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RESUMO

O céancer de mama (CM) é o segundo tipo mais comum de cancer diagnosticado entre mulheres.
Dentre os fatores de risco encontra-se idade, fatores genéticos, exposi¢oes a raios X e reposicoes
hormonais. O tratamento estd diretamente relacionado com o estadgio em que a doenca se
encontra e a descoberta precoce possibilita maior chance de cura. A doxorrubicina (DOX),
antibidtico da classe das antraciclinas, € comumente utilizado no tratamento, porém apresenta
um curto periodo de meia vida, baixo grau de estabilidade e € um composto inespecifico
levando a efeitos colaterais como dores, nauseas e vomitos, diarreia, alem de apresentar
cardiotoxicidade. Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) apresentam matrizes de
organizacdo imperfeita, compostas por um agente surfactante que possibilita a incorporagéo de
altas concentragdes de substancias quimioterapicas, além de possuir uptake celular elevado
devido suas caracteristicas. Ademais, uma estratégia para aprimorar o direcionamento do CLN
para as células do CM é a sua funcionalizagcdo com acido folico, pois os receptores de folato
estdo cerca de 60% nos tumores de mama. Neste contexto, o objetivo do trabalho consiste no
desenvolvimento e caracterizagdo de carreadores lipidicos nanoestruturados funcionalizados
com &cido folico contendo doxorrubicina para aplicacdo no cancer de mama. Os CLN foram
obtidos pela técnica de fusdo-emulsificacdo, utilizando um polimero modificado (pluronic-
acido félico) sintetizado e caracterizado por Espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR). Ademais, CLN com e sem o brometo de cetrimdnio foram desenvolvidos
para verificar a influéncia da carga catidnica ou aniénica. Os CLN desenvolvidos foram
caracterizados pela técnica de espalhamento de luz dindmica (DLS), microscopia eletrdnica de
varredura (MEV), eficiéncia de encapsulacédo (EE), liberagdo in vitro e citotoxicidade celular
in vitro. A técnica de FTIR revelou que a sintese do polimero funcionalizado foi realizada
adequadamente por meio do grupamento caracteristico éster em 1703 cm-1.
Macroscopicamente, os CLN apresentaram-se homogéneos e estaveis por mais de 180 dias. O
DLS mostrou que os CLNs possuiam tamanhos entre 124 e 180 nm, adequado para o sistema
desenvolvido; ademais, possuiam indice de polidispersividade < 0,3, indicando baixa
polidispersdo. O potencial zeta revelou valores entre 22 e 13,2 para 0s CLN+ e -12,2 e -17 para
os CLN-. Através da MEV, foi observado morfologia esférica e auséncia de aglomerados com
tamanho que corroboram com os achados no DLS. A EE foi de 79% e 102% para os CLN+ e
CLN-, respectivamente. O perfil de liberacao revelou que 100% foi liberado apds 10h para a
DOX-CLN, enquanto que, a DOX comercial foi de <30 min. A viabilidade celular foi testada

em modelo MCF-7 e demonstra que os CLN- apresentaram maior citotoxicidade (87%) em



relacdo a DOX comercial (54%) sendo que, ambos possuiam a mesma concentracdo (46 uM),
provavelmente, devido ao maior uptake celular que, é comprovado para quaisquer ativos
incorporados em nanosistemas. O CLN+ com ou sem a DOX apresentou citotoxicidade maior
(~90%), fato associado as altas concentracdes do brometo de cetrimonio (1150 pum). Diante
disso, é possivel concluir que os sistemas desenvolvidos possuem caracteristicas que 0s
apontam como potenciais candidatos a estudos pré-clinicos in vivo visando elucidar toxicidade

e atividade antitumoral.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Sistemas de liberacdo de farmacos. Neoplasia maligna de

mama.



ABSTRACT

Breast cancer (CM) is the second most common type of cancer diagnosed among women.
Among the risk factors are age, genetic factors, exposure to X-rays and hormonal replacements.
Treatment is directly related to the stage the disease is in, and early discovery provides a greater
chance of cure. Doxorubicin (DOX), an anthracycline class antibiotic, is commonly used in
treatment, but has a short half-life, low degree of stability and is a non-specific compound
leading to side effects such as pain, nausea and vomiting, diarrhea, in addition to cardiotoxicity.
Nanostructured lipid carriers (CLN) present imperfectly organized matrices, composed of a
surfactant that allows the incorporation of high concentrations of chemotherapeutic substances,
in addition to having high cellular uptake due to its characteristics. In addition, a strategy to
improve the targeting of the CLN to the CM cells is its functionalization with folic acid, since
folate receptors are around 60% in breast tumors. In this context, the objective of the work
consists in the development and characterization of nanostructured lipid carriers functionalized
with folic acid containing doxorubicin for application in breast cancer. The CLN were obtained
by the fusion-emulsification technique, using a modified polymer (pluronic-folic acid)
synthesized and characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). Furthermore,
CLN with and without cetrimony bromide were developed to verify the influence of cationic or
anionic charge. The developed CLNs were characterized by the technique of dynamic light
scattering (DLS), scanning electron microscopy (SEM), encapsulation efficiency (EE), in vitro
release and in vitro cell cytotoxicity. The FTIR technique revealed that the synthesis of the
functionalized polymer was carried out properly by means of the characteristic ester group in
1703 cm-1. Macroscopically, the CLNs were homogeneous and stable for more than 180 days.
The DLS showed CLNs with size between 124 and 180 nm and polydispersity <0.3. The zeta
potential between 22 and 13.2 for CLN + and -12.2 and -17 for CLN-. Through SEM, spherical
morphology and absence of clusters were observed. The EE was 79% and 102% for the CLN
+ and CLN- tested, respectively. The release profile reached ~ 100% after the 10h time and the
commercial DOX released 100% in 30 min. Cell viability was tested in an MCF-7 model and
demonstrates that CLN- showed greater cytotoxicity (87%) compared to commercial DOX
(54%), both of which had the same concentration (46 uM), probably due to the higher cellular
uptake that, is proven for any assets incorporated in nanosystems. CLN + with or without DOX
showed greater cytotoxicity (~ 90%), a fact associated with high concentrations of cetrimony

bromide (1150 um). Therefore, it is possible to conclude that the developed systems have



characteristics that point them as potential candidates for pre-clinical studies in vivo aiming at

elucidating toxicity and antitumor activity.

Keywords: Nanotechnology. Drug delivery systems. Malignant breast cancer.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama (CM) é o mais comum tipo de cancer diagnosticado em mulheres,
além de uma das principais causas de mortalidade do mundo (AKRAM et al., 2017; SUN et al.,
2017; WAKS; WINER, 2019). Estudos realizados mostram que quando detectado no inicio de
seu desenvolvimento, o CM apresenta uma taxa significativa de reducdo de mortalidade
(WANG, 2017).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), o nimero
de mortes contabilizados no Gltimo senso realizado no Brasil (2017) chegou a 16.927 pessoas
e a estimativa de novos casos em 2020 chega ao nimero alarmante de 66.280.

A mamografia e a ressonancia magnética da regido afetada sdo os meios de deteccdo
mais utilizados para o cancer de mama e o tratamento envolve tanto o uso de medicamentos,
como a mastectomia, que se caracteriza pela retirada total ou parcial do tecido mamario
(AKRAM et al., 2017; SUN et al., 2017).

A escolha do tratamento € realizada de acordo com o quadro do paciente, podendo ser
aplicado por um conjunto de atividades ou apenas a aplicacdo de uma delas. Em sua forma
tradicional, sdo aplicadas a radioterapia, quimioterapia e/ou cirurgia, tendo como objetivo
principal a eliminagcdo do tumor e consequentemente maior qualidade de vida para o paciente
(AKRAM et al., 2017; LIYANAGE et al., 2019; OSHIRO-JUNIOR et al., 2020).

Os maiores desafios apresentados atualmente na aplicacdo do tratamento sdo o0 avango
gradativo do crescimento dos tumores, assim como metastase em areas até entdo saudaveis,
além da resisténcia medicamentosa enfrentada pelos medicamentos convencionais aplicados.
A manifestacdo de efeitos adversos também se mostra como uma grande barreira para a cura
da doenga, ja que grande parte dos pacientes tende a desistir do tratamento em decorréncia dos
mesmos (AKRAM et al., 2017; LIYANAGE et al., 2019; LYMAN et al., 2018).

Antibidticos da classe das antraciclinas como doxorrubicina (DOX) e epirrubicina sdo
empregados na combinagdo para o tratamento do cancer de mama (LOVITT et al., 2018). A
DOX é um dos compostos mais comumente utilizados, assim como um dos mais potentes
agentes quimioterapicos e ja estd sendo utilizada para este fim por cerca de trés décadas
(CAGEL etal., 2017; MITRY; EDWARDS, 2016).

O mecanismo de agdo da DOX consiste em inibir as enzimas topoisomerases | e II.
Estudos prop6em quatro tipos distintos desse mecanismo, entretanto dois sdo mais descritos: 1-
inibicdo da sintese de DNA e RNA das células, bloqueando assim o processo de replicacdo e

transcricao; 2- geracdo de radicais livres que causam oxidacdo nas células e consequentemente
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danos, tanto nas membranas celulares quanto no DNA celular. Contudo, a DOX apresenta um
curto periodo de meia vida, baixo grau de estabilidade e € um composto inespecifico levando a
efeitos colaterais como dores, nauseas e vomitos, diarreia, além de apresentar cardiotoxicidade
(CAGEL et al., 2017; FRANCO et al., 2018; LOVITT et al., 2018; SHAFEI et al., 2017; WU
et al., 2018).

A nanotecnologia € considerada uma promissora alternativa para combater as
desvantagens e limitacGes apresentadas pela DOX. A terapia contendo nanotecnologia promove
maiores efeitos de permeabilidade e retencdo (EPR), onde determina que os tumores so6lidos
permitam a permeacdo e retencdo de materiais numa faixa de 100 a 780 nm (CAGEL et al.,
2017; OSHIRO-JUNIOR et al., 2020; SHAFEI et al., 2017; WU et al., 2018).

Doxil® foi a primeira formulacdo lipossomal de DOX aprovada pela FDA (EUA) e
disponivel comercialmente, mostrando de fato eficacia e uma reducéo de efeitos adversos em
relacdo a cardiotoxicidade. Entretanto, estudos indicam que a farmacologia das particulas da
formulagéo de Doxil® é bastante complexa, o que reflete de forma negativa, ja que a matriz ndo
libera de maneira eficaz a DOX no tecido alvo, além da producéo de novos efeitos adversos e
alto custo de producéo (Bl et al., 2019; LUO et al., 2017; MIKOLAJCZYK et al., 2019). Uma
possibilidade para contornar as desvantagens oferecidas pelos lipossomas € o desenvolvimento
de carreadores lipidicos nanoestruturados.

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) sdo compostos onde sua matriz
lipidica se comporta de uma maneira desorganizada e imperfeita composta por agentes
surfactantes, que apresentam espacamentos livres internos resultando em possibilidades
maiores de deposito de medicamentos (OSHIRO-JUNIOR et al., 2020; TAPEINOS;
BATTAGLINI; CIOFANI, 2017).

O direcionamento dos CLNs para as células do CM pode ser aprimorado através da sua
funcionalizacdo, explorando a capacidade de ligacdo de receptores com uma expressao
significativa dos mesmos no tecido alvo em comparagdo com as células saudaveis do
organismo. O &cido félico é comumente utilizado, pois os receptores de folato estdo expressos
cerca de 60% nas células tumorais do CM, tornando os receptores folatos promissores alvos
farmacéuticos (FONG; CHEN, C.; CHEN, 2017; OSHIRO-JUNIOR et al., 2020; POONIA et
al., 2019).

Além disso, as membranas das células cancerigenas apresentam carga negativa, pois é
composta por lipideos anidnicos, enquanto que as células normais possuem essa estrutura
lipidica catidnica. Desse modo, através do mecanismo de atracdo eletrostatica, os CLN com

superficie catidnica podem contribuir com a vetorizacao ao tecido tumoral (IWASAKI et al.,
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2009; LV et al., 2013; FONG; CHEN, C.; CHEN, 2017; OSHIRO-JUNIOR et al., 2020;
POONIA et al., 2019).

Diante deste contexto, o objetivo desse trabalho é desenvolver e caracterizar carreadores
lipidicos nanoestruturados funcionalizados com acido félico contendo doxorrubicina, 0s quais
proporcionem mecanismos seguros e eficazes para reducdo de efeitos adversos em futura

aplicacdo no cancer de mama.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Cancer de mama

O cancer de mama (CM) é uma neoplasia maligna extracutanea que atinge ambos 0s
sexos, sendo diagnosticada principalmente na populacio feminina. E uma doenca heterogénea
em nivel molecular e suas causas ndo sdo totalmente compreendidas. Em estégio inicial (ndo
metastatico), possui chance de cura em cerca de 70-80% dos pacientes. Quando metastético,
tem a capacidade de se transferir e atingir outros 6rgdos distantes, como 0ssos, figado, pulméao
e cérebro, 0 que contribuiu para sua alta taxa de mortalidade (HARBECK et al., 2019; LIANG
etal., 2020; SUN et al., 2017).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera 0 CM como um grave problema de
salde publica global. O relatério divulgado pela International Agency for Research on Cancer
(ONU, 2020), apontou que no ano de 2018 foram diagnosticados 2,1 milhdes de novos casos
de CM em mulheres, sendo categorizada como a principal causa de morte por cancer (627 mil)
no sexo feminino no mundo.

De acordo com o Ministério da Saude do Brasil (2019) quando se refere a satde da
mulher, esse tipo de neoplasia lidera o ranking em todas as regides do pais. Para cada ano do
triénio (2020-2022) foram estimados 66.280 (29,7%) novos casos de cancer de mama e 0 risco
previsto € de 61 casos novos a cada 100 mil mulheres.

Apesar de estar presente em diferentes partes do mundo, as taxas de incidéncia, de
mortalidade e de sobrevivéncia decorrentes do CM variam de uma regido para outra.
Recentemente, foi apontado a crescente incidéncia nos paises em desenvolvimento, no qual o
aumento da expectativa de vida, da urbanizacdo e adocdo de estilos de vidas ndo muito
saudaveis sdo fatores que tendem a colaborar com o surgimento de novos casos (FRANCIES
et al., 2020; MOMENIMOVAHED; SALEHINIYA, 2019).

Além desses, encontram-se na literatura outros determinantes bioldgicos e sociais que
predispde o surgimento de CM, como fatores genéticos, 0 uso de estrogénios, contato com
radiacdo ionizante, a alta densidade mamaria, o historico de hiperplasia atipica, a baixa
paridade, a baixa renda, a inseguranca alimentar, o consumo de alcool, a obesidade, entre outros
que ajudam a desencadear diferentes tipos dessa neoplasia (BESSONNEAU; RUDEL, 2020;
CARDOSO et al., 2019).

Biologicamente, a mama possui o papel de servir como suporte nutricional para outro

individuo. Na fase adulta, sua estrutura e tecido celular mamario sofrem alteragdes periddicas
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marcantes, observadas principalmente durante a gravidez, e que vao involuindo com o passar
da idade. Por serem visiveis, ganharam significado social, cultural e pessoal. Essas
caracteristicas e o conhecimento sobre a anatomia e a histologia, sdo importantes para orientar
quando se estuda a origem, o quadro clinico e o tratamento das doencas mamarias (KOTHARI,
DIORIO; DUROCHER, 2020). A figura 1 representa a anatomia desse 6rgdo duplo no corpo

feminino.

Figura 1 — Anatomia da mama feminina.
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Fonte: adaptada de Grabher (2020).

O tecido celular mamario saudavel possui células epiteliais normais, as quais estdo
hierarquicamente organizadas em: células tronco/basais mamarias bipotente (Mascas),
progenitoras luminais e células luminais maduras/diferenciadas (KUMAR et al., 2018).

O tecido adiposo (TA) e o fibroglandular também constituem esse 6rgdo par, neles
encontram-se os I6bulos e ductos mamarios. O TA apresenta-se em grande parte da mama,
atingindo as regides da clavicula, axila e ao redor do centro da caixa toracica. E responsavel
por realizar a comunicacdo de todas as estruturas do microambiente mamario e armazenar
energia que é liberada de acordo com a necessidade do organismo. Essa energia auxilia na
progressdo do CM, pois o TA secreta fatores de crescimento usados para sobrevivéncia do

tumor. O CM tem inicio nas células epiteliais presentes ao redor dos tecidos ductal e lobular.
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Posteriormente, forma um microambiente complexo, envolvendo todas as células circundantes
da mama (KOTHARI; DIORIO; DUROCHER, 2020).

Os casos de CM se diferenciam uns dos outros por meio da morfologia, fenotipo e
progndstico, que sdo ferramentas para auxiliar na estratégia terapéutica adequada e prever
resultados clinicos. Em nivel molecular o CM incluem: ativacdo do receptor 2 do fator de
crescimento epidérmico humano (HER2, codificado por ERBB2), ativacdo de receptores
hormonais (receptor de estrogénio e receptor de progesterona) e/ou BRCA mutacdes
(HARBECK et al., 2019).

Desse modo, baseando-se na presenga ou auséncia do receptor de estrogénio (ER), do
receptor de progesterona (PR) e a expressao e amplificacdo do receptor do fator de crescimento
epidérmico humano tipo 2 (HER2), foram adotados trés diferentes subtipos clinicos para 0 CM,
denominados de receptor hormonal (HR) positivo (HR+), HER2-positivo (HER2 +) e triplo-
negativo (TN) (RIGGIO; VARLEY; WELM, 2020). A tabela 1 apresenta a classificacdo dos

subtipos clinicos para 0 CM.

Tabela 1 — Classificacdo dos subtipos clinicos de acordo com a presenca (+) ou auséncia (-) dos

receptores ER, PR, e a expressdo e amplificagéo (*) do HER2.

Receptores
Subtipos clinicos ER PR HER?
HR+ + +
HER2+ - - *

TN - - -

Fonte: propria

Dentre esses, 0 triplo negativo é considerado o mais agressivo, possui maior
probabilidade de recidiva e necessita de op¢oes de terapia direcionadas. Isso pode ser explicado
pelo fato que as células-tronco do CM apresentam potencial de iniciagdo do tumor e,
consequentemente, promovem a auto renovacdo. Portanto, desencadeiam resisténcia
terapéutica, metastases e recorréncia (SO-YEON PARK; JANG-HYUN CHOI; JEONG-
SEOK, 2019; WAKS; WINER, 2019).

Utilizando conhecimentos da genética, técnicas de microarranjos de DNA e analises,
foram identificados cinco subgrupos distintos do CM atraves de um classificador de expressao
de mRNA de 50 genes (PAMS50), os quais foram classificados em: luminal A, luminal B, HER-
2+, basal e normal (UTSUMI et al., 2020).
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Sabendo que indmeros fatores contribuem para o aparecimento do CM, a prevengédo
dessa neoplasia foi dividida em trés categorias: primaria, secundaria e terciaria. De acordo com
a diretriz publicada pelo World Cancer Research Fund (WCRF) e o American Institute for
Cancer Research (AICR) a prevencdo primaria é a adogdo de estilo de vida saudavel, pois
estudos cientificos mostraram sua efetividade na reducdo da incidéncia e mortalidade
decorrentes do CM (ORMAN et al., 2020; SHAMS-WHITE et al., 2019).

A prevencdo secundaria € realizada nos casos em que a doenca pode ser identificada
precocemente ou ainda ndo esta clinicamente aparente. A OMS estabeleceu duas estratégias
para auxiliar na deteccdo precoce do CM. A primeira, o diagnostico precoce, consiste em
reconhecer o cancer sintomatico em estagio inicial, responsavel por um bom progndstico e alta
taxa de recuperacao. A segunda é chamada de rastreamento de base populacional, onde ocorre
a identificacdo da doenca assintomatica em um alvo da populacdo feminina aparentemente
saudavel (GINSBURG et al., 2020).

O teste de mamografia € um exemplo de prevencdo secundaria por rastreamento. As
mulheres acima de 50 anos devem passar por esse procedimento anualmente. Entretanto, em
paises subdesenvolvidos, pode ficar inviavel pois requer investimento financeiro, muitas vezes,
ndo possuem infraestrutura e politicas publicas de salude adequada. Um fator preocupante
nessas regides é que a maioria dos casos de CM sdo diagnosticados em estagio avancgado
(localmente avancado ou metastatico), o que colabora para o crescente numero de 6bitos em
mulheres portadoras dessa neoplasia (PASHAY AN et al., 2020; SHIRZADI et al., 2020).

E imprescindivel que a populacio em geral receba educacdo em satde, pois conhecendo
0 Seu corpo, o paciente fica em alerta ao perceber sinais e sintomas que antes ndo apresentava.
Dentre os cuidados pessoais, a pratica do autoexame das mamas é recomendada pela OMS. Por
ser pratico e seguro, pode ser realizado mensalmente por todas as mulheres maiores de 17 anos
(ALOMAIR et al., 2020).

Quando o paciente apresenta manifestacdes clinicas, é classificado no grupo da
prevencao terciaria. Nessa situacao, o caso necessita de agilidade para obter o diagndstico exato
da doenca e, desse modo, encaminhar para o inicio do tratamento (OLIVEIRA et al., 2019).

Dentre os diagndsticos, o histolégico é considerado o principal método para detectar
CM. E baseado em um padréo patoldgico estabelecido e destacam-se, principalmente, dois tipos
de achados celulares. O mais comum é o carcinoma ductal invasivo, que acomete cerca de 50%-
75% dos pacientes. Ja o carcinoma lobular invasivo é responsavel por 5%-15% dos casos, com
carcinomas ductais/ lobulares mistos. Além destes, outras histologias mais raras compdem 0s
demais casos (WAKS; WINER, 2019).



19

O diagnostico do tipo molecular baseia-se em identificar dois principais alvos
moleculares do CM invasivo. Acidos microribonucleicos (miRNASs) s&o um grande subgrupo
de RNAs ndo codificantes composto de 18-25 nucleotideos, eles atuam como biomarcadores
prognasticos e diagnostico do CM. A desregulacdo dos miRNAS esta associada a progressao e
metastase do tumor. Como funcdo, possuem a capacidade de controlar o crescimento, a
proliferacdo, a diferenciacdo e a apoptose celular. Além disso, inibem a progresséo do ciclo
celular e conduzem a diferenciagédo terminal, quando esse processo ocorre de maneira negativa,
podem colaborar no desenvolvimento ou progresséo do cancer (O’DAY; LAL, 2010).

O diagnostico por imagem e a biotecnologia molecular, fornecem informagoes
importantes utilizando os niveis de biomarcadores de imagem. Esses disponibilizam elementos
que colaboram para decidir os cuidados clinicos e também pesquisas envolvendo CM. A
mamografia, ultrassonografia, imagem por ressonancia magnética, sistema de hibridizacéo de
acido nucleico, sistema PCR quantitativo de fluorescéncia em tempo real, sistema de
hibridizacao de proteinas, citbmetro de fluxo e entre outras séo utilizadas (HE et al., 2020).

Através da metodologia escolhida para o diagndstico, o profissional da oncologia tera
conhecimento, por exemplo, do grau histologico, status do linfonodo, status do receptor de
hormdnio e status do receptor do fator de crescimento HER2, os quais sdo elementos que
expressam a gravidade do caso e auxiliam na escolha do tratamento mais adequado (BERTOLI;
CAVA; CASTIGLIONI, 2015).

De acordo com Harbeck et al. (2019), existem dois tipos de manejo clinico: o
locorregional (cirurgia e a radioterapia) e a terapia sistémica (terapia endécrina para doenca de
RH+, quimioterapia, terapia anti-HER2 para doenca HER2+, agentes estabilizadores 6sseos,
inibidores de poli (ADP-ribose) polimerase para portadores da mutacdo BRCA e,
recentemente, imunoterapia). Contudo, alguns pacientes que manifestam caracteristicas
semelhantes do CM, podem apresentar diferentes resultados clinicos. Desse modo, a
individualizacdo da terapia, novas formas farmacéuticas, métodos acessiveis, dentre outros,
estédo sendo estudados e empregados com o objetivo de proporcionar uma resposta mais efetiva
no tratamento dessa doenca.

No tratamento quimioterapico, sdo empregados alguns insumos farmacéuticos ativos
(IFA) conhecidos na literatura como doxorrubicina, ciclofosfamida, trastuzumabe, fluorouracil,
entre outros. Entretanto, os diversos efeitos colaterais acarretam problemas que dificultam a
adesdo ao tratamento e, consequentemente, a recuperacdo do bem estar do paciente
(MACHADO et al., 2019).
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O receptor alfa de folato (FRa) vem sendo explorado como alternativa de tratamento
quimioterapico e imunoterapico. E uma proteina ligada & membrana que possui alta afinidade
para o folato, que é essencial no processo de biossintese de aminoacidos, das bases de
nucleotideos e de outros compostos metilados. Possui pouca ou nenhuma presenca nos tecidos
normais. Por outro lado, esta presente em alta quantidade nas células cancerosas humanas, como
do cérebro, mama, ovario, pulmao e rim. No CM, esse receptor esta mais evidente no tipo TN.
Portanto, agentes terapéuticos direcionados ao folato estdo sendo desenvolvidos para atuar nos
tumores que expressam o0 FRa, evitando que o tecido saudavel absorva o agente quimioterapico
e cause efeitos indesejaveis (ZAGORAC et al., 2020).

Quando o CM ¢é considerado avangado, metastatico ou em recidiva, é indicada a terapia
citotdxica. Seguindo as informacGes expostas nos Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas
em Oncologia do Brasil, a quimioterapia para CM pode ser administrada como agente Gnico ou
em combinacdo. Esse Ultimo, € direcionado para aqueles pacientes que necessitam de uma
resposta farmacoldgica rapida. Estudos mostraram que agentes quimioterapicos combinados
apresentaram aumento na taxa de resposta, do tempo para progressdo de doenca e um pequeno
beneficio de sobrevida global, mas elevou o quatro de toxicidade (BRASIL, 2014).

No Brasil, o Ministério da Salude através da portaria conjunta n® 04, de 23 de janeiro de
2018, aprovou as Diretrizes Diagndsticas e Terapéuticas do Carcinoma de Mama. De acordo
com o documento, o tratamento medicamentoso mais efetivo para os casos avangados deve ser
realizado como quimioterapicos antraciclicos (doxorrubicina ou epirrubicina) e taxanos
(paclitaxel, docetaxel), e outros agentes (capecitabina, gencitabina, metrotrexato, 5-
fluorouracila, vinorelbina, vimblastina, mitomicina, etoposido, ciclofosfamida, cisplatina,
irinotecano). Além disso, a doxorubicina lipossomal, eribulina, ixabepilona, nabpaclitaxel vém

sendo adotadas. Contudo, esses dois Gltimos ndo possuem registro no pais (BRASIL, 2018).

2.2 Doxorrubicina

A doxorrubicina (DOX) é um dos agentes quimioterapicos utilizados (isolado ou
combinado) em casos graves do CM. E uma antraciclina, antibictico antineoplasico de origem
natural, isolada pela primeira vez em 1962, sendo derivada do fungo Streptomyces peucetius
var. caesius (CAGEL et al., 2017).

As antraciclinas possuem como principais representantes a idarrubicina e a epirrubicina
(analogos naturais), e a doxorrubicina e a daunorrubicina, os quais apresentam pouca diferenca

na estrutura quimica, o que proporciona padrdes clinicos distintos. Enquanto que a
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daunorrubicina e a idarrubicina s&o utilizadas em casos de leucemias agudas, a doxorrubicina
e a epirrubicina atuam amplamente contra tumores solidos. Podem gerar radicais livres, o que
causa cardiomiopatia incomum (BRUNTON; CHABNER; RODRIGUES, 2012).

Possui a formula quimica C27H2oNO11 e massa molar de 543.46 g mol™. Quanto a
estrutura quimica, é formado por um anel tetraciclico fixada a um daunosamina (agucar
incomum). Quando a DOX € administrada, radicais livres sdo formados através de um processo
dependente de ferro. De inicio, ocorre a reducdo do anel antraciclina quinona a uma
hidroguinona posicionados em anéis adjacentes, fato que auxilia no ganho e na perda de
elétrons, o que pode causar um quadro de cardiotoxicidade (CAGEL et al., 2017; THOMAS L.
LEMKE, 2013).

O substituinte C13 da doxorrubicina é o hidroximetil, o qual sera responsavel por
retardar a acdo da aldocetoredutase citosdlica e a conversdo para o doxorrubicinol (menos ativo
e cronicamente cardiotoxico). Essa substituicdo ird proporcionar uma duracdo de acdo mais
longa em comparacdo com os analogos que tém CHs nesta posicdo (por exemplo,
daunorrubicina). Figura 2 representa a estrutura quimica da doxorrubicina (THOMAS L.
LEMKE, 2013).

Figura 2 — Estrutura quimica da doxorrubicina.
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Fonte: prépria.

Compreender a farmacodindmica é importante para que a administracdo possa ser
planejada de acordo com o uso de outros medicamentos para evitar interacGes e toxicidade. As
antraciclinas atuam bloqueando as DNA topoisomerases, que sdo as enzimas responsaveis por
evitar as supertorcdes e possibilitar a execugdo dos processos celulares sem danos a fita de DNA
(THORN et al., 2011).

O mecanismo de acdo consiste em bloquear a transcricdo do DNA, inibindo enzimas
criticas para o processo de replicacdo do DNA e/ou cortando e/ou induzindo mutac¢Ges pontuais
na fita de DNA. Quando interagem diretamente com o DNA, de inicio, intercalam a hélice de
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fita dupla inserindo-se entre os pares de bases e formando fortes interagcdes ndo covalentes com
as bases do DNA. O complexo altamente estabilizado deforma e desenrola 0 DNA, proibindo
a replicacdo adequada. Para abrir caminho entre as fitas de DNA ligadas, um segmento do
antibidtico deve ter a geometria coplanar trigonal garantida pela aromaticidade (SAWICKI et
al., 2021).

A DOX intercala-se entre os pares de bases da dupla hélice do DNA, interferindo na sua
sintese e inibe as enzimas topoisomerases | e 11. Os efeitos citotoxicos nas células cancerosas e
efeitos tdxicos em varios 6rgdos podem estar relacionados a intercalacdo nas bases
nucleotidicas e a atividade da DOX de se ligar a membrana celular lipidica. Essa intercalacao
inibe a replicacéo nucleotidica e a acdo da DNA e RNA-polimerases. A interacdo da DOX com
a topoisomerase Il para formar complexos de DNA passiveis de clivagem parece ser um
importante mecanismo da atividade citocida do farmaco (SILVA, 2010).

Quanto a farmacocinética, a DOX é altamente lipofilica, concentra-se no figado,
nodulos linfaticos, musculos, medula 6ssea, gordura e pele. E comercializada na forma de
cloridrato de doxorrubicina, hidrofilica, pé soltvel em dgua e em solucdo salina fisiolégica para
uso intravenoso. N&o é absorvida via oral e, se aplicada pela via intravenosa, causa necrose
tecidual. O tempo de meia-vida entre 30-40 horas e eliminacéo trifasica. Os efeitos colaterais
mais conhecidos sdo mielossupressdo e cardiotoxicidade. Contudo, também pode causar
arritmias cardiacas, depressdo da fungdo miocéardica, flebite, esclerose das veias,
hiperpigmentacao do leito ungueal e conjuntivite. Portanto, surgiu a necessidade de incorporar
esse Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) em novos sistemas de liberacdo de farmacos para
otimizar sua acao e diminuir os efeitos indesejaveis (PUGAZHENDHI et al., 2018).

Outra caracteristica importante da DOX ¢é a sua fotossensibilidade. Esse fator é limitante
ao tratar da garantia de estabilidade, pois um IFA fotossensivel quando exposto a luz sofre
alteracdo na sua estrutura quimica que desestabilizam sua acédo terapéutica e, como também, as
propriedades organolépticas das formulacfes farmacéuticas. Por isso, é importante que esse
IFA seja incorporado em sistemas carreadores revestidos e sua manipulagéo seja devidamente
realizada sem incidéncia da luz direta (IOELE et al., 2017).

Doxil® (doxorubicin hydrochloride liposome injection) é a DOX comercializada na
forma farmacéutica (FF) lipossoma intravenosa. Os lipossomas protegem o IFA contra as
enzimas que geram radicais livres cadiotdxicos e, consequentemente, diminuem a concentragao
no tecido cardiaco. A absorcéo pelas células tumorais ocorre de forma seletiva, isso é explicado
devido a sua persisténcia na corrente sanguinea e maior permeabilidade das membranas

vasculares tumorais. Entretanto, deve ser usada de maneira cautelosa para ndo induzir
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insuficiéncia cardiaca congestiva fatal. O tempo de meia-vida é 55 horas e a dose recomendada
é de 20 & 50 mg/m?, administrada a cada 3 a 4 semanas. A eliminacio é mais lenta quando
comparada com a DOX convencional e os efeitos colaterais ocorrem quando a formulacédo é
dispensada e administrada fora dos padrdes estabelecidos (BARENHOLZ, 2012; RUSSELL,;
HULTZ; SEARSON, 2018).

Entretanto, os lipossomas possuem desvantagens como baixa solubilidade, meia-vida
curta, possibilidade de oxidacédo de fosfolipidios e reacéo tipo hidrolise, vazamento e fusédo de
drogas / moléculas encapsuladas e custos de producdo elevados. Por isso, é importante
desenvolver e aprimorar sistemas carreadores que vencam essas limitagdes (MAJA; ZELJIKO;
MATEJA, 2020).

2.3 Sistemas nanoestruturados

A nanotecnologia envolve a pesquisa e o desenvolvimento de produtos utilizando
nanomateriais (NMs), os quais séo caracterizados por possuir dimensdes na faixa de nanoescala,
variando de 1-100 nanémetro (nm). Apresentam propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
ajustaveis que permitem o seu uso em diversos setores da industria, como farmacéutica,
alimenticia, cosméticos, téxtil, automobilistica, aeroespacial, agricultura, entre outras.
Classificam-se de acordo com o tamanho, a composicdo, a forma e a origem.
(JEEVANANDAM et al., 2018).

Apesar do avanco cientifico e tecnoldgico, diversos paises discutem a regulamentacédo
global ou unificada sobre nanotecnologia, pois ainda sdo desconhecidas as potencialidades
danosas que podem causar ao corpo humano e a natureza. Agencias internacionais como a
Organizacao para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE), a Unido Europeia, as
normas I1SO, Food and Drug Administration (FDA), ANF-Asia Nano Forum, entre outras, sdo
exemplos de 6rgdos que estdo discutindo essa problematica. Atualmente, cada pais avalia de
forma individual os nanoprodutos e registra através de agéncias sanitarias e reguladoras locais
(HUPFFER; LAZZARETTI, 2019).

Desde o inicio da década de 90 os nanomateriais vém ganhando destaque na ciéncia
médica, principalmente por seu uso como carreador de IFA e moléculas (peptideos, anticorpos,
RNA, etc.). Possuem a capacidade, por exemplo, de direcionar o IFA para o sitio especifico,
aumentar a permeacdo cutanea, melhorar sua absor¢do pelo trato gastrointestinal, proteger
contra degradacdo fisica, quimica e enzimatica, entre outros (KHOSA; REDDI; SAHA, 2018).
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Por sua vez, os NMs sdo compostos por diferentes nanoparticulas (NPs), sdo
biodegradaveis e nao toxicos, dois fatores importantes para fabricacao e uso de um biomaterial.
Lipossomas, lipossomas deformaveis, virossomas, etossomos, nanoparticulas poliméricas
(nanocapsulas e nanoesferas),  nanoparticulas lipidicas soélidas, carreadores lipidicos
nanoestruturados, sdo exemplos de sistema de liberacdo desenvolvidos através dessas estruturas
nanomeétricas (DUAN et al., 2020).

Os NMs utilizados na industria farmacéutica foram desenvolvidos e estdo sendo
aprimorados para carrear quimioterapicos, aumentar a eficiéncia e diminuir a toxicidade
causadas por essas substancias. Como vantagem, apresentam maior eficiéncia de encapsulacéo,
baixo teor de polimero, protegem o IFA da degradacdo causada pela diferenca de pH, incidéncia
de luz, diminuir a irritacdo decorrente do invélucro polimérico, entre outros. A figura 3 mostra
a cronologia do desenvolvimento de alguns desses sistemas (ERDOGAR; AKKIN;
BILENSQY, 2019).

Figura 3 — Cronologia do desenvolvimento tecnolégico de SNs utilizados na area farmacéutica.
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Fonte: adaptada de Naseri, Valizadeh e Zakeri-Milani (2015).

No inicio da década de 90, os pesquisadores Miuller (Alemanha) e Gasco (ltalia)
buscaram desenvolver sistemas baseados em nanoparticulas para entrega de IFA e substancias.
Primeiro, obtiveram as Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS), as quais sdo dispersdes
coloidais aquosas, com matriz lipidica biodegradavel de s6lido, sendo um carreador para ativos
hidrossoliveis. Foram adotadas como alternativa ao uso de emulsbes, lipossomas,
microparticulas e nanoparticulas poliméricas (BELOQUI et al., 2016).

Essas NLS sdo constituidas de polimeros manufaturados e possuem caracteristicas
estruturais favoraveis, como tamanho pequeno e grande zona superficial, importantes para
transportar IFA. Além disso, promovem a estabiliza¢do dos compostos incorporados, liberacdo

controlada, oclusividade, baixa toxicidade, formacao de filme na pele, entre outros. Portanto,
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podem ser administradas por diversas vias, como, parenteral, oral, dérmica, visual, pulmonar e
retal. (LINGAYAT; ZAREKAR; SHENDGE, 2017).

Contudo, a baixa capacidade de carga foi apontada como uma desvantagem para
aplicacOes futuras na indudstria. Visando aprimorar esse sistema, foi observado que, quando
incorporados lipidios liquidos a matriz s6lida na nanoparticula, ocorre aumento significativo de
imperfeicBes na matriz solida, fator que facilita a incorporacdo de maiores concentracdes do
ativo, além disso, mantém o sistema estavel (NASERI; VALIZADEH; ZAKERI-MILANI,
2015).

Sabendo a necessidade de aperfeicoar o sistema para uso na medicina e aceitacao pela
industria farmacéutica, no final da década de 90, os pesquisadores chegaram a um novo modelo

denominado Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN), como mostra a figura 4.

Figura 4 — Diferencas estruturais e caracteristicas das NLS e CLN.
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Fonte: adaptada de Beloqui et al. (2015).

Diversos quimioterépicos, entre eles a DOX, estdo sendo incorporados a esse sistema e
observa-se melhorias, por exemplo, na liberacéo controlada, na diminuicdo da toxicidade, entre
outros (HAIDER et al., 2020; SELVAMUTHUKUMAR; VELMURUGAN, 2012).
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2.3.1 Carreadores lipidicos nanoestruturados

Os CLN séo nanoparticulas carreadoras de 2° geragdo, formadas por uma matriz lipidica
solida ndo estruturada, a qual é constituida pela mistura de lipidios solidos e lipidios liquidos
(oleoso) adicionados a uma fase aquosa, que possui um ou mais surfactantes. Em estado sélido,
essa mistura apresenta temperatura corporal (~37°C). Desse modo, apresentam melhor perfil
de estabilidade, pois evita lixiviagdo durante a fase de armazenamento. Além disso, esse sistema
oferece aumento da carga do IFA e, consequentemente, maior capacidade de encapsulagéo
(KHOSA; REDDI; SAHA, 2018).

A figura 5 esquematiza os carreadores tradicionais e das nanoparticulas lipidicas de

primeira e segunda geragéao.

Figura 5 — Nanocarreadores de primeira e segunda geracgéo.
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Fonte: adaptada de Sharma et al. (2018).

Para obter esse sistema, € necessario selecionar criteriosamente as matérias primas a
serem adotadas. Os lipidios solidos (ex.: cera de abelha, cera de carnalba, &cido estearico, etc)
séo formados por elementos quimicos com ponto de fusdo acima de 40° e sdo biodegradaveis
in vivo. Os liquidos (ex.: 6leo de ricino, acido oleico, dleo de palma) sdo bem aceitos para uso
humano. Os surfactantes (i6nico, ndo idnico, anfotérico, co-surfactante), usados para diminuir
a tensdo superficial sdo escolhidos baseando-se na via de administracdo e no valor de HBL.
(SHARMA,; BALDI, 2018).

Apesar da semelhanga estrutural com os NLS, os CLN possuem trés caracteristicas
especificas relacionadas com o local em que o IFA ¢é integrado. Portanto, para facilitar o
desenvolvimento, esse sistema foi categorizado em trés tipos (GORDILLO-GALEANGO;
MORA-HUERTAS, 2018).

O CLN do tipo I, ou cristal imperfeito, apresenta-se com matriz solida mal estruturada.
E obtida através da substituicdo de porcdes de lipidio sélido por lipideos oleosos, como os
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glicerideos. Os cristais imperfeitos ddo espaco para incorporar maiores concentracdes de IFA e
maiores cargas, pois uma matriz ordenada pode ocupar grande parte da area, expelindo o IFA
do sistema (SALVI; PAWAR, 2019).

O CLN do tipo I, ou multiplo, corresponde ao sistema 6leo-em-lipidio-em-agua obtido
através da técnica de separacdo de fases, onde realiza-se a mistura de grande concentracao de
lipidio oleoso (maior solubilidade) e lipidios sélidos (menor solubilidade). O excesso de 6leo
na matriz solida, causa a separacdo de fases e produz minusculas goticulas oleosas dispersas
uniformemente em meio aquoso. Desse modo, ocorre a liberagdo controlada e vazamento do
IFA da matriz lipidica. Isso proporciona, por exemplo, que um IFA com maior solubilidade em
6leo seja carreado e melhore sua estabilidade de carga. Resfriamento e homogeneizacao a
quente sdo procedimentos usados nesse sistema (RAJALAKSHMI; DHANAPAL,;
SUNDHARARAJAN, 2020).

O CLN do tipo 11, ou amorfo, lipidios sélidos e oleosos sdo misturados de maneira que
evite o processo de cristalizagdo. A matriz lipidica permanece sélida, mas com um ndcleo
amorfo onde o IFA sera incorporado. Essa cristalizacdo pode ocasionar a expulsdo do ativo
antes de finalizar o processo, para evitar isso, utiliza-se lipidios especiais como hidroxi
octacosanil estearato de hidroxila, palmitato de isopropila ou triglicerideos de cadeia média
(MCT) (SHARMA; BALDI, 2018).

Quanto ao processo de fabricagédo, por ndo utilizar solvente, a homogeneizagédo de alta
pressdo (HAP) costuma ser um dos métodos adotados na fabricacdo industrial. Geralmente,
mistura-se os lipidios sélidos com os liquidos obedecendo a proporcao de 70:30 até 99,9:0,1.
Para estabilizar, cerca de 1,5-5% (p/v) do surfactante é adicionado a mistura lipidica contendo
IFA, em temperatura aproximada 10°C acima do ponto de fusdo. Ap6s a pré-emulsificacédo, a
homogeinizacdo da microemulsdo forma uma nanoemulsdo quente. O CLN € obtido apds o
resfriamento (BELOQUI et al., 2016).

Além da HAP, outras técnicas de fabricacdo de CLN s&o encontradas na literatura, como
microemulsdo, método de emulsificacdo-evaporacdo de solvente, método de emulsificacdo-
difusdo de solvente, injecdo de solvente (ou deslocamento de solvente) método, fase, método
de ultra-som de emulsificacdo e de filme e tecnologia de extrusdo a quente (DEEPAK et al.,
2019).

Devido ao tamanho nanométrico e a complexidade do sistema, a caracterizagdo fisico-
quimica dos CLN se torna um grande desafio no momento de realizar o controle de qualidade
e estabilidade. Para garantir bons resultados e consequentemente, aprovacdo para

comercializacdo e uso, sdo realizadas leituras do tamanho da particula, potencial zeta,
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calorimetria de varredura diferencial (DSC), raios-X, ressonancia magnética nuclear (RMN) e
espectroscopia Raman. Além disso, é importante avaliar a eficiéncia de encapsulacdo e
liberacdo do ativo, necessarios para determinar sua acdo como carreador (FANG; A. AL-
SUWAYEH; FANG, 2013).

Esses sistemas inovadores para transporte de IFA atraem atencdo da industria
farmacéutica, pois possuem vantagens que facilitam a producdo em grande escala. Entretanto,
existem algumas desvantagens que levam pesquisadores a buscar 0 aprimoramento desses
carreadores para garantir sua aceitacao e uso (IQBAL et al., 2012).

A tabela 2 apresenta algumas das principais vantagens e desvantagens desse sistema.

Tabela 2 — Vantagens e desvantagens dos CLN.

Vantagens

Desvantagens

Estrutura de cristal desordenada impede o vazamento
de IFA; Carga util do IFA elevada e controle do
tamanho de particula.

Superficie modificavel com uso de surfactantes,
prolongando o padrdo de liberacdo controlada do IFA.
Padrdo de segmentacdo organizacional e alto
aprisionamento de IFA lipofilicas e hidrofilicas.
Facilidade de preparacdo e aumento de escala, com

dispersabilidade aumentada em um meio aquoso.

Material biodegradavel com baixa toxicidade in vivo.
Melhor

validar.

relacdo risco/beneficio, facilidade para
Alta estabilidade quimica (compostos sensiveis a luz,
oxidacao e hidrdlise) e fisica (transicdo polimorfica
mais lenta e baixo indice de cristalinidade).

Alta biodisponibilidade dos farmacos BCS classe 11 /
IV e melhor biodisponibilidade oral, promovendo sua
absorcdo intestinal.

Acdo local tépica quando aplicado e potencializador

de penetracdo entre as células do estrato corneo.

A citotoxicidade estad relacionada com a natureza

estrutural e com a concentracéo.

Alguns surfactantes usados no desenvolvimento do
sistema apresentam acdo irritante e sensibilizante.
Dificuldade em aprimorar CLN para o transporte de
proteinas, peptideos e genes.

Insuficiéncia de ensaios clinicos e pré-clinicos em
diversas areas, principalmente para sistemas de uso no

tecido 6sseo.

Fonte: adaptada de Rajalakshmi, Dhanapal, Sundhararajan (2020).

O desenvolvimento, a caracterizacdo e as inimeras vantagens fazem do CLN um bom

transportador de IFA para ser aplicado por via oral, dérmica, ocular, nasal, entre outras. As
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limitacdes existentes nessas vias, impulsionam os pesquisadores a desenvolver careadores para
transportar diferentes moléculas. Atualmente, sdo comercializados varios produtos
farmacéuticos e cosméticos usando esses nanocarreadores, 0S quais mostram-se promissoras
para uso como dispositivo para tratar e curar diversas doengas (SALVI; PAWAR, 2019).

A figura 6 mostra alguns exemplos de aplicacGes nesses sistemas para diferentes vias

de administracdo de medicamentos.

Figura 6 — Composicéo, tipos e algumas vias de aplicacdo de CLNs para tratar diversas

situacdes clinicas
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Fonte: adaptada de Khosa, Reddi e Saha (2018).

A via oral € a mais comum para administracdo de medicamentos e mais aceita pelos
pacientes. Entretanto, processos bioquimicos e barreiras do trato gastrointestinal, por exemplo,
diminuem a biodisponibilidade de IFA pouco hidrossoltveis. Outros problemas enfrentados por
essa via sdo 0 metabolismo de primeira passagem, afinidade para transportadores da bomba de
efluxo de glicoproteinas-P, degradagdo quimica enzimatica, entre outros (GABA et al., 2015).

CLN sdo usados para prolongar a deposicdo e permanéncia do IFA nos olhos, esses
Orgdos possuem caracteristicas fisiologicas e anatdmicas que dificultam a administracdo de
medicamentos. As principais barreiras encontradas sao o epitélio corneano, a barreira sanguinea
ocular, o fluxo sanguineo conjuntival e a drenagem lacrimal (BAIG et al., 2020).

O tamanho manométrico e alta taxa de encapsulacdo possibilitaram o uso dos CLNs
para entrega de IFA no cérebro. Esse 6rgdo possui como limitagGes para receber tratamento
medicamentoso devido a barreira hematoencefalica e o efluxo de IFA do cérebro para a

circulacdo sanguinea. Dentre as vantagens, 0 CLN aumenta o tempo de retencdo IFA no sangue
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dos capilares cerebrais e induz um gradiente do IFA do sangue para os tecidos cerebrais
(TAPEINOS; BATTAGLINI; CIOFANI, 2017).

Em tratamentos por via pulmonar, a inalacdo direta contribui para acelerar o inicio da
acdo e acumular IFA no local. A dose do medicamento pode ser diminuida, o que reduz os
efeitos adversos e a grande area superficial desse 6rgdo e o epitélio alveolar auxiliam na
permeacdo do IFA. Os CLN por via pulmonar, diferente de outras formas farmacéuticas,
proporcionam aumento da biodisponibilidade, liberacdo controlada e sustentada,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, menor toxicidade e melhor estabilidade (PATIL;
DESHPANDE, 2018).

Na via parenteral, os CLN sdo adotados para transportar IFA pois mantém os niveis
séricos constantes, constituintes biocompativeis e biodegradaveis, liberacdo controlada e
possibilidade de producéo industrial em larga escala (AJORLOU; KHOSROUSHAMHI, 2017).

A pele, maior 6rgdo do corpo humano, apresenta limitagdes que dificultam o tratamento.
A dificuldade para vencer as barreiras desse 6rgdo, acabam diminuindo a eficacia de alguns
medicamentos comercializados, o que leva, muitas vezes, o paciente a abandonar os cuidados.
Por isso, pesquisadores procuram desenvolver CLN de via topica que facilitem a penetracéo e
permeacdo dos IFA, para fins medicamentosos e até mesmo estéticos (CZAJKOWSKA-
KOSNIK; SZEKALSKA; WINNICKA, 2019).

Outra aplicacdo promissora dos CLN é no tratamento de diversos tipos de cancer. Os
quimioterapicos apresentam limitagdes como, por exemplo, baixa solubilidade, especificidade
e estabilidade e alta toxicidade de tecidos saudaveis. Esse sistema é uma alternativa que pode
solucionar essas e outras limitagcdes. No CM, os transportadores nanoparticuladas sao utilizados
para entregar e otimizar o tratamento de varios quimioterapicos combinados ou isolados, entre
eles, a DOX (SELVAMUTHUKUMAR; VELMURUGAN, 2012).

SABZICHI e colaboradores, (2017) desenvolveram um CLN carregado com vitamina
D (Vit D) com objetivo de aumentar a eficacia da DOX no tratamento do CM. De acordo com
os resultados foi observado que, os carreadores contendo Vit D diminuiram o percentual de
proliferacdo celular de 7,2% para 5,1%. Por outro lado, o co-tratamento (VitD e DOX) causou
um aumento de duas vezes na porcentagem de apoptose.

Os CLN carregados com DOX e cisplatina (CDDP) (D-C-CLNs), mostraram-se
satisfatdrios para uso no tratamento combinado de CM. In vitro, através do ensaio de MTT, foi
observado maior grau de citotoxicidade e sinergia dos dois IFA em células tumorais MCF-7 e
MCF-7/ADR. Os D-C-CLNs foram mais eficazes em comparacao a solucao livre (SL) (p<0,05)
de DOX (353,6 IM) e CDDP (92,7 IM). O teste in vivo mostrou aumento da atividade
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antitumoral. Os CLNs apresentaram tamanhos na faixa de 100 e 110 nm, melhorando a entrega
in vivo e 0 aumento da biodisponibilidade dos IFA. PZ foi positivo, importante para a eficiéncia
da endocitose celular pelo mecanismo da interacdo eletrostatica entre 0s CLNSs e a superficie da
célula tumoral (carga negativa), promovendo a penetracao celular e internalizacdo. A EE foi de
85 a 90%, comprovando que a técnica de emulsdo-evaporacdo e solidificacdo a baixa
temperatura foi adequada para o carregamento de DOX nos CLNs (Dl et al., 2016).

Visando melhorar as propriedades dos carreadores e, consequentemente a acdo dos

ativos, os CLN podem ser modificados, por exemplo, através da técnica de funcionalizacao.

2.3.2 Carreadores lipidicos nanoestruturados funcionalizados

A técnica de funcionalizagdo baseia-se em inserir na composi¢cdo do CLN algum
excipiente que tenha a funcdo de orientar o carreador para o alvo desejado e potencializar a sua
atividade. Essa alteracdo estrutural consiste em melhorar a especificidade e a eficacia para
auxiliar no aumento da distribuicéo celular local do IFA e, consequentemente, 0s otimizar 0s
efeitos terapéuticos. Para atingir o objetivo, proteinas, peptideos, minerais, polimeros naturais,
moléculas de origem vegetal sdo os mais utilizados (HUANG et al., 2018; LIU;
LAMMERHOFER, 2019; RAMESHKUMAR; RAMARAJ, 2013; SINGH et al., 2018)

Essas estruturas modificadas vém sendo estudadas em diferentes situacdes clinicas
como, por exemplo, na medicina regenerativa, na entrega de quimioterapicos para tratamento
de cancer, no tratamento da doenca de Alzheimer, etc (CARNEIRO et al., 2019; PERAN et al.,
2012; YOU et al., 2021).

Por exemplo, para evitar a adsorcdo de proteinas, a superficie do CLN pode ser
funcionalizada com moléculas que o deixem mais hidrofilico. Como também, pode-se melhorar
a entrega do IFA no alvo e aumentar a especificidade. (MORAES et al., 2021).

O FRa, subexpresso nos tecidos com CM, possui uma alta afinidade pelo &cido folico,
que é internalizado por endocitose mediada por esse tipo de receptor. Portanto, CLN podem ser
funcionalizados com adicdo de acido folico, ligante que promove o direcionamento de sistemas
transportadores que possuem dificuldade de entrar nos tumores (UCAR et al., 2017).

Recentemente, os CLN catiénicos estdo ganhando destaque. Sdo desenvolvidos com
excipiente catidnico que modifica a superficie do carreador, deixando-a com carga positiva.
Esse detalhe melhora o desempenho do sistema em diversas situagdes, pois facilita sua interacao
com as células e tecidos carregados negativamente com proteinas relacionadas a apoptose

(Caspase-3, Caspase-9, BAX e Bcl-2). Desse modo, ocorre aumento no tempo de permanéncia
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do IFA no local e, como também, facilita a entrada dos nanocarreadores nas células por meio
do processo de endocitose (BAIG et al., 2020).

Diante desse contexto, esse trabalho buscou desenvolver, caracterizar e avaliar o
potencial de CLN funcionalizados com &cido félico para veiculacdo de DOX no tratamento do

cancer de mama.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados funcionalizados com acido folico

contendo doxorrubicina e avaliar a atividade in vitro contra células da linhagem MCF-7.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos a serem alcancados por este trabalho sdo:

sintetizar a funcionalizago do polimero Pluronic P127® com o &cido félico;
desenvolver um carreador lipidico nanoestruturado utilizando o polimero
funcionalizado;

incorporar o farmaco no carreador lipidico nanoestruturado;

avaliar as caracteristicas fisico-quimicas da formulacéo;

determinar o perfil de liberag&o in vitro da formulacéo;

avaliar a citotoxicidade da formulagdo em ensaio MTT com células cancerigenas MCF-
7.
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4 METODOLOGIA

A metodologia desse trabalho foi realizada em quatro etapas:

1° Etapa 2° Etapa

» Funcionalizag¢do do polimero sintético

. . : » Caracterizagdo fisico-quimica dos CLN
pluronic P127%® com éacido folico ARG SR ISR O .

Diametro hidrodinamico médio, Potencial
zeta, Indice de polidispersao, Microscopia
eletronica de varredura de alta resolucao,
Linearidade e Eficiéncia de encapsulagao

» Espectrometria de infravermelho

» Preparacdo dos carreadores lipidicos

nanoestruturados
3° Etapa 4° Etapa
» Estudo de liberagdo in vitro » Ensaio de citotoxicidade

4.1 Funcionalizac&o do polimero sintético pluronic P127® com é&cido folico

A funcionalizacio do polimero sintético pluronic F127® (PF-127) com acido félico (AF)
seguiu a metodologia desenvolvida por Lin et al. (2009). Inicialmente, 87,58 mg de AF e 35,32
g de 1,1°- carbonildiimidazol foram dissolvidos em 3 mL de dimetil-sufoxido (DMSO) e
adicionados a um baldo de fundo redondo de 25 mL. A reacdo permaneceu ao abrigo da luz,
sob agitacdo e atmosfera inerte de N2 por 24 horas. Apos este periodo, foram adicionados a
reacdo 0,62 g de PF-127, diluido em 1 mL de DMSO. A reagdo foi mantida ao abrigo da luz,
sob atmosfera de N e agitacdo por 24 horas. O produto foi entdo submetido a dialise com agua
deionizada por 3 dias, utilizando membrana de acetato de celulose (Fisher, MWCO 3500). O
PF-127 funcionalizado (PF127-AF) foi recuperado por liofilizacdo e utilizado no

desenvolvimento dos CLN.

4.2 Espectrometria de infravermelho

Para as analises de espectrometria de infravermelho foi utilizado o espectrémetro Bruker

Vertex 70ATR, com resolucéo de 4 cm™, tempo de escaneamento de 64 segundos, de 4000 a
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400 cm™. As amostras PF-127, AF e PF-127-AF foram diluidas com brometo de potassio (KBr)

e preparadas na forma de pastilha (148 mg de KBr e 2 mg de amostra).

4.3 Preparacao dos carreadores lipidicos nanoestruturados

A preparacdo dos CLNs foi realizada a partir da mistura de uma fase aquosa composta
por 3,5% de PF-127-AF, 0,50% de brometo de cetriménio (BC) e &gua ultra purificada; e de
uma fase oleosa constituida por 2,00% de estearato de polioxietileno 40 (EP), 2,00% de
triglicérides do acido céprico/caprilico (TGACC), e 0,9% de 6leo de ricino hidrogenado e
etoxilado 40 (OE) (SATO et al., 2017).

A Tabela 3 representa a identificacdo e composi¢do dos CLNs funcionalizados ou ndo

com AF, conforme componentes e concentracGes que serdo utilizadas em suas obtencdes.

Tabela 3 — Identificagdo, composi¢éo e concentracdo dos diferentes CLNs obtidos.

Identificacdo dos CLNs  PF127-AF PF127 BC
CLN+ e 3,5 0,50
CLN+AF 35 - 0,50
CLN+DOX - 35 0,50
CLN+AF+DOX 3,5 0,50
CLN- e - —
CLN-AF 35 e e
CLN-DOX - 35 e
CLN-AF-DOX Y- T —

Fonte: dados da pesquisa.

Ambos CLNs possuiam na formulacdo EP, TGACC, OE e agua (qsp). Os componentes
de cada fase foram pesados em béqueres separados. A fase aquosa foi aquecida a 70 °C e a fase
lipidica entre 5-10 °C (temperatura acima do ponto de fuséo do lipidio). A fase aquosa foi
vertida sobre a fase lipidica fundida em constante agitacdo, originando uma pré-emulsdo. A
dispersdo da pré-emulséo foi realizada por um desruptor de células ultrassdnica em 5 ciclos de
60 segundos com intervalos de 30 segundos cada, a uma amplitude de 35%. Os sistemas foram
acondicionados em frascos ambares e mantidos em geladeira (2 °C). A preparacdo dos CLN
acrescidos de DOX utilizou da mesma metodologia, de modo que a DOX foi dispersa na fase

aquosa na concentragdo de 500 pg/mL (920 puM). Foi utilizado o IFA cloridrato de
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doxorrubicina (Eurofarma®, Sdo Paulo, SP, lote 100321A), na forma farmacéutica pé

liofilizado para solucao injetavel, frasco ampola contendo 50 mg.

4.4 Caracterizagdo fisico-quimica dos CLNs

A caracterizacdo fisico-quimica foi determinada de acordo com 0s métodos:

4.4.1 Determinacgdo do diametro hidrodinamico médio, indice de polidispersdo e potencial

zeta

Para a caracterizacdo dos parametros de distribuicdo média de tamanho (d.nm) e indice
de polidisperséao (PDI) e de potencial zeta (PZ), foi utilizado o equipamento de disperséo de luz
Zetasizer Nano NS (Malvem Intruments Malvern, UK). A solucdo preparada de cada uma das
amostras CLN+, CLN+AF, CLN+DOX e CLN+DOX+AF foi diluida (1:100) com &gua ultra
purificada e vertidas em uma cubeta que foi acoplada no compartimento analisador (laser de
diodo a 780 nm, 3 mW nominal, 25 °C, angulo de espalhamento de 90°). Os CLN foram
analisados durante 1, 15, 30, 45, 60 e 90 dias de estocagem.

Os resultados foram tratados estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA), em
seguida, foram realizadas as comparacdes de amostras multiplas pelo método de Tukey. O nivel

de significancia adotado foi p < 0,05.

4.4.2 Microscopia eletrénica de varredura de alta resolugéo

As morfologias e as imagens das nanoparticulas foram analisadas por microscopia
eletronica de varredura de alta resolucdo (MEV-FEG) utilizando o microscopio JEOL JSM-
7500F. 10 pL de cada amostra CLN BRANCO, CLN+AF, CLN+DOX, e CLN+DOX+AF foi
disposta sobre o suporte metalico, e seco em um dessecador a temperatura ambiente por 2 dias.

Logo apos a secagem, o suporte foi revestido com o material condutor (carbono).
4.4.3 Linearidade
A linearidade foi alcancada a partir da construcdo de trés curvas analiticas

independentes, a partir da média foi obtida a curva analitica. De inicio, foi preparada uma

solucdo estoque 100 pg/mL, diluida em &gua destilada, resultando em solugfes nas seguintes
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concentrag0es 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 pg/mL. As medidas foram realizadas em triplicata. O
espectrofotdbmetro de absorcéo e fluorescéncia (Cary Eclipse®) foi utilizado para a analise, com
excitagdo (AEX) a 485 nm e emissdo(AEM) a 580 nm.

4.4.4 Determinacao de eficiéncia de encapsulacao

A formulacdo obtida foi centrifugada a 4000 rpm por 30 min. Posteriormente, o
sobrenadante foi filtrado, usando filtros Minisart® NML de 0,45 pm de acetato de celulose,
visando retirar qualquer quantidade de DOX precipitada. O teor de encapsulacdo foi
quantificado usando o espectrofotdometro de fluorescéncia Cary Eclipse utilizando emissao
(AEM) a 580 nm com excitacdo (AEX) a 485 nm (largura da fenda de 10 nm). A concentragéo
de DOX foi calculada por meio de uma curva de calibracdo padrdo derivada para concentragdes

conhecidas de DOX tebrica.

4.5 Estudo de liberacéo in vitro

O método de dialise direta foi utilizado para estudos de liberagdo in vitro com DOX.
Aliquotas de 1 mL de CLN contendo DOX foram colocadas em SnakeSkin™ Dialysis Tubing
(corte de 3500, Thermo Scientific, Rockford, EUA) e dispersas em 50 mL de tampé&o fosfato
de pH 7,4, mantidas a 37 °C e agitadas com um agitador magnético a uma velocidade constante
de ~100 rpm. Em intervalos de tempo determinados 15, 30min, 1, 2, 3, 4, 6, 12 e 24h, amostras
de 700 uL foram retiradas e a mesma quantidade de meio fresco foi reposta. A DOX liberada
foi quantificada por emissdo de fluorescéncia (AEX = 485 nm; AEM = 580 nm). O perfil de
liberacdo in vitro foi obtido correlacionando tempo (h) versus liberacdo de farmaco (%). Para
comparagdo, a DOX pura foi testada. Para isso, a DOX na mesma concentracdo foi pesada e
colocada dentro da membrana de dialise e a analise foi realizada conforme mencionado
anteriormente (OSHIRO-JUNIOR et al., 2020).

4.6 Ensaio de citotoxicidade

A linhagem celular de cancer de mama MCF-7 foi cultivada em frascos com meio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) contendo alta glicose (4,5 g/L) e suplementado com
10% de soro fetal bovino e 1% da mistura penicilina-estreptomicina, incubada em CO, a 5% a

37 °C até a monocamada celular estar confluente (70%). As células foram entdo lavadas com
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10 mL de solugdo tampdo fosfato-salino (PBS) e tripsinizadas, adicionando 5 ml de ATV
(Association of Trypsin (0,2%) e Versene (0,02%)). 100 uL de suspensdo celular (5 x 10*
células/mL) foram semeados em placas de 96 pocos e ap0s 24 horas de incubacéo, o0 meio foi
descartado e as células foram tratadas com uma suspenséo de 100 pL de DOX, CLN+DOX,
CLN+AF+DOX, CLN-DOX e CLN-AF-DOX em trés concentragdes diferentes, 4,9 (0,5%),
9,2 (1%) e 46 uM (5%). CLN+, CLN-, CLN+AF e CLN-AF foram utilizados como controle
(OSHIRO-JUNIOR et al., 2020).

Apobs 24 horas, a atividade metabdlica celular foi avaliada usando um ensaio de MTT
(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazélio (Sigma, S&o Paulo, SP, Brasil). Assim, 0 meio
foi descartado e 10 puL de solugao de PBS contendo MTT (5 mg/mL) foram adicionados a cada
poco e incubados a 37 °C. Finalmente, 100 pL de DMSO foram adicionados em cada pogo e a
leitura espectrofotométrica da absorbancia no comprimento de onda dentro de um intervalo de
570-590 nm foi realizada no leitor de placas (FLUOstar Omega, BMG LABTECH).

Os resultados foram tratados estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) e as
comparagOes de amostras multiplas pelo método de Tukey. O nivel de significancia adotado foi
p <0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Espectrometria de infravermelho

Inicialmente houve a realizacdo da sintese da molécula (PF127-AF), esta sendo derivada
das moléculas de &cido félico (AF) e do polimero Pluronic® F127 (PF127).

Para garantir que as reacdes quimicas entre as moléculas de AF e PF127 ocorreram, a
técnica de FTIR foi realizada. A figura 7 apresenta os espectros contendo as bandas de absorcao
do AF, PF127 e da PF127-AF.

Figura 7 — Espectros de FTIR do Acido félico (AF), Pluronic F127 (PF-127) e da mistura de
acido folico e Pluronic® F127 (PF127-AF).
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AF puro apresentou bandas caracteristicas em 1620 cm™ referentes ao grupo C=0,
aquelas entre 3100 e 2900 cm™ sdo correspondentes as bandas de alongamento de hidroxila
(OH) quelato da porcdo de acido glutamico e do grupo NH- do anel de pteridinico associado
em amidas e CHs alifatico, respectivamente. O pico de vibracdo de estiramento do CO aparece
em 1696 cm?, enquanto a banda em 1607 cm™ se relaciona com o0 modo de flex&o da vibragéo

NH-. As bandas entre 1513 e 1485 cm™ séo atribuidas & banda de absor¢do caracteristica do
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anel de fenila e pteridinico, respectivamente. N&o ha absorcéo entre 2600 e 2000 cm™. Quando
0 AF coexiste com o antraceno, pequenos desvios na posicdo do pico em relagdo AF puro
ocorrem em 3411, 1507 e 1487 cm™.

As bandas que representam o espectro de PF-127 é caracterizado por picos de absor¢éo
principais em 2884 cm™ (C-H, trecho, alifatico), 1342 cm™ (no plano O-H) e 1111 cm™ (trecho
C-0).

O espectro do PF127—-AF resultou em um pico caracteristico do grupamento éster em
1703 cm, que indica a interagdo entre os dois componentes ocorreu por reagio de condensagéo
conforme descrito na literatura (LI et al., 2015).

Todos os pontos da molécula do polimero foram mantidos.

5.2 Preparacao dos carreadores lipidicos nanoestruturados

Apos o estagio de sintese da nova molécula PF127-AF, os carreadores foram preparados
utilizando metodologia que possibilita a transferéncia de tecnologia para fabricagdo industrial
em grande escala.

A figura 8 revela as caracteristicas visuais do CLN+, CLN+DOX, CLN+AF,
CLN+AF+DOX.

Figura 8 — Imagem macroscépica do CLN+, CLN+DOX, CLN+AF, CLN+AF+DOX.

CLN+DOX CLN+AF+DOX

Fonte: dados da pesquisa.
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Macroscopicamente, os CLNs obtidos apresentara-se homogéneos, com aspecto leitoso
e de coloracdo variada de acordo com a presenca ou auséncia de IFA. Estas caracteristicas
podem ser visualizadas na Figura 8.

O CLN+ apresentou uma coloracdo branca/opaca devido a auséncia de insumo
farmacéutico com cor. O CLN+DOX apresentou uma coloragdo rosada, devido a coloracéo
avermelhada do IFA. A presenca do AF, po cristalino, hidrofilico, laranja amarelado, inodoro
conferiu uma coloracdo amarelada do sistema CLN (BANSAL et al., 2018). Enquanto, no CLN
contendo DOX e AF a coloracdo visualizada foi alaranjada em virtude da mistura de AF
(amarelo) e DOX (avermelhado). Contudo, todos os sistemas sdo homogéneos e, ndo possuem
indicativos de processos de instabilidade como floculagdo, cremacgdo ou coalescéncia. Odor
caracteristico. Todas essas caracteristicas ndo sofreram alteracdes durante todo o tempo de
armazenamento 180 dias.

Visando analisar a influéncia da auséncia de brometo de cetriménio na formulagéo, novos
carreadores foram desenvolvidos e nomeados de CLN-, CLN-AF, CLN-AF-DOX e CLN-DOX.
Estes CLNs- apresentaram caracteristicas macroscopicas descritas para os CLNs+ (homogéneo,
aspecto leitoso, coloracdo caracteristica de acordo com auséncia e presenca de IFA, auséncia

de precipitado).

5.3 Caracterizacao fisico-quimica dos CLNs

5.3.1 Determinacdo do didametro hidrodindmico médio, indice de polidisperséo e potencial

zeta

Através da técnica de DLS foi observado tamanho medio das particulas, assim como o
seu PDIl e PZ.
A Figura 9 demonstra os resultados de diametro médio (d.nm), PZ e PDI para todos 0s

CLNs desenvolvidos, durante 90 dias de estocagem.
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Figura 9 — Resultados do diametro médio (barra cinza), do indice de polidispersdo (linha
continua com ponto) e do potencial zeta (barra vermelha) dos CLN+, CLN+DOX, CLN+AF, e

CLN+AF+DOX, determinados durante 90 dias de estocagem.
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De acordo com a figura 9 observa-se que, pelo periodo de 90 dias, os CLN apresentaram
pequenas variagdes em relacdo ao didmetro médio. Os resultados do dia 1 e do dia 90 foram:
CLN+: 135 e 152 nm; CLN+DOX: 127 e 150 nm; CLN+AF: 130 e 144 nm; CLN+AF+DOX:

160 e 151 nm, respectivamente, apresentando diferenca estatistica. Contudo, os valores revelam

estabilidade fisica e faixa de tamanho esperado para a nanoparticula desenvolvida (BAHARI;

HAMISHEHKAR, 2016), e propicio para administragdo endovenosa, onde sistemas entre 50 e

400 nm possuem capacidade de permeabilidade e retencdo (EPR) aumentada no tecido tumoral,

devido ao aumento das fenestracdes capilares no local da doenca (100-400 nm) (KANG et al.,

2020), além de favorecer ao escape do sistema imune, nanoparticulas contendo uma faixa de

tamanho menor que 200 nm sdo furtivas ao reconhecimento de macréfagos, prolongando a

PdI

PdI
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permanéncia no meio intravascular (DANAEI et al., 2018). O baixo desvio de padréo, indica
que os CLN séo reprodutiveis.

Para os valores de PDI, a figura 9 demonstra que para CLN+, CLN+DOX, CLN+AF, e
CLN+AF+DOX estes valores permaneceram menores ou iguais a 0,2, indicando baixa
polidispersdo dos CLN.

A analise de PZ representa a estabilidade fisica dos sistemas alterada de acordo com a
repulsdo eletrostatica das cargas das particulas presentes na formulacdo. De acordo com a figura
9, os valores de PZ do dia 1 e do dia 90 foram: CLN+: 20,8 e 17,8 mV; CLN+DOX: 20,8 e 18,2
mV; CLN+AF: 22 e 13,5 mV; CLN+AF+DOX: 21 e 13,2 mV, respectivamente. O responsavel
por essa caracteristica é o brometo de cetrim6nio, o tensoativo aménio quaternario catiénico
utilizado para a obtencdo dos CLN.

A figura 10 demonstra os resultados de diametro médio (d.nm), PDI e PZ para todos 0s

CLNs- desenvolvidos, durante 90 dias de estocagem.
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Figura 10 — Resultados do diametro médio (barra cinza), do indice de polidispersdo (linha
continua com ponto) e do potencial zeta (barra vermelha) dos CLN-, CLN-DOX, CLN-AF, e
CLN-AF-DOX, determinados durante 90 dias de estocagem.
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Fonte: dados da pesquisa.

De acordo com a figura 10, os resultados de diametro médio do dia 1 e do dia 90 foram:
CLN-: 162 e 159 nm; CLN-DOX: 148 e 153 nm; CLN-AF: 152 e 166 nm; CLN-AF-DOX: 124
a 129 nm, respectivamente, ndo apresentando diferenca estatistica. Desse modo, permanecendo
em uma faixa de tamanho desejado, apresentando pouca varia¢do quando comparado a faixa de
tamanho apresentado pelos CLN+ contendo a DOX.

Os valores de PDI permaneceram menores ou iguais a 0,2, indicando particulas com
baixa polidispersividade na dispersdo dos CLN. As analises de PZ apresentaram uma
discrepante modificacdo, os valores do dia 1 e do dia 90 foram: CLN-: -15,3 e -12,2 mV; CLN-
DOX: -15,2 e -18,5 mV; CLN-AF: -17 e -16,4 mV,; CLN-AF-DOX: -154 e -154 mV,

respectivamente. O responsavel por essa caracteristica é a auséncia do brometo de cetriménio,

0,00

Pdi

PdI
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um composto amonio quaternario, que é uma pequena molécula conhecida como cétion
lipofilico deslocalizado. Além disso, Pluronic F127® pertence a classe dos polimeros néo-
ibnicos, possuindo grupamentos hidroxilas (-OH), os quais justificam os valores de PZ
(HUANG, 2009).

5.3.2 Microscopia eletronica de varredura de alta resolucéo

Atécnica de microscopia eletronica de varredura nos permite observar o tamanho medio
das particulas da formulacéao, assim como a sua morfologia.

A Figura 11 apresenta as fotomicrografias de CLN+ (A), ALN+AF (B) e
CLN+AF+DOX (C) verificados por MEV-FEG. Aumento 50,000x.

Figura 11 — Fotomicrografias de CLN (A), CLN+AF (B) e CLN+AF+DOX (C) verificados por
MEV-FEG. Aumento 50,000 x.

100 nm

Fonte: dados da pesquisa

Na figura 11, é possivel observar que a presenca do componente AF ndo resultou em
uma diferenca significativa de tamanho quando comparamos com as imagens e dimensdes do
CLN (A), corroborando com os resultados ja encontrados pela técnica de DLS. Entretanto, a
presenca do DOX, nesse estudo, mostrou algumas alteragdes estruturais. Também é possivel
observar uma morfologia esférica e com auséncia de aglomerados. Possivelmente estas
caracteristicas foram atribuidas as cargas devido a utilizacdo do tensoativo catiénicas BC, que
favoreceram a repulsdo eletrostatica entre as particulas e assim, evitaram a formacdo de

aglomerados.
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5.3.3 Curva Analitica e Determinacéo de eficiéncia de encapsulacao (EE)

A curva analitica foi desenvolvida para a quantificacdo da eficiéncia de encapsulacéo e
liberagdo da DOX.

A figura 12 apresenta os dados da curva analitica da DOX utilizando concentragdo entre
0,05 até 0,5 pg/mL.

Figura 12 — Curva analitica da DOX utilizando concentracdo entre 0,05 até 0,5 pg/mL.
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Fonte: dados da pesquisa

A equacéo da reta gerada foi Y = 297,04x + 15,588 e o coeficiente de correlagéo (R)
obtido foi de 0,996 sendo, de acordo com a RDC N° 166, considerada linear e adequada para a
quantificacdo das concentracdes desconhecidas de DOX (BRASIL, 2017).

Os dados da curva analitica foram submetidos a andlise de variancia (falta de ajuste e
significancia da regressdo) utilizando o teste F de Snedecor 5% com valor de p < 0,05 para
avaliacdo do ajuste do modelo. Os resultados revelaram que neste modelo ndo houve falta de
ajuste (falta de ajuste obtida = 17,31 < Ftabelado 19,43) e apresentou significancia da regressao
(significancia da regressdo 2815,90 > Ftabelado 245), validando o modelo dado pela equacéo
da reta.

A figura 13 representa o grafico de residuo em relacdo ao cloridrato de doxorrubicina

em pg/mL.



47

Figura 13 — Grafico de residuo em relagdo ao cloridrato de doxorrubicina em diferentes

concentracdes (pg/mL).
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Fonte: dados da pesquisa.

O grafico de residuos (figura 13) possibilitou verificar o comportamento das variancias
dos dados na curva analitica em relacdo ao aumento da concentragdo, sendo este
homocedasticos, com distribuicdo aleatdrias, apresentando estrutura sistematica (PIMENTEL,
NETO, 1996). Ademais, o Limite de deteccdo e o limite de quantificacdo foi determinado
utilizando os pardmetros da curva analitica, sendo 0,0011 e 0,0033, respectivamente.

Sendo assim, os CLN+ e CLN- foram analisados apds o processo de centrifugacao e
filtracdo, obtendo os resultados que revelaram que a EE da DOX no CLN+DOX,
CNL+AF+DOX foi 79 £ 2,37%. Enquanto, a EE para a DOX no CLN-DOX, CLN-AF-DOX
alcancou um total de 102 + 2,94%, este fato deve ser possivelmente pela presenca do segundo
polimero (brometo de centrimdnio ([C1sH33)N(CH3)3]Br) que, associado ao PF127-AF estdo
no “shell/casca” do CLN+, e possivelmente, estejam aprisionando uma porcentagem das
moléculas do cloridrato de doxorrubicina (altamente polar (C27H30CINO11), impedindo de
maneira estérica e eletrostatica que os fotons de excitacdo em 485 nm interajam com 0s grupos
cromdforos da DOX e emitam na intensidade de 580 nm, diminuindo assim a intensidade e
consequentemente os valores de DOX detectados.

Desta forma, devido as caracteristicas da DOX e do sistema, além dos procedimentos
metodoldgicos terem sido realizados em triplicada e conferidos, hipotetizamos que 100% da

DOX esté presente na formulagdo CLN+, conforme verifica no CLN-, ainda que apenas ~80%
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foi detectado. Outro ponto de sustentacdo desta teoria €, a solubilidade do cloridrato de
doxorrubicina em meio aquoso ¢ 10 mg/mL e no CLN temos 500 pg/mL ou 0,5 mg/mL,
concentracdo inferior a saturagdo no meio aquoso.

Os resultados das caracteristicas organoléticas (aspectos visuais), onde ndo foi
observado a presenca de precipitados, alteracdo de cor, ou separacdo de fases apOs a
centrifugacdo corrobora com essa hipdtese, descartando a possibilidade de alteracdo da
molécula.

O modelo apresentado na figura 14 ilustra a distribuicdo espacial da DOX nos CLN- e
CLN+.

Figura 14- Distribuicdo espacial da DOX nos CLN- e CLN+.
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Na literatura, diferentes estudos, apresentam valores de EE em nanoparticulas,
lipossomas, nanodiscos, nanogéis e micelas € de 79%, 82%, 85%, 95%, 86%, respectivamente
(DARGE et al., 2021; JIANG et al., 2020; MOHAMMADI; ARABI; ALIBOLANDI, 2020;
TANG et al., 2018; THELU et al., 2018; YANG, 2020).

5.4 Estudo de liberacéo in vitro
Para o ensaio de liberacéo in vitro a DOX comercial foi utilizada como grupo controle,

com o intuito de comparacao entre os resultados obtidos em relacgdo a liberagdo da mesma no
CLN.
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A figura 15 representa os resultados obtidos através do estudo de liberagdo in vitro da
DOX e dos CLN+DOX e CLN-DOX.

Figura 15 — Ensaio de liberacdo in vitro da DOX e dos CLN+DOX e CLN-DOX.
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Fonte: dados da pesquisa.

Por meio da figura 15, os resultados que assim como a DOX livre, os CLN+DOX e
CLN-DOX sofreram um efeito de explosdo inicial, apresentando cerca de 80% da liberacdo nas
primeiras cinco horas e fincando proximo aos 95% apo6s atingirem as 10 horas, se mantendo
estaveis. Nao ouve diferenca significativa entre os carreadores. A DOX livre apresentou 100%
da liberacdo apds 30 minutos, demonstrando que em relacdo a formulagdo convencional
comercial, foi observado uma melhora na farmacocinética, prolongado a liberacdo da DOX.

Este perfil de liberacdo pode ser explicado pelo carater hidrofilico da DOX, ou seja,
uma grande concentracdo esta dispersa molecularmente na fase aquosa, e uma por¢ao menor
esta presente na interfase lipidio/shell polimérico e shell polimérico/fase aquosa. Fato este que,
correlacionado com os resultados de EE, poderiam sugerir que 20% estdo nessas interfases,
ligados por forcas atrativas como eletrostaticas e ligacdo de hidrogénio e ou aprisionados por
impedimento estérico que prolonga a difusdo da DOX para o meio de liberacao.

Devido aos resultados entre CLN- e CLN+ possuirem a mesma taxa de liberagdo em
funcdo tempo, podemos induzir que, o possivel maior impedimento estérico no CLN+ (2

polimeros) ndo influenciou de forma significativa na liberacao.
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5.5 Ensaio de citotoxicidade

A tabela 4 apresenta a viabilidade celular testada em modelo MCF-7 para diferentes
concentra¢es de CLNs+, CLNs- e DOX controle positivo, assim como o resultado do teste

estatistico. O estudo foi realizado em triplicata

Tabela 4 — Tabela quantitativa da média da viabilidade celular testada em modelo MCF-7 e as
comparacdes de amostras multiplas pelo método de Tukey para as diferentes concentracdes de
CLN+, CLN+DOX, CLN+AF, CLN+AF+DOX, CLN-, CLN-DOX, CLN-AF, CLN-AF-DOX

e DOX controle positivo.

Material Média dos 3N Teste estatistico

(Concentragdo em micro  Viabilidade celular (%)

molar-DOX)
CLN+ 10,54 £ 0,47 a
CLN+AF 11,21 £ 0,77 a
CLN+DOX 4.6 15,33 £ 0,69 a
CLN+DOX 9.2 12,84 + 0,68 a
CLN+DOX 46 11,09 £ 0,93 a
CLN+AF+DOX 4.6 13,05 + 0,87 a
CLN+AF+D0OX 9.2 10,05 £ 0,54 a
CLN+AF+DOX 46 10,45 £ 0,69 a
CLN- 70,84 £ 0,48 b
CLN/AF - 73,01 £5,38 b
CLN-DOX 4.6 55,04 + 5,40 b
CLN-DOX 9.2 36,81 + 3,40 d
CLN-DOX 46 13,10 £ 0,54 a
CLN-AF-DOX 4.6 49,79 + 0,87 C
CLN-AF-DOX 9.2 51,01 £ 5,57 c
CLN-AF-DOX 46 19,28 £ 0,49 a
DOX 46 Controle 46,07 £1,01 c,d
DMEM controle 96,36 + 4,23 e

*Letras iguais indicam médias sem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Fonte: dados da pesquisa.
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Os Resultados para o CLN- e CLN-AF revelaram viabilidade celular de 70,84 £ 0.48 e
73.01 + 5.38, respectivamente, ndo apresentando diferenca estatistica. Além disso, houve uma
reducdo da viabilidade celular com a incorporacdo da DOX. Sendo que, uma tendéncia de morte
celular em funcéo da concentragéo foi observada de forma estatisticamente significante para os
CLN-DOX. As concentra¢des do CLN-DOX nas proporgdes 4,6 e 9,2 M, ndo resultaram em
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle DOX 46 uM (46,07 £+ 1,01%). Contudo,
guando na mesma concentracdo do grupo controle, os resultados revelaram de forma
significativa menor viabilidade celular, atingindo 13,1 + 0,54.

Para os CLN-AF, os resultados revelaram que nas concentra¢des de DOX 4,6 € 9,2 uM,
estes ndo apresentam diferenca significativa entre eles e com o controle DOX 46 uM. Contudo,
guando a DOX incorporado no CLN-AF na concentracdo de 46 UM, os resultados demonstram
que existe uma reducdo significativa em relagcdo ao controle e estaticamente igual ao grupo dos
CLN sem AF. Desta forma, podemos concluir que neste modelo o desenvolvimento dos CLN
com a molécula PF127-AF ndo altera a viabilidade celular.

Os resultados de melhor atividade dos CLN-DOX e CLN-AF-DOX em relacdo ao DOX
controle pode ser explicado pelas limitacbes do ponto de vista quimico/biolégico para ser
transportada para o meio intracelular da célula (tamanho, carater hidrofilico e carga superficial)
e atingir o DNA no nucleo celular, assim as ligacGes e inativacdo da Topoisomerase | e Il
(principalmente mecanismo de acdo) podem estar diminuidos neste caso, diferentemente da
DOX encapsulada no CLN- ou CLN-AF. Os CLN por apresentarem um nucleo lipidico e um
polimero anfifilico em sua superficie possui uma entrada celular (uptake) aumentada, fato
comprovado em diferentes estudos na literatura por citometria de fluxo (ZHAO et al., 2013),
como consequéncia, maior concentragdo da DOX esta no meio intracelular, ocasionando maior
citotoxicidade celular, como observado nos resultados.

Os CLN+ e CLN+AF independente da incorporacdo de DOX ou ndo, apresentaram
viabilidade celular estatisticamente iguais, variando de 10,05 + 0,54 e 15,33 + 0,69, revelando
que o brometo de cetrimbnio (excipiente comum e diferente dos CLN-) influenciou na
viabilidade celular, resultando em uma alta toxicidade para as células testadas (MCF-7). O
estudo conduzido por Ito e colaboradores (2009) corrobora com esses dados. No estudo dos
autores, ficou demonstrado que em concentragdes acima de 100 UM o brometo é toxico para
células cancerigenas. O mecanismo de acdo é baseado no aumento do célcio citosoélico, que
provoca danos nos canais da membrana plasmatica do reticulo endoplasmatico ou Ca? como

também, despolariza o potencial da membrana mitocondrial (marcador de células apoptoticas).
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Sabendo disso, a alta toxicidade dos CLN+ se justifica devido a concentracdo de
brometo cetrimdnio adicionado (1150 uM), sendo que pelos resultados, ndo podemos apontar
sinergismo ou melhora da atividade da DOX. Outro ponto importante €, o brometo de
centriménio em sua formulacdo, um amonio quaternario conhecido por possuir propriedades
quimiossensibilizantes capaz de burlar a resisténcia a multiplas drogas. As cargas superficiais
positivas, aumentam a penetragdo em barreiras hidrofébicas do plasma e das membranas
mitocondriais. Por sua vez, em resposta ao potencial transmembrana negativo, ocorre
acumulacdo na mitocondria e, consequentemente, a mitocondriotoxicidade (ITO et al., 2009;
TANG et al., 2020; WU et al., 2019). Todas as formulac¢des desenvolvidas com o brometo
revelaram atividade citotdxica aumentada em 10 vezes quando comparada ao grupo controle.

Entretanto, € interessante adotar os sistemas com AF, pois seu potencial de vetorizacdo
auxilia na resposta terapéutica. Apesar da carga positiva poder ser um potencial de vetorizacéo,
todavia, deve-se ter cautela na concentracdo de brometo de cetrimdnio pois, em altas
concentracOes, pode lesar tecidos saudaveis. Em concentracdes menores de brometo que as
adotas nesse estudo, a sobreposicdo de carga positiva em relacdo as negativas ndo foram
possiveis, por esse fato estd concentracdo foi estabelecida.

Segundo o Handbook de Excipientes Farmacéuticos (2009), este excipiente possui dose
letal DL50 410 mg/kg, testado em modelo animal. Ademais, é utilizado na industria
farmacéutica e cosmética como excipiente antimicrobiano conservate, em diferentes
formulacdes tais como em diferentes formulagdes tais como pomada dermatoldgica para
queimaduras, colirios, spray antisseptico, xampus para dermatite seborreica, cremes, entre
outros. desta forma, é seguro para administracdo. O database de excipientes do FDA demonstra
que existem formulacGes para administragdes por outras vias, incluindo a intramuscular, oral e

endovenosa.
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6. CONCLUSAO

Com o presente trabalho foi possivel determinar que a sintese da molécula PF127-AF
foi realizada com eficiéncia e a partir disto, o desenvolvimento de carreadores lipidicos
nanoestruturado catidnicos e anidnicos, apresentando tamanho médio, PZ e caracteristicas
visualmente satisfatorias. O ensaio de liberagdo mostrou que, quando encapsulado nos CLN o
efeito foi prolongado em relacdo a sua forma convencional. Contudo, os resultados de
citotoxicidade celular, revelaram que, os carreadores catidnicos precisam ser reformulados
devido a alta concentragdo de brometo, mas os carreadores aniénicos sem DOX ndao
apresentaram efeito citotéxico e quando adicionado a DOX revelam citotoxicidade para a
linhagem de células de cancer de mama MCF-7 melhores que os resultados da DOX comercial.

Portanto, os resultados obtidos permitem concluir que o CLN+ precisa de modificacao
na escolha do tensoativo catidnico e os resultados do CLN- possuem caracteristicas que 0s

apontam como potenciais candidatos ao estudos futuros in vivo.
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7. OUTRAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO PERIODO

Durante o periodo de desenvolvimento deste trabalho, dois artigos cientificos foram
publicados e relacionados ao tema:

1- Artigo publicado no periddico Current Pharmaceutical Design (Qualis A3 e fator de
impacto 2,430) “Physicochemical characterization of bioactive compounds in nanocarriers”,
dos autores Rafaella Moreno Barros, Maisa Soares Oliveira, Kammila Martins Nicolau,
Mariana Rillo Sato, Karen Loraine Macena Santos, Bolivar Ponciano Goulart de Lima

Damasceno, Maria Tereza Cuberes e Jodo Augusto Oshiro Junior. Ano 2020.

2- Artigo publicado no periédico Photodiagnosis and Photodynamic Therapy (Qualis Al e
fator de impacto 2,894): “Prospective application of phthalocyanines in the photodynamic
therapy against microorganisms and tumor cells: a mini-review” dos autores: Karen Loraine
Macena Santos, Rafaella Moreno Barros, Diego Paulo da Silva Lima, Adenia Mirela Alves,
Mariana Rillo Sato, Ricardo Faccio, Bolivar Ponciano Goulart de Lima Damasceno e Jodo
Augusto Oshiro Junior. Ano 2020.
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