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RESUMO

Paclitaxel (PTX) ¢ um farmaco antitumoral, amplamente utilizado no tratamento de varios
tipos de cancer, como o de mama, ovdrio, cabec¢a e pescoco, entre outros. No entanto, a sua
baixa solubilidade aquosa (<1,0 pg/mL; log P = 3,96) ¢ uma limitacdo para seu uso por via
intravenosa. A formulacao utilizada em seu principal produto comercializado estd associada
ao uso de solvente organico e tensoativos que proporcionam alta toxicidade. A incorporagao
de PTX em nanocarreadores lipidicos foi considerada uma alternativa ndo tdxica interessante
para sua veiculagdo, mas a quantidade do firmaco ¢ baixa. Este estudo teve como objetivo
viabilizar a incorporacao de PTX aos carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) suficiente
para avaliar sua resposta bioldgica, por meio da citotoxicidade e por biodistribuigao,
utilizando imagens cintilograficas. Os CLN propostos foram preparados por homogeneizagao
a quente seguida de ultrassonicacdo. Apos a incorporagdo de PTX na concentracdo de
I mg/mL nos CLN, observou-se alta encapsulacao (0,9 £ 0,03 mg/mL) e as nanoparticulas
apresentaram tamanho médio de 220 nm com potencial zeta de aproximadamente -20 mV. As
andlises dos CLN-PTX por difracdo de raio-X e infravermelho revelaram auséncia dos picos e
bandas, respectivamente, caracteristicos do PTX, sugerindo que o firmaco esta integrado a
matriz lipidica do CLN. Elevada estabilidade de armazenamento, a 4°C e em meio de cultura
a 37°C, foi observada para a formulagdo analisada. O estudo de citotoxicidade na linhagem
celular de cancer de mama humano (MDA-MB-231) demonstrou atividade citotdoxica mais
pronunciada para CLN-PTX comparada ao PTX livre, e ndo foi encontrada citotoxicidade
significativa contra células de fibroblastos (L929). Adequada pureza radioquimica (>90%) foi
obtida nos testes de estabilidade de radiomarcacdao in vitro dos CLN-PTX em plasma e
solugdo salina. Além disso, o estudo in vivo demonstrou uma acentuada captacdo no figado e
no baco para as nanoparticulas e um acumulo significativo na regido tumoral para o CLN-
PTX comparado ao PTX-livre. Em conjunto, esses resultados demonstraram que o PTX foi
incorporado com sucesso nos CLN, com caracteristicas fisico-quimicas adequadas para a
administracdo intravenosa, sugerindo o seu uso como uma estratégia promissora no

tratamento do cancer de mama.

Palavras chave: Cancer de mama, MDA-MB-231, Liberacao controlada, Biodistribuicao.



ABSTRACT

Paclitaxel (PTX) is an antitumor drug, widely used in the treatment of various types of cancer,
such as breast, ovary, head, and neck. However, its low aqueous solubility (<1.0 pg/mL; log P
= 3.96) is a limitation for intravenous use. The formulation employed in its main marketed
product is associated with use of organic solvent and surfactants, which provide high toxicity.
The incorporation of PTX into lipid nanocarriers was considered an interesting nontoxic
alternative for their delivery, but the amount of the drug is low. The objective of this study
was to enable the incorporation of PTX into nanostructured lipid carriers (NLC) sufficient to
evaluate its biological response (cytotoxicity and biodistribution) using scintigraphic images.
The proposed NLC were prepared by hot homogenization followed by ultrasound. After the
incorporation of PTX at the concentration of 1 mg/mL in the NLC, high encapsulation (0.9 +
1.3 mg/mL) was observed and the nanoparticles had an average size of 220 nm with a zeta
potential of approximately -20 mV. The analysis of the NLC-PTX by X-ray and infrared
diffraction revealed absence of the peaks and bands, characteristic of PTX, respectively,
suggesting that the drug is integrated into the NLC lipid matrix. High storage stability at 4 °C
and in culture medium at 37 °C was observed for the analyzed formulation. The cytotoxicity
study in the human breast cancer cell line (MDA-MB-231) demonstrated more pronounced
cytotoxic activity for NLC-PTX compared to free PTX and no significant cytotoxicity was
found against fibroblast cells (L929). Adequate radiochemical purity (> 90%) was obtained in
in vitro radiolabeling stability tests of NLC-PTX in plasma and saline solution. In addition,
the in vivo study demonstrated a marked uptake in the liver and in the spleen for the
nanoparticles and a meaningful accumulation in the tumor region for NLC-PTX compared to
free PTX. Taken together, these results demonstrated that PTX was successfully incorporated
into NLC, with physicochemical characteristics suitable for intravenous administration,

suggesting its use as a promising strategy in the treatment of breast cancer.

Keywords: Breast cancer, MDA-MB-231, Controlled release, Biodistribution.
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1 INTRODUCAO

O paclitaxel (PTX) ¢ um farmaco derivado da casca do teixo do Pacifico, o Taxus
brevifolia, e atua ao promover a agregacao dos microtibulos a partir dos dimeros de tubulina.
Ele estabiliza os microtibulos prevenindo a despolimerizagdo e isso causa a inibicao da
reorganizacdo da rede de microtubulos, passo essencial para as funcdes celulares
(SURAPANENI et al., 2012; ZHANG et al.,, 2013). Embora seja utilizado no tratamento de
varios tipos de cancer, a baixa solubilidade do PTX em meio aquoso representa um empecilho

para a sua administragcdo intravenosa (BINDER, 2013). Sendo assim, a formulagdo utilizada

na clinica contém uma alta concentragéo de Cremophor® EL (6leo de ricino polietoxilado), um
tensoativo associado a significativa toxicidade, como reagdes de hipersensibilidade,
mielossupressdo e neuropatia periférica (GELDERBLOM et al, 2001; PICARD;
CASTELLS, 2014). Para superar essas limitacdes, novas formulagdes contendo PTX
incorporado em transportadores coloidais tém sido desenvolvidas e t€ém demonstrado relativa
reducao da toxicidade e manutencao da atividade antitumoral (BAEK et al,, 2012; VIDEIRA
et al., 2012; BARBOSA et al, 2015; MARCIAL et al, 2017). Assim, um produto foi

aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de cancer, o

Abraxane® (ZHANG et al, 2013). Embora algumas nanoparticulas lipidicas, como
nanoparticulas lipidicas so6lidas (NLS) e carreadores lipidios nanoestruturados (CLN),
também tenham sido estudados como estratégias para facilitar a administragdo intravenosa de
PTX (BAEK et al., 2012; VIDEIRA et al., 2013; MARCIAL et al., 2017), em todos eles a
quantidade de farmaco carreado ¢ muito baixa. Recentemente, nosso grupo de pesquisa
desenvolveu uma nova formula¢do de CLN contendo PTX para o tratamento do cancer de
mama (MARCIAL et al., 2017). Os resultados mostraram que o PTX foi incorporado com
sucesso aos CLN, apresentando adequadas caracteristicas fisico-quimicas e atividade
citotoxica consideravel. No entanto, a quantidade de farmaco presente no sistema ¢ baixa para
permitir a administragdo intravenosa em modelos experimentais in vivo. Portanto, o objetivo
deste estudo foi desenvolver CLN carreando concentragdes de PTX superiores aquelas
avaliadas previamente e avaliar o comportamento fisico-quimico e biologico mediante

realizacao de estudos in vitro e in vivo em modelos experimentais de tumor de mama.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer

O cancer ¢ uma doenga que possui mundialmente elevadas taxas de incidéncia e
mortalidade. Em 2015, foi a segunda principal causa de morte em todo o mundo, responsavel
por 8,8 milhdes de oObitos, sendo que aproximadamente 70% destes ocorreram em paises de
baixa e média renda (WHO, 2017). A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) estima que o
acometimento do cancer na populagdo corresponda a 20 milhdes de novos casos, por ano, até
2025 (STEWART; WILD, 2014). O cancer ¢ um termo genérico que engloba um grande
grupo de doengas, as quais possuem como caracteristica comum a proliferacdo ¢ a
diferenciagdo celular anormais, podendo invadir tecidos adjacentes ou espalhar-se para 6rgaos
distantes (INCA, 2016; WHO, 2017). Essas altera¢des sdo decorrentes da interagdo entre
fatores genéticos e agdes externas, representadas por agentes quimicos (fumaca do tabaco,
agrotoxicos), fisicos (radiacdes) e biologicos (infecgoes) (HANAHAN; WEINBERG, 2011;
IARC, 2017). Os processos de proliferacdo e diferenciacdo (especializacdo morfoldgica e
funcional) celular sdo cruciais para que a formacdo e recomposi¢cdo de tecidos que exercem
papéis especificos e vitais para os seres vivos. Esses dois processos sdo regulados por fatores
internos e externos, integrados entre si, que garantem o desenvolvimento em niveis
homeostaticos e, assim, o correto desenvolvimento dos sistemas (DEBERARDINIS et al,
2008). Desta forma, o ciclo celular envolve diversos mecanismos regulatorios complexos em
pontos estratégicos do processo, capaz de verificar a viabilidade de continuar ou bloquear a
divisdo celular.

O ciclo celular dos eucariotos pode ser dividido nas seguintes fases Gi, S, G2, M, Go.
Na fase Gi, a célula encontra-se em intensa sintese de RNA e proteinas, estando aumentada de
tamanho e se preparando para a duplicagdo do material genético em resposta aos fatores de
crescimento e sinais internos. A fase S ¢ a etapa em que ocorre a duplicagdo do DNA. A fase G2
precede a mitose, com alta atividade metabdlica. Na mitose (M) ocorre a divisao celular. Algumas
células permanecem na fase Go, em que ndo ha estimulos de crescimento ou proliferagdo, de
forma que quanto maior a permanéncia neste estdgio menor a ocorréncia de divisdo celular
(HUNT et al., 2011). A regulagdo do ciclo celular ocorre principalmente na transi¢do da fase
G1/S e Go/M, etapas em que sdo observadas pausas no processo para verificacdo e, caso
necessario, ativagao dos mecanismos de reparo do DNA. Defeitos nesse sistema de checagem

sdo as principais causas de instabilidade gendmica, configurando uma situagdo critica para o
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desenvolvimento de cancer (RIBATTI, 2016; SHERR; BARTEK, 2017). Como resultado de
uma divisdo celular descontrolada pode-se ocasionar tumores malignos. Tais tumores
possuem crescimento rapido, maior resisténcia a hipoxia, deslocamento consideravel devido a
menor adesividade entre as suas células e a capacidade de originar metastases, processo que ¢
responsavel por até 90% da mortalidade associada ao cancer (CHAFFER; WEINBERG,
2011).

Os tumores s6lidos malignos sdo considerados os de tratamento mais dificil. No inicio

do crescimento da massa tumoral, até o limite de volume tumoral de cerca de 2 mm?>, a

nutricdo do tumor ¢ baseada no mecanismo de difusdo. A partir desse limite, em consequéncia
do desenvolvimento acelerado e da necessidade imediata e aumentada de nutrientes e
oxigénio bem como da remog¢do de produtos metabdlicos gerados, € necessaria uma
neovascularizagao local, processo conhecido como angiogénese (TAYLOR et al., 2015).

No entanto, a angiogénese ¢ um processo irregular, ocasionando areas bem irrigadas e
outras com pouca ou nenhuma vascularizacdo. Os novos vasos s3o frequentemente dilatados e
contorcidos, sem padrdes definidos de ramificagdes, ou seja, ndo apresentam delimitacdes
como arteriolas, capilares e veias, mas sim compartilham caracteristicas de todas essas
estruturas (Figura 1). Além disso, os novos vasos apresentam endotélio vascular com
fenestragdes maiores (entre 200 a 800 nm) comparado ao endotélio vascular normal (entre 5 e
10 nm) (FANG et al., 2011; OSTERGAARD et al., 2013).

Aliado aos vasos sanguineos mal-formados, os tumores sélidos apresentam menos
vasos linfaticos funcionais do que os tecidos normais, dificultando sua fun¢do de drenagem.
Essas caracteristicas fisiopatologicas aliadas contribuem para o aumento da pressdo do liquido
intersticial dentro dos tumores. Este aumento dificulta a distribui¢do de nutrientes e comprime
os vasos sanguineos, de modo que o sangue ¢ desviado do centro do tumor em direcao a
periferia, deixando o leito vascular e acumulando no espaco intersticial da regido tumoral.
Como resultado, a alta permeabilidade permite que macromoléculas (e nanoparticulas) entrem
mais facilmente no espago intersticial e sejam retidos pela filtragdo linfatica comprometida
(TORCHILIN, 2011b; DAI et al., 2017). Essas caracteristicas sdo a base do efeito de
permeabilidade e retengdo aumentados (enhanced permeability and retention — EPR) e tem
sido utilizado como estratégia para o acimulo de farmacos na regido tumoral (TORCHILIN,

2011b; MAEDA, 2015).



Figura 1 - Representacio esquematica das fenestracdes em um vaso sanguineo acometido

com o tumor.
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Fonte: Adaptado de Dai et al., 2017

2.1.1 Céancer de mama

No Brasil, dentre os diversos tipos de cancer, os tumores de mama aparecem como o
segundo tipo mais incidente em pacientes do sexo feminino, representando 28,4% dos casos
(57.960 casos) em 2016. Com excec¢do dos tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama
¢ o mais incidente em mulheres, exceto na regido Norte, onde o cancer do colo do Utero ocupa
a primeira posi¢ao (INCA, 2016).

O cancer de mama ¢ um grupo heterogéneo de doencas que apresentam
comportamentos distintos. A sua diversidade pode ser observada por diferentes caracteristicas
morfoldgicas e moleculares, bem como variadas manifestagdes clinicas, diferentes respostas
terapéuticas e evolutivas (BARROS; LEITE, 2015). O aparecimento de nodulo na mama ¢ o
sintoma mais comum, geralmente indolor, duro e irregular. Entretanto, hd tumores que
apresentam consisténcia branda, sdo globosos e bem definidos. Além dos nodulos, outros
sinais podem ser observados, como edema cutidneo, em que a pele se assemelha a casca de
laranja, retragdo cutanea, dor, inversao do mamilo, hiperemia, descamagdo ou ulceragdo do
mamilo, linfonodos palpaveis na axila e secre¢ao papilar com aspecto transparente, rosado ou
avermelhado em func¢do da presenca ou ndo de sangue (INCA, 2017b).

Devido a alta heterogeneidade do cancer de mama e a fim de conhecer essas
diversidades bioldgicas das células, tem sido proposta uma classificacdo tumoral mais precisa,

baseada em perfis de expressdo génica, permitindo assim determinar tratamentos mais
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especificos para cada modalidade de carcinoma mamadrio. Perou et al. 2000 avaliaram a
expressdao 8.102 genes em 65 espécimes tumorais simultaneamente e identificaram padrdes
moleculares de carcinomas mamarios que englobam mais de 20 subtipos morfologicos

Os principais subtipos moleculares podem ser divididos entre aqueles que possuem
receptores hormonais (positivos) e aqueles que ndo apresentam estes receptores (negativos).
Para fins de diagnosticos, alguns marcadores imuno-histoquimicos sao utilizados para agrupa-
los, como a pesquisa de receptores de estrogénio (RE), receptores de progesterona (RP) e
receptor de fator de crescimento epidermal humano (HER2). Dentro do grupo dos positivos a
receptores hormonais temos os tipos luminal A e luminal B. Dentre os canceres de mama com
receptores hormonais negativos sao identificados os grupos de superexpressao do HER2, o -
basal-like (PEROU et al., 2000; SORLIE et al., 2003) e o subtipo claudin-low que também
possui como peculiaridade apresentar as caracteristicas gendmicas do cancer mas com
fendtipo de células-tronco CD44+/CD24-/low (HERSCHKOWITZ et al, 2007). Esses
subgrupos tumorais dispdem de similaridades e diferencas na expressdo dos seus genes,
composi¢do celular, ritmo de crescimento, vias de sinalizacdo e, portanto, no prognosticos e
na sensibilidade a terapia. A auséncia de RE, RP e HER2 caracteriza um subtipo de tumor
denominado cancer de mama triplo negativo (TN) (BARROS; LEITE, 2015; MARTINS et
al., 2017).

O subgrupo luminal recebe essa denominagdo devido a alta expressdo de genes
presentes nas células mamarias normais que ficam em contato direto com o limen dos ductos
mamarios (PEROU et al., 2000). Os subtipo luminal A compreende tumores positivos para
RE e/ou RP, sendo negativo para HER2. E o subtipo mais comum, representando cerca de 50
— 60% de todos os canceres de mama, mas que possui 0 melhor prognostico em relagdo aos
demais (YERSAL; BARUTCA, 2014). Sao descritos como subtipo luminal B tumores que
sdo positivos para RE e HER2, associado a altos niveis de genes ligados a proliferagdo, o que
resulta em pior progndstico em relacdo aos tumores luminal A (SORLIE et al., 2001, 2003).

O subtipo HER2 ¢ positivo para HER2 e negativo para receptores hormonais. Esté
associado a proliferacdo, diferenciagdo, adesao e motilidade celular, progressao tumoral,
metastases, angiogénese e reducdo de apoptose. A presenca desse receptor na mama tem sido
relatada em 40 - 60% dos carcinomas ductais in situ € em 15 - 20% dos carcinomas invasores.
Os tumores positivos para HER2 sdo de grau histologico intermedidrio ou alto e apresentam
metastase linfonodal logo no diagnéstico inicial (BANKFALVI et al., 2000; WOLFF et al.,
2013).



O cancer de mama TN representa 12,5 — 15% de todos os canceres de mama. Possui
um diversificado curso clinico, resultando no tipo mais agressivo, sendo observada a presenca
de metastases muitas vezes ja no momento do diagndstico (BADOWSKA-KOZAKIEWICZ;
BUDZIK, 2016). Dentro deste grupo ha os subtipos moleculares basal-like e claudin-low. O
subtipo basal-like (basaloide) representa cerca de 75 — 80% dos tumores classificados com
TN e sdo caracterizados por apresentarem expressao de citoqueratinas de alto peso molecular
(CK 5/6 e 17). Mais comumente, esses tumores sdo descritos como lesdes anaplasicas e
metapléasicas. Uma das razdes para o pior progndstico ¢ o alto nivel de neovascularizacio
causado pela sobreexpressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (PEROU et
al., 2000; HAUPT; RO; SCHWARTZ, 2010; BADOWSKA-KOZAKIEWICZ; BUDZIK,
2016).

Herschkowitz e colaboradores (2007) descreveram um novo subtipo chamado
"claudin-low", que ¢é caracterizado por uma baixa expressdo de genes envolvidos com jungdes
celulares ocludentes e glicoproteinas de adesdo célula-célula, incluindo as claudinas 3, 4 ¢ 7,
as ocludinas e a caderina E. Esse subtipo apresenta um aumento da expressao de marcadores
de transi¢do epitélio-mesénquima, de marcadores endoteliais e linfociticos, além de
marcadores relacionados a células-tronco tumorais com fenotipo CD44+/CD24-. Possui baixa
ou ausente expressao de marcadores de diferenciacdo luminal e moderada expressao de genes
de proliferagio (HERSCHKOWITZ et al., 2007; PRAT; PEROU, 2009). E normalmente um
carcinoma do tipo ductal invasor com alta frequéncia de diferenciagdo metaplasica e medular,
que ndo possui ainda marcadores imuno-histoquimicos para a sua caracterizagdo € nem

terapéutica especifica (PRAT et al., 2010).

2.2 Quimioterapia

A quimioterapia, junto com a radioterapia e a cirurgia de remog¢do tumoral, ¢ uma das
modalidades de tratamento do cancer, na qual se utilizam medicamentos para destruir as
células doentes que compdem o tumor. Os agentes quimioterapicos sdo aplicados com o
intuito de alcangar a cura, diminuir a chance de reincidiva ou diminuir a extensdo do tumor
(HAHN et al., 2013; WHO, 2017).

Baseando-se na sua agdo sobre o ciclo celular, os quimioterapicos podem ser
classificados em ciclo-inespecificos, ciclo-especificos e fase-especificos. Ciclo-inespecificos
sdo os quimioterdpicos que atuam nas células que estdo ou ndo no ciclo proliferativo como,

por exemplo, as mostardas nitrogenadas. Os ciclo-especificos sdo aqueles que atuam somente
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nas células que se encontram em proliferacdo, como ¢ o caso da ciclofosfamida. Por fim, os
fase-especificos sdo aqueles que atuam em determinada fase do ciclo celular como o
metotrexato (fase S), o etoposideo (fase Gz), a vincristina (fase M) e o paclitaxel que impede a

continuidade das fases Go/M (ALMEIDA et al., 2005; INCA, 2017b).

De uma maneira geral, os farmacos antitumorais atuam promovendo a supressdo do
crescimento celular. Porém, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de forma inespecifica,
agindo tanto sobre as células tumorais quanto sobre as células normais, principalmente
aquelas que apresentam rapido crescimento, tais como as células gastrintestinais, capilares e
do sistema imunoldgico. Diante disso, alguns efeitos colaterais estdo associados ao tratamento
quimioterapico, como a alopécia, diarreia, nduseas, vOmitos e maior suscetibilidade a
infeccdes (KESHET et al., 2015; NAKAMURA; JUA; MAEDA, 2015). Além disso, falhas
terapéuticas tém ocorrido em virtude do surgimento de resisténcia a varios medicamentos
utilizados, acarretando uma resposta pouco ou ndo eficiente. Dentre os mecanismos de
resisténcia estdo mutagdes no DNA celular e alteracdes metabolicas, ocasionando, por
exemplo, a inativacao ou efluxo do farmaco, reparo no DNA, e/ou a inibi¢ao da morte celular
(HOLOHAN et al., 2013; HOUSMAN et al., 2014).

Portanto, sdo almejados medicamentos que apresentem elevada eficacia antitumoral e
baixa toxicidade, garantindo tratamento seguro ao paciente e indice terapéutico favoravel. Por
atuarem de forma inespecifica, a grande maioria dos medicamentos antineoplasicos disponivel
no mercado apresenta elevada toxicidade as células saudaveis e o desenvolvimento de
resisténcia ao tratamento também tem sido reportada (HOUSMAN et al., 2014). Dessa forma,
a incorporacdo desses farmacos em sistemas nanocarreadores pode ser uma alternativa
interessante para contornar este mecanismo de resisténcia, reduzir a toxicidade associada a
sua acdo em sitios inespecificos, além de aumentar a atividade antitumoral (YOSHIZAWA et
al., 2014; MOITRA, 2015).

Tendo em vista a complexidade do cancer de mama TN, tém sido frequentemente
adotados esquemas de poliquimioterapia utilizando combinag¢do de farmacos que agem por
mecanismos distintos no organismo, em busca de maior efetividade no tratamento. Nesses
esquemas combinados, tem-se observado uma importante atuagdo do paclitaxel (PTX), uma
vez que as células cancerigenas demonstram elevada sensibilidade na presenca desse farmaco
levando a regressao tumoral significativa. Atualmente, o PTX tem sido utilizado como um
dos farmacos de primeira escolha no céncer de mama triplo negativo metastatico

(MUSTACCHI; LAURENTIIS, 2015; ZEICHNER; TERAWAKI; GOGINENI, 2016).



2.2.1 Paclitaxel

O PTX ¢ um fitofarmaco, pseudo-alcaldide diterpeno que foi extraido e isolado da
planta Taxus brevifolia (Teixo do Pacifico). Atualmente ¢ obtido por semissintese, por meio do
processo de acetilagdo do precursor 10-desacetilbacatina III (10-DABIII), produto da extragao
do Teixo europeu (7axus baccata), que ¢ uma espécie mais abundante (SOUZA, 2004; YANG
etal.,, 2016).

Apresenta formula molecular C47Hs5;NO4 (Figura 2) e massa molar 853,93 g/mol.
Quimicamente ¢ denominado como (2a, 58, 78, 10B, 13a) -4, 10- Diaceoxi -13- {[2R, 3S) - 3-
(benzoil-amino) - 2-hidroxi-3-fenilpropanoil]oxi} —1,7—di-hidroxi-9-ox0-5,20-epoxi-tax-11-
em-2-ilo. Sua atividade antineoplasica deve-se principalmente ao grupo benzoila no carbono
C2 e ao anel de oxetano (D), enquanto os grupamentos ligados ao carbono C3’ ¢ C13 mantém
a atividade citotoxica e o grupo hidroxila acoplado ao carbono C2’ aumenta a atividade
antitumoral. Em fun¢do do seu ntcleo complexo formado por quatro anéis fundidos e suas
cadeias laterais hidrofobicas, a molécula ¢ bastante lipofilica (log P = 3,96) com baixa
solubilidade em agua (0,03 mg/mL, a 37 °C) e possui ponto de fusdo entre 216 °C - 217 °C
(ZHANG et al., 2013, 2014).

Figura 2 — Formula estrutural do paclitaxel (PTX).
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O PTX apresenta atividade antineopldsica comprovada para varios tipos de tumores
solidos incluindo cancer de prostata, de cabeca e pescogo, das células ndo-pequenas do
pulmao, do ovario e de mama, sendo os dois ultimos responsaveis por 22,9% dos tipos de
cancer mais incidentes em mulheres no territorio brasileiro (INCA, 2017b). E um agente
antimicrotibulo, que promove a estabiliza¢do dos microtibulos a partir da ligagao irreversivel
a subunidade B-tubulina, impedindo sua reorganizacdo. Por aumentar a estabilizagdo dos
microtibulos, leva a anormalidade do conjunto do fuso mitotico, impedindo a divisdo celular
(SURAPANENI et al., 2012; ZHANG et al., 2014).

Os microtibulos sdo formados a partir de heterodimeros de tubulina, pequena familia
de proteinas globulares altamente conservadas, incluindo dois membros mais comuns, a- € /-
tubulina, que se montam formando protofilamentos lineares. Estes protofilamentos se
polimerizam para constituirem uma estrutura tubular oca composta por 13 unidades ligadas
entre si. A estrutura contém uma organizagao na qual a subunidade a-tubulina esta localizada
na extremidade negativa e a subunidade S-tubulina esta exposta na outra extremidade positiva
(MOOBERRY, 2011). No processo de formacao dos microtubulos, o equilibrio entre tubulina
e microtubulos ¢ configurado com perda e ganho de subunidades (polarizacdo e
despolarizag¢do). Ocorre um processo dindmico que permite o alongamento e encurtamento
com a adi¢do ou retirada dos heterodimeros de tubulina (MOOBERRY, 2011; STANTON et
al., 2011; WANG et al., 2015).

A ligagao do PTX aos microtibulos inibe o processo de despolarizacao, por associar-
se aos nucleos a- e - tubulina, através da intercalacdo por ligagdo ao grupo N- terminal do
aminoacido da subunidade P, tanto na presenga quanto na auséncia dos fatores essenciais a
montagem dessas estruturas. Essa ligacdo resulta em um distirbio na formacdo dos
microtibulos, os quais tornam-se resistentes a despolimerizagdo levando a uma estabilizagao.
Dessa forma, o ciclo celular acaba sendo bloqueado, impedindo a separa¢do dos centromeros

necessaria para que o ocorra o processo mitotico em sua ultima fase, isto €, na fase G2/M,



impedindo a divisdo celular e consequentemente a proliferagdo das células neoplasicas
(MOOBERRY, 2011; BINDER, 2013; WEAVER, 2014).

Adicionalmente, o PTX reduz a expressio de VEGF e angiopoetina-1 (Ang-1) na
vasculatura tumoral, inibindo a quimiotaxia e a capacidade de invasao de células endoteliais
(BOCCl et al, 2013; Al et al., 2016).

O PTX foi introduzido no mercado no inicio dos anos 1990 com o medicamento
Taxol® (paclitaxel; Bristol-Myers Squibb), cuja formulagio farmacéutica contém 30 mg do

farmaco na forma de dispersao micelar constituida por 5 mL de uma mistura entre



Cremophor® EL (CrEL) e etanol desidratado na propor¢io de 1:1 (v/v) para administragio
intravenosa (GELDERBLOM et al, 2001; BINDER, 2013). O CrEL (6leo de ricino
polietoxilado) ¢ comumente utilizado em formulacdes farmacéuticas contendo farmacos
pouco solavel em agua. E um tensoativo ndo-iénico, com peso molecular aproximado de ~ 3
kDa, na forma de um liquido viscoso esbranquigado, sendo obtido pela reacdo de o6leo de
ricino (Ricinus communis) com 6xido de etileno a uma razao molar de 1:35 (GELDERBLOM
etal., 2001).

O CrEL possui atividade farmacologica e tem a capacidade de promover reagdes
adversas importantes ¢ potencialmente fatais (MIELKE et al., 2006). E capaz de induzir a
liberagdo de histamina quando infundido rapidamente, causando hipersensibilidade grave,
podendo levar a hipotensdo ou dispneia com broncoespasmo. Reacdes alérgicas menores,
como erupc¢des transitorias e rubor também podem ocorrer. Assim, a infusdo por via
intravenosa pode variar de 3 a 24h dependendo do tumor e, apesar do pré-tratamento com
corticosteroides e antagonistas de histamina, pequenas reagdes ainda ocorrem em 10 - 44% de
todos os pacientes, em 1 - 3% dos pacientes com reacdes potencialmente fatais (TIJE et al.,
2003; LEE et al., 2008; PICARD; CASTELLS, 2014).

Outra limitagdo do Taxol® é que o medicamento possui baixa estabilidade apos a
diluicdo, necessaria para infusao, e terapias com esquemas de infusdes mais lentas ou mesmo
padronizacdo de doses necessitando diluicdes prévias sdo dificultadas devido a baixa
estabilidade dessa formulagdo. A sua administragdo ocorre mediante a dilui¢do em salina
(0,9% p/v) ou solucdo de dextrose 5%, porém mesmo considerando a presenca do tensoativo,
pode ocorrer precipitagdo do farmaco (SURAPANENI et al., 2012; BINDER, 2013). Além
disso, o CrEL pode lixiviar plastificantes de sacos de PVC para infusdo e conjuntos de tubos
revestidos com polietileno, rotineiramente utilizadas na pratica clinica, podendo causar
toxicidade hepatica grave (GELDERBLOM et al.,, 2001; HILL; SHAW; WU, 2001) .

Os potencias citotoxicos do CrEL ainda sdo um problema importante em relagdo ao
uso do PTX e certamente podem comprometer os resultados globais da quimioterapia. Diante
do grande potencial farmacoldgico do PTX e as implicagdes associadas a sua administracao,
torna-se necessario o desenvolvimento de novos veiculos, de forma a reduzir os efeitos
toxicos associados ao tratamento e melhorar a sua biodisponibilidade. Novas abordagens
farmacotécnicas utilizando sistemas de liberagdo de farmacos nanoestruturados tem sido
estudadas, destacando-se os lipossomas (XU et al, 2013; BARBOSA et al., 2015; XU;
MENG, 2016; MONTEIRO et al., 2018), micelas poliméricas (EMAMI et al., 2015; GUPTA
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et al, 2015; WU et al., 2015), nanoparticulas lipidicas solidas (CHIRIO et al., 2014; BAEK;
CHO, 2015a) e carreadores lipidicos nanoestruturados (MARCIAL et al., 2017).

Alguns nanossistemas contendo PTX j& estdo disponiveis para uso clinico, como o
Abraxane® (nanoparticulas de albumina), Lipusu® (lipossomas) e Genexol-PM® uma
formulagdo de (micelas poliméricas de polietilenoglicol-acido polidtico — PEG-PLA). Todos
apresentam menor toxicidade quando comparados ao Taxol®, estimulando novos estudos

com o intuito de aperfeicoar a veiculagdo do PTX (ZHANG et al., 2013).

2.3 Nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores lipidicos nanoestruturados

Dentre os sistemas nanocarreadores, as nanoparticulas lipidica ganharam grande
popularidade devido as suas multiplas caracteristicas favoraveis e a possibilidade de diversas
aplicagdes. Dentre as vantagens obtidas, estdo a liberacdo controlada do farmaco, a protecao
contra inativacdo prematura no organismo, prolongar o tempo de circulagdo do farmaco e
aumentar sua solubilidade aquosa (WAGHMARE et al, 2012; ZHU; LIAO, 2015;
GHARPURE et al., 2015). Com isso, torna-se possivel a aplicacdo na administragdo de
farmacos por via oral, pulmonar, topica, parenteral, dentre outras (WISSING; KAYSER;
MULLER, 2004; SEVERINO et al., 2012)

Na década de 1990, Miiller et al. (SCHWARZ et al., 1994), Gasco et al. (MOREL et
al., 1996) e Westesen et al (BUNJES et al, 1996), desenvolveram a primeira geragdo de
NLS. As NLS sao particulas obtidas a partir de lipides solidos, com didmetro médio variando
de aproximadamente 50 a 1000 nm (MULLER, 2000). Os lipides solidos podem ser
triglicerideos purificados, mistura de glicerideos complexos ou ceras. Assim, as NLS sdo
sistemas interessantes para incorporagdo de farmacos lipofilicos, propostas com o objetivo de
obter um sistema de entrega de farmacos utilizando lipides inertes, capazes de limitar a
mobilidade de farmacos incorporados nessa matriz, e, por conseguinte, produzir um sistema
estavel com perfil de liberacdo prolongada. Outra vantagem ¢ a auséncia de solventes
organicos no processo de producdo (KATHE; HENRIKSEN; CHAUHAN, 2014; NASERI;
VALIZADEH; ZAKERI-MILANI, 2015).

A selegao adequada dos componentes da formulacao pode afetar as propriedades das
particulas, como o tamanho e a compatibilidade do fA&rmaco com o sistema. A cristalinidade
lipidica também esta fortemente correlacionada com os teores de incorporagdo e liberagdo de
farmacos (DAS; CHAUDHURY, 2011; WAGHMARE et al., 2012; NASERI et al., 2015).

Embora nao haja diretrizes especificas, a solubilidade do farmaco na matriz e as suas



condi¢des polimorficas sdo utilizados como critério para a selecdo de lipides apropriados
(MULLER, 2000; KASONGO et al, 2011; KATHE et al, 2014). Com o processo de
reorganizacao do cristal ¢ o surgimento de polimorfos mais organizados, pode ocorrer a
redugdo dos espagos das lacunas entre as cadeias lipidicas nas quais o fairmaco se deposita e
isto pode acarretar tanto em uma reducdo da capacidade de incorporagdo da nanoparticula
quanto em um processo de liberagdo do farmaco durante o periodo de estocagem (WISSING
et al., 2004; RIBEIRO et al., 2015).

O polimorfismo ¢ uma forma de modificagdo fisica em que, embora os lipides sejam
quimicamente idénticos, eles podem existir em mais de uma forma cristalina, chamados de
polimorfos. Os polimorfos geralmente possuem propriedades termodinamicas diferentes, tais
como pontos de fusdo, padroes de difracdo de raios X e solubilidade (HEURTAULT et al,
2003). Os lipides podem se cristalizar, principalmente, em estruturas tridimensionais do tipo o
instavel (hexagonal), ' metaestavel (ortorrdmbica), B estavel (triciclica), e uma forma
intermediaria entre B’ e B a forma Bi. Como exemplo de alteragdes das propriedades
termodinamicas, tem-se o aumento da temperatura de fusdo consoante com o aumento da
estabilidade (o — B'— B) (FREITAS; MULLER, 1999; VIANA et al., 2006; RIBEIRO et al.,
2015). Durante a formulagdo das nanoparticulas o lipide solidifica e passa de um
polimorfo a para B'; no entanto, durante o armazenamento, pode ainda ocorrer a conversao
irreversivel para as formas mais estaveis Bi/p (Figura 3). (ABURAHMA; BADR-ELDIN,
2014; KATHE et al., 2014). A taxa de transicdo depende do grau de homogeneidade dos
lipides. Quanto s3o compostos por apenas um tipo de triglicerideos, por exemplo,
rapidamente se convertem na forma estavel 3. Quando h4a uma mistura aleatoria de mono-, di-
e triglicerideos, podem se manter na forma B' por um tempo prolongado. Qualquer fator que
favoreca esta transicdo pode ter um efeito significativo nas permanéncia do firmaco e na

integridade da particula (RIBEIRO et al., 2015; YINGCHONCHAROEN et al., 2016)

Figura 3 — Representacio esquematica das transicoes polimorficas nas NLS carreando
farmaco.
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Fonte: Adaptado de Muller et al., 2002a.
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No processo de melhoria dos sistemas e na redu¢do dos inconvenientes atribuidos ao
sistema das NLS, os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) evoluiram como
alternativa para o carreamento de farmacos (DAS; NG; TAN, 2012; SEVERINO et al., 2012).
A matriz dos CLN ¢é composta por uma mistura de lipides so6lidos e liquidos (6leos). Assim,
cristais menos perfeitos podem ser formados quando as moléculas lipidicas sdo diferentes em
tamanho molecular e em forma conformacional (MULLER et al., 2016). A associagio de
lipides liquidos e solidos promove uma matriz lipidica menos ordenada com mais
imperfei¢des, que pode acomodar uma maior quantidade de farmaco e proporcionar maior
flexibilidade para a modulagdo de liberagdo. Apesar da presenca de lipides liquidos, a matriz
dos CLN ¢ soélida na temperatura corporal (CHEN et al., 2010; IQBAL et al., 2012;
SEVERINO et al., 2012).

Foram propostos trés modelos de incorporagao para os CLN, dependendo dos lipides e
a propor¢ao utilizada na formulacao, como exemplificado na figura 4. Os CLN do tipo |
possuem uma matriz solida com lipideos formados por diferentes tipos de acidos graxos, com
cadeias de tamanho varidvel, estruturada em cristais imperfeitos. O aumento destas
imperfei¢des esta associado com uma boa capacidade de alojamento dos farmacos. Nos CLN
do tipo II, uma combinagdo especial entre determinados lipides solidos e liquidos leva a uma
solidificagdo da matriz lipidica sem cristalizagcdo, ou seja, ela se forma no estado amorfo.
Como normalmente a solubilidade do farmaco ¢ maior no lipide liquido, o aumento de sua
proporcao em relagdo ao solido pode levar a maior encapsulagdo do fairmaco. Desta maneira,
nos CLN multiplos tipo III, hd pequenos compartimentos liquidos de 6leo envolvidos pela
matriz solida, o que favorece a solubilidade do farmaco no interior das goticulas e sua

liberagio prolongada a partir da matriz (MULLER et al., 2002; SHAH et al., 2015a).



Figura 4 - Diferentes tipos de carreadores lipidicos nanoestrturados.
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Fonte: Adaptado de Muller et al., 2002; Gaba et al., 2015; Patwekar et al., 2016

NLS e CLN podem ser obtidas por diferentes técnicas (MULLER, 2000; PARDEIKE
et al., 2009). Pelo método de homogeneizagdo a quente, a mistura do farmaco com o lipide ¢
aquecida e depois dispersa em solug¢do aquosa na mesma temperatura, sob agitacao, formando
uma pré-emulsdo. Em seguida, aplica-se algum método que leva ao cisalhamento das
particulas fazendo com que estas tenham o tamanho reduzido, como a homogeneizagao a alta
pressao (HAP) ou a sonicagdo com sonda de ultrassom. HAP também pode ser aplicada a
método de homogeneizagdo a frio em que o farmaco ¢ incorporado ao lipide, sendo estes
fundidos e resfriados bruscamente por meio de gelo seco ou nitrogénio liquido, resultando em
um sistema que € posteriormente triturado formando uma microparticula lipidica as quais sao
dispersas em uma solugdo fria de tensoativo. Esta suspensdo ¢ homogeneizada em seguida,
para que as forgas de cavitagdo quebrem as microparticulas diretamente em nanoparticulas
(MULLER, 2000; MEHNERT; MADER, 2001; PARDEIKE et al., 2009). A técnica de
ultrassonicagdo consiste na quebra da goticula presente na pré-emulsdo inserindo uma sonda
de ultrassom direto ao sistema. Para evitar a recristalizagdo, durante o processo, a pré-emulsao
¢ mantida em banho-maria com uma temperatura 5 °C acima do ponto de fusdo do lipide
solido. Apds este processo resfria-se o sistema ocorrendo a solidificacdo do lipide e a
formacdo da nanoparticula (MEHNERT; MADER, 2001; PATWEKAR et al.,, 2014; NASERI
etal., 2015).

Outro técnica de preparo ¢ a microemulsificagdo descrita inicialmente por Gasco e
colaboradores (1993). A microemulsdo ¢ um sistema termodinamicamente estavel, composto
de 4gua e lipide estabilizado por tensoativo e ¢ opticamente isotropico, formado quando os
compostos sao misturados na proporcao correta. A fase lipidica, contendo o farmaco fundido,
e a fase aquosa sdo aquecidas separadamente em temperatura acima do ponto de fusdo do

lipide so6lido. O sistema fundido de lipides e farmaco € posteriormente emulsionada com a
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fase aquosa quente sob agitacdo continua para produzir uma microemulsdo quente e esta ¢
entdo diluida em agua fria (tipicamente 2-4 °C), sob agitacdo mecanica, para produzir as
nanoparticulas (GASCO, 1993; PATWEKAR et al., 2014; SHAH et al., 2015b).

Assim, as técnicas de producdo podem ser categorizadas em dois grupos: técnicas que
exigem alta energia para a dispersao da fase lipidica (como HAP e ultrassonicac¢do) e técnicas
que requerem precipitacdo de nanoparticulas a partir de sistemas homogéneos (como
microemulsdes € coacervagdo). A escolha de uma técnica adequada baseia-se nas propriedades
fisico-quimicas do farmaco, nas caracteristicas fisico-quimicas e na estabilidade da

formulagdo quando aplicada a técnica (SHAH et al., 2015b).

2.3.1 Aplicagdo das nanoparticulas no tratamento do cincer

Considerando que um desafio para a terapia do céncer ¢ fazer com que o farmaco
chegue no tumor sem que o mesmo cause danos as células normais do organismo, o uso de
nanoparticulas carreando farmacos antineoplasicos tem favorecido o acimulo dos mesmos no
tumor, aumentando a seguran¢a da terapia medicamentosa (NIE ez al., 2007; ZHU, LIAO,
2015). As caracteristicas fisicas das nanoparticulas podem ser usadas como uma estratégia
para otimizagdo dos tratamentos na oncologia. O tamanho e a forma das particulas, além da
carga e da rigidez dos materiais utilizados irdo influenciar no acimulo nos tecidos, na adesdo
e na absorcao celular das nanoparticulas e consequentemente do farmaco (ZHU; LIAO,
2015). Como o tamanho das fenestracdes vasculares no tumor em torno de 200 a 800 nm,
nanoparticulas com este tamanho maximo tém a capacidade de extravasarem e acumularem
no tumor em fung¢do do efeito EPR, sendo considerado uma forma de direcionamento passivo
(Figura 5) (BERTRAND et al., 2014; ZHU; LIAO, 2015; XU et al., 2015)

O tamanho da particula também tem um impacto significativo no tempo de circulagdo
apos administragcdo intravenosa. As nanoparticulas apresentam um tamanho destinado a ndo
obstruir os menores capilares, o que também reflete em menor extensao da captacao celular
por fagocitose, uma vez que particulas com tamanhos maiores sdo mais rapidamente
removidas da circulagdo pelo sistema fagocitario mononuclear, ainda que estratégias como o
revestimento por PEG também possa prolongar a circulagdo das nanoparticulas (MINKO et

al., 2010; ESTANQUEIRO et al., 2015).



Figura S - Representacio esquematica da aplicacdo de nanoparticulas associadas ao

efeito de permeabilidade e retengao (EPR).
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Fonte: Adaptado de Nakamura et al., 2016.

2.3.2 Nanoparticulas lipidicas contendo PTX incorporado

Diante dos inconvenientes relacionados ao uso de CrEL presente na formulacao
convencional contendo PTX atualmente comercializada, a busca por alternativas
farmacotécnicas que ndo utilizem esse tensoativo ou solventes organicos toxicos tem sido
constante.Além disso, as particulas com tamanhos maiores sdo mais rapidamente removidas
da circulacao pelo sistema fagocitario mononuclear. Particulas pequenas podem circular mais
livremente pelos vasos sanguineos sem acumulagdo indesejavel em 6rgdos como pulmdes,
baco e figado (BLANCO; FERRARI, 2013; BERTRAND et al., 2014; XU et al., 2015;
NAKAMURA et al.,, 2016). Nesse contexto, o uso de nanoestruturas com potencial para
contornar esses problemas tem crescido consideravelmente nos ultimos anos. Dentre as
diversas formula¢des lipidicas nanoestruturadas propostas para veiculacdo do PTX, os CLN e
as NLS tem demonstrado ganhos significativos quando comparado a formulagdo
convencional. Alguns estudos realizados com nanoparticulas com diferente composi¢do e
aplicados em modelos experimentais in vitro estao apresentados na Tabela 1.

Embora a maioria dos estudos relate maior citotoxicidade da formulacao

nanoestruturada para células tumorais comparada a formulagdo convencional, a capacidade de
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incorpora¢do do PTX nesses sistemas ainda ¢ baixa. Diante disso, recentemente, no grupo de
pesquisa desenvolveu NLS e CLN com diferente composi¢ao da matriz lipidica e demonstrou
que os CLN apresentaram melhores perspectivas quando comparado as NLS, com
caracteristicas fisico-quimicas e biologicas favoraveis. Esse foi o primeiro estudo a reportar
um aumento de atividade citotoxica em células de tumor de mama com direcionamento
passivo utilizando CLN como carreador de PTX. Por outro lado, reduzida citotoxicidade para
c¢lulas ndo tumorais foi observada nesse estudo (Marcial et al.,, 2017). Esses dados nos
estimularam a prosseguir com os estudos a fim de se obter uma formulagdo capaz de carrear
maior concentracdo de PTX permitindo assim sua administracdo intravenosa em modelos

experimentais in vivo.



Tabela 1 - Caracteristicas de nanoparticulas lipidicas contendo PTX e sua atividade citotoxica em células tumorais.
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Matriz lipidica

Concentraciao de PTX

Teor de encapsulacio (%)

Atividade citotoxica

Referéncia

1.NLS

Tripalmitina

Hemissuccinato de colesterila

HT-29
24 h—1Cs 81,46 £ 0,26 mM

Epikuron 200 1,17nM - 48 h—1Cs5047,16 + 1,87 mM Serpe et al., 2004
Taurocolato de so6dio 72h—1Cs5037,36 = 6,41 mM
Butanol 24h>48h>72h
Trimiristina 6 mg/mL 25 % OVCAR-3 e MCF-7 Lee et al., 2007
Fosfatidilcolina de ovo NLS-PTX = PTX livre.
A549
Compritol” ATO 888 . NLS-PTX > PTX livre
Poloxamer 188 1 mg/mL 77,4+ 1,05 % (ICs0 1,45 % 0,12 pg/mL vs. 2,36 & Yuan et al., 2008
0,13 pg/mL)
0 -
Lecitina 0,05 mmol 72,18 £3,7%
Poloxamer 188 0,25 mmol 89,0 = 2.4 % HepG2 . Pandita ef al., 2009
Acido estearico NLS-PTX > PTX livre.
Lecitina 0,5 mmol 66,5+ 1,2 _
— MXT-B2
Precirol “ATOS Todos acima de 97% Videira et al., 2013

Polissorbato 80

82,5 - 125 pg/mL

NLS-PTX > PTX livre
(ICs0 1,69 uM vs 39,70 uM).

SKOV-3

Trilaurina
Fosfatidilcolina de ovo

6 mg/mL

5,1 £ 0,6 mg/mL

NLS-PTX =~ PTX livre
(IC502,4 £ 1,9 mM vs 3,7+ 5,1

Xuetal, 2013

mM).
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Tabela 2 - Caracteristicas de nanoparticulas lipidicas contendo PTX e sua atividade citotoxica em células tumorais.

A549
Tristearina i
NLS-PTX > PTX livre
Tammi 0,1 p/v% 84+ 1,4 % Sahu et al., 2014
Estearilamina Pz ’ (Inibicio de 54,4% vs 42,8%)
2.CLN
CLN-PTX > PTX livre
Monoestearato de glicerol MCF-7
Acido oléico 0.5 mg/mL 68,7+4,5% 01Cs5 0,075+ 0,010 pg/mL. Zhang et al., 2008
Poloxamer 188 SKOV3

0 ICs00,053 = 0,006 pg/mL.

Monoestearato de glicerol B16, CT26 e HCT116

Oleo de soja 0.1 me/mL 90, 1+0,7 % CLN-PTX > PTX livre Yang et al, 2013
Lecitina de soja ,1 Mg Apbs 24 horas de trat ¢
Brometo de cetiltrimetilamonio Pos oras de tratamento
g/l(;noers;earlr?;% de glicerol MCF-7
Polissorbato §0 89,1+ 1,5 % CLN-PTX > PTX livre Swidan et al, 2016
Acido oléico 0,58 mM (ICs03,53 £ 0,11 pg/ml)
Capryol " 90
CLN-PTX > PTX livre
Compritol® 888 ATO MCF-7
TCM 0,1 mg/mL 90 % 1C5025,33 +3,17 nM Marcial et al, 2017
Colesterol MDA-MB-231
ICs52,13+0,21 nM
PTX livre (ICs50> 500 nM)

* Epikuron 200 (fosfatidilcolina de soja 95%); Precirol® ATOS5 (palmitoestearato de glicerila); TCM (triglicerideos de cadeia média); Poloxamer 188 (co-polimero de
polioxipropileno epolioxietileno); Capryol™ 90 (monocaprilato de propilenoglicol). ** HT-29 (adenocarcionoma de c6lon humano); OVCAR-3 e SKOV3 (adenocarcinoma
de ovario humano); MCF7 e MDA-MB-231 (adenocarcionama de mama humano); A549 (adenocarcinoma pulmonar humano); HEPG2 (carcinoma hepatocelular humano);

HT1080 (fibrosarcoma humano); HCT116 (cancer colorretal humano); CT26 (carcinoma de célon murino); MXT-B2 (cancer de mama murino); B16 (melanona murino).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar carreadores lipidicos nanoestruturados contendo paclitaxel, avaliar

sua atividade em cé¢lulas de linhagem de cancer de mama in vifro e sua biodistribuicdo in vivo.

3.2 Objetivos especificos

— Caracterizar as formulagdes quanto ao didmetro médio, potencial zeta e teor de
encapsulagao.

— Caracterizar os carreadores quanto ao estado de cristaliza¢ao dos lipidios por técnica de
difracdo de raios X.

— Avaliar a morfologia dos nanocarreadores por microscopia eletronica de varredura.

— Avaliar a interagdo da matriz como PTX utilizando andlise por infravermelho

— Avaliar a estabilidade preliminar.

— Avaliar o perfil de liberacdo da particula em meio biologico.

— Avaliar a atividade hemolitica da formulagao.

— Avaliar a atividade citotoxica in vitro do PTX encapsulado nas CLN em linhagem celular de
cancer de mama (MDA-MB-231).

— Realizar a radiomarcag¢ao dos CLN e determinar a pureza radioquimica.
— Avaliar a estabilidade da radiomarcagao dos CLN em salina e plasma.

— Realizar imagens cintilograficas dos CLN-PTX em camundongos acometidos com tumor de

mama Ehrlich (carcinoma maméario murino).

4 MATERIAS E METODOS

4.1 Materiais

O PTX foi doado pela Quiral Quimica do Brasil S/A (Juiz de Fora, Brasil) com pureza
maior que 97%. Tween® 80 de grau super-refinado (Polissorbato 80; monooleato de sorbitano
etoxilado) e Crodamol® GTCC (triglicérides do acido caprico e caprilico) foram cedidos pela

Croda Inc (Edison, EUA). O Compritol 888 ATO® (behenato de glicerila; mistura de mono,
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di e triglicerideos do 4acido behénico (C22) foi fornecido pela Gattefossé (Lyon, Franca).
Colesterol, Cremophor® EL e todos os demais reagentes e solventes utilizados, acetonitrila,
tetrahidrofurano (THF) de grau analitico foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (Saint Louis,
USA).

Nos estudos de atividade hemolitica, foi utilizado um kit de hemacias-teste (DiaCell I,
IT - hemécias de doadores do grupo O, em suspensdo a 3 + 1,0% fornecido pela Bio-Rad
(Lagoa Santa, Brasil) e saponina fornecidos pela INLAB (Sao Paulo, Brasil)

Para o cultivo celular, 0 DMEM (Dulbecco s modified Eagle’s medium) foi obtido da
Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA) e o meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640
com glicose e L-glutamina foi adquirido da American Type Culture Collection (ATCC)
(Manassas, EUA). A estreptomicina (100 pg/mL), a penicilina (100 UI/mL) e a tripsina/EDTA
foram adquiridas da Gibco® Life Technologies (Carlsbad, EUA). A resazurina (7-hydroxy-3H-
phenoxazin-3-one 10-oxide) e o soro fetal bovino (SFB) foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Saint Louis, EUA).

A linhagem celular MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario humano), adquirida da
ATCC (Manassas, EUA), foi cedida pela Prof* Dr* Elaine Amaral Leite do Laboratorio de
Farmacotécnica e Tecnologia Farmacéutica (UFMG); e a linhagem L1929 (fibroblastos),
também adquirida da ATCC (Manassas, EUA), foi gentilmente fornecida pela Prof* Dr* Helen
Rodrigues Martins do Laboratorio de Doengas Parasitarias (UFVIM).

4.2 Métodos

4.2.1 Obtencdo dos CLN

A formulagdo dos CLN foi proposta a partir de trabalho prévio do grupo (MARCIAL
et al., 2017). Para a obtengio dos CLN foram selecionados como matriz lipidica o Compritol®
888 ATO, associado ao Crodamol® como o lipide liquido. Foram utilizados como tensoativos

o Tween® 80 e a lecitina de ovo, sendo o colesterol um co-tensoativo. Na fase aquosa (FA) foi
utilizada dgua destilada e glicerina como agente isotonizante.
A composicdo de cada formulagdo proposta, incluindo a concentragdo de PTX,

encontra-se descrita na Tabela 2.



Tabela 3 — Composicao dos CLN (% p/v).

COMPOSICAO CLN1 CLN2 CLN3 CLN4 CLNS CLNOG

Fase oleosa

PTX 0,10 0,10 0,10 0,10 0,15 0,20
Compritol 888 ATO® 1,0 1,0 1,0 1,5 1,5 1,5
Crodamol® 1,0 1,0 1,0 0,5 0,5 0,5
Tween® 80 1,0 1,5 0,5 1,0 1,0 1,0

Lecitina de ovo - - 0,5 - - -
Colesterol 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15

Fase aquosa

Glicerina 2,25 2,25 2,25 2,25 2,25 2,25
Agua q.s.p 100 100 100 100 100 100

Foi utilizado como método de preparo a homogeneizagdo a quente, associado a
sonicagdo com sonda de ultrassom em alta poténcia (Figura 6). A fase oleosa (FO) e a FA
foram pesadas e aquecidas paralelamente a 80-85 °C. Mantendo-se a temperatura, a FA foi
lentamente vertida sobre a FO sob agitagdo manual, mantida durante dois minutos. Em
seguida, a emulsdo formada foi homogeneizada durante dez minutos utilizando sonda de
ultrassom (Q55 sonicador; Qsonica, Church Hill Road, Newton, EUA) na amplitude de 20 %.
Apo6s este tempo, a formulagcdo foi resfriada em temperatura ambiente sob agitagdo para
formagao das CLN. Nas formulagdes contento PTX, este foi previamente solubilizado na FO
fundida.

O pH das formulagdes foi ajustado para 7,0 com NaOH 0,1 M, utilizando um pHmetro
(MS Tecnopon® mPA 210, Piracicaba, Brasil), e os produtos obtidos foram armazenadosa 4

°C.



Figura 6 — Representacao esquematica da preparacao dos CLN pelo método de

homogeneizaciao a quente seguido por sonicacio.

— Resfriamento
Adi¢do da FA a FO, ambas aquecidas a 80-85°C Emulsdo O/A Sonicacdo com agitagdo manual

Legenda: FA - fase aquasa; FO - fase oleosa; O/A - 6leo em agua

4.2.2 Caracterizagdo fisico-quimica das nanoparticulas
4.2.2.1 Determinacdo do didmetro hidrodinamico médio

O diametro médio e o indice de polidispersao (IP) foram determinados pela técnica de
espalhamento dinamico da luz (DLS, do inglés Dynamic Light Scattering), a 25 °C, em um
angulo de incidéncia do laser de 90°, utilizando um contador de particulas com raio laser
monocromatico Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments; Worcestershire, Inglaterra). As
formulagdes foram diluidas 10 vezes em agua destilada previamente filtrada em filtro de 0,45
um (Millipore; Billerica, EUA). As determinagdes foram realizadas em triplicata e os
resultados foram expressos como média + desvio padrao (DP). O valor méximo aceitavel para

considerar a amostra monodispersa foi de IP igual ou inferior a 0,3.
4.2.2.2 Determinagdo do potencial zeta das particulas

O potencial zeta foi determinado pela técnica de DLS associado a mobilidade
eletroforética utilizando o Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments; Worcestershire,
Inglaterra), em angulo fixo de 90° e temperatura de 25 °C. As formula¢des foram diluidas 10
vezes em agua destilada previamente filtrada em filtro de 0,45 um (Millipore; Billerica,
EUA). As determinagdes foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como

média + DP.



4.2.2.3 Determinagdo do teor de encapsulagdo

O teor de PTX na formulagdo foi avaliado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), wutilizando um cromatografo Shimadzu (Kyoto, Japao). As condigdes
cromatograficas empregadas foram: fase mével composta por acetonitrila:dgua (55:45); fluxo
de 1,2 mL/min; volume de injecdo de 20uL; coluna de fase reversa C18, 250 x 4,6 mm, 5 pm
(Sulpelco; Bellefonte, EUA). Todas as analises foram realizadas em temperatura de 25 °C. O
aparato possui detector UV-Vis SPD-20AV no qual as amostras foram avaliadas em
comprimento de onda de 227 nm, monitoradas e analisadas utilizando o software
LabSolution.

Para a determinagdo do PTX total, 50 uL da formulacao foram adicionados a um balao
volumétrico e solubilizados em 4 mL de tetrahidrofurano. Esse procedimento desfaz as
nanoestruturas liberando PTX a ser quantificado. Em seguida, a amostra foi diluida em fase
movel, filtrada em membranas de 0,45 pm (Millipore; Billerica, EUA) e injetada no
cromatografo. Para determinar o PTX encapsulado, a formulagdo foi previamente filtrada em
membranas de 0,45 um (Millipore; Billerica, EUA), antes da solubilizacio em THF, em
seguida o mesmo procedimento descrito para o PTX total foi adotado. Utilizando um método
previamente validado (MARCIAL et al., 2017), foi possivel calcular a concentragao de PTX
(ng/mL) nas amostras a partir da area do pico a partir da equagao y = 36000,2x — 161013,5.

Em seguida, obteve-se o teor de encapsulagdo (TE) farmaco nos CLN utilizando a

equacao:

PTX encapsulado
TE (%) = X totl x 100

Os resultados foram expressos como a média = DP e as determinagdes foram

realizadas em triplicata.

4.2.2.4 Difra¢do de raios X

Os experimentos de difracdo de raios X e infravermelho foram realizados visando

melhor compreensao das interagdes entre os componentes da formula¢do com o PTX.



A difragao de raios X (DRX) foi realizada utilizando o difratometro DRX-6000
(Shimadzu; Kyoto, Japao) disponivel no Departamento de Quimica da UFVJM. As amostras
de CLN branca e CLN-PTX, previamente congeladas em nitrogénio liquido, foram
liofilizadas por 24 h a -45°C (Liofilizador LS300; Terroni, Sdo Paulo, Brasil). Os
componentes sélidos puros (Compritol® 888 ATO, colesterol e PTX) foram submetidos a
analise direta. Também foi obtida uma mistura fisica entre o PTX e CLN branco previamente

liofilizado. Empregou-se a radiacao Cu Ka, (A = 1,540560 A) e 26 variando de 10 a 90°, com

velocidade de varredura de 0,02° 26-s™.

4.2.2.5 Espectroscopia de absor¢do molecular na regido do infravermelho com transformada

de Fourier

Foram obtidos espectros de absor¢do na regido do infravermelho das formulagdes
previamente liofilizadas, por 24 h a -45°C no Liofilizador LS300 (Terroni; Sdo Paulo, Brasil)
e dos componentes so6lidos. Foi utilizado o espectrofotometro FTIR (do inglés Fourier
transform infrared spectroscopy) modelo 640-IR (Varian; Califérnia, EUA), equipado com
modo de reflectincia total atenuada (ATR, Pike Technologies, modelo GladiATR), na regido
de 400 a 4000 cm™', com resolugdo 4 cm™ e 32 acumulagdes, disponivel no Departamento de

Quimica da UFVJM.
4.2.2.6 Microscopia eletréonica de varredura

A morfologia dos CLN foi avaliada a partir de imagens obtidas por microscopia
eletronica de varredura (MEV), utilizando-se um microscopio de varredura modelo VEJA-
LMH - TESCAN (Kohoutovice — Republica Checa) As amostras foram depositadas sobre
laminulas de vidro, dispostas sobre fitas de carbono e secas em dessecador por no minimo 24
horas em temperatura ambiente. A metalizacdo foi realizada em ouro/paladio através da
técnica da pulverizagdo no metalizador Quorum QI150R. As imagens obtidas foram

processadas e analisadas através do software proprio do equipamento.
4.2.3 Avaliacdo da estabilidade

Com o intuito de avaliar a permanéncia do PTX no interior das nanoestruturas, trés

lotes de formulagdo CLN-PTX 0,1% foram preparados, armazenados em frascos de penicilina



protegidos da luz e conservados em temperatura de 4 °C. Em intervalos de 0, 7, 15, 30 ¢ 70
dias, uma aliquota foi retirada e os seguintes parametros foram avaliados: didmetro médio, IP,
potencial zeta, pH e teor de PTX encapsulado, como descrito nos itens anteriores. Todos os

resultados foram expressos como média + DP.

4.2.3.1 Avaliagdo da estabilidade em meio biologico

O estudo de liberacdo in vitro foi conduzido diluindo 92 pL das formulagdes, CLN-
PTX e a dispersao micelar com PTX, em 1 mL de DMEM suplementado com 10% de SFB,
estreptomicina a 100 pg/mL e penicilina a 100 UI/mL.

As diluicdes foram mantidas em 37 °C, em agitador orbital Certomat® BS-1
(Sartorius AG; Gotinga, Alemanha) com agitagdo constante a 400 rpm Apds tempos
especificos (0, 15, 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 8 e 24 horas), foram retiradas aliquotas e a fragao
liberada foi obtida separando as nanoparticulas pelo método de ultrafiltragdo com
centrifugagdo por 15 minutos a 14.000 rpm, em 25 °C, utilizando o dispositivo Amicon® com
cut-off 10 kDa (Millipore; Billerica, EUA) previamente passivado overnight em solugdo com
5% de Tween 20® Croda Inc (Edison, EUA). A concentragio total de PTX e a fragdo liberada
foram dosadas por HPLC.

A quantidade de PTX liberada foi calculada utilizando a equagao:

PTX filtrado
04 PTX liberado= ———— = 100
PTX total

4.2.4 Avaliacdo da atividade hemolitica

O ensaio, adaptado de Jain e colaboradores (2012) foi realizado adicionando 500 pL
da suspensdo de hemacias a 3% (Diacell) em microtubos de 2 mL e em seguida 500 puL dos
seguintes tratamentos aos seus respectivos tubos: Cre:EtOH; PTX livre; CLN-PXT e CLN-
Branco. Como controle negativo, 500 puL de salina (0,9% p/v) foram adicionados a suspensao
de hemacias e como controle positivo, 500 pL de solu¢cdo de saponina. Os microtubos foram
entdo armazenados por 1h em agitagdo a 400 rpm em temperatura de 37°C. Apds o tempo de
incubagdo, o sobrenadante foi retirado e adicionado a placa de 96 pocos. A quantidade de

hemoglobina liberada no sobrenadante foi determinada por espectrofotometria em



comprimento de onda de 540 nm. A porcentagem de hemolise foi calculada por meio da
formula abaixo. Os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo e as
determinagdes realizadas em triplicatas.

Abs — Abs

controle negativo

x 100
— Abs

04 Hemolise =
’ Abs

controle positivo conirole negativo

Abs = Absorbancia da amostra
Abscontrole negativo = Absorbancia do controle negativo

AbScontrole positivo = Absorbancia do controle positivo

4.2.5 Estudos de atividade in vitro

Os estudos de atividade in vitro foram conduzidos utilizando a linhagem de células
normais 1929 (fibroblastos de rato) e de células neoplasicas MDA-MB-231 (adenocarcinoma
de mama humano). As células L929 foram cultivadas em meio RPMI 1640 e as células MDA-
MB-231 foram cultivadas em DMEM. Os meios de cultivo foram suplementados com 10% de
SFB e os antibidticos estreptomicina a 100 pg/mL e penicilina a 100 Ul/mL. As culturas de
c€lulas foram mantidas em garrafas T-75 em estufa umidificada em ambiente de 5% de CO; a

37 °C.

4.2.5.1 Avaliacdo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada utilizando ensaio de metabolizacao da resazurina (7-
hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide) em resorufina (Figura 7). Para este ensaio foram
utilizados como tratamentos CLN-PTX 1 mg/mL, CLN branco e dispersdo micelar de PTX
(6 mg/mL) em CrEL:etanol (1:1).

Figura 7 - Reacao de oxi-reducio da resazurina em resorufina apos conversio pelas

enzimas do sistema de transporte do metabolismo.
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Fonte: Adaptado de Czekanska, 2011



As células foram recolhidas das garrafas utilizando 1 mL de tripsina/EDTA 0,25%
(v/v) (Gibco Life Technologies; Carlsbad, EUA) e centrifugadas a 200 g por 7 minutos. A
contagem das células foi realizada em camara de Neubauer com o uso de microscopio Optico
e a concentracdo celular foi ajustada com meio de cultura. Assim, aliquotas das células em
suspensio de MDA-MB-231 (2,0 x 10* células/pogo) ou L929 (1,0 x 10° células/pogo) foram
semeadas em placas de 96 pogos e incubadas por 24 horas em 37 °C e 5% de CO; para
permitir a adesdo antes da adi¢ao dos tratamentos.

Apos a incubacgao, as células foram tratadas com as formulacdes, adicionadas aos
pogos (20 puL) em concentracdes de 2500; 500; 100; 20; 4; 0,8 ¢ 0,16 0,032 nM de PTX,
sendo o CLN branco diluido da mesma forma que o CLN-PTX. Apds o tratamento, as placas
foram incubadas por 24 ou 48 horas.

Passados esses periodos, 20 pL de solucdo de resazurina (Sigma-Aldrich; Saint Louis,
USA) 0,01% (p/v) foram adicionados a cada pogo e as placas foram novamente incubadas por
4 horas. Estimou-se a viabilidade celular utilizando a taxa de redugdo da resazurina (cor
purpura), mediante avaliagdo da fluorescéncia gerada pela resorufina (cor rosea) em
comprimento de onda igual a 595 nm.

Os valores de fluorescéncia obtidos dos pogos onde as células foram mantidas apenas
em meio de cultura, sem tratamento, foram considerados como 100% de viabilidade celular.
Os resultados foram expressos como porcentagem de viabilidade celular em relagdo ao
controle das células. Todas as amostras foram testadas em quadruplicata em trés experimentos

independentes e expressas como média + DP.

4.2.5.2 Ensaio de clonogenicidade

O ensaio de clonogenicidade foi realizado conforme protocolo estabelecido por
Franken e colaboradores (2006). Assim, aliquotas das células MDA-MB-231 foram semeadas
em triplicata na densidade de 5,0 x 10* células/mL em placa de 24 pogos e incubadas em
estufa contendo 5% de CO; em 37 °C por 24 horas. Posteriormente, as células foram tratadas
com a dispersao micelar de PTX em CrEL:EtOH (1:1) e CLN-PTX na concentragao de
100 nM.

Apos 48 horas do tratamento as células tripsinizadas foram coletadas, as triplicatas
reunidas em tubos para centrifugacdo (250 x g por 7 minutos) e ressuspendidas em 1 mL de

meio de cultura. Em seguida, 150 células de cada replicata foram replaqueadas em placas de 6



pogos com 3 mL. de DMEM suplementado com 10% de SFB. As placas foram incubadas em
estufa contendo 5 % de CO, em 37 °C por 10 dias, sendo o meio trocado a cada 3 dias.

Passado este tempo, o meio de cultura foi cuidadosamente removido e os pogos foram
lavados com solugdo de PBS. As colonias foram, entdo, fixadas adicionando a cada pogo 2
mL de solugdo contendo 6% (v/v) de glutaraldeido e 0,5% (p/v) de cristal violeta em agua. As
placas foram incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente. A solucdo fixadora foi
removida, as placas foram lavadas cuidadosamente com dgua por imersdo e mantidas em
temperatura ambiente até secagem completa.

O niimero de colonias formadas a partir das culturas controle foi usado no célculo de

eficiéncia de plaqueamento (PE) de acordo com a equacao abaixo:

nimero de colénias formadas no controle

PE = x 1009%
numero de células plaqueadas °

O valor de PE e o numero de colonias formadas a partir das culturas tratadas foram

usados para o calculo da fragdo de sobrevivéncia (FS) de acordo com a equagao:

£ = niumero de colonias formadas apds o tratamento

numero de células plaqueadas x PE

4.2.6 Marcacdo radioquimica das CLN-PTX

As CLN-PTX preparadas foram submetidas ao método de marcacdo com o isdtopo
radioativo tecnécio-99 metaestavel (*™Tc). Uma aliquota de 200 pL de formulagio foi
adicionada a um frasco, seguida da adicdo de 100 pL. de uma solucdo de cloreto estanoso
(SnCly), 1,0 mg/mL em acido cloridrico 0,25 M. O pH do sistema foi ajustado para 7,0 com
solucao de hidroxido de sodio 0,1 M. O frasco foi lacrado e submetido a vacuo para evitar a
oxida¢ao do estanho. Em seguida foram adicionados 3,7 MBq de pertecnetato de sodio
(Na99mTcO4) em solugdo salina 0,9% (p/v), o sistema foi agitado e mantido em repouso por
15 minutos. Os testes foram realizados em quadruplicata e todos os resultados foram
expressos como média + DP. A radiomarcagdo da dispersdao micelar do PTX em Cre:EtOH

(1:1) foi realizada conforme protocolo previamente estabelecido por Monteiro e
colaboradores (2017).



4.2.6.1 Controle de pureza radioquimica

O rendimento da marcacdo foi determinado pela quantificagdo das impurezas
comumente encontradas nos processos de marcagao, o tecnécio-99m livre (99mTcOy4) € o

tecnécio-99m hidrolisado (99mTcO,). Inicialmente, realizou-se a cromatografia em camada

delgada (CCD) em silica gel 60 para determinar o percentual de 9mTcO4. Em cada placa de
CCD (10 cm x 1 cm), foi aplicada uma gota de formulacdo radiomarcada. Apds a eluicao
utilizando-se como fase movel acetona, as placas foram secas, dobradas e a radioatividade foi
determinada em um contador gama de pogo (ANSR; Abbot, EUA). A porcentagem de PMTeO,
foi determinada ap0s a filtragdo da formulagdo radiomarcada em filtro de 0,45 um (Millipore;

Billerica, EUA) e quantificando a atividade radioativa contida no filtro e no filtrado. O

rendimento de marcagao foi obtido a partir da formula abaixo:
% marcagao = 100 — (%99mTcO4 0 +% 99mTcO,)
4.2.6.2 Estabilidade in vitro da radiomarcacado

Os testes de estabilidade da marcagdo foram desenvolvidos em dois meios distintos:
salina 0,9% (p/v) e em plasma de camundongo. Os testes foram realizados em quadruplicata e
todos os resultados foram expressos como a média = DP.

Em solucgao salina 0,9% (p/v), o frasco contendo os CLN-PTX marcados foi mantido a
temperatura ambiente e nos tempos de lh, 2h, 4h e 24h, foram retiradas aliquotas para a
quantificagdo de impurezas (99mTcO4 O e 99mTcO,), como descrito anteriormente.

Para mimetizar a estabilidade da marcacdo dos CLN-PTX na corrente sanguinea, foi
utilizada uma propor¢do de 200 pL de CLN-PTX radiomarcadas para 500 pL de plasma de
camundongo. A mistura foi mantida a 37°C e, nos tempos de 1h, 2h, 4h e 24h, foram retiradas
aliquotas para a quantificagdo de impurezas (99mTcO4O e 99mTcO,), como descrito

previamente.
4.2.7 Biodistribui¢cdo em camundongos Swiss
Para o estudo foram utilizados camundongos Swiss fémeas, com 6 semanas de idade,

adquiridos do Biotério da Faculdade de Farmacia da UFMG, mantidos dentro de gaiolas

(44 x 33 x 17cm), e em estante com ar filtrado e controle de temperatura, com acesso livre a



ragdo e agua. Os animais foram mantidos na sala de experimentagdo animal do Laboratorio de
Farmacotécnica e Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFMG, cujo
ambiente possui controle de umidade e temperatura. O experimento foi previamente aprovado
pela Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA) da UFMG, pelo protocolo ntmero
348/2017.

4.2.7.1 Obtengdo do modelo experimental de tumor de Ehrlich

As células de tumor ascitico de Ehrlich (2 x 10° células), derivadas de adenocarcinoma
mamario de camundongos, foram inoculadas intraperitonealmente em camundongos Swiss
fémeas (n = 2 animais). Oito dias apods a inoculagdo, os camundongos foram anestesiados por
via intraperitoneal com uma mistura de xilazina (10 mg/kg) e cetamina (80 mg/kg), sendo que
o liquido ascitico contendo as células tumorais foi coletado e transferido para um tubo Falcon.
ApoOs esse procedimento, os animais foram sacrificados com sobredose de anestésico (30
mg/kg de xilazina e 240 mg/kg de cetamina). O liquido ascitico foi imediatamente submetido
a centrifugac@o a 3000 r.p.m. por 5 minutos, numa temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi
desprezado e o pellet contendo as células foi ressuspendido em solucdo salina 0,9% (p/v). O
procedimento foi repetido até a obtengdo de um liquido denso e claro, com o minimo possivel
de fibrinas e hemacias.

Em seguida, realizaram-se a contagem e a determinagdo da viabilidade celular. Para a
contagem das células tumorais, utilizou-se microscdpio dptico com o auxilio de uma camara
de Neubauer e solu¢ao de azul de Tripan 0,4% (p/v) como corante. As células coradas pelo
azul de Tripan foram consideradas invidveis e as células translucidas foram consideradas
viaveis. Uma suspensdo de células viaveis foi entdo preparada em uma densidade média de

2,5 x 107 células/mL. Essas células foram implantadas por via subcutanea no flanco direito de

cada camundongo em (2,5 x 10° células em 0,1 mL). Os animais foram mantidos até que o
tumor atingiu didmetro médio de 5 mm. Ao atingir o tamanho requerido, os animais foram
aleatoriamente distribuidos em dois grupos experimentais (n = 7 animais cada) os quais foram

utilizados para a obtenc¢do de imagens cintilograficas.

4.2.7.2 Obtengdo das imagens cintilograficas

Esse estudo foi conduzido nos animais acometidos com tumor de Ehrlich apos

administracao da dispersao micelar de PTX em Cre:EtOH e da formulagao de CLN-PTX



ambos radiomarcados com *™Tc. Cada animal recebeu, pela veia caudal, 3,7 MBq dos
sistemas radiomarcados. Apdés os tempos de 30 minutos e 2 horas, os animais foram
anestesiados com solu¢do de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e, em seguida,
colocados sob uma gama camara NuclideTM TH 22, Mediso (Budapeste, Hungria) e
mantidos em posi¢do de decubito ventral para a aquisicdo das imagens cintilograficas. Foi
utilizada uma janela 20% simétrica, para um pico de energia de 140 KeV. As imagens
(300.000 contagens) obtidas foram armazenadas em uma matriz 256 x 256. Apds a aquisicao
das imagens, o sangue (volume total do camundongo) foi coletado por pun¢do cardiaca até a

eutanasia por exsanguinagao.

4.3 Analises Estatisticas

Os valores médios e os desvios-padrao (DP) foram calculados para todos os
experimentos descritos anteriormente. A analise estatistica foi feita por meio de analise de
variancia one-way (ANOVA), com pos-teste de Tukey. Um modelo de regressao nao-linear foi
utilizado para determinar os valores de IC50. Para todas as andlises foi utilizado o programa
GraphPad Prism 6.0. Para todas as analises, as diferencas foram consideradas significativas

quando o valor de p foi menor que 0,05.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo e caracterizacio fisico-quimica das nanoparticulas

Estudos anteriores desenvolvidos por Marcial e colaboradores (2017) demonstraram
que o PTX foi incorporado com sucesso aos CLN e esta formulagdo apresentou caracteristicas
fisico-quimicas apropriadas para a administra¢do intravenosa, bem como uma estabilidade
aumentada em comparag¢do a outros nanocarreadores lipidicos. Além disso, CLN-PTX foi
mais efetivo contra células de tumor de mama humano (MCF-7 ¢ MDA-MB-231) ¢ menos
toxico para células ndo tumorais (fibroblastos) em comparagdo com o PTX veiculado em uma
dispersdo micelar semelhante ao produto comercial, o Taxol® (MARCIAL et al., 2017).

No intuito de carrear maior quantidade de PTX, a proposta inicial desse estudo foi
otimizar a formulacao previamente desenvolvida mediante alteracdo da composi¢ao da matriz
lipidica e/ou proporcdo de tensoativos e matriz lipidica. As caracteristicas das formulacdes
obtidas estdo descritas na Tabela 3.

Inicialmente, foi mantida a mesma formulagdo descrita por Marcial e colaboradores
(2017). Os dados obtidos demonstraram um didmetro médio das particulas em torno de
200 nm (182 £ 23 nm), mas IP igual a 0,50 = 0,01, caracteristico de um sistema heterogéneo.
Diante disso, foi aumentada a concentragdo de tensoativo (CLN 2) e alterado o sistema
tensoativo mantendo a concentragdo total como a CLN 1 (CLN 3), no entanto, as formulagdes
permaneceram heterogéneas, com o IP maior que 0,3. Por fim, alterou-se a proporcao da
matriz lipidica (CLN 4), utilizando-se uma propor¢ao de 3:1 entre lipide so6lido e liquido.
Com isso, foi observado diametro médio proximo a 200 nm (213 £ 9 nm) e uma reducao

dréstica do IP para 0,24, caracteristico de um sistema monodisperso.

Tabela 4 - Caracterizacgao fisico-quimica dos CLN-PTX obtidos, quanto a diametro, IP e

potencial zeta.

Formulac¢ao Diametro (nm) P Potencial zeta (mV)
CLN 1 182 +23 0,50 +0,01 215
CLN 2 173 £25 0,39 +0,15 -17+£3
CLN3 215+39 0,49 + 0,20 21+4
CLN 4 213+9 0,24 +0,01 -18+£3

*Valores expressos com média = desvio padrdo (n = 3).



A solubilidade do farmaco na matriz lipidica ¢ conhecida como uma condi¢ao
importante para o seu aprisionamento mais eficiente na nanoparticula. Além disso, a matriz
cristalina menos perfeita como a apresentada pelo CLN, proporciona mais espaco para
acomodacido do farmaco (MULLER, 2000; KASONGO et al., 2011; BAEK et al., 2012;
HOSNY et al., 2015; BAEK; CHO, 2015b).

A partir da formulagdo CLN 4, testou-se o preparo dos CLN aumentando a
concentragdo de PTX para 1,5 e 2,0 mg/mL. Os resultados do didmetro médio, indice de
polidispersdo (IP) e potencial zeta estdo apresentados na Tabela 4. Pode-se observar que a
associacao do PTX acarretou ao CLN um aumento no didmetro médio entre de 166 nm para
até¢ 254 nm (p<0,05). Todas as formulagdes, contendo ou ndo PTX, apresentaram indices de

polidispersdo menores que 0,3, caracterizando sistemas monodispersos.

Tabela 5 - Caracterizacgao fisico-quimica dos CLN mediante aumento na concentrac¢io de

PTX, quanto a didmetro, IP e potencial zeta.

Concentracao de

Diametro (nm) 1P Potencial zeta (mV)
PTX (mg/mL)
- 166 + 2 0,18 + 0,01 2342
1,0 220+ 117 0,21 +0,01 -18+6
1,5 231+9" 0,24+ 0,10 21+4
2,0 254 +31" 0,26 + 0,06 2342

~ Representa diferenca significativa em relagdo aos CLN brancos. Dados expressos em média + DP (n=3). O

nivel de significancia foi considerado para valores de p < 0,05 (teste de Tukey).

O diametro médio da particula e a homogeneidade de distribui¢ao do didmetro tem um
impacto significativo na aplicagdo intravenosa (IV). Essas caracteristicas podem influenciar o
acumulo nos tecidos, a adesdo, a penetragdo celular das nanoparticulas e consequentemente
do farmaco (ZHU; LIAO, 2015). O didmetro médio entre 200 e 800 nm, como os observados
nos sistemas obtidos neste estudo, favorecem a passagem dos CLN pelas fenestragoes dos
vasos sanguineos que irrigam os tumores da mama devido ao efeito EPR, possibilitando maior
acimulo das nanoparticulas no tumor, em comparacao ao farmaco livre (TORCHILIN, 2011a;
ZHU; LIAO, 2015)..

As formulagdes também cumprem os requisitos exigidos pela Farmacopeia
Americana, para o uso de uma formulagdo lipidica para administragdo injetavel. De acordo

com esta especificagdo, o didmetro médio das particulas deve ser menor ou igual a 500 nm e a



concentracdo percentual de particulas maiores que 5 pm deve ser menor que 0,05% do total
da fase dispersa. Essas condi¢des previnem a ocorréncia de embolia pulmonar e a oclusdo de
capilares menores, uma vez que esses possuem em média 5 um de diametro (USP 39, 2016;
FOLKMAN, 2008).

O potencial zeta apresentado por todas as formulagdes foi negativo, com valores de
-18 a -23 mV. A andlise do potencial zeta ¢ util para entender e caracterizar as dispersoes
coloidais, pois ¢ o método mais utilizado para estimar a carga superficial e interacdes
repulsivas entre as particulas de um colodide, sendo diretamente associada a estabilidade dos
sistemas(MOHANRAJ et al., 2006; HONARY; ZAHIR, 2013; AGIMELEN et al., 2017). Em
geral, sistemas com potencial zeta superior a 30 mV sdo considerados estabilizados por
mecanismos elétricos. No presente estudo, a presenca do Tween® 80, um tensoativo nio
i6nico etoxilado, confere impedimento estérico as nanoestruturas, impedindo-as fisicamente
de se aglomerarem, o que consequentemente resulta em sistema mais estavel. Os resultados de
potencial zeta encontrados no presente trabalho mostram concordancia com os obtidos para
CLN contendo PTX desenvolvidos por Macial e colaboradores (2017) com valores proximos
a-11,0 mV.

Com relagdo a concentragdo de PTX encapsulada (Figura 8), observou-se uma redugao
significativa (p<0,05) no TE com o aumento da concentracdo de PTX de 1,0 mg/mL (93 +
3%) para 1,5 mg/mL (68 = 1%) e 2,0 mg/mL (58 + 0,2%). Assim, a concentraciao
efetivamente encapsulada permaneceu constante a despeito do aumento de PTX adicionado
no preparo (0,9 = 0,05; 1,0 £ 0,02; 1,2 + 0,04 mg/mL respectivamente) e, da mesma forma, o
drug loading (2,9 £ 0,2, 3,2 £ 0,06 e 3,8 = 0,01%). Como o lipide possui certa capacidade de
carreamento do farmaco, a adi¢do em excesso deste conduziu ao aumento do farmaco nao
encapsulado. Estes dados sugerem que ocorreu saturacdo do sistema, ndo permitindo a
incorporagdo de quantidades maiores que 1,0 mg/mL de PTX. Desta forma, a formulagdo
proposta para CLN-PTX 1,0 mg/mL acarretou aumento de aproximadamente dez vezes na
quantidade de PTX incorporado em CLN por Marcial e colaboradores (2017). Portanto, essa
formulagdo obtida a partir da concentragdo de 1,0 mg/mL de PTX foi considerada adequada

para ser utilizada nos estudos subsequentes.



Figura 8 - Teor de encapsulacio e concentra¢ido do PTX incorporado nos CLN em func¢ao

do PTX adicionado.
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*Representa a diferenca significativa entre os teores de encapsulagao encontrado para as diferentes
concentragdes de farmaco (em relagdo a adigao de 0,1 % de PTX). Dados expressos em média + DP (n=3). O

nivel de significancia foi considerado para valores de p < 0,05 (teste de Tukey)

5.1.1 Difragdo de raios-x

A difracdo de raios-X nos fornece informagdes sobre o comprimento dos
espacamentos curtos e longos da trelica lipidica e estdo fortemente correlacionadas a
incorporagdo do farmaco a matriz. Os cristais t€ém a capacidade de difratar um feixe incidente
de raios X, por estes raios apresentarem comprimentos de onda muito proximos as distancias
entre os atomos ou moléculas que formam a rede cristalina (MULLER, 2000; BUNJES et al.,

2002). A Figura 9 mostra os dados obtidos por difragdo de raios X para os componentes



solidos dos CLN (Compritol ATO 888, colesterol e PTX) e para as CLN na auséncia e
presenga de fArmaco assim como a mistura fisica (CLN-Branca + PTX).

Na figura 9A ¢ possivel observar os picos de difracdo de raios-X caracteristicos
dos componentes das CLN. Os picos de difracdo para o Compritol® 88 ATO podem ser
facilmente observados, apresentando um pico em alta intensidade em 21,22° e um pico de
menor intensidade em 23,43°, espagamentos curtos caracteristicos da forma 3° (CASTRO et
al., 2008; FINI et al., 2011). As mesmas peculiaridades observadas para o Compritol® 888
ATO foram detectadas na figura 9B em todas as formula¢des. No entanto, os dados de
difracio do CLN (figura 9B) revelaram difracdes ligeiramente mais amplas do que as
observadas para o lipide puro (figura 9A). Esse fato pode ser explicado possivelmente pela
menor perfeicdo da rede cristalina na formulagdo em comparacao com o lipide (CASTRO et
al., 2008).

Em contraste, a andlise da CLN-PTX revelou auséncia dos picos de difracdo
caracteristicos do PTX, sugerindo que o farmaco estd integrado a matriz lipidica do
CLN. Além disso, a adi¢ao de um lipide liquido a formulagao contribui para desorganizacao
na rede cristalina, geralmente colaborando para maior capacidade de alojamento do farmaco
nas particulas (SOUTO et al., 2006; MUCHOW et al., 2008).

Um pequeno terceiro pico a 0,460 nm foi observado nos CLN indicando a formacao
parcial de Bi. De acordo com Larsson (1966), os espacamentos curtos de triglicérides podem
ser descritos como o (subcélula hexagonal com espacamento de rede de 0,42 nm), B’
(subcélula perpendicular ortorrdmbica com espacamentos de rede de 0,42 a 0,43 nm e 0,37 a
0,40 nm) e B (subcélula paralela com um espacamento de rede forte de 0,46 nm). No entanto,
formas intermedidrias também podem ser encontradas, como a forma [, apresentada por

Precht (1988).



Figura 9 - Difratogramas dos componentes sélidos (A) e dos CLN com e sem PTX e da

mistura fisica (B).

Intensidade

Intensidade

5.1.2 FTIR

Os espectros FTIR dos componentes solidos e da formulagdo liofilizada foram obtidos
e estio mostrados na figura 10. O espectro do PTX apresenta picos em 3479-3300 cm™
correspondente a vibragd®s*@e"®stiramento N-H e vibragdes de estiramento assimétricas e
simétricas CH, em 2976-2885 cm-1. O pico situado em 1734 cm-1 ¢ atribuido a vibracdo de
estiramento C=0 a partir dos grupos éster, ¢ em torno de 1647 cm™, atribuido a amida
(RENUGA DEVI; GAYATHRI, 2010; MARTINS et al, 2014). No CLN-PTX pode-se

observar a presenca de um pico também nesta regido, atribuido a amida, e isso pode estar
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relacionado ao PTX que ndo interagiu completamento com a mzr‘zectro do
Compritol® 888 ATO mostrou bandas de absorgdo de alongamento C-H a 2815 49 cm™ ¢
alongamento C=0 a 1738 cm™ (RAHMAN et al., 2010).

Observou-se também a sobreposi¢ao entre o espectro obtido para CLN contendo PT?

e CLN branco, demonstrando que o CLN-PTX tem o mesmo perfil de absor¢do np
infravermelho dos CLN branco. Assim, o resultado sugere que a maior parte do PTX @i

incorporado a matriz lipidica (OMWOYO et al., 2014; HAIDER et al., 2017).

Figura 10 - Espectros de absorcio no IV dos componentes solidos e dos CLN liofilizaggs.
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As micrografias dos CLN-PTX estdo agrupadas Figura

possivel observar o tamanho da nanoparticula represcfativa e
corroborando com os dados de didmetro médio encontrado

possivel visualizar que os CLN apresentam morfologia es

observam-se possiveis aglomerados, que podem estar

secagem durante a preparacdo da amostra, podendo causar

nanoparticula. A evaporacio da dgua pode impedir que os carrea

no seu formato e assim elas tentem se aglomerar (MULLER, 200§ .




Figura 11 - Micrografias dos CLN-PTX em aumen
O.
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5.2 Avaliacao da estabilidade

Apds 75 dias de armazenamento na geladeira, o CLN-PTX apresentou uma
diminui¢do do didmetro médio de 201 = 6 nm para 161 = 4 nm, e o [P aumentou
progressivamente para 0,4 (Figura 12A). O potencial zeta manteve-se negativo, reduzindo de -

15 para -25 mV, sendo que a reducao foi mais intensa nos primeiros 7 dias (Figura 12B).



Apds 7 dias o teor de PTX reduziu 16% mas manteve-se estavel até o dia 30. Entretanto no
dia 70 o valor de reten¢do encontrado foi de 35 + 8% (Figura 12C).

Além do elevado alto potencial zeta (proximo a 30 mV em moddulo), o impedimento
estérico de nanoparticulas associado ao uso do polissorbato 80, um surfactante ndo ionico,
também contribui para a estabilizacdo fisica, reduzindo a agregacdo (SWIDAN et al., 2016b;
MARCIAL et al, 2017). As variagdes encontradas apds a primeira semana de
armazenamento, acredita-se estarem relacionadas a reorganizagdo polimoérfica observada nos
primeiros dias apds a producdo dos carreadores. Apds 75 dias, ¢ observada liberagdo do
farmaco do sistema com diminui¢do da retengdo do PTX como consequéncia de rearranjo
lipidico associado a diminuicdo do didmetro médio das particulas (SOUTO et al., 2006;

UNER, 2015). Nio foi observado alteragio no pH durante o tempo avaliado.



Figura 12 - Estabilidade dos CLN-PTX ao longo de 70 dias, em relacao ao diametro e IP
(A), potencial zeta (B) e retencdo do PTX (C).
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*Diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao tempo 0

5.2.1 Avaliagdo da estabilidade em meio biologico



Para avaliar a estabilidade do sistema em meio bioldgico, realizou-se um estudo de
liberacdo do PTX a partir da diluigao de PTX livre ou CLN-PTX em meio de cultura DMEM
contendo 10% SFB (Figura 13). Desde a partir de 15 minutos, a liberacdo do PTX a partir do
CLN foi menor (p<0,05) quando comparada a dispersdo micelar, permanecendo maior por
24h. Aproximadamente 4% e 5% PTX foram liberados dos CLN e a dispersdo micelar,

respectivamente, no tempo de 8h, seguida por um platd.

Figura 13 - Liberacao in vitro do PTX (%) a partir dos CLN e dispersao micelar (PTX
livre) em DMEM suplementado.
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"Diferenga significativa (p < 0,01).
Da mesma forma, Swidan et al. (2016) também observaram que o PTX incorporado

em NLS ou CLN foi liberado mais lentamente quando comparado ao Taxol®, em tampao

fosfato (pH 7,4) com 2% de Tween®, sendo a liberagdo a partir do CLN mais lenta que NLS.
Liu et al. (2011) também mostraram ocetaxel, um taxano da mesma forma que o
paclitaxel, incorporado em SLN ou esentou liberagcdo sustentada. Desta maneira,

esses dados sugerem uma diminui¢ao na frequéncia de administragao, o que ¢ vantajoso na

aplicagdo clinica.
A liberacao lenta do PTX pode ser devido a natureza lipofilica da PTX, que ¢ mantido
na matriz lipofilica dos carreadores. A partir da matriz, a liberagcdo do farmaco ird ocorrer

principalmente por dissolucdo e difusdao (PALIWAL et al., 2009; SWIDAN et al., 2016a).



micelar incorporado com PTX.

53 Avaliagtﬁ% da atividade hemolitica

As hemacias sdo células que se encontram na corrente sanguinea, e por sua inevitavel
interacdo com as formulagdes farmacéuticas administradas por via intravenosa, elas sdo um
bom indicador in vitro para toxicidade. Os resultados da atividade hemolitica dos veiculos

(CrEL:EtOH, CLN-Branca) e dos sistemas carreando o PTX estdo apresentados na fi 14.

Figura 14 - Atividade hemolitica dos veiculos eod,? Ol’n'}“gg ngrtcgerpﬂ{ado em dispersao

mi rentes concentrac8eé’ (0165eL0de¢ig/mL).

CrEL: EtOH CLN -Bra T X livre CLN-PTX

"Representa diferenca significativa em relagdo & formulagdo comercial

E possivel observar que o veiculo utilizado para dispersar o PTX livre na foma de

micelas, CrEL:EtOH, apresenta elevada ativ@iﬁemolitica, significativamente maior| que o
CLN branco. Em 0,1 mg/mL, os valores observados foram de 24,3 + 2,3 % para CrEL:HtOH e
5,2 + 0,4 % para CLN branco.
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prpporcao que CLN-PTX.

Foi observado para a linhagem L1929 (Figura 15A) que as formulacdes nao

apresentaram atividade citotdxica significativa, Independente da concentracdo e do tempo de

irflcubacdo. Fato semelhante também hawia—sille—observado por Marcial e colaboradores
(4017), que utilizaram matriz lipidica semelhante em seu estudo essa resposta foi atribuida
possivelmente a reduzida captacao das CLN por estas c€lulas, em comparagdo a linhagem
tumoral.

Em relagdo a linhagem tumoral MDA-MB-231, verificou-se que a formulacdo CLN
btanco ndo induziu citotoxicidade significativa, visto que a viabilidade celular foi préxima de

100%, independente da concentragdo € em ambos os tempos avaliados (figura 15B). Para os

trhitamentos contendo PTX, foi observada reducdo dose-dependente da viabilidade celular e
ndo houve diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos tempos de incubagdo. A viabilidade
celular para CLN-PTX foi significativamente reduzida quando comparado ao PTX livre
(p<0,0001) nas concentragdes superiores a 4 nM, sugerindo maior captacdo dos carreadores

em relacdo a dispersao micelar em CrEL:EtOH.



Os valores de 1Csy também foram determinados e sdo apresentados na tabela 5. Os
———————vatores dc 1Csg foranr
Em relagio 8 MDA-MB-231, a ICs calculada para o tratamento com CLN-PTK foi igual a

T 129 £ 0,08 nM e 149 4+ 0,01 nM, para 24h e 48h, respectivamente, enquant¢ que para o
farmaco livre a ICs foi 2500 nM em ambos os tempos avaliados.
- Tabela 6 - Valores de 1Cso calculados para as linh@8ens de células tumorais e normais.

CLN-PTX PTX livre

o Células Tempo (horas) ICs0(nM) ICs0 (nM)
L929 24 >2500 >2500
48 >2500 >2500
MDA-MB-231 24 129 £ 0,08 >2500
48 150+ 0,01 >2500

Dados expressos em média + DP (n=3).

Em trabalhos anteriores, Barbosa e colaboradores (2015) avaliaram lipossomas pH-
sensiveis de circulacdo prolongada carreando PTX, revestidos ou ndo com folato, enquanto
marcial e colaboradores (2017) avaliaram CLN-PTX, utilizando o ensaio de metabolizacao do
metiltiazoltetrazolio (MTT) para a avaliagdo da viabilidade celular em células MDA-MB-231.
Em ambos os estudos, foram encontrados valores de ICso >500 nM para o PTX livre, assim
como a maior reducdo da viabilidade apds tratamento com o PTX nanoestruturado em
comparagdo com o PTX livre, sugerindo maior efetividade aos nanossistemas na reducao da
viabilidade celular. Essas observagdes reforcam a maior atividade citotoxica do CLN-PTX,
sugerindo que essa formulagao pode ser uma estratégia promissora para transportar o PTX até
as células tumorais em concentragdes mais baixas e assim permitir sua administra¢do

intravenosa na terapia tumoral com menores danos as células normais.
5.4.2 Ensaio de clonogenicidade

Complementando o estudo de viabilidade celular, realizou-se o ensaio clonogénico
apds o tratamento com as formulacdes contendo o PTX para verificar a capacidade das
células tumorais de formar novos clones (HOUSMAN et al., 2014). Para esse estudo utilizou

a concentracdo igual a 100 nM, em que houve diferenga significativa (p<0,0001) entre o

CLN-PTX

+



P TXLivre

efeito de CLN-PTX em relagdo ao PTX livre. Os resultados obtidos estdo apresentados na

Figura 16.

Figura 16 - Efeito do tratamento com CLN-PTX e PTX livre 100 nM na formacio de
colonias de células MDA-MB-231.

100

80

=)}
]

40

20

N°decolonias

Con trole PTX-Livre CLN-PTX
ST = =T
' \‘ ¥ -

solucdo m
Resultado

colaboradd






Figura 17 -
0,9% (p/v)

105
o 100
)]
Q
o 95
1
£
o 90
° Salina 0,9% (p/v) Plasma

alina 0,9% (p/v
°\° 85 —.F—)
[ ]
80 T T T T
0 5 10 15 20 25

Tempo (horas)

Dados expressos em média £ DP (n=4).

5.2 Biodistribui¢cao dos CLN-PTX em camundongos Swiss

A distribui¢do do PTX incorporado em dispersdao micelar ¢ em CLN, avaliado por
imagens cintilograficas obtidas apos 30 minutos e 2h, encontra-se disposto na Figura 18. A
dispersdo micelar apresentou uma alta captacdo pelo figado e bago e baixa mudanca de
biodistribui¢ao ao longo do tempo analisado.

Como esperado para sistemas nanoestruturados, foi possivel observar uma alta
captacao do CLN-PTX e da dispersao micelar em orgaos do sistema fagocitario mononuclear
(SFM), como figado e bago, ap6s 30 minutos (Figura 18A e C) e 2h da administragdo (Figura
18B e D). Esse fato pode ser explicado pela extensa fagocitose das nanoparticulas pelas
células do SFM apds administragdo intravenosa. Achados semelhantes foram observados em
outros estudos, utilizando micelas e lipossomas como carreadores do PTX (MONTEIRO et
al., 2017, 2018).

Por outro lado, auséncia de captacdo significativa na regido da tireoide corrobora os
dados obtidos no estudo de estabilidade em plasma, uma vez que o 99mTcOy4 presente na
circulagdo ¢ captado preferencialmente por tireoide e estomago. As imagens cintilograficas

também revelaram maior captagio dos **™Tc-CLN-PTX na coxa posterior direita, regido do



tumor, em comparagdo a coxa posterior esquerda em ambos os tempos. Além disso, essa

captagdo pelo tumor foi mais acentuada em 2h se comparado ao tempo de 30 min (Figura 18).

Figura 18 — Imagens cintilograficas de camundongo Swiss com tumor implantado apos
administracio da dispersao micelar com PTX, 30 minutos (A) e 120 minutos (B) e dos

CLN PTX 30 minutos (C) e 120 minutos (D).

Setas em branco indicam a regido tumoral (regido alvo) e, em azul, o musculo contralateral

Uma analise semi-quantitativa das imagens possibilitou a obtengdo da relagdo
tumor/musculo contralateral, ou seja, a relagdo alvo/ndo-alvo. Essa avaliagao foi feita a partir

da contagem de pixels na imagem. Os valores obtidos demonstraram que ap6s duas horas da
administracdo do *™Tc-CLN-PTX, houve um aumento significativo da relagdo alvo/ndo alvo
na regido do tumor quando comparado ao tratamento com a *™TcPTX. Observou-se que

apo6s tanto apés 30 minutos quanto apds 2h da administragio do **™Tc-CLN-PTX, houve um



aumento significativo do direcionamento para a regido do tumor quando comparado ao
tratamento com o * "Tc-PTX em dispersao micelar, de 1,5 e 1,7 vezes, para 30 minutos e 2h,
respectivamente (Tabela 6). Assim, o CLN apresentou melhor desempenho que a dispersao
micelar em direcionar o PTX para o tumor em curto periodo de tempo, o que ¢ interessante

para abordagens tanto no diagnostico quanto na terapia antitumoral.

Tabela 7 - Rela¢do alvo/nao alvo entre tumor e musculo contralateral de camundongo

Swiss acometidos por tumor sélido de Ehrlich a partir da regido de interesse.

ROI 30 minutos 120 minutos
Taxol 1,9+0,4 2,0+0,6
CLN 29+0,8 34+0,6

*. . . . . ~ ~
Representa diferenca significativa quando comparado com a relagdo alvo/ndo alvo no mesmo tempo.

Essa captacdo aumentada pelo tecido tumoral pode ser explicada pela a
caracteristica peculiar da maioria dos tumores so6lidos, que, devido a grande necessidade de
suprimento de oxigénio e de nutrientes para o seu crescimento, apresenta regides com alta
taxa de angiogénese. Esses vasos porém apresentam poros maiores do que a vasculatura
regular; consequentemente, particulas em tamanho nanométrico podem passar através das
fenestragdes desses vasos para tumor(BOCCI et al,, 2013; Al et al., 2016). Os CLN utilizados
no presente estudo apresentaram didmetro médio de aproximadamente 200 nm, portanto,
pode-se sugerir que esses sdo capazes de extravasar para o tecido adjacente e acumular nessa
regido tumoral. Aliado a isso tem-se o fato de que essa neovascularizagdo ndo ¢ uniforme,
assim como a distribui¢do dos vasos linfaticos, provocando uma drenagem linfatica na massa
tumoral heterogénea e ineficiente (BERTRAND et al., 2013; FANG et al., 2011; SVENSON,
2012). Portanto, essas caracteristicas inerentes aos tumores solidos favorecem passivamente o

acumulo das nanoparticulas nessa regiao.



6 CONCLUSAO

Os CLN foram obtidos por um método simples e rapido. Foi observado a
formagdo de uma matriz lipidica mais imperfeita, bem como, a formacdo de particulas
esféricas com tamanho médio de 200 nm. Os dados do presente estudo demonstraram que a
formulagcdo de CLN contendo PTX desenvolvida apresentou caracteristicas fisico-quimicas
favoravéis a administracdo intravenosa e possibilitou carrear uma concentracao mais elevada
de PTX alcangando assim o objetivo previamente estabelecido. Outrossim, apresentou
estabilidade durante o armazenamento e em meio biologico. Por liberar pouco PTX durante o
tempo analisado, associou-se também a esse fato uma liberacdo controlada da matriz.

A formulagdo apresentou baixa atividade hemolitica, sugerindo um maior bem
estar ao paciente. E nos estudo in vitro verificou-se elevada atividade antitumoral em
linhagem celular de cancer de mama, bem como, baixa clonogenicidade inferindo que a
formulagdo pode inibir a capacidade de sobrevivéncia das células em geral, incluindo a
geragdo de novas células filhas.

A radiomarcacao dos CLN se mostrou eficiente e estavel por 24 horas, em solugdo
salina 0,9% (p/v) e plasma murino. Os estudos in vivo realizados em camundongos
acometidos com tumor de Ehrlich demonstraram elevada captagdo dos CLN-PTX na regido
tumoral comparada a formulagdo convencional, o que podera resultar em maior resposta
terapéutica in vivo. Portanto, essa nova formulagdo apresenta um elevado potencial para

permitir a administra¢do intravenosa do PTX no tratamento do cancer de mama.
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