER et al,.
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2016). Além disso, aparecem precocemente durante a evolucdo da enfermidade,
portanto sua deteccdo apresenta-se bastante Util para auxiliar no diagnostico da doenca,

especialmente na fase inicial da AR.

Tabela 1.1 Frequéncia de auto anticorpos associados a artrite reumatoide.

Auto anticorpo Frequéncia
ACPA 70-80%
Fator reumatoide IgM 75%
Anticoléageno tipo Il 60%
Anti-BiP 64%
Anti-GPI 64%
Anticalpastatina 45%
Anti-HGM-1 e anti-HGM-2 40%
Anti-As 40%
Anti-RA-33 36%
Antiprofilagrina 70-90%
Antifilagrina 35-60%
Antifibronectina 14%

RA-33 = auto-antigeno de 33 kDa associado a artrite reumatoide; HGM = high group mobility;
Sa = auto-antigeno de placenta humana associado a artrite reumatoide; BiP = heavy chain
binding protein p68; GPI = glucose-6-phosphatase isomerase; ACPA=anticorpos anti-proteinas
citrulinadas (fonte: adaptado de ALARCON & ANDRADE, 2007).

De fato, a presenca de auto anticorpos (soro-positividade) é associada com
sintomas mais graves, lesdes articulares e aumento da morbidade na AR (HONDA &
LITTMAN, 2012; SCHER et al., 2015; ALETAHA et al., 2015; GONZALEZ et al.,
2018; van GAALEN et al., 2004). Isto ocorre devido a formacgdo de complexos imunes
de ACPAs com antigenos contendo citrulina e subsequente ligacdo de RF, que pode
resultar em ativacdo do complemento (ZHAO et al., 2008; SABHARWAL et al., 1982;
ANQUETIL et al., 2015). O tecido em que estas respostas sao ativadas é incerto, mas o
pulmdo é um candidato, o que é consistente com o papel do tabagismo na AR e com a
presenca de peptideos citrulinados compartilhados no pulméo e no tecido sinovial
(REYNISDOTTIR et al., 2005) . Os ACPAs circulantes podem ser detectados até 10
anos antes do diagnostico, doenga denominada de pré-AR (NIELEN et al., 2004).

Ao longo do tempo, a concentracdo de ACPAs aumenta, assim como

concentragOes séricas de citocinas pro-inflamatdrias, especialmente antes do inicio do



21

comprometimento articular. ACPAs podem ser do tipo IgG, IgA, IgM ou isotipo, e sdo
indicativos da presenca de células T (ROMBOUTS et al., 2006; ROMBOUTS et al.,
2015). ACPA induz a producdo de células B que estdo presentes na membrana sinovial
e na circulacdo (ROMBOUTS et al., 2006; KERKMAN et al., 2014). ACPAs por si so
podem ser patogénicos, quer atraves da ativacdo de macrofagos ou por ativacdo de
osteoclastos através de formacdo do complexo imunitario e envolvimento do receptor
Fc ou ainda, através da ligacdo a membrana citrulinada (HARRE et al., 2012), e dessa
maneira promovendo a perda 0ssea. Com a terapia efetiva, ocorre a reducdo das
concentracdes de RF e ACPA, entretanto, raramente os pacientes se tornam ACPA
negativo, enquanto RF diminui mais profundamente e mais frequentemente, podendo os

pacientes se tornarem RF negativo (BOHLE et al., 2013).

1.2.3 Processo inflamatorio na artrite reumatoide

Na AR o processo inflamatdrio tem origem na membrana sinovial onde o tecido
sinovial mostra hiperplasia do seu revestimento, como resultado do acimulo de
fibroblastos e macrdéfagos. Estes macrdéfagos e fibroblastos promovem o processo
inflamatorio através da producdo de mediadores pré-inflamatdrios como citocinas fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina 1 (IL-18) (DA COSTA MOURA,
2013). O TNF-a. e a IL-1pB, duas citocinas pro-inflamatorias, induzem as células
sinoviais a libertar metaloproteinases (MMPs) e TNF-a que estimulam o
desenvolvimento  de  osteoclastos, responsdveis pela reabsorcdo  dssea.
Consequentemente, mais macrofagos, linfocitos e fibroblastos séo ativados e o processo
inflamatério na AR € continuadamente sustentado (PHAM, 2011; DA COSTA
MOURA, 2013).

Estudos também mostraram que o TNF-a e a interleucina 17 (IL-17) tem efeito
sinérgico na ativacdo e expressdo de interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e
interleucina 8 (IL-8), do fator estimulador de col6nias de granulécitos (G-CSF) e
MMPs, que em conjunto tem um papel importante no progresso do processo
inflamatorio e na degradacédo da cartilagem articular (PAULISSEN et al., 2015; ROY et
al., 2015; SACHS et al., 2011; COSTA et al., 2015). Estes mediadores inflamato6rios sdo
encontrados na membrana sinovial e no fluido sinovial de pacientes com AR, 0s quais

tem a potente capacidade de induzir a ativacdo do ligante do receptor ativador do fator
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nuclear B (RANKL, principal regulador da osteoclastogénese nos fibroblastos sinoviais
e nas células estromais derivadas de tecido ¢sseo) afetando a sinalizacdo de
osteoclastos, causando processo de destruicdo do osso (Figura 1.4, DANKS &
TAKAYANAGI, 2009; SANAM et al., 2016).
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Figura 1.4 Patogénese da artrite reumatoide. Os anticorpos anti fator reumatoide (FR) e antiproteinas
citrulinadas (ACPAS) sdo os dois auto anticorpos mais importantes na patogénese da AR. A ativacdo de
células T resulta na producdo de citocinas pro-inflamatérias, incluindo TNF-B, IL-1B e IL-6 por
macrofagos. Estas citocinas pré-inflamatérias tem a capacidade de ativar o ligante do receptor ativador do
fator nuclear B (RANKL), que é o principal regulador da osteoclastogénese. A produgdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) por fibroblastos sinoviais também estimula a angiogénese que
por sua vez mantém o processo inflamatorio através do recrutamento de leucdcitos. Todos estes
componentes tem um papel importante no progresso inflamatério, na degradacdo da cartilagem e no
processo de destrui¢do dssea (fonte: adaptado de SANAM et al., 2016).

A angiogénese € 0 passo inicial na sinovia inflamada na AR. A regulacdo positiva
de fatores pré-antigénico e regulacdo negativa de fatores anti-antigénicos na AR
aumentam a proliferacdo de células endoteliais e o0 processo da angiogénese
(SZEKANECZ & KOCH, 2009; SZEKANECZ et al., 2010; ZHOU et al., 2012). Varios
fatores pré-angiogénicos como fatores de crescimento (VEGF, TGF, FGF, EGF,
PDGF), citocinas (TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-17, IL-18), quimiocinas (CXCL8, CXCL12,
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CCL2, CXC3L1), proteases (metaloproteases, MMPs) e moléculas de adesdo
(integrinas, VCAM-1 e ICAM-1) estdo envolvidos na angiogénese durante AR (DA
COSTA MOURA, 2013).

1.3 Tratamento da artrite reumatoide

O custo relacionado a AR ¢é elevado devido tanto a fatores diretos (gastos com
diversos medicamentos, despesas médicas e hospitalares) quanto indiretos como perda
da produtividade pessoal ou perda total da capacidade laboral (DE AZEVEDO et al.,
2008). Mesmo nao apresentando risco de morte a AR resulta na reducao da qualidade de
vida do paciente e danos econémicos graves a sociedade (ALMEIDA, 2014). Segundo
dados de internacdo hospitalar do SUS, no ano de 2011 houve 19978 internacfes devido
a AR e outras poliartropatias inflamatérias, totalizando um gasto de R$13.830.164,88,
dos quais R$12.215.908,93 sdo referentes a servicos hospitalares e R$1.614.255,95
referentes a servicos profissionais (DATASUS, 2012). Esses gastos ndo incluem os
medicamentos dispensados nos ambulatorios pelo SUS. O gasto anual mundial com o
tratamento AR ¢é de aproximadamente U$16 bilhGes incluindo as despesas
socioeconémicas diretas, como custos com despesas médicas, e custos indiretos, como a
queda de produtividade e reducdo da qualidade de vida do paciente (DUNLOP et al.,
2003).

Em 2012, foi elaborado o ultimo consenso da Sociedade Brasileira de
Reumatologia para o tratamento da artrite reumatoide. O consenso tem o objetivo de
elaborar recomendacdes para 0 manejo da AR, com enfoque no tratamento da doenca,
considerando os aspectos peculiares da realidade socioeconémica brasileira. Dessa
forma, o consenso sintetiza a posi¢do da Sociedade Brasileira de Reumatologia (SBR)
sobre 0 tema, com o objetivo de orientar os medicos brasileiros, em especial 0s
reumatologistas, sobre o tratamento da AR no Brasil (DA MOTA et al, 2012). De
acordo com o consenso de 2012, o tratamento da AR inclui educacdo do paciente e de
sua familia, terapia medicamentosa, fisioterapia, apoio psicossocial, terapia ocupacional
e abordagens cirurgicas. As terapias medicamentosas incluem uso de anti-inflamatérios

ndo hormonais (AINHS), corticoides, medicamentos modificadores do curso da doenga
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(MMCD) sintéticos e biologicos e drogas imunossupressoras (DA MOTA et al, 2012,
COSTA et al, 2015).

O objetivo principal do tratamento é o controle imediato da inflamacédo a fim de
evitar lesdes estruturais progressivas, maximizar a qualidade de vida através do controle
dos sintomas, otimizar a funcdo articular e melhorar a incluséo social. O tratamento da
AR envolve o0 uso de varias classes de farmacos com diferentes mecanismo de acao
(NEGREI et al, 2016). A primeira linha de tratamento da AR esta sumarizada na figura
1.5 e inclui AINHs (anti-inflamatérios ndo hormonais), corticoides e medicamentos
modificadores do curso da doenca (MMCD) (DEVINE et al., 2011).
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Figura 1.5 Fluxograma para a primeira linha do tratamento medicamentoso da artrite
reumatoide: AINH: anti-inflamatério ndo hormonal; MMCD: Medicamentos modificadores do
curso da doenga; MTX: metotrexato (Fonte: adaptado de DA MOTA et al, 2012).

1.3.1 Medidas educativas

Antes de iniciar qualquer forma de tratamento, o paciente deve ser esclarecido
sobre sua enfermidade e, particularmente, quanto as possibilidades evolutivas,
terapéuticas e de prognostico. E preciso alertar sobre informacgdes inadequadas

veiculadas pelos meios de comunicacdo, em especial a internet (ABOURAZZAK et al.,
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2009; LOVISI NETO et al., 2009, DA MOTA et al, 2012). Atividades educativas sdo
essenciais para que se obtenha a colaboracdo do paciente. Ele tem o direito de saber
sobre suas condicBes e sobre as opcdes terapéuticas disponiveis, e de participar
ativamente das escolhas. O paciente que entende sua condigcdo e compreende a acdo dos
medicamentos, os métodos de prevencdo de deformidades e o processo de reabilitacdo
apresenta melhor evolucéo clinica (MASIERO et al., 2007; DA MOTA et al, 2012).

1.3.2 Anti-inflamatdrios ndo hormonais (AINHS)

Os anti-inflamatorios ndo hormonais (AINHs) sdo muito utilizados para a
reducdo do processo inflamatorio por inibirem a sintese de prostanoides, atraves da
inibicdo da enzima ciclo-oxigenase (COX), e consequentemente reduzirem a dor e 0
edema. Os AINHSs diminuem o processo inflamatorio e a dor, principalmente no inicio
da doenca, pois 0s MMCD ndo tem acdo imediata. Dessa forma, sdo usados para
controlar a dor e inchago nas articulagdes, mas ndo sao eficazes na prevencao de danos
estruturais e nao alteram o curso da doenca (MALOTTKI et al.,2011). Meloxicam é um
AINH derivado do oxicam que possui efeitos analgésicos, antipiréticos e anti-
inflamatorios com menor irritacdo gastrica quando comparado com outras drogas
AINHs. O meloxicam é aprovado pelo FDA para tratamento da osteoartrite. Nas doses
recomendadas é equivalente ao acido acetilsalicilico e a indometacina para o tratamento
prolongado da AR. Sua principal vantagem € possuir meia vida longa, o que permite
uma Unica administracdo por dia ao paciente (GOODMAN&GILMAN, 2010). Os
mecanismos de acdo sdo baseados na inibicdo da ciclooxigenase (COX-1 e 2) e
consequente reducdo da producdo de prostaglandinas. Seu uso deve ser em conjunto
com medicamentos que promovem a remissao da doenca. O uso por longo prazo pode
estar associado a efeitos adversos tais como nausea, azia, dor abdominal e gastrite,
devendo ser evitado em pacientes com Ulceras (NEGREI, 2016).

1.3.3 Corticoides

A maioria dos estudos sobre o uso de corticoides no tratamento da AR sugere a
utilizacdo da prednisona ou prednisolona em doses baixas. N&o ha estudos comparativos

que permitam indicar preferencialmente doses mais altas no inicio do tratamento (VAN
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EVERDINGEN et al., 2002; SMOLEN et al., 2011). Na AR, devido aos efeitos
adversos graves e debilitantes associados ao seu uso crénico, os corticoides sdo usados
como agentes contemporizadores para a doenca progressiva que ndo responde ao
tratamento com fisioterapia e AINHs. Nesse caso eles proporcionam alivio até que
outros farmacos antirreumaticos de acdo lenta exercam seus efeitos (GOODMAN,
2010). Devido aos efeitos adversos o tempo de uso de corticoides deve ser abreviado ao
minimo possivel. Se a previsdo for de trés ou mais meses de uso, deve-se fazer
suplementacdo de célcio e de vitamina D. Dependendo do resultado de densitometria
Ossea, e em pacientes com fatores de risco para fraturas, a utilizacdo de drogas
antirreabsortivas, como os bisfosfonatos, pode ser considerada (HOES et al., 2009). Em
pacientes com a doenca ativa restrita a poucas articulagdes pode-se usar o corticoide
intra-articular, porém, uma mesma articulacdo ndo deve ser infiltrada mais de trés a
quatro vezes ao ano (DERNIS et al., 2010). De fato, a prednisona é um medicamento
muito utilizado para aliviar os sintomas da AR, sendo importante a administragéo intra-
articular em casos de sintomatologia limitada a uma ou apenas algumas articulagdes.
Para pacientes em uso concomitante de corticoide e AINH, recomenda-se protecao
gastrica com inibidor de bomba de préton (DERNIS et al., 2010).

Os corticoides tem efeito rapido e em associacdo com 0s medicamentos que
promovem a remissdo da doenga evita danos estruturais da AR inicial. A sua utilizagao
¢ indicada em vasculite reumatoide (inflamacdo do vaso sanguineo) ou outras
manifestacdes sistémicas da AR (NEGREI et al, 2016). Também tem importantes
efeitos no controle dos sintomas e na reducdo da taxa de progressdo da doenca
(KIRWANet al., 2007). Corticoides podem ser usados de forma intermitente,
principalmente em pacientes com doenca de dificil controle ou enquanto se aguarda a
acdo das drogas modificadoras da doenca, mas ndo como monoterapia (KUMAR e
BANIK, 2013). Seu uso sistémico, utilizado no inicio do tratamento da AR reduz os
sintomas e a progressao radiografica, mesmo depois da suspensdo do seu uso. A
prednisolona é o metabdlito ativo da prednisona apds sua ativacdo hepatica. Em
qualquer das etapas pode-se usar prednisona ou prednisolona (até 0,3 mg/KG/ dia, via

oral).
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1.3.4 Medicamentos modificadores do curso da doenca (MMCD)

Os MMCD devem ser indicados ao paciente a partir da definicdo do diagnostico
de AR (FURST et al., 2011). A utilizagio de MMCD em pacientes com artrite
indiferenciada e biomarcadores preditores de AR, como positividade dos anticorpos
antipeptideos citrulinados ciclicos (anti-CCP) e/ou fator reumatoide (FR), pode ser
considerada (LUKAS et al., 2011). MMCD é uma classe heterogénea de medicamentos
capazes de reduzir a progressdo da doenca e da inflamacéo sisttmica. Dessa forma, o
uso de MMCD deve ser iniciado o0 mais rapido possivel, a partir do diagnostico. Os
MMCD sdo classificados em sintéticos e bioldgicos (NEGREI et al, 2016). De acordo
com a portaria SAS/MS, 996 de 30 de setembro de 2015 a administracdo de farmacos
que modificam o curso da doenca deve ser iniciada no momento do diagnéstico da AR.
Avaliacdes clinicas frequentes, a cada 30 a 90 dias sdo recomendadas. Entre os MMCD
sintéticos para o tratamento de AR, o metotrexato é o medicamento padrdo, devendo ser
iniciado tdo logo o diagndstico seja definido. A terapia de primeira linha inclui o uso
precoce do MMCD sintético, 0 MTX, que € o farmaco de escolha, no entanto, apenas 20
a 40 % em monoterapia apresentam resposta clinica satisfatoria (COSTA et al, 2015).

1.3.41  MMCD sintéticas: metotrexato (MTX)

O MTX é um agente imunomodulador cuja acdo consiste na inibicdo da sintese
de DNA, RNA, timidinato e proteinas. Os efeitos anti-inflamatérios do MTX na AR
parecem estar relacionados, pelo menos em parte, com a modulacdo do metabolismo da
adenosina e com os efeitos possiveis nas vias do fator de necrose tumoral (TNF, do
ingles, tumor necrosis factor). Os efeitos imunossupressivos e toxicos do MTX sdo
devido a inibicdo da diidrofolato redutase, enzima envolvida no metabolismo do acido
folico, o que evita a reducdo do diidrofolato a tetraidrofolato ativo. O tempo até a
concentracdo méaxima € de 1-5 horas por via oral (VO) e de 30-60 minutos por via
intramuscular (IM) ou subcutanea (SC). Elimina-se por via renal entre 40% e 90% de
forma inalterada (CRONSTEIN, 2010, DA MOTA et al., 2012). O MTX ¢ atualmente
considerado o farmaco padrdo no tratamento da AR (PINCUS et al., 2010, DA MOTA
et al, 2012). O MTX ¢ capaz de reduzir sinais e sintomas de atividade da AR e de
melhorar o estado funcional do paciente (O’DELL et al., 1996, DA MOTA et al, 2012).

O MTX também reduz a progressao das lesdes radiograficas.
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A dose inicial recomendada é de 10 a 15 mg/semana por via oral (VO) ou
parenteral (intramuscular ou subcutanea). Caso ndo ocorra melhora ou controle da
doenga com a dose de 10-15 mg por semana deve-se aumentar a dose progressivamente
a cada 2 ou 4 semanas até a dose de 20 mg por semana. Para pacientes com intolerancia
gastrintestinal ou com resposta inadequada a formulacéo oral de MTX, pode-se utilizar
a formulagdo parenteral. Os efeitos adversos mais frequentemente observados sé&o
anemia, neutropenia, nauseas e vomitos, mucosite e elevacdo de enzimas hepéticas. A
pneumonia intersticial € uma manifestacdo menos frequente. Sem duvida nenhuma o
MTX é o padrdo ouro no tratamento e seu uso prolongado é bem tolerado e seguro
(NEGREI et al, 2016).

1.3.4.2 MMCD bioldgicas

Um dos mais relevantes avangos na terapia da AR foi o desenvolvimento das
MMCD biologicas (CAPORALLI et al., 2011). Embora essas medicacGes sejam eficazes
no controle da AR, sua seguranca a longo prazo ainda ndo esta completamente
estabelecida (FAVALLI et al., 2011). De acordo com DA MOTA (2012), encontram-se
aprovadas pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para uso no Brasil

0s seguintes MMCD bioldgicos:

a) Anti-TNF: adalimumabe, certolizumabe, etanercepte, infliximabe e
golimumabe;

b) Depletor de linfécito B: rituximabe;

c¢) Bloqueador da co-estimulacdo do linfocito T: abatacepte;

d) Blogueador do receptor de interleucina-6 (I1L-6): tocilizumabe.

A Figura 1.6 mostra o Fluxograma para a segunda e terceira linha de tratamento
da AR no Brasil com MMCD sintéticos e biolégicos, proposto pela Comissdo de Artrite
Reumatoide da Sociedade Brasileira de Reumatologia (DA MOTA, 2012).
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Figura 1.6 Fluxograma para o tratamento medicamentoso da artrite reumatoide com MMCD
biolégicos. ABAT: abatacepte; MMCD: medicamento modificador do curso da doenga; MTX:
metotrexato; RTX: rituximabe; TOCI:tocilizumabe (Fonte: adaptado de DA MOTA et al, 2012).

Os MMCD bioldgicos estdo indicados para pacientes em que a atividade da
doenca persiste apesar do tratamento com dois esquemas de MMCD sintéticos, dos
quais pelo menos um deles seja combinac6es de MMCD. O uso de agentes bioldgicos
deve ser feito associado a um MMCD sintético, preferencialmente 0 MTX. Apenas em
casos excepcionais um MMCD bioldgico pode ser prescrito para tratamento precoce da
AR, que neste caso é caracterizada pela combinacdo de sinais de pior prognéstico como:
elevado numero de articulagdes acometidas, erosdes radiograficas na fase inicial da
doenca, FR e/ou anti-CCP presentes em altos titulos (LINEKER et al., 2011; SMOLEN
et al. 2010; MARKATSELLI et al., 2010; VISSER et al., 2010; SMOLEN et al., 2010;
VISSER et al., 2009; DA MOTA et al, 2012). Alguns fatores podem determinar a
escolha de um ou outro MMCD bioloégico como a dificuldade de aplicacdo de
medicacdo por via subcutanea (SC) por alguns pacientes e seus familiares, bem como a
inexisténcia de centros de infusdo para aplicagdo de medicagdo intravenosa (IV) em
certos locais. Os centros de dispensacdo/infusdo das drogas, publicos ou privados,
devem informar o adequado acondicionamento de cada medica¢do ou encaminhar 0s
pacientes para o local de infusdo, para evitar perda de eficacia do tratamento.

Recomenda-se que 0 uso desses farmacos seja indicado e monitorado por um
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reumatologista (MOMOHARA et al., 2010). Os MMCD biologicos mais utilizados séo
os anti-TNF, mas ha evidencias de que os demais MMCD biol6gicos também
promovam o controle de sinais e sintomas da AR e a inibicdo da progressao radiografica
(DA MOTA et al, 2012).

No Brasil, no Sistema Unico de Satde (SUS), o acesso aos MMCD bioldgicos
para o tratamento da artrite reumatoide é feito pelo Componente Especializado da
Assisténcia  Farmacéutica (CEAF), anteriormente denominado Programa de
Medicamentos de Dispensacdo Excepcional/Alto Custo (PMAC, MINISTERIO DA
SAUDE, 2009). O infliximabe foi o primeiro MMCD biolégico padronizado para o
tratamento da artrite reumatoide e esta disponivel desde 2002 (SECRETARIA DE
ASSISTENCIA A SAUDE, MINISTERIO DA SAUDE, 2002). Em 2006, o etanercepte
e 0 adalimumabe foram incorporados como opcGes de tratamento (SECRETARIA DE
CIENCIA, TECNOLOGIA E INSUMOS ESTRATEGICOS, MINISTERIO DA
SAUDE, 2006). Desses, o infliximabe correspondeu entre 16% e 40% das prescrigdes
em estudos brasileiros efetuados em 2010 (WIENS et al., 2012; TITTON et al., 2011).
Os gastos do Ministério da Saide com medicamentos desse programa cresceram aproxi-
madamente 106% no periodo de 2000 a 2007 (CARIAS et al., 2011). Entre 2000 e
2004, as doengas do sistema osteomuscular e do tecido conjuntivo representaram cerca
de 22% dos diagndsticos dos pacientes atendidos no programa (ACURCIO et al., 2009).
Nesse mesmo periodo, o infliximabe ocupou a segunda posicdo do maior gasto mensal
médio per capita, no valor de R$ 5.945,58 (BRANDAO et al., 2011). Em 2007, a artrite
reumatoide foi a quarta doenca de maior impacto orcamentério, consumindo 10,4% dos
recursos (CARIAS et al., 2011). De fato, o tratamento com MMCD bioldgicos tem
custo elevado. O ciclo de tratamento de 48 meses com esquema terapéutico
convencional seguido de biologico custou R$ 1.701.286,76 (MONTEIRO & ZANINI,
2008) e o custo de seis meses de tratamento com infliximabe é de R$ 19.698,00
(VENSON et al., 2011).

1.4  Sistemas de transporte e liberacdo de farmacos para o

tratamento da AR

1.4.1 Nanoparticulas
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A nanotecnologia e as nanoparticulas tem uma vasta aplicacdo na area biologica.
A nanomedicina, um ramo da nanotecnologia que se refere a intervencdo médica em
escala molecular altamente especifica para o tratamento de doengas ou reparo de tecidos
danificados. Nos ultimos anos, a nanomedicina baseada em polimeros tem recebido
atencdo crescente devido a sua habilidade em aperfeicoar a eficiéncia terapéutica de
alguns farmacos (PARK et al.,2008). De fato, nanoparticulas podem melhorar a
cinética, biodistribuicdo e a liberacdo de um farmaco, vacinas, proteinas recombinantes
ou oligonucleotideos. A nanotecnologia possibilita a confeccdo de dispositivos na
mesma escala que as células e biomoléculas, ou seja, em escala nanométrica o que
propicia uma abordagem Unica para a criacdo de sistemas de liberacdo de farmacos
(Figura 1.7). Portanto, o desenvolvimento de nanoestruturas moleculares, com tamanho
e forma de particulas bem definidas, é de grande interesse para o desenvolvimento de
sistemas transportadores de farmacos. Os sistemas utilizados como carreadores de
farmacos que possuem escala nanométrica e tamanho uniforme tem capacidade maior
de atravessar membranas celulares (SVENSON&TOMALIA, 2005).

Os lipossomas, micelas, nanoparticulas metalicas e nanoparticulas poliméricas
sdo os sistemas transportadores em escala nanométrica mais utilizados em sistemas de
liberacdo de farmacos (BADER, 2012). As nanoparticulas sdo capazes de: (a)
encapsular e proteger os farmacos da degradacdo, (b) melhorar o alvo para entrega e
liberacdo do farmaco, (c) propiciar o controle da liberacdo de farmacos e d) de serem
produzidas em grande escala (ANSELMO & MITRAGOTRI, 2014).

As nanoparticulas poliméricas, confeccionadas a partir de polimeros
biocompativeis e biodegradaveis tem sido amplamente estudadas como veiculos
terapéuticos. As nanoparticulas poliméricas sdo formuladas por meio de copolimeros de
hidrofobicidade diferente. Estes copolimeros formam espontaneamente micelas em
meio aquoso (TORCHILIN, 2017; GROBMYER et al., 2010). As nanoparticulas
poliméricas podem encapsular farmacos hidrofilicos e/ou pequenas moléculas de
farmacos hidrofobicos, proteinas e &cidos nucleicos (WANG & WANG, 2014). A
utilizacdo de polimeros como transportadores de farmacos, especialmente os que
possuem baixa solubilidade em agua, em pH fisiologico e alta toxicidade, tornou-se
evidente na ultima decada (MALIK et al., 2006; SVENSON,2009; KESHARWANI et
al., 2013). Uma das primeiras abordagens utilizando nanocarreadores para a AR teve

como alvo os macrofagos. Na AR ocorre aumento de macrofagos nas articulagdes
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inflamadas e as nanoparticulas sdo facilmente fagocitadas pelos macrofagos sem a

necessidade de modificagdes na superficie das mesmas (PHAM, 2011).

Farmaco

Fragmentos de RNA ~~

Farmaco @ IL-6
Y © Processo
Q IL-17 inflamatdrio
Fahes — ©®0¢ 18 —
Nucleo > TNF-a
Nucléolo -
Cromatina Citocinas pré-inflamatdrias

Figura 1.7 Nanoparticulas (NP) para tratamento da artrite reumatoide. Diferentes tipos de
nanoparticulas tem sido utilizadas para o tratamento da AR. Farmacos e fragmentos de RNA séo
transportados por nanoparticulas e impedem a expressdo de citocinas pré-inflamatérias e como
consequéncia ocorre a inibicdo do processo inflamatério € da degeneracdo da cartilagem
articular (fonte: adaptado de SANAM et al., 2016).

Os dendrimeros s@o nanoparticulas poliméricas com estrutura ramificada feita a
partir de elementos sintéticos ou naturais (MEDINA & EL-SAYED, 2009). Em
contraste com os lipossomas, 0s sistemas transportadores de farmacos feitos com
nanoparticulas poliméricas liberam os farmacos de maneira mais lenta e, portanto,

requerem uma administracdo menos frequente (SANAM et al., 2016).

1.5 Dendrimeros como sistemas transportadores de farmacos

Os dendrimeros sdo uma classe de polimeros que apresenta estruturas
ramificadas. Os dendrimeros de poliamidoamina, ou PAMAMSs, foram 0s primeiros a
serem sintetizados e tem grande potencial para sistemas de liberacdo de farmacos. As
estruturas dendriticas foram descritas primeiramente em 1978 (BUHLEIER et al.,
1978). O desenvolvimento das estruturas dessas moléculas, assim como o

desenvolvimento de novas técnicas sintéticas originou as grandes estruturas dendriticas
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(DENKEWALTER et al, 1983; TOMALIA et al., 1985; BRABRANDER VAN DEN
BERG & MEIJER, 1993) e esta classe foi denominada de dendrimeros. A palavra
dendrimero tem origem do grego “dendron” ¢ “meros” que significam “&rvore” e

“parte”, respectivamente (DYKES, 2001).

Figura 1.8 Dendrimeros disponiveis comercialmente. (A) Dendrimero de Polipropileno imina
(G5) e (B) dendrimero de poliamido amina (G3). Cada geragdo é marcada com um circulo
(fonte: adaptado de Boas & Heegaard, 2004).

Os dendrimeros ramificados resultam em estruturas semiglobulares ou
globulares, na maioria das vezes com alta densidade funcional na superficie. As
estruturas sdo caracterizadas por ‘“camadas” entre cada ponto focal denominado de
geracdo (figura 1.8). O numero de geracdes é definido pelo numero de pontos focais do
ndcleo a superficie. O ndcleo é denominado de geracdo 0 (GO), sem ramificagdes.

Os dendrimeros podem ser sintetizados quimicamente por duas formas

diferentes, divergente ou convergente (figura 1.9).
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Figura 1.9 Sintese dendrimero (esquematicamente representado). (A) Estratégia divergente e
(B) estratégia convergente (fonte: adaptado de Boas & Heegaard, 2004).

Na estratégia divergente (Figura 1.9A) os dendrimeros sdo sintetizados a partir
do ndcleo aumentando geracdo por geracdo. A estratégia convergente (Hawker &
Frekche, 1990) (Figura 1.9B) inicia a sintese pelos grupos terminais em direcdo ao
ndcleo onde os segmentos de dendrimeros, dendron, s&o ligados entre si.

Para a confeccdo de sistemas carreadores de farmacos ou sistemas
transportadores de farmacos os dendrimeros podem ser sintetizados de acordo com a
aplicacdo especifica, 0 que é uma grande vantagem. A arquitetura dos dendrimeros
possibilita a sua interacdo com farmacos muito ou pouco sollveis em &gua, formando
complexos via encapsulamento do farmaco, com ligacBes covalentes ou nao covalentes.

As cavidades internas dos dendrimeros podem ser utilizadas para transportar e
armazenar uma grande variedade de farmacos e outras moléculas (JENSEN et al.,
2005). Ao mesmo tempo é possivel fazer modificacbes de grupos funcionais externos
fornecendo propriedades flexiveis ao dendrimero. Por exemplo, o éxito da preparacédo
de conjugados multivalentes de dendrimeros com o acido félico ou farmacos para o
tratamento do céncer tem importantes implicacdes quando direcionados para células
tumorais. Além disso, o carater multivalente dos dendrimeros facilita a fixacdo de varias
moléculas Uteis para o diagnostico e tratamento de véarias doengas, bem como
combinagOes destes agentes (KHOPADEET al., 2002; QUINTANA et bal., 2002;
SUDIMACK & LEE, 2000). A Figura 1.10 mostra as fun¢des dos grupos internos e
externos do dendrimero utilizado como sistema de liberacdo/transporte de farmacos
(BAl et al., 2006).
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Figura 1.10 Propriedades dos grupos internos e externos do dendrimero utilizado como sistema
de liberacdo/transporte de farmacos (fonte: adaptado de BAI et al., 2006).

A sintese de estruturas dendriticas do poliglicerol (PGLD), embora recente, tem
varias aplicacGes na medicina e sdo muito promissoras. O farmaco encapsulado podera
levar a diminuicdo da toxicidade e das interacdes medicamentosas, maior tempo de
permanéncia na circulacdo e um minimo de reagdes inflamatérias locais. Estudos
utilizando dendrimeros de PGLD para o encapsulamento de quimioterapicos
antitumorais sugerem que esse é um sistema transportador ideal para vetorizacdo de
medicamentos. A alta densidade da superficie externa funcional torna a superficie do
dendrimero apropriada como nanoarcabouco. Por outro lado, o interior € apropriado
para o0 encapsulamento de moléculas bioativas (SVENSON & TOMALIA, 2005;
SVENSON, 2009). A capacidade para fixar moléculas de forma definida e controlada

sobre a superficie dendritica diferencia claramente os dendrimeros de outros
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carreadores, como micelas, lipossomas, goticulas de emulséo e engenharia de particulas
(SVENSON& TOMALIA, 2005).

O dendrimero de poliglicerol (PGLD) é um polimero soltvel em &gua com baixa
citotoxicidade. Com a aprovacdo do poliglicerol (PGL) pelo FDA (Food and Drug
Admistration), como emulsificante na industria farmacéutica e alimenticia, este
dendrimero se tornou um promissor candidato para uso no campo biomedico.

O dendrimero PGLD possui um esqueleto baseado na fungdo éter, onde cada
ramificacdo termina em uma funcédo hidroxila, o que o torna altamente funcional. Além
disso, & fato reconhecido na literatura que poliéteres alifaticos tendem a ser
biocompativeis, 0 que torna 0 PGLD um dendrimero adequado para aplicagbes como
um agente de entrega de compostos biologicamente ativos (KESHARWANI et al.,
2013).

Apesar de décadas de pesquisas farmacéuticas e clinicas, ainda ha muitas
necessidades ndo contempladas no tratamento da AR. Os farmacos utilizados para o
tratamento estdo disponiveis para a administracdo oral ou por via intra-articular, com
eficacias comparaveis (STEINMEYERAND& KONTTINEN, 2006; ABRAMSON,
2006; GERWIN et al., 2006). Entretanto, a administracdo por via oral é relacionada
frequentemente com reacfes adversas severas, principalmente gastrintestinais, além de
outras complicacbes (GERWIN et al., 2006). Dessa forma, a utilizacdo de dendrimeros
do tipo glicerdis densamente ramificados com propriedades biocompativeis, pode ser
uma alternativa promissora para a obtencdo de carreadores dos farmacos (prednisona,
meloxicam e metotrexato) para o tratamento sistémico ou intra-articular da AR.

Espera-se que o farmaco encapsulado apresente diminui¢do da toxicidade, maior
tempo de permanéncia na circulacdo e reacfes adversas sistémicas e locais minimas.
Outra vantagem de usar dendrimeros como carreadores de farmacos para tratamento de
doencas inflamatdrias é o fato deste polimero ja possuir um efeito anti-inflamatério.
Como exemplo pode-se citar seus derivados sulfatados para aplicacbes como inibidores
de inflamagdo (DERNEDDE et al., 2010; GROGER et al., 2013).
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1.6 Hemocompatibilidade

1.6.1 Efeito sobre a coagulacao

O processo da hemostasia sanguinea envolve a participacao de vasos sanguineos,
plaquetas e fatores da cascata da coagulacdo (SIQUEIRA, 2001). Mediante lesdo do
endotélio vascular, as plaquetas sdo ativadas e formam um tampdo plaquetario no local
da lesdo, evitando a perda de sangue. Ao mesmo tempo, a cascata da coagulacdo é
ativada, promovendo a formacdo de um coagulo de fibrina, que resulta em maior
retencdo das plaquetas e formacdo de um coagulo estavel (SIQUEIRA, 2001; RIDDEL
et al., 2007). Para fins didaticos, o processo da atividade da cascata da coagulacao é
dividido em duas etapas. Uma etapa € representada pela avaliacdo da atividade da via
intrinseca, e a outra é representada pela avaliacdo da atividade da via denominada
extrinseca. As duas vias sdo convergentes e culminam com a formacdo de um coagulo
estavel de fibrina (SIQUEIRA 2001).

Ao considerar que as formulagdes nanoestruturadas sdao administradas por via
endovenosa, € importante avaliar se as mesmas interagem com 0s componentes da
hemostasia sanguinea (OLIVEIRA, 1993; ADLER-MOORE & PROFFITT, 2003;
RATH et al, 2003; SCHETTINI et al., 2005; SCHETTINI, 2006; DOBROVOLSKAIA
& MCNEIL, 2007; KUZNETSOVA et al., 2012). Ao interagir tanto com plaquetas
quanto com fatores da coagulacdo e células envolvidas neste mecanismo, as
formulacBes nanoestruturadas poderiam promover a formacdo do codgulo sanguineo.
Essas caracteristicas dependem diretamente da constituicdo dos componentes desses
sistemas carreadores e de sua interacdo com os componentes envolvidos na cascata da
coagulacdo (WASSEF, 1995; GALAN et al., 2002; DOBROVOLSKAIA & NEUN,
2009; DOBROVOLSKAIA & NEUN, 2011; KUZNETSOVA et al., 2012).

1.6.2 Ativacao plaquetaria

As plaquetas possuem uma importante funcdo hemostatica que resulta na
formagéo de um tampéo plaquetario no local da lesdo do vaso sanguineo. As plaquetas
também podem ativar mecanismos da coagulacdo por expor em sua superficie

fosfolipidios carregados negativamente que irdo auxiliar na consolidagdo do coagulo de
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fibrina que esta sendo formado (SIQUEIRA, 2001). Apds a lesdo vascular ocorre a
adesdo das plaquetas as macromoléculas presentes no tecido subendotelial (BEVERS et
al., 1991; SIQUEIRA, 2001; RIDDEL JR, 2007).

1.6.3 Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA)

Outra forma de avaliar laboratorialmente a atividade de uma das vias da cascata
da coagulacdo sanguinea é por meio do teste do Tempo de Tromboplastina Parcial
ativada (TTPA). Esse teste € baseado no modelo da cascata da coagulacdo, o qual
analisa qual o tempo necessario para que ocorra a formacao do coagulo de fibrina. Os
fatores que atuam nessa via estdo em estado inativo (zimogénios), mas assim que
recebem um estimulo, sdo ativados em forma de cascata de reacdes enzimaticas que por
fim irdo provocar a formagdo de um coagulo de fibrina (FRANCO, 2001; FERREIRA
et al., 2010). O esquema da cascata de coagulacdo pode ser visto na Figura 1.11, que
relaciona as vias envolvidas na coagulacdo (BOON, 1993; CARVALHO, 2008; ZAGO,
2005; FRANCO, 2001; FERREIRA et al., 2010).

1.6.4 Tempo de protrombina (TP)

A avaliacdo realizada através da determinacdo do Tempo de Protrombina (TP)
baseia-se na ativacdo das vias extrinseca e comum da cascata da coagulacdo
(FERREIRA et al., 2010). Vale lembrar que o termo extrinseco é usado para designar
uma proteina que ndo esta presente no sangue circulante, o Fator Tecidual (FT) que
também é chamado de Fator Ill ou tromboplastina. Esse fator torna-se exposto quando
h& uma lesdo no vaso sanguineo (BOON, 1993; FRANCO, 2001; RIDDEL et al., 2007;
FERREIRA et al., 2010). De maneira semelhante ao que acontece na via intrinseca da
coagulacdo, a injaria vascular faz com que o FT sofra uma modificacdo estrutural
expondo o dominio de ligacdo ao Fator VII (FVII), que na presenca de ions Ca**, forma
um complexo tri-molecular, FT- Ca**-FVII. A formacao desse complexo torna o FVII
ativo (FVII a) o qual, na presenca de Ca®* e fosfolipides, ira ativar o Fator X (FX).
Tanto a via intrinseca quanto a via extrinseca da coagulacdo convergem para uma via

comum, como pode ser observado na figura 1.11.
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Figura 1.11 Esquema da cascata da coagulacdo com a divisdo do sistema de coagulacdo em duas vias.
CAPM: cininogénio de alto peso molecular; PK: pré-calicreina (fonte: adaptado de FRANCO, 2001).

1.6.5 Hemolise

O sangue é composto pelo plasma e pela porcédo celular. O plasma corresponde a
55% do sangue, formado por 91,5% de agua, 7% de proteinas e 1,5% de sais e
substancias organicas. A porcdo celular € composta por trés linhagens, onde as
hemaécias, chamadas também de glébulos vermelhos ou eritrocitos, sdo mais abundantes
quando comparadas as outras linhagens celulares, leucécitos e plaquetas. Seu nimero
pode variar entre 4,5 — 6,0 milhdes por microlitro de sangue (CARVALHO, W. F.,
2008). No ser humano, as hemacias tém uma vida média de aproximadamente 120 dias
e uma baixa taxa de destruicdo fisiolégica. Diariamente, 0,06% a 0,4% das hemacias
sdo fisiologicamente retiradas da circulacdo (MCPHEE & GANONG, 2007).

As hemacias, por serem as células encontradas em maior quantidade na corrente
sanguinea e por sua provavel interacdo com formulacdes farmacéuticas administradas

por via parenteral, como 0s nanocarreadores, sdo alvos de pesquisas para testes de
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toxicidade (DOBROVOLSKAIA et al., 2008; DASH et al., 2010; BENDER et al.,
2012). Assim, uma forma de avaliar a ocorréncia de reacGes adversas devido a interagdo
entre as formulagGes farmacéuticas, fA&rmacos e componentes celulares do sangue é
avaliar o grau de hemolise que tais formulacdes ou farmacos podem causar. A inducgéo
de hemolise por sistemas nanoestruturados pode ser um fator de risco a salde, uma vez
que o resultado dessa interacdo pode levar a um quadro de anemia
(DOBROVOLSKAIA et al, 2008, BERTRAND & LEROUX, 2012;
DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2013). Nesse sentido, o teste de hemolise é de
fundamental importancia para estabelecer o grau de interacdo que novos materiais
podem ter com as células vermelhas e se essa interacdo pode comprometer a sua
estrutura, e consequentemente acarretar a lise e liberacdo de seu conteudo
citoplasmatico no plasma sanguineo. O valor maximo de hemdlise permitido e
preconizado pelo protocolo internacional E2524-08 (2013) - Standard Test Method for
Analysis of Hemolytic Properties of Nanoparticles da ASTM (American Society for
Testing and Materials) para o estudo das propriedades hemoliticas de nanoparticulas é
2% (DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2013).

Portanto, baseado em todos os dados descritos, 0 presente trabalho tem como
objetivo avaliar a hemocompatibilidade de diferentes nanofarmacos com estrutura
dendritica para o tratamento da artrite reumatoide. Para tanto, serdo utilizadas técnicas
fisico-quimicas para a caracterizacdo dos conjugados PGLD-prednisona, PGLD-
meloxicam e PGLD-metotrexato. Para avaliar a Hemocompatibilidade serdo utilizados
0s testes de tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPA), teste de adesdo plaquetaria e o ensaio de hemolise dos farmacos puros, do
PGLD isolado e dos conjugados PGLD-prednisona, PGLD-meloxicam e PGLD-

metotrexato.
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1.7 Objetivo:

Avaliar a hemocompatibilidade de diferentes nanofarmacos com estrutura dendritica
para o tratamento da artrite reumatoide.

1.7.1 Objetivos especificos:

v Caracterizar por técnicas fisico-quimicas os conjugados PGLD-prednisona,

PGLD-meloxicam e PGLD-metotrexato;

v Estudar as propriedades de hemocompatibilidade dos farmacos puros, do PGLD
isolado e dos conjugados PGLD-prednisona, PGLD-meloxicam e PGLD-metotrexato,
utilizando o tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada

(TTPA), teste de adesdo plaquetaria e o ensaio de hemolise.
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2 METODOS E DESCRICAO DA PESQUISA
2.1 Materiais

1. Prednisona: Sigma-Aldrich
2. Meloxicam: Sigma-Aldrich

Metotrexato: Sigma-Aldrich

Anticoagulante citrato de sddio 0,38%: VACUETTE ®
Anticoagulante EDTA: VACUETTE ®

PGLD de segunda geracao (G2)

PGLD de quarta geracdo (G4)

Cefalina+ Acido elagico: WAMA diagndstica

© ©o N o 0o b~ W

Cloreto de célcio: WAMA diagnostica

10. Saponina: Dinamica

Os experimentos de caracterizacdo fisico-quimica e de hemocompatibilidade foram
realizados nos seguintes grupos listados no quadro 2.1:

Quadro 2.1 Grupos participantes dos ensaios de caracteriza¢do quimica e bioldgica

GRUPO Dendrimero Farmaco
G2 G2 | -
G4 G4 | e
Prednisona | ------------- Prednisona
Meloxicam | = ------------- Meloxicam
Metotrexato | = ------------- Metotrexato
G2 Pred G2 Prednisona
G2 Melox G2 Meloxicam
G2 Metot G2 Metotrexato
G4 Pred G4 Prednisona
G4 Melox G4 Meloxicam
G4 Metot G4 Metotrexato
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2.2 Imobilizagbes da prednisona, meloxicam ou metotrexato
nos dendrimeros

Os poliglicerdis dendriticos, derivados do glicerol utilizados nesse trabalho foram
sintetizados via rota divergente através de reacdo de eterificacdo do glicerol segundo os
trabalhos de Esdras (PASSOS et al., 2015; Patente: Privilégio de Inovacdo. NUmero do
registro: BR1020150316771). As amostras foram cedidas pelo professor Alvaro
Antbnio Alencar de Queiroz do Centro de Estudos e Inovagdo em Materiais Funcionais
Avancados da UNIFEI.

A sintese dos conjugados PGLD-Prednisona, PGLD-Meloxicam e PGLD-
Metotrexato foi efetuada de acordo com trabalhos anteriores do grupo de Polimeros
Bioativos e Biomiméticos da UNIFEIL. O PGLD foi sintetizado a partir da sintese de
Williamsom modificada pela utilizagdo de um catalisador de transferéncia de fase. Apos
purificacdo por dialise, a reacdo de acoplamento entre o PGLD e os farmacos foi
catalisada ap6s reacdo com uma mistura de dimetilaminopiridina (DMAP) e
diciclolcarbodiimida (DCC). O solvente utilizado na reagdo de acoplamento foi o
dimetilsulféxido (DMSO).

Adicionou-se a 0,2 mols de PGLD uma massa de 50 mg de DCC e 5,0 mg de
DMAP previamente dissolvidos em 10 mL de DMSO em bal&o tribulado sob atmosfera
inerte (nitrogénio). O sistema reacional foi mantido sob agitagdo constante por 48 horas
a-4°C.

Apbs a reacdo de acoplamento a mistura reacional foi dialisada em solucédo
tampdo PBS pH=7,4 por membrana com massa molar de corte entre 14 kDa e 16 kDa
durante 3 dias. Ap6s purificacdo o conjugado foi previamente congelado e liofilizado
durante aproximadamente 10 horas. O rendimento do processo de conjugacao, calculado
pela razdo entre a massa do farmaco adicionado e do imobilizado e determinado por
HPLC foi de 95%. As imobiliza¢bes dos farmacos nos dendrimeros foram realizadas em

triplicata. A relacdo entre PGLD e farmacos esta representada no quadro 2.2.

Quadro 2.2 Relacdo entre PGLD e farmacos

Prednisona/ PGLD-G2=1:23 Prednisona/PGLD-G4= 1:22
Meloxicam/PGLD-G2 = 1:302 Meloxicam/PGLD-G4 = 1:228
Metotrexato/ PGLD-G2 = 1:25 Metrotexato/PGLD-G4 = 1:21
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2.3 Caracterizacao fisico-quimica

Para a caracterizagdo fisico-quimica foram utilizadas as técnicas de
Espectroscopia vibracional na regido do Infra-Vermelho com Transformada de Fourier
(FTIR), Analise Termogravimétrica (TGA) e Calorimetria Exploratoria Diferencial
(DSC) dos farmacos (prednisona, meloxicam e metotrexato), dendrimeros (G2 e G4) e

associacao dos farmacos com os dendrimeros.

2.3.1 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia na regido do Infra-Vermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) é uma ferramenta analitica usada para a detec¢cdo de espectros vibracionais de
moléculas orgéanicas. Esta técnica baseia-se no fato de que as ligacGes quimicas das
moléculas possuem frequéncias vibracionais especificas (GARCIA, 2014). A
espectroscopia vibracional ¢ uma ferramenta importante para a caracterizacdo de
estruturas dendriticas, uma vez que a analise dos espectros fornece informagfes acerca
da caracterizagdo e confirmacédo da estrutura dendritica do material (GIAROLA, 2007).
Os espectros foram obtidos pelo equipamento do modelo Spectrum 100, Perkin Elmer,
por reflectancia atenuada, com cristal de seleneto de zinco. As amostras foram
colocadas diretamente sobre o cristal do aparelho. Foram realizadas 16 varreduras com
resolucdo de 4 cm™ a temperatura ambiente. O intervalo de absorcéo foi de 4000 a 650
cm™. Todas as amostras foram analisadas sobre o cristal e a leitura do branco com

mesma varredura e resolucao.

2.3.2 Analise termogravimétrica (TGA)

A termogravimetria foi obtida por equipamento METTLER TG-50, utilizando
cadinho de porcelana. A temperatura de trabalho foi de 25 a 800 °C, com taxa de
aquecimento de 10 °C/min, gas nitrogénio como atmosfera a 30 mL/min. Esses

parametros coincidem para todas as amostras.
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2.3.3 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

As curvas da calorimetria diferencial exploratdria foram obtidas por equipamento
DSC-60, SHIMADZU, utilizando o cadinho de alumina. As amostras foram de
aproximadamente 5 mg e os testes realizados em temperatura de -100 a 180 °C, com
taxa de aquecimento de 10 °C/min e em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50
mL/min. Todas as amostras foram inicialmente aquecidas e depois resfriadas na mesma
velocidade (10°C) para eliminar a historia térmica do material. Para a interpretacdo da
Tg, considerou-se a segunda corrida do experimento. Os parametros foram os mesmos

para todas as amostras.

2.4 Testes de hemocompatibilidade

Para avaliar a hemocompatibilidade dos farmacos, dendrimeros e dos farmacos
associados aos dendrimeros foram realizados os seguintes testes in vitro: Tempo de
Protrombina (TP), Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA), Adesao

Plaquetaria e Hemolise.

Estes testes sdo sensiveis, reproduziveis e quantificaveis e sdo utilizados para
verificar a compatibilidade do sangue com farmacos e novos materiais. Apresentam
como vantagem a obtencdo de informacgdes do comportamento biolégico em curto
periodo de tempo, sem a necessidade de uso de animais de experimentacdo (GARCIA et
al., 2009). Inicialmente foram feitos os célculos para o preparo das solucGes e dilui¢des
dos farmacos em solucdo salina (0,9%) estéril para a realizacdo dos testes. As solugdes
dos dendrimeros e dendrimeros associados com os farmacos passaram por um processo
de liofilizacdo para retirada de agua. Para realizar os estudos de ativacdo da coagulacdo
do plasma foram utilizadas concentragdes dos farmacos iguais as encontradas no plasma
de pacientes tratados com prednisona, meloxicam e metotrexato com artrite reumatoide.

Dessa forma, as solucfes foram preparadas como segue:
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o Apo6s dose oral Unica de 7,5 mg de Meloxicam a concentragdo maxima de
Meloxicam plasmatica varia entre 0,4 a 1,0 uG/mL. Dessa forma, a concentracdo
escolha foi 1,0 pg/mL de Meloxicam nos ensaios de coagulacio in vitro (BULARIO
ANVISA);

o Apo6s injecdo subcutdnea Unica de 7,5 mg de Metotrexato a concentragdo
méaxima de Metotrexato plasmatica é de 1,1 + 0,2 uM. Dessa forma, a concentracéo de
1,3 UM de Metotrexato foi utilizada nos ensaios de coagulacao in vitro (GOODMAN
2004);

o Apo6s dose oral unica de 10 mg de Prednisona a concentragdo maxima de
Prednisona plasmatica varia entre 62 e 81 nG/mL. Dessa forma, a concentracdo de 80
ng/mL de Prednisona foi utilizada nos ensaios de coagulagéo in vitro (GOODMAN
2004).

2.4.1 Tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPA)

Para avaliar o Tempo de Protrombina (TP) e 0 Tempo de Tromboplastina
Parcial Ativada (TTPA) foi utilizado um equipamento analisador de coagulagdo
microprocessado (STAR 4STAGO) e plasma sanguineo na presenca de reagentes
comerciais de acordo com o ensaio realizado. Para a realizacdo dos testes foi coletado
sangue de individuo saudavel em anticoagulante citrato de sédio 0,38% na propor¢édo de
nove (09) partes de sangue para uma (01) de anticoagulante em tubos de ensaio. Os
tubos foram centrifugados a 3500 rpm por 5 minutos para separar o plasma das células

sanguineas.

2.4.2 Tempo de protrombina (TP)

No teste TP, na cubeta com o volume maximo de 350uL foi adicionado 100uL
de plasma, 50 pL de solugdo salina (controle) seguida de incubagdo a 37°C por 3
minutos. Apos este procedimento foram adicionados 200 pL do reagente (cefalina +
acido elagico) e o tempo necessario para ocorrer a formacdo do coagulo foi registrado.
Nos testes com os farmacos, dendrimeros PGLD e conjugados PGLD-farmacos foram
adicionados a cubeta 100 puL do plasma, 50 pL do farmaco, dendrimero ou conjugado

PGLD-farmaco que foram previamente diluidos em solucdo salina (0,9%), com a
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concentracdo do farmaco igual a efetiva na circulacdo sanguinea (descrito anteriormente
no item 2.4) e incubada a 37°C por 3 minutos. Posteriormente foram adicionados 200
uL do reagente (cefalina + acido eldgico) e o tempo necessério para ocorrer a
coagulacao foi registrado. Apds a obtencdo dos valores de TP o equipamento fornece
automaticamente a correlacdo para obter os dados referente ao INR. Os valores de
referéncia do TP variam de 11 a 15 segundos e 0 INR entre 0,9 e 1,2 (TERRA, 2004).
Os valores para os trés grupos foram anotados e comparados com os valores de

referéncia para individuos normais.

2.4.3 Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA)

Para TTPA foram adicionados na cubeta 100uL do plasma, 100uL de cefalina
+acido elagico e 50uL de solucdo salina (controle), farmacos, dendrimeros PGLD e
conjugados PGLD-farmacos. Apds este procedimento as cubetas foram incubadas a
37°C por 3 minutos seguido da adi¢do de 100 uL de cloreto de célcio. Foi feita a leitura
dos tempos e os resultados comparados com os valores de referéncia de individuos
normais. Os valores de referéncia sdo 30-45 segundos (TERRA, 2004). Para valores
anormais, consideram-se tempos maiores ou ainda menores de 6 segundos dos valores

de referéncia.

2.4.4 Adesao plaquetéria

A adesdo plaquetaria foi avaliada utilizado equipamento COULTER (modelo
T890) que faz a contagem automatizada das plaquetas no sangue por bioimpedancia.
Para a realizacdo deste ensaio o sangue foi coletado em sistema para coleta a vacuo de
individuos saudaveis em tubos de ensaio contendo anticoagulante EDTA. Essa técnica
foi descrita em 1956 por Wallace Coulter e baseia-se no fato dos glébulos vermelhos,
leucdcitos e plaquetas serem pobres condutores de eletricidade, enquanto os diluentes

sdo bons condutores. Essa diferenca é a base desse sistema de contagem. Tem-se dois
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eletrodos de platina mergulhados e separados por um orificio que varia de 60 a 100
micrometros de diametro, um no interior do aparelho e o outro no liquido que contém as
particulas que serdo contadas. Esse sistema permite que cada particula que passe pelo
orificio desloque o volume do liquido, modificando a impedancia do sistema. Esses
pulsos sdo amplificados e contados hum volume de sangue predeterminado (BACAL,
2009).

2.4.5 Ensaio de hemolise

A hemotoxicidade in vitro foi avaliada utilizando a taxa de hemdlise causada
pelos farmacos, dendrimeros, e dendrimeros associados aos farmacos as hemacias
humanas. O teste foi realizado de acordo com (KHURANA et al., 2013). O sangue foi
coletado de voluntarios saudaveis com anticoagulante citrato de sédio 0,38% na
proporcdo de nove (09) partes de sangue para uma (01) de anticoagulante em tubos de
ensaio. O sangue foi posteriormente centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos e 0
sobrenadante descartado. Os eritrocitos (sedimento) foram lavados em solugdo salina
(0,9%) por 3 vezes para remocdo de debris e diluidos em PBS (Phosphate-buffered
saline pH=7,4) com uma concentragéo final de 2% v/v (solugéo de uso). As amostras a
serem testadas (farmacos, dendrimeros e dendrimeros + farmacos) foram diluidas em
PBS (pH=7,4) em trés concentracBes sanguineas diferentes dos farmacos. Como
controle negativo foi utilizado PBS (pH=7,4) e como controle positivo solucdo de
saponina a 2mg/mL. Foram adicionados 100uL da suspensdo de eritrcitos a 1 mL de
cada amostra a ser testada e seguidas de incubacdo a 37°C por 1 hora. Apés a incubacéo
a mistura foi centrifugada a 1500g por 10 minutos. O sobrenadante foi analisado em
espectrofotometro (MICROLAB 100, MERC) em um comprimento de onda de 546 nm.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Espectro de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

As figuras apresentadas a seguir mostram as bandas de absorcdo de FTIR
relativas as vibracOes das ligacBes quimicas caracteristicas dos dendrimeros (Figura
3.1), dos farmacos puros (Figuras 3.3, 3.5 e 3.7) e dos farmacos associados aos
dendrimeros G2 e G4 (Figuras 3.8-3.13). As bandas de absor¢do dos farmacos
Metotrexato e Prednisona, associados aos dendrimeros G2 e G4, sdo de baixa
intensidade, provavelmente devido a baixa concentracdo do farmaco quando comparado
com a quantidade de dendrimero (razdo dendrimero: farmaco de aproximadamente
20:1). Nos espectros de FTIR dos dendrimeros G2 e G4 associados com 0s farmacos
Meloxicam ndo foram observadas as bandas caracteristicas do farmaco devido a sua
reduzida concentracdo quando comparado com a quantidade de dendrimero (razdo
dendrimero: farmaco aproximadamente de 302:1 para o G2:farmaco e 228:1 para

G4:farmaco).
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Figura 3.1 Espectro do FTIR dos dendrimeros G2 e G4

De acordo com a figura 3.1 observa-se que os dendrimeros puros de PGLD, tanto
de segunda geracdo (G2) como de quarta geracdo (G4), apresentaram vibracGes
importantes caracteristicas de poliéteres. Entre 3590- 3200 cm™, a banda corresponde a
vibracdes de ligacdes O-H terminais, as bandas entre 3000-2850 cm™correspondem a
vibracdes assimétricas de CH e entre 1300-1000 cm™ equivale a estiramento e
deformacéo axial de C-O (GIAROLA, 2007).

A estrutura quimica da prednisona e seu espectro de infravermelho estdo

representados nas figuras 3.2 e 3.3, respectivamente.
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Figura 3.2 Estrutura quimica da prednisona
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Figura 3.3 Espectro do FTIR de Prednisona

No espectro de FTIR do farmaco prednisona (Figura 3.3) observa-se, entre
3590- 3200 cm™, a banda de vibracdo de estiramento da ligacdo O-H, aproximadamente
em 2957 cm™ aparecem vibracdes correspondentes ao estiramento das ligagdes C-H,
relativas a -CH,, -CHs_ O espectro FTIR mostra também duas bandas caracteristicas de
C=C em 1606 cm™e 1623 cme trés bandas caracteristicas de ligagdes C=0 em 1721,
1709 e 1668 cm™ Abaixo de 1000 cm™ tem-se a deformacao angular de C-H (LI et al,
2009; TOEHWE, 2013).
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Figura 3.5 Espectro do FTIR do Meloxicam

A figura 3.5 representa o espectro FTIR do farmaco Meloxicam puro. A banda
de vibragdo préxima a 3500 cm™ é atribuida ao estiramento da ligacdo N-H, a banda
proxima a 3250 cm™ corresponde & vibracdo de estiramento da ligacdo O-H. A vibracéo
de estiramento da ligagdo C=0 é observada proxima a 1700 cm™. Em 1317 cm™ se
observa a absorcao relativa a vibragdo da ligacdo C-N do farmaco. A banda de absorcéo
em 1154 cm™ é atribuida as vibracBes simétricas de S=O, a banda em 759 cm™ é
atribuida a vibracédo da ligacdo C-S (SHENDE et al, 2015).
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Figura 3.6 Estrutura quimica do metotrexato
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Figura 3.7 Espectro do FTIR de Metotrexato

O Espectro FTIR do farmaco metotrexato puro (Figura 3.7) apresenta as
seguintes bandas: a banda entre 3500-3300 cm™ atribuida & vibragdo da ligagio de N-H,
uma banda larga de 3300-3000 cm™ relativa ao grupamento O-H do é4cido carboxilico e
uma banda em 1643 cm™ relativa & vibragdo C=0. O anel aromatico caracteriza-se por

trés bandas em 1491 cm™, 1520 cm™ e 1601 cm™.
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Figura 3.8 Espectro do FTIR de prednisona associado ao dendrimero G2

A figura 3.8 mostra o espectro FTIR do farmaco prednisona associado ao PGLD
de segunda geracdo (G2). Podemos conferir no espectro FTIR que as bandas de
vibracdes em 1721 cm™, 1709 cm™, 1668 cm™, que correspondem a ligacées de C=0O da
prednisona ndo sofreram alteracdo na associacdo do farmaco com o dendrimero.
(LEONARDI et al, 2007). O perfil do espectro FTIR do G2 permaneceu apos a
associagéo.
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Figura 3.9 Espectro do FTIR da meloxicam associado ao dendrimero G2

A figura 3.9 mostra o espectro FTIR do meloxicam associado ao dendrimero G2.

N&do sdo observadas diferencas entre o espetro do dendrimero puro e o dendrimero

contendo o farmaco. As bandas de absor¢éo das vibracdes caracteristicas do meloxicam

ndo foram observadas no espectro FITR devido a baixa concentracdo do farmaco.
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Figura 3.10 Espectro do FTIR do metotrexato associado ao dendrimero G2

A figura 3.10 mostra o FTIR do metotrexato associado ao dendrimero G2. No
espectro do dendrimero contendo o metotrexato encontramos as bandas de vibracéo do
farmaco em 1643 cm™, que corresponde a ligagdo C=0, e as vibracdes correspondentes
ao anel aromatico (1513, 1562 e 1606 cm™) que no farmaco puro, aparecem em
menores valores de nimero de onda (1491 cm™, 1520 cm™ e 1601 cm®,
respectivamente). O deslocamento das bandas de vibracdo deve estar associado a
interacdo entre o farmaco e o dendrimero G2. Esta interacdo é confirmada no ligeiro
deslocamento das bandas de vibracdo da ligacdo C-O do dendrimero, entre 1300 — 1000

cem™.
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Figura 3.11 Espectro de FTIR de prednisona associado ao dendrimero G2

A seguir discutimos os espectros de FTIR dos farmacos associados no dendrimero
G4. A figura 3.11 mostra o espectro FTIR da prednisona imobilizada no dendrimero G4.
Semelhante aos resultados obtidos para o dendrimero G2 as bandas de absorcdo de
vibracdo caracteristicas do farmaco ndo mudaram com relacdo ao espetro de FTIR do

farmaco puro.
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Figura 3.12 Espectro de FTIR de meloxicam associado ao dendrimero G4

A figura 3.12 mostra o espectro FTIR do farmaco meloxicam associado no
dendrimero G4. Assim como no dendrimero G2 ndo foram observadas mudancas no

espectro FTIR do dendrimero G4 associado quando comparado com o dendrimero G4

puro.
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Figura 3.13 Espectro de FTIR de metotrexato associado ao dendrimero G4

A figura 3.13 mostra o espectro FTIR do farmaco metotrexato associado no
dendrimero G4. No espectro a banda de absorcdo da ligacdo C=0O do farmaco aparece
sobreposta a banda de absorgdo do G4 nesta regido. A banda de absorgdo em 1520 cm™,
de pequena intensidade, pode ser atribuida ao farmaco como pode ser conferido no

espectro FTIR do metotrexato puro (Figura 3.7).

3.2 Analise termogravimétrica (TGA)

O PGLD apresenta grupos OH tanto na periferia (primarios), como no interior
(secundarios) da macromolécula. A densidade dos grupos OH secundarios aumenta
proporcionalmente ao nimero de geracdo do PGLD, resultando em um maior nimero de
ligacGes de hidrogénio intramolecular, o que poderia conferir maior estabilidade térmica a
estrutura dendritica (CARNEIRO, 2014). Os resultados da analise termogravimétrica dos
dendrimeros puros, farmacos puros e farmacos associados aos dendrimeros sdo

apresentados e discutidos a seguir:
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Figura 3.14 Curvas termogravimétricas de G2 e G4 puros

A figura 3.14 mostra que existe um aumento da estabilidade térmica do PGLD,
uma diminuicdo no numero de etapas de decomposicdo e um maior teor de residuo
(material ndo degradado) a medida que aumenta o nimero de geracGes da macromolécula
de G2 a G4. O dendrimero G2 permanece estavel até aproximadamente 74°C. A partir
dessa temperatura apresenta perda de cerca de 65% da massa inicial até 233°C, com maior
velocidade de perda em 227°C como mostra 0 pico da curva de DTGA. Analisando a
curva termogravimétrica, observamos que permanece estavel até 256°C, onde se inicia
uma nova perda com velocidade méxima em 262°C que se estende até 340°C onde se tem
uma perda de aproximadamente 33% da massa e um residuo de 2% ao final do
experimento.

Observamos na curva termogravimétrica do dendrimero G4 que este mantém sua

estabilidade térmica até aproximadamente 126°C, a partir dai perde 92% da massa inicial
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até 380°C apresentando dois eventos com velocidades maximas de perda em 256°C e
353°C como mostram os picos da curva de DTGA. Finalmente, observamos que a curva
de TGA do dendrimero G4 apresenta um residuo de 8% estavel até 800°C.
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Figura 3.15 Curvas termogravimétricas de G2 puro, prednisona pura e prednisona associada ao
G2.

Na curva TGA da Prednisona pura (Figura 3.15), observamos que esta permanece
estavel até aproximadamente 250°C, onde comeca sua degradacdo. A curva mostra que
até 505°C a amostra perde 92,5% de sua massa inicial, ficando um residuo de 7,5% até
800°C. A curva termogravimétrica do dendrimero G2 associado com a prednisona inicia
sua perda de massa em 85°C, sendo mais estavel quando comparado a G2 puro (74°C).
Também se observa que o perfil da curva de degradacdo muda significativamente, pois, a
degradacdo do dendrimero G2 puro que acontecia em trés estagios, ocorre quase
completamente até 250°C, apresentando um evento importante com velocidade méaxima
de perda de massa em 220°C, como mostra 0 pico da curva DTGA. A segunda etapa de
degradacdo aparece na mesma faixa de temperatura do G2 puro, entre 250°C e 350°C.
Finalmente a curva termogravimétrica da prednisona associada ao G2 mostra que até

800°C a degradacdo é completa, pois ndo ha residuo. Os resultados obtidos sugerem que
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existe uma forte interacdo entre a prednisona e o G2. Podemos concluir que a prednisona
influencia consideravelmente o mecanismo de degradacdo do dendrimero G2. A
degradacdo da prednisona associada ao G2 ndo é observada de maneira independente na

curva termogravimétrica devido a sua baixa concentracgéo.
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Figura 3.16 Curvas termogravimétricas de G2 puro, meloxicam puro e meloxicam associado ao
G2.

A andlise termogravimétrica do meloxicam puro mostra estabilidade térmica até
70°C, a partir dai ocorre perda de 10% da massa inicial até 100°C, provavelmente pela
perda de dgua da molécula. Esse evento apresenta maior velocidade de perda em 98°C,
visualizado através do pico da curva DTGA. Ap0s a primeira perda de massa a curva de
TGA apresenta uma estabilidade até 207°C, quando se inicia uma perda que vai ate 400°C
correspondendo a 60% da massa. Finalmente, o meloxicam continua degradando até
800°C e perde 20% de massa, ficando um residuo de 10% a 800°C. A curva
termogravimétrica do meloxicam associado com o G2 mostra um perfil de degradacdo

semelhante ao da prednisona associada ao G2. Porém, podemos afirmar que o meloxicam
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confere uma maior estabilidade, pois a temperatura que corresponde a maior velocidade
de perda de massa € mais alta para a associagdo com meloxicam (240°C) do que para a
associacdo com prednisona (220°C). Pode-se dizer que existe uma forte interagédo entre o
meloxicam e 0 G2 que se manifesta na maior estabilidade térmica da associacao quando
comparado com G2 puro. A estrutura quimica de ambos os farmacos apresentam grupos

estabilizadores de radicais livres, 0 que poderia explicar a estabilidade que ambos
conferem ao G2.
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Figura 3.17 Curvas termogravimétricas de G2 puro, metotrexato puro e do metotrexato associado
ao G2.

Na figura 3.17 se observa que o metotrexato puro tem uma perda de massa de 10%
referente a perda de dgua da molécula até 70°C. Depois manteve certa estabilidade até
250°C, onde teve inicio sua maior perda de massa, com maior velocidade em 256°C. Até
500°C se observa uma perda de 60% da massa inicial, apos esta temperatura a degradacéo
continua até 800°C, perdendo-se aproximadamente um 77,5% da massa inicial. A 800°C a
curva de TGA mostra um residuo de 22,5%. Quando o farmaco metotrexato é associado
ao G2 se observa um comportamento semelhante ao observado com os farmacos

anteriormente estudados. Porém, pela analise da curva termogravimétrica podemos
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afirmar que a estabilizacdo térmica do G2 na presenca do metotrexato € ainda maior que a
observada com os outros farmacos. A curva DTGA mostra uma maior velocidade de

degradacdo a uma temperatura mais alta, aproximadamente em 250°C.
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Figura 3.18 Curvas termogravimétricas de G4 puro, prednisona pura e a prednisona associada ao
G4.

Como tinhamos concluido anteriormente o dendrimero G4 apresenta maior
estabilidade térmica se comparado ao G2. Isto € explicado pela maior densidade de grupos
OH secundarios, no G4, que aumentam a interacdo intramolecular. Esta maior interacao
deve também ser a causa da menor associacdo do farmaco prednisona na matriz do
dendrimero. Pois a curva termogravimétrica da prednisona associada ao G4, como mostra

a Figura 18, ndo muda significativamente o perfil de degradacao do dendrimero G4 puro.
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Figura 3.19 Curvas termogravimétricas de G4 puro, meloxicam puro e 0 meloxicam associado ao

GA4.

A figura 3.19 mostra a curva termogravimétrica do meloxicam associado com o

G4. A curva de TGA mostra um perfil de degradacdo semelhante ao da prednisona

associada ao G4, indicando que a presenca do meloxicam nédo influencia na degradacéo

térmica do dendrimero G4.
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Figura 3.20 Curvas termogravimétricas de G4 puro, metotrexato e G4 associado ao metotrexato

A figura 3.20 apresenta os dados termogravimétricos do metotrexato associado ao
dendrimero G4. Semelhante ao ocorrido com os farmacos anteriores pode-se concluir a
partir da curva de TGA que o perfil de degradacdo do metotrexato associado ao G4 nao
muda quando comparado ao dendrimero G4 puro, sugerindo que 0 metotrexato nao

influencia na degradacdo térmica do dendrimero G4.

3.3 Calorimetria diferencial exploratoria (DSC)

A calorimetria diferencial exploratéria € uma técnica de analise térmica que
permite obter experimentalmente as temperaturas e o fluxo de calor associado com as
transicfes dos materiais em funcédo da temperatura e do tempo. Estas transicbes podem
estar associadas a alterac@es fisicas e quimicas, como transicdo de fase de primeira ordem
(fusdo, cristalizacdo) ou segunda ordem (transicdo vitrea - borrachosa) e reacdes quimicas

de reticulagio, decomposicéo, desidratagio ou dissociacdo (MOTHE, 2009).
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Nesse trabalho, a analise DSC foi feita com 0 objetivo de encontrar a temperatura
de transicdo vitrea (Tg) dos dendrimeros de poliglicerol e avaliar sua mudanga apos a
associacdo do PGLD de segunda geragdo (G2) e quarta geracdo (G4) com os farmacos

utilizados no estudo. Os resultados obtidos sdo apresentados e discutidos a seguir:
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Figura 3.21 Curvas DSC normalizadas de segundo aquecimento de G2 e G4

A partir da figura 3.21 podemos obter os valores da temperatura de transicao vitrea
— borrachosa (Tg) dos dendrimeros puros. A Tg € uma transicdo endotérmica de segunda
ordem que se caracteriza por uma mudanca de inclinagdo na curva fluxo de calor versus
temperatura, a Tg de G2 é de -69°C e a Tg de G4 é -55°C. Observamos que com 0
aumento do namero de geragdes da macromolécula ocorre um aumento significativo da
Tg. Como tinhamos discutido na analise termogravimétrica, o0 aumento da geragéo
acarreta 0 aumento da densidade de grupo OH secundarios, aumentando assim a
magnitude das interacOes intramoleculares e, portanto dificultando a mobilidade

molecular da macromolécula. Assim a Tg (relacionada macrocospicamente com a



70

temperatura na qual a macromolécula passa de um estado vitreo a uma mobilidade
restringida a segmentos de até 12 atomos de carbono) aumenta de acordo com o nimero
de geragdes do dendrimero (de G2 a G4), onde existe maior rigidez devido ao maior grau

de interacGes intramoleculares.
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Figura 3.22 Curvas DSC normalizadas de segundo aquecimento dos farmacos puros

Os farmacos puros ndo apresentam temperatura de transi¢do vitrea — borrachosa
(Tg) por serem substancias simples de baixa massa molecular. Mas como sao substancias
cristalinas apresentam transicdo de primeira ordem, relacionada a fusdo da fase cristalina
(Tf). A Tf é uma transicdo endotérmica e se caracteriza por um pico na curva de fluxo de
calor versus temperatura. As curvas de DSC da figura 3.22 foram conduzidas até 180°C
para evitar a degradacdo dos farmacos e dos dendrimeros, que como foi observado nas

curvas de TGA comega proximo a 200°C.
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Figura 3.23 Curvas DSC normalizadas de segundo aquecimento dos farmacos associados ao G2.

A figura 3.23 apresenta as curvas de DSC dos compostos formados a partir da
associacao dos farmacos (prednisona, meloxicam e metotrexato) com o PGLD de segunda
geracdo (G2). A transicdo vitrea — borrachosa é observada em todos os dendrimeros G2,
podendo-se comprovar que independentemente do farmaco a Tg ndo muda de maneira
significativa se comparado ao G2 puro. Isto sugere que no G2, estrutura com menor
densidade de grupos OH secundarios, a interacdo farmaco-G2 (comprovada por TGA) ndo

afeta a mobilidade da cadeia macromolecular do G2.
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Figura 3.24 Curvas DSC normalizadas de segundo aquecimento dos farmacos associados ao G4

A partir da curva de DSC da figura 3.24, podemos concluir que a Tg do
dendrimero G4 associado com os farmacos prednisona e meloxicam ndo muda
significativamente, devido ao fato de que a interacdo que prevalece é a forte interacédo
entre os OH secundarios da matriz do dendrimero. Porém, um ligeiro aumento na Tg €
observado na curva de DSC do dendrimero G4 associado ao farmaco metrotrexato. A Tg
aumenta de -55°C no G4 puro a -51°C no G4 contendo metotrexato. Ndo podemos atribuir
este aumento de rigidez a0 aumento na interacdo entre o farmaco e os grupos OH
secundarios (internos) da estrutura do G4, pois os resultados de TGA mostraram que 0s
farmacos apresentam mais dificuldade de difundir para o interior do dendrimero quando
aumenta a densidade de grupos OH de acordo com o aumento da geragéo (de G2 a G4).
Mas, considerando que a Tg envolve mobilidade intra e intermolecular, podemos sugerir
que nos dendrimeros de maior geracdo a interacdo favorecida é entre o farmaco e o0s
grupos OH primarios (exteriores) da estrutura dendritica. Entdo, podemos concluir a partir
dos resultados, que o dendrimero G4 interage com maior intensidade com o farmaco
metotrexato, o que se manifesta em uma menor mobilidade do dendrimero e, portanto, um

ligeiro aumento na Tg.
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3.4 Hemocompatibilidade

A hemostasia € um processo multifuncional, complexo e de regulagdo finamente
controlada, envolvendo a participacdo de diversos componentes fisiolégicos celulares e
acelulares, incluindo a parede vascular e a membrana basal, microfibrilas e colageno,
ativacdo plaquetaria e as cascatas de coagulacdo da fibrindlise (BERGERet al., 2014).
AvaliacgOes da interagdo do material com o sangue indicam respostas biologicas relevantes
como, por exemplo, a adesdo e agregacao plaquetéria causadas pela adsorcao de proteinas
a superficie do material, que pode vir a ocasionar a formacdo de trombos (BRAUNE,
2011).

Estudos recentes sobre a hemocompatibilidade de polimeros epoxidicos
demonstraram que esses materiais possuem boas propriedades de antitrombogenicidade
e adequada auséncia de citotoxicicidade, sugerindo que tais materiais possuem
propriedades bioldgicas favoraveis para aplicacfes de revestimentos em dispositivos
cardiovasculares (GONZALES GARCIA et al., 2016).

3.4.1 Tempo de protrombina, INR e Tempo de tromboplastina parcial

ativada

As hemécias, os leucdcitos e as plaquetas podem ser profundamente afetados pelo
contato com as superficies dos dendrimeros sintéticos. Fendmenos como a adesdo e a
agregacdo plaquetaria (que regulam a homeostasia e a coagulacdo) podem ser

desencadeados, deprimindo significativamente a funcdo das células sanguineas.

A finalidade da coagulacdo sanguinea é formar um codgulo no local da leséo
vascular. Além da formacdo do coagulo, que funciona como um tampéo para evitar a
hemorragia, esta acdo pro-coagulante deve ser restrita ao local da lesdo, ou seja, ela ndo
pode disseminar-se pelo sistema circulatorio. Assim, no momento em que ocorre a lesdo
vascular, também se desencadeia a acdo do sistema fibrinolitico e dos inibidores
fisioldgicos da coagulacéo.

O modelo proposto por Macfarlane e Davie&Ratnoff, em 1964, da “cascata”
para explicar a fisiologia da coagulacdo do sangue, usado ainda hoje por razbes

didaticas, divide a coagulagdo em uma via extrinseca e uma via intrinseca que
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convergem no ponto de ativacdo do fator X (inicio da via final ou comum). O TP avalia
a via extrinseca da coagulacdo, portanto avalia os fatores VII (via extrinseca) e X, V, Il
e | (via comum). O TTPA avalia a via intrinseca da coagulacdo, portanto avalia o0s
fatores VIII, IX, XI e XII, bem como os fatores X, V, Il e | da via comum. E o teste
indicado, juntamente com o TP, quando ha queixas hemorragicas e nas rotinas pré-
operatorias.

O resultado do Tempo de Protrombina é expresso em numeros de segundos
levados desde a adicdo do reagente TP até a formacdo do coadgulo de fibrina. No
resultado pode-se incluir o Tempo de Protrombina (TP), e a Relacéo entre o Paciente e
um Controle Normal (obtido pela determinagdo do TP de um plasma ou “pool” de
plasma conhecidamente normal) e da Relagdo Internacional Normalizada ou INR da

sigla em inglés “International Normalized Ratio”. O calculo é feito da seguinte forma:

ISI
INR = ( TP do paciente
LTP do “pool” de plasmas normais do dia

O INR deve sempre ser informado, especialmente em pacientes submetidos a
terapia anticoagulante. Os valores de referéncia do TP sdo 11-15se INR entre 0,9 e 1,2.

O resultado do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado é expresso em nimeros
de segundos levados desde a adi¢cdo do reagente Cloreto de Calcio até a formacdo do
coagulo de fibrina. Em geral, testes para TTPA com plasmas normais apresentarao tempos
de formacdo do coagulo que variam de30-45 segundos.

Foram realizados os ensaios de TP e TTPA com os farmacos puros, dendrimeros
G2 e G4 puros e para as associaces de farmacos com dendrimeros. Os resultados

desses experimentos estdo representados abaixo:
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Figura 3.25 Gréfico do TP para os farmacos puros, G2 puro e ambos associados (A) e grafico

do TP para farmacos puros, G4 puro e associa¢fes(B).

A figura 3.25 (A) mostra que dos tempos obtidos para os farmacos puros, 0
metotrexato apresentou valor igual ao limite normal superior (tempo médio 15,0
segundos), prednisona e meloxicam apresentaram valores normais. J& o tempo de
protrombina para G2 puro e associado com metotrexato apresentaram valores iguais ao
limite normal superior para TP (tempo médio de 15,0 segundos), prednisona e
meloxicam associados a G2 obtiveram valores dentro da normalidade. Esses dados
mostram que os dendrimeros de poliglicerol de segunda geracdo (G2), tanto isolados

guanto associados com os farmacos, ndo interferem no tempo de protrombina (TP) do
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sangue, indicando que esse material pode ser usado com seguranca, pois ndo induziu
alteracdo da via extrinseca da coagulacdo do sangue.

Na figura 3.25 (B) notamos que para o teste de protrombina (TP) de G4 puro e
suas associacdes todos 0s grupos apresentaram valores normais para o tempo de
protrombina. Dessa forma, os resultados apresentados mostram que a interacdo do
PGLD de quarta geragdo (G4) com os farmacos para tratamento da artrite reumatoide
ndo interferiram na via extrinseca da coagulacdo, indicando que o material estudado

pode ser utilizado com seguranga em contato com a corrente sanguinea.



77

A Limite de normalidade para o teste de TTPA

w
<

Tempo (S)
S

10+

C PRED MEL MET G2 PRED MEL MET
G2

Limite de normalidade para o teste de TTPA

h”

Tempo (s)
S

104

C PRED MEL MET G4 PRED MEL MET
G4

Figura 3.26 Gréfico do TTPA para os farmacos puros, G2 puro e ambos associados (A) e

grafico do TP para farmacos puros, G4 puro e associagdes(B).

A figura 3.26 mostra que os tempos obtidos para os farmacos puros, G2 e G4
puros e as associacfes dos dendrimeros com os farmacos se encontram dentro dos
padrbes de normalidade para o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA). Esses
dados indicam que os dendrimeros de poliglicerol de segunda geracdo (G2) e quarta
geracdo(G4) e suas associagdes com os farmacos em estudo ndo interferem na via

intrinseca da coagulagdo avaliada no teste de TTPA. Todos os testes realizados
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apresentaram valores dentro dos padrdes de normalidade, indicando que o poliglicerol
com estrutura dendritica pode ser usado com seguranga, confirmando ser este um
material promissor como transportador de farmacos para utilizacdo local ou sistémica
para tratamento da artrite reumatoide.

O exame mais utilizado na pratica clinica para controle da coagulacdo é o TP
com a razdo de normatizacdo internacional (INR). O INR é um método de calibragéo do
TP com o objetivo de reduzir a variagdo no resultado do TP, entre diferentes
laboratdrios clinicos. As médias dos INR obtidas no experimento estdo representadas

na tabela abaixo:

Tabela 3.1. Valores de INR.

COMPOSTO INR COMPOSTO INR COMPOSTO INR
(MEDIA) (MEDIA) (MEDIA)
Dendrimero 1,05 G2 1,11 G4 1,05
Prednisona 1,05 G2+ Prednisona 1,11 G4+ Prednisona 1,05
Meloxicam 1,11 G2+Meloxicam 1,11 G4+Meloxicam 1,05
Metotrexato 1,11 G2+Metotrexato 1,11 G4+Metotrexato 1,05

A tabela 3.1 mostra que os valores de INR se encontram dentro dos padrdes de
normalidade (de 0,9 a 1,2). Os dados indicam que G2 e G4 puros e 0S COmpostos
resultantes de suas associa¢cdes ndo interferiram nos indices de INR quando em contato
com o sangue humano, confirmando que os dendrimeros de poliglicerol ndo interferem

na via extrinseca da coagulacéo, o que ja foi demonstrado no teste de TP (Figura 3.25)

3.4.2 Adesao plaquetéaria

Os fatores da coagulagéo e as células envolvidas no processo podem interagir com 0s
materiais nanoestruturados e promover a formacdo de coagulo sanguineo. Essas
caracteristicas dependem diretamente da constituicdo dos componentes desses sistemas

e ndo sdo desejaveis quando se trata de materiais para serem utilizados em contato com
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a corrente sanguinea. Por isso os dendrimeros de poliglicerol foram avaliados quanto &

sua capacidade de promover a adesao plaquetaria em sua superficie.

Ap0s a contagem automatizada das plaquetas realizada no controle, nas solugdes
dos farmacos puros, dendrimeros de poliglicerol de segunda geracdo (G2) e quarta
geracdo (G4) puros e os compostos formados apoOs associacdo os resultados obtidos

estdo representados na figura 3.27.
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400000+

300000+
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Figura 3.27 Grafico das plaquetas/smms? de sangue dos farmacos puros, G2 puro e associacoes

(A) e gréfico dos farmacos puros, G4 puro e suas associacdes (B).
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Na figura 3.27 observa-se que para os farmacos isolados, G2 e G4 puros e suas
associagbes 0 numero de plaquetas por milimetro cubico de sangue esta dentro dos
valores normais que sdo de 150000 a 450000/mm? de sangue. Esses dados indicam que
ndo ocorreu adesdo plaquetaria na superficie dos materiais estudados, o que nos leva a
concluir que o poliglicerol dendritico € um sistema nanoestruturado com caracteristicas
desejaveis para aplicacdo sistémica por ndo induzir adesdo plaquetdria e

consequentemente nao ocorrer formacao de codgulos sanguineos.

3.4.3 Ensaio de hemolise

A hemdlise pode causar a liberacdo de hemoglobina assim como a liberacéo de
componentes intracelulares e substancias tromboplésticas pela ruptura de eritrocitos,

que ativam o sistema de coagulagdo (MOHAN, 2013).

As porcentagens de hemdlise resultantes das amostras em contato com o sangue

humano estdo ilustradas na tabela abaixo:

Tabela 3.2 Valores de porcentagem de hemolise apds exposi¢do aos compostos estudados

Composto %Hemolise 1/3 X~ %Hem6lise X %Hemolise 3X™
Prednisona 0,23 0,44 1,1
Metotrexato 1,7 1,5 1,9
Meloxicam 0 0 1,6

G2 Puro 1,2 0,8 1,7

G4 Puro 0,7 1,0 1,0
Prednisona+G2 0 0 0
Prednisona+G4 0 0,4 0
Metotrexato+G2 1,2 1,7 1,0
Metotrexato+G4 1,2 1,2 1,5
Meloxicam+G2 0,5 0 1,0
Meloxicam+G4 0 0 0

"X= Concentracao que o farmaco atinge na circulacio sanguinea
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Os dados da tabela 3.2 mostram que a taxa de hemolise dos farmacos puros, G2
e G4 puros e suas associacdes podem ser classificados como ndo hemoliticos por
apresentarem taxas de hemolise abaixo de 2% segundo o protocolo internacional
E2524-08 de 2013, Standard Test Method for Analysis of Hemolytic Properties of
Nanoparticles da American Society for Testing and Materials para o estudo das
propriedades hemoliticas de nanoparticulas (DOBROVOLSKAIA & MCNEIL, 2013).

Os testes de hemocompatibilidade mostraram que ndo houve alteracdo na
estabilidade do sangue quando em contato com os farmacos prednisona, meloxicam e
metotrexato, G2 e G4 e com o0s compostos formados ap6s conjugacao, uma vez que 0S
testes utilizados para avaliar a hemocompatibilidade permaneceram dentro dos padrdes

de normalidade.
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4 CONCLUSAO

Os dados obtidos utilizando as técnicas fisico-quimicas nos permitem sugerir que
ocorreu a conjugacdo dos farmacos estudados com os dendrimeros de poliglicerol de

segunda geracdo (G2) e quarta geracdo (G4).

Os testes de hemocompatibilidade mostraram que os farmacos puros, dendrimeros

puros e os fA&rmacos conjugados aos dendrimeros sdo hemocompativeis.

4.1 Perspectivas futuras

Além da necessidade evidente do desenvolvimento de novos farmacos mais
eficazes e que trazem menos efeitos adversos aos pacientes ressalta-se que muitos
tratamentos séo realizados com farmacos bioldgicos que muitas vezes sdo importados e
acabam por gerar gastos elevados por parte do Governo Brasileiro e da populacéo.
Desta forma, observa-se uma enorme necessidade de desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico brasileiro na area de nanofarmacos que podem ser administrados localmente
no sitio da inflamacdo ou que podem ser dirigidos para liberagdo da droga no local
desejado. Futuramente, durante o doutorado sera analisado o processo de interacdo dos
farmacos com o PGLD através da ressonancia magnética nuclear (RMN) e ensaios in
vivo induzindo artrite em animais de experimentacdo para avaliacdo da citotoxicidade e
eficacia dos nanofarmacos na redugdo do processo inflamatorio, induzido na artrite

reumatoide.
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