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Resumo

O céncer de mama é o segundo tipo de cancer mais comum no mundo. Dentre os farmacos
candidatos a utilizacdo no tratamento deste tipo de cancer tem-se a rapamicina que €
capaz de inibir a proteina mTOR, controlando seu crescimento e progressdo no ciclo celular.
No entanto, € um farmaco lipofilico, sofre sequestro por eritrécitos e dispde de instabilidade
quimica, fatores que comprometem sua biodisponibilidade. Desta maneira, sua incorporagédo
em carreadores lipidicos nanoestruturados funcionalizados com acido folico pode ser uma
estratégia interessante, pois este sistema pode proteger o farmaco de possiveis degradacdes,
além de proporcionar acdo mais lenta e sustentada. A funcionalizacdo dos carreadores com
acido folico possibilita a liberagdo do farmaco no local-alvo mediante ligacdo com
receptores de folato que s@o expressos em grande quantidade por uma variedade de células
tumorais, dentre elas as de mama. Frente ao exposto, o objetivo foi desenvolver e
caracterizar carreadores funcionalizados com &cido folico para incorporagao de rapamicina e
avaliar o seu potencial no tratamento do cancer de mama. Foram desenvolvidos seis
diferentes carreadores, que apresentaram valores de didmetro hidrodindmico médio de
97,29+0,79 a 119,05+0,23 nm respectivamente, e valores de potencial zeta de -12,45+0,48 a
-28,75+0,16 mV, respectivamente. Todas as formulacdes apresentaram morfologia esférica e
em nanoescala, segundo analises de microscopia eletrénica de transmissdo. As analises
térmicas apresentam um evento de fusdo em 50 °C, o qual é endotérmico, mostrando um
novo composto. A funcionalizagdo do lipidio com &cido folico foi confirmada por analises
de espectrofotometria no ultravioleta visivel, por ressondncia magnética nuclear e
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho. A quantificacdo da rapamicina foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, mostrando estar dentro dos parametros
requeridos e preconizados pela ANVISA e ICH, apresentando linearidade de R2=0,99,
precisdo e robustez. Os ensaios de eficiéncia de encapsulacdo evidenciaram que o carreador
consegue encapsular cerca de 95% do farmaco. O ensaio de liberacdo evidenciou para 0s
carreadores funcionalizados a liberagcdo de 82% de rapamicina ap6s 16 horas, ja o carreador
ndo funcionalizado liberou cerca de 45% do farmaco no mesmo periodo. Os ensaios in vitro
de citotoxicidade evidenciaram que carreadores nao apresentaram toxicidade frente as
linhagens celulares LEWIS, MCF-7 e MCF10-A. Para o sistema, observou-se ICso de 84,
176 e 110nM, respectivamente e para a rapamicina livre o I1Cso frente as mesmas linhagens
celulares foram 81,8, 141 e 95nM, respectivamente. A microscopia confocal evidenciou a
internalizacdo celular do sistema incorporada com DiO em linhagens MCF-7 e LEWIS. Os
dados de citometria de fluxo corroboram os de microscopia confocal, sugerindo que a
internalizacdo da formulagdo. O modelo alternativo de Caenorhabditis elegans, demonstrou
que a formulacdo ndo apresenta toxicidade. O modelo xenogréafico in vivo de cancer de
mama evidenciou que sistema, tanto administrado pela via intravenosa quanto
intraperitoneal, no periodo de 18 dias de tratamento, levou a regressdao do tumor,
apresentando diferenca estatistica em relagdo aos controles. Os resultados sugerem que 0
carreador contendo rapamicina e funcionalizado com é&cido folico apresenta potencial
promissor para o tratamento de cancer de mama.

Palavras-chave: cancer de mama; carreadores lipidicos nanoestruturados; funcionalizacdo; acido
félico; rapamicina.



Abstract

Breast cancer is the second most common type of cancer in the world. Among the candidate drugs
for use in the treatment of this type of cancer is rapamycin, which is capable of inhibiting the mTOR
protein, controlling its growth and progression in the cell cycle. However, it is a lipophilic drug,
undergoes sequestration by erythrocytes and has chemical instability, factors that compromise its
bioavailability. Thus, its incorporation in nanostructured lipid carriers functionalized with folic acid
can be an interesting strategy, as this system can protect the drug from possible degradation, in
addition to providing slower and more sustained action. Functionalization of carriers with folic acid
enables drug release at the target site by binding to folate receptors that are expressed in large
amounts by a variety of tumor cells, including breast cells. Based on the above, the objective was to
develop and characterize carriers functionalized with folic acid for incorporation of rapamycin and to
evaluate its potential in the treatment of breast cancer. Six different carriers were developed, which
presented mean hydrodynamic diameter values from 97.29+0.79 to 119.05+0.23 nm respectively,
and zeta potential values from -12.45+0.48 to -28, 75+0.16 mV, respectively. All formulations
showed spherical and nanoscale morphology, according to transmission electron microscopy
analyses. Thermal analysis shows a fusion event at 50°C, which is endothermic, showing a new
compound. The functionalization of the lipid with folic acid was confirmed by spectrophotometric
analysis in the visible ultraviolet, by nuclear magnetic resonance and vibrational spectroscopy in the
infrared region. Quantification of rapamycin was performed by high-performance liquid
chromatography, showing that it was within the parameters required and recommended by ANVISA
and ICH, with linearity of r?=0.99, precision and robustness. Encapsulation efficiency tests showed
that the carrier can encapsulate about 95% of the drug. The release assay showed for the
functionalized carriers the release of 82% of rapamycin after 16 hours, while the non-functionalized
carrier released about 45% of the drug in the same period. In vitro cytotoxicity assays showed that
carriers did not show toxicity against LEWIS, MCF-7 and MCF10-A cell lines. For the system, it
was observed ICso of 84, 176 and 110nM, respectively, and for free rapamycin the 1Cso against the
same cell lines were 81.8, 141 and 95nM, respectively. Confocal microscopy evidenced the cellular
internalization of the system incorporated with DiO in MCF-7 and LEWIS lines. Flow cytometry
data corroborate those from confocal microscopy, suggesting the internalization of the formulation.
The alternative model of Caenorhabditis elegans demonstrated that the formulation does not present
toxicity. The in vivo xenographic model of breast cancer showed that the system, both administered
intravenously and intraperitoneally, within 18 days of treatment, led to tumor regression, showing a
statistical difference in relation to controls. The results suggest that the carrier containing rapamycin
and functionalized with folic acid has promising potential for the treatment of breast cancer.

Keywords: breast cancer; nanostructured lipid carriers; functionalization; folic acid,;
rapamycin.
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1. Introducéo

Segundo dados da Agéncia Internacional para a Investigacdo do Cancer, o cancer de
mama é o segundo tipo de cancer com maior incidéncia no mundo. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Satde (OMS), em 2020 foram diagnosticados mais de 2,2 milhdes
casos de cancer de mama, 11,7% do total. O Instituto Nacional de Cancer (INCA) do Brasil
calculou cerca de 60 mil novos casos para os anos de 2020-2022 (INCA, 2020). Como
formas de controle, devem ser feitas mamografias a cada dois anos em mulheres entre 50 a
69 anos de idade, autoexame das mamas, exame clinico das mamas, ultrassonografia e
ressonancia nuclear magnética, conforme recomendado pelo Ministério de Saude, tendo
como base o manuscrito do Conselho para o Controle do Cancer de Mama de 2020 (INCA,
2020).

O carcinoma mamario teve um aumento tanto nos paises desenvolvidos como nos
paises em desenvolvimento (ACS, 2018), pois 0s recursos para prevencao, diagnéstico e
tratamento s&o escassos ou inexistentes. Sendo assim, a maior taxa de mortalidade ocorre em
regides menos desenvolvidas, abrangendo regibes como América Latina, Africa e Asia.
Paises mais desenvolvidos, como Estados Unidos, Holanda, Canada, Noruega, Dinamarca e
Reino Unido apresentam casos consideraveis de carcinoma mamario, porém sao detectados
mais precocemente e tratados adequadamente (FERLAY et al., 2015; WHO, 2017).

Segundo o INCA, em 2020 a taxa de sobrevida média da populacdo acometida apos

cinco anos do diagnostico foi de 61%, e a American Cancer Society (ACS) adverte que pode
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ser ainda menor essas taxas, diante dos pacientes que apresentam cancer de mama na
presenca de metastases em ganglios linfaticos, dentre outras (ACS, 2018; FERLAY et al.,
2015).

Estudos mostram que a progressdo do cancer de mama esta relacionada com uma
mutacdo no DNA mitocondrial, que leva a uma alteracdo na geracdo de producdo de energia
para célula normal via fosforilacdo oxidativa (OXPHOS), que gera energia via glicolise
aerdbia (efeito Warburg), resultando em crescimento celular descontrolado e dano no DNA
(BRANDON; BALDI; WALLACE, 2006; MA et al., 2010; SANTIDRIAN et al., 2013).
Esta progressdao pode provocar consequéncias, como retirada da mama, transtornos
emocionais, comprometimento da funcionalidade do membro devido ao surgimento do
linfedema e, por fim, a morte (SANTOS et al., 2011; WHITE, 2002).

A ACS 2019-2020 estima que cerca de um terco dos canceres de mama na poés-
menopausa estejam relacionados a fatores de risco como obesidade, inatividade fisica, uso
de hormonios, consumo de alcool, ndo amamentagdo, menarca precoce, menopausa tardia,
acumulo de excesso de gordura na regido abdominal, idade avangada na primeira gravidez,
doenca proliferativa da mama sem atipia (ductal usual hiperplasia, fibroadenoma), familia
com cancer de mama, pacientes com histérico de cancer de ovario ou endometrial, dentre
outros (DALL; BRITT, 2017; GAUDET et al., 2018; TAMIMI et al., 2016).

O tratamento ir& depender das condi¢Ges em que o tumor for diagnosticado. Assim, o
paciente podera ser tratado com diferentes procedimentos, tais como cirurgia, radioterapia e
quimioterapia (MEDEIROS et al., 2015). Dentre os farmacos empregados na terapia, 0
paclitaxel é o mais utilizado na quimioterapia. Contudo, possui desvantagens, tais como
baixa solubilidade, baixo indice terapéutico e resisténcia ao tratamento. Desta forma, tem-se
buscado novos farmacos que podem ser empregados para o tratar o cancer de mama, como a
rapamicina (ELOY et al., 2016a, 2017a; MONDESIRE, 2004; VANDERWEELE; ZHOU;
RUDIN, 2004).

A rapamicina (Figura 1), antibiético macrolideo lipofilico, foi originalmente isolada
da bactéria Streptomyces hygroscopicus em meados da década de 1970 (MONDESIRE,
2004).

Figura 1. Molécula da rapamicina.
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Fonte: Setti, 2016

A proteina alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR) € uma serina treonina quinase
que possui 289 kDa, pertencente a familia das proteinas PI3k (fosfatidil inositol-3-quinase).
A mTOR se localiza no citoplasma celular, ajustando o crescimento e progressdo no ciclo
celular por fatores de crescimento e fatores nutricionais (aminoacidos e energia) (FAIVRE;
KROEMER; RAYMOND, 2006; FORREST et al., 2006).

Estudos demonstram que a rapamicina tem a capacidade de formar um complexo
intracelular com FKBP-12 (FK506-binding Protein-12) e este se liga ao dominio FRB
(FKB12-rapamycin binding) da proteina mTOR, que reduz os fatores de crescimento e induz
a apoptose celular, conforme Figura 2 (H. et al., 2012; LIU et al., 2009; ZHOU; HUANG,
2010).

Figura 2. Mecanismos de acdo da rapamicina na célula.
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Shapira e colaboradores (2006) realizaram estudos com a rapamicina objetivando
avaliar a concentracdo necessaria que inibe o crescimento da linhagem celular de cancer de

mama MDA-MB-231. Os resultados revelaram que ap0s 24h, a concentracdo de 100 nM de
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rapamicina em contato com a célula MDA-MB-231 (5x10° cels/mL) causou 85% de inibicéo
da cascata e diminuigdo da fase celular G1, demonstrando que a rapamicina possui uma
atividade significativa sobre as células cancerigenas (ADVANI, 2010; SHAPIRA et al.,
2006).

Entretanto, a rapamicina apresenta baixa solubilidade aquosa, que diminui sua
biodisponibilidade (HURVITZ et al., 2013; YOSHIZAWA et al., 2014). Assim, uma
estratégia atraente para contornar essa desvantagem é a sua incorporagd0 em sistemas
nanoestruturados. Esses sistemas possuem a capacidade de encapsular farmacos lipofilicos e
hidrofobicos e tém sido usados para elevar a solubilidade aparente, a estabilidade, a
biodisponibilidade de farmacos, reduzir os efeitos colaterais, aumentar o tempo de
circulagdo no sangue e reduzir a dose, garantindo maior adesdo do paciente ao tratamento
(AHMED et al., 2012; DURAN et AL., 2010; HENNINK; NOSTRUM, 2012;
KAWABATA etal., 2011; LIN et al., 2014).

Dentre os diversos sistemas nanoestruturados que estdo sendo pesquisados para o
tratamento de neoplasias, destacam-se os lipossomas, nanoparticulas lipidicas sdlidas,
sistemas poliméricos, micelas, dendrimeros, nanocapsulas, nanoesferas, sistemas
inorganicos e os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNSs).

Os CLNs tém como caracteristica serem constituidos por uma matriz composta de
dois lipidios, um liquido e um solido a temperatura ambiente, formando estruturas muito
desordenadas e cristais imperfeitos, permitindo incorporar mais moléculas de farmaco. Essa
desorganizacdo da matriz pode apresentar vantagem em relacdo aos demais sistemas, pois
permitem incorporar uma grande quantidade de farmacos, podendo miniminizar a
toxicidade, reduzir e/ou evitar a degradacdo e as possiveis reacGes adversas adquiridas pelo
farmaco, promovendo uma liberacdo controlada do farmaco ao seu sitio de acdo, além de
poderem ser produzidos em larga escala (FAROKHZAD et al., 2009; YANG et al., 2014).

Além dessas vantagens, os CLNs podem ser desenvolvidos utilizando polimeros
hidrofilicos como o polietilenoglicol, cujos estudos evidenciam a capacidade de evitar o
reconhecimento e a fagocitose do nanosistema pelo sistema mononuclear fagocitario,
permanecendo por mais tempo na circulacdo sanguinea e ocasionando um acumulo na regido
tumoral pelo efeito de permeabilidade e retencdo aumentados (do inglés - Enhanced
Permeability and Retention effect (EPR)). Este efeito esta ligado ao rapido processo de
angiogénese no ambiente tumoral, pois 0s vasos sanguineos formam fenestracGes, que

permitem maior permeacdo das particulas de 20 a 200nm no tecido tumoral, e nesta regido
19



também se observa menos vasos linfaticos e com isso 0 acumulo maior das formulac6es
(LUONG et al., 2017; SADZUKA et al., 2006; TOMASINA et al., 2013; VALE et al.,
2015).

Rouf e colaboradores (2009) avaliaram um sistema nanoestruturado revestido com
polietilenoglicol contendo rapamicina para potencial aplicacdo em cancer de mama. Os
resultados revelaram que o sistema peguilado mostrou melhor estabilidade e o estudo in
vitro realizado em célula MCF-7 mostrou maior captacdo em relacdo ao sistema néo
peguilado (ROUF et al., 2009).

Outra vertente tecnoldgica que tem despertado um grande interesse dos
pesquisadores para aumentar a seletividade dos CLN com o alvo é a sua funcionalizagdo
com moléculas sinalizadoras, que possibilita o direcionamento de farmacos as células
tumorais. A funcionalizacdo permite acoplar a superficie da particula algumas moléculas
como proteinas, peptideos, dentre outras, que irdo interagir com receptores na superficie da
célula tumoral (NOGUEIRA et al., 2016).

No caso do cancer, um dos marcadores mais utilizados é o acido félico, que pode se
ligar facilmente em receptores de folato que sdo expressos em baixa quantidade por células
normais e em grande quantidade por células tumorais (ovario, prostata e mama) (A; LEE,
2000; MENG et al., 2011; ZHOU; HUANG, 2010).

O é&cido fdlico é uma vitamina de baixo peso molecular que pode se acoplar
seletivamente aos receptores de folato frequentemente superexpressos nas superficies de
células de cancer de mama, porém ndo sdo agressivos aos tecidos normais. Além disso, é
uma molécula essencial na via de sintese do DNA, que € altamente necessaria para a
duplicacdo de células cancerigenas que apresentam expressao de receptores de folato
superior as células normais, e esse fato é a base da estratégia de direcionamento com acido
félico (SAMADIAN et al., 2016).

Desta forma, CLN funcionalizados com &cido folico podem possivelmente entrar na
célula cancerigena por meio da endocitose mediada pelo receptor de folato (ZHAO; LI,
LEE, 2008). Alem disso, a funcionalizacdo com o &cido folico possibilita a potencializagdo
da internalizacdo do CLN na célula-alvo, ocorrendo uma liberagdo selecionada do farmaco
(MUHAMMAD et al., 2011; ZHANG et al., 2011).

Outros autores como Zang e colaboradores (2011) avaliaram nanoparticulas
poliméricas hibridas contendo paclitaxel funcionalizadas ou ndo com &cido félico (NP-PTX-

FA) e compararam com a formulagio comercial Taxol® com o objetivo de tratar o cancer de
20



mama. Os autores verificaram a atividade citotoxica em celulas com baixa expressdo de
receptor de folato (MCF-7) comparando com as células resistentes a adriamicina (MCF-7
ADR). Os resultados evidenciaram que NP-PTX-FA promoveram maior captacdo celular in
vitro na célula MCF-7 ADR quando comparado com outros sistemas (LIU et al., 2010; TU
etal., 2012; ZHANG et al., 2011).

Patil e colaboradores (2009) desenvolveram nanoparticulas de PLGA (poli (acido
latico-co-acido glicolico) contendo paclitaxel funcionalizadas com &cido félico (NP-PLGA-
FA-PTX) para tratar o cancer de mama e compararam os efeitos com solucéo de paclitaxel.
O modelo xenografico utilizando a célula MCF-7 revelou que apds 21 dias de tratamento
com o sistema NP-PLGA-FA-PTX e o farmaco livre, ocorreu um aumento no volume do
tumor em 200% e 500%, respectivamente. Este resultado mostra a capacidade do sistema
retardar o crescimento do cancer de mama (PATIL et al., 2009).

Dubey e colaboradores (2015) desenvolveram sistemas lipidicos com soro bovino
contendo gemcitabina funcionalizados com &cido félico (NP-SB-Gem-FA) e avaliaram sua
eficacia em linhagens tumorais de mama, comparando com nanoparticulas néo
funcionalizadas com acido folico (NP-SB-Gem). Experimentos in vitro utilizando linhagens
celulares MCF-7 (baixa expressdo de receptores de folato), Ovcar-5 (superexpressdo de
receptor de folato) e MIAPaCa-2 (células de carcinoma pancreético) revelaram que NP-SB-
Gem-FA apresentou atividade anticancerigena superior em comparagdo com NP-SB-Gem
em células MCF-7 e Ovcar-5, sem eficacia sobre a célula MIAPaCa-2. Este aumento foi
observado apo6s 48h de incubagdo em concentracfes de 1 uM e 100 uM do farmaco nos
sistemas, levando a uma diminui¢do da citotoxicidade de 66% e 86%, respectivamente. O
estudo conclui que os sistemas lipidicos funcionalizados com &cido félico possibilitaram um
aumento da absorcdo celular e diminuicdo da citotoxicidade causada pela gemcitabina
(DUBEY et al., 2015).

Assim, a presente proposta visou o desenvolvimento de CLN funcionalizados com
acido folico e incorporados com rapamicina, podendo ser uma formulacdo promissora no

combate ao cancer de mama.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Cancer de mama

Nas Gltimas duas décadas, o nimero total de pessoas diagnosticadas com céancer
quase dobrou, de cerca de 10 milhdes em 2000 para 19,3 milhdes em 2020. Hoje, uma em
cada 5 pessoas em todo o mundo desenvolvera cancer durante sua vida. As projecdes
sugerem que 0 numero de pessoas com diagndstico de cancer aumentara ainda mais nos
préximos anos e serdo quase 50% maior em 2040 do que em 2020 (WHO 2020).

As mudancas no estilo de vida podem estar sendo muito prejudiciais. Dietas ndo
saudaveis, atividade fisica insuficiente, uso de tabaco e uso prejudicial de alcool tém
contribuido para o aumento da incidéncia de cancer. Uma proporcédo significativa também
pode ser atribuida ao aumento da longevidade, a medida que o com o aumento da idade
pode-se desenvolver o cancer. Isso reforga a necessidade de investir na prevencéo e controle
do céancer, dentre eles os de mama (WHO 2020).

Desta forma, quando pensamos na mama, observa-se um papel muito importante pois
além de alimentar outros individuos, também tem um significado social, pessoal e cultural.
Quando pensamos na sua estrutura e tecido celular mamario podemos sugerir que sofrem
alteracdes frequentes, como durante a gravidez, e que irdo evoluindo com o passar da idade
(KOTHARI; DIORIO; DUROCHER, 2020).

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

Ja o tecido adiposo e o fibroglandular também fazem parte da mama, neles
encontram-se os l6bulos e ductos mamarios. O tecido adiposo estd em grande parte da
mama, atingindo as regides da clavicula, axila e ao redor do centro da caixa toraxica. E
responsavel por realizar a comunicacao de todas as estruturas do microambiente mamario e
armazenar energia que € liberada de acordo com a necessidade do organismo. Essa energia
auxilia na progressdo do cancer de mama, pois o tecido adiposo secreta fatores de
crescimento usados para sobrevivéncia do tumor. O cancer de mama tem inicio nas células
epiteliais presentes ao redor dos tecidos ductal e lobular. Posteriormente, forma um
microambiente complexo, envolvendo todas as células circundantes da mama (KOTHARI,
DIORIO; DUROCHER, 2020).
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No Brasil, 0 Ministério da Saude atraves da Portaria conjunta n® 04, de 23 de janeiro
de 2018, aprovou as Diretrizes Diagndsticas e Terapéuticas do Carcinoma de Mama. De
acordo com o documento, o tratamento medicamentoso mais efetivo para 0S casos
avancados deve ser realizado como quimioterapicos antraciclicos (doxorrubicina ou
epirrubicina) e taxanos (paclitaxel, docetaxel), e outros agentes (capecitabina, gencitabina,
metrotrexato, 5- fluorouracila, vinorelbina, vimblastina, mitomicina, etoposido,
ciclofosfamida, cisplatina, irinotecano). Aléem disso, a doxorubicina lipossomal, eribulina,
ixabepilona, nabpaclitaxel vém sendo empregada para tratamento antineoplasicos segundo a
Resolucdo Normativa n° 465, de 24 de Fevereiro de 2021 (BRASIL, 2018; RESOLUCAO
NORMATIVA N° 465, 2021).

2.2. Formacao do cancer de mama

O ciclo celular esta integrado em cinco fases: G1, S, G2, M e G0. A G1 faz com que
a célula aumente de tamanho e produza as proteinas copias do seu DNA. Na S ocorre a cdpia
do DNA e a duplicacdo dos seus cromossomos, na G2 a célula se prepara para a mitose, que
é a divisdo de duas cdpias idénticas de si mesma. Na GO o ciclo das células apresenta menor
atividade metabolica, sendo um longo periodo de repouso, em que neste periodo as células
n&o respondem aos estimulos que frequentemente iniciam a sintese de DNA (MINISTERIO
DA SAUDE & INSTITUTO NACIONAL DO CANCER 2008).

O desenvolvimento do tumor se origina em uma les@o da etapa do DNA, levando a
célula a perder o controle da proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e reparo do DNA
(FARBER, 1984; VOLGESTEIN et al., 1993). O processo de carcinogénese resulta nessas
alteracbes genéticas, com o crescimento rapido dessas populacbes, conferindo
heterogeneidade ao tumor, podendo ser mais ou menos agressivo. Umas das hipéteses é que
essas alteracBes modificam células normais que se transformam em células hiperpléasicas,
tomando forma atipica e transformando-se em carcinomas (FARBER, 1984; SANTOS et al.,
2011; VOGELSTEIN et al., 1993).

As células cancerigenas podem ter um crescimento em torno de 72 a 120 horas,
podendo ter uma duplicacdo em torno de 100 dias, enquanto que as células normais tém um
crescimento de 24 a 48h. Quando consegue-se detectar o tumor pelos métodos disponiveis,
ele ja deve apresentar um tamanho com cerca de lcm de didmetro, podendo levar a
metéstase se ndo tratado (INCA, 2011 ABC DO CANCER, 2011).
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A metéstase ocorre normalmente quando ndo se trata o cancer de mama e pode afetar
principalmente o0s 0ssos, pulmdes e figado. A metéstase se origina porque as células perdem
a adesdo entre elas e ganham mobilidade para invadir outros tecidos. As células tumorais
também podem penetrar através do vaso sanguineo ou ducto linfatico e entrar na corrente
circulatéria (INCA 2020; SCULLY etal., 2012).

A neoplasia maméaria € uma patologia heterogénea e com o0 avanco da biologia
molecular consegue-se identificar perfis de expressdo génica dos céanceres através dos
estudos moleculares e reconhecimentos de alguns receptores importantes como os HER
(Presenga de Fator de Crescimento Epidérmico Humano Receptor 2, do inglés “Human
Epidermal growth fator Receptor”). Esses receptores estdo na superficie das células como
mondmeros, e quando ha ligacdo com dominios extracelulares, sofrem dimerizacdo e
transfosforizacdo intracelular (CITRI; YARDEN, 2006; MOASSER, 2007; OLAYIOYE,
2001; PEROU et al., 2000; SORLIE et al., 2001).

Os receptores da familia ErbB, como os denominados HER, sdo proteinas
transmembrana cujos dominios intracelulares estdo ligados a tirosina quinase. A cascata de
reacdes ocasionada pela ativacdo desses receptores é reconhecida como parte no processo de
proliferacdo celular e carcinogénese (YARDEN; SLIWKOWSKI, 2001).

Historicamente, nos anos de 1970 o cancer de mama foi classificado em
subconjuntos com base na expressédo do receptor de progesterona (RP), fator de crescimento
epidérmico humano receptor 2 (HER-2) e receptor de estrogénio (RE) (REIS-FILHO;
PUSZTAI, 2011). Cerca de 15 a 25% sdo classificados como HER-2 positivo, ou seja,
células tumorais apresentam mutacdo no gene HER-2 ou superexpressao dessa proteina em
suas membranas plasmaticas, e 0s tumores que apresentam uma alteracdo molecular podem
ter fendtipo clinico mais agressivo e com piores diagnosticos quando comparados com
canceres luminais HER-2 negativo, pois isto pode ocorrer pelo crescimento desordenado e
sobrevida celular anormal pela hiperexpressao desse receptor HER-2 nas células neoplésicas
(ROSS et al., 2009; ROWE, R. C. SHESKEY, P. J. QUINN, 2009; SLAMON et al., 2016;
WOLFF et al., 2018; YAZIJI et al., 2004).

A partir de meados dos anos 2000, a testagem da expressdao ou amplificacdo do
receptor HER-2 tornou-se o padrdo ouro, devendo ser utilizada em todos os casos de
tumores primarios de mama com componente invasor (ROSS et al., 2009; WOLFF et al.,
2018). Esta caracterizacdo é importante em virtude de terem sido desenvolvidos farmacos

genericamente denominados de “inibidores da via HER-2”, que mudaram a historia natural
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da doenca. Sendo assim, estes farmacos aumentam em aproximadamente 36% a chance de
cura de pacientes com tumores iniciais de mama. Atualmente, existem varios inibidores da
via HER conhecidos e aprovados para uso clinico como os afatinibe, lapatinibe, neratinibe,
pertuzumabe, TDMA-1 e trastuzumabe (LIN et al., 2012; MOJA et al., 2012; SWAIN et al.,
2015).

2.3. Tipos de Cancer de mama

Os tumores de mama podem ser classificados de acordo com as caracteristicas das
células mamarias a partir das quais se desenvolve, da extensdo da doenca e da sua evolucao
ao longo do tempo.

Cerca de 20% das pacientes que descobrem o cancer no estagio inicial, como o
carcinoma ductal in situ, podem ser curados. Os sarcomas tém origem do tecido conjuntivo
entre as glandulas mamarias. Séo raros, mas podem crescer rapidamente e atingir a corrente
sanguinea. Ja os carcinomas ductais infiltrantes sdo os mais comuns e acometem cerca de 70
a 80% dos casos, originam-se nas células que formam os ductos, onde estdo 0s canais por
onde o leite passa até chegar no mamilo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021;
SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019).

Outros canceres que podem ser invasivos sao o triplo negativo, que representa cerca

de 15% dos canceres de mama, sendo um tipo de cancer de dificil tratamento, e o cancer de
mama inflamatério, um tipo raro, mas representa cerca de 1 a 5% dos canceres
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021).
Outros tipos de canceres, porém menos comuns sdo 0s que afetam outros tipos de células na
mama e precisam as vezes de outros tratamentos, como: Doenca de Paget que acomete dutos
mamarios e se dissemina para a pele do mamilo e aréola, representando cerca de 1 a 3% dos
casos; angiossarcoma, gque Sdo raros, pois revestem 0s vasos sanguineos ou linfaticos, com
cerca de 1% dos casos; tumor Filoide, que também é um tumor raro, envolvendo tecido
conjuntivo, em contraste com 0s carcinomas, que se desenvolvem nos ductos ou l6bulos
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021).

Dentre os varios de tratamento para o cancer tem-se cirurgias, radioterapias e
guimioterapias. Atualmente, a nanotecnologia vem sendo empregada em tratamentos contra
0 cancer de mama (CHADAR; AFSANA; KESHARWANI, 2021; TRAN et al., 2020).
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Dentre os diversos sistemas nanotecnoldgicos que estdo sendo estudos em terapias contra o
cancer de mama destacam-se os carreadores lipidicos nanoestruturados.

Diversos trabalhos vém mostrando a capacidade dos CLN de encapsulacdo de
farmacos e moléculas com potencial anticancer. A encapsulacéo de antineoplasicos em CLN
aumentou a atividade citotoxica in vitro dos compostos (BONDI et al., 2014; SHAO et al.,
2015; YUAN et al., 2013), a atividade antitumoral in vivo (MUSSI et al., 2015; SHAO et
al., 2015; SHI et al., 2013; YUAN et al., 2013), diminuiu a toxicidade in vivo (SHI et al.,
2013; YUAN et al., 2013) e aumentou o tempo de meia-vida (MUSSI et al., 2015; SHI et al.,
2013) frente as substancias na forma livre.

Na década de 80, cientistas também descobriram que a rapamicina inibiu o
crescimento de tumores e, desde 2007, dois derivados da rapacicina que sdo o Temsirolimus
da Pfizer e o Everolimus da Novartis foram aprovados contra varios tipos de cancer,
administrado isoladamente ou em combinacdo com outros farmacos (HUMBER,;
JAHANSOUZ, 2007).

2.4. Estagios dos tumores mamarios e fatores de riscos

Os sinais mais comuns de cancer de mama sédo nédulos indolores, duros, irregulares
ou também edemas cutaneos, retencdo cutanea, dor, inversdo dos mamilos, hiperemia,
descamacéo secrecdo papilar, entre outras (SILVA et al., 2011).

Estudos verificaram que o estresse oxidativo cronico e a inflamagdo tém sido
indicados como principais mediadores durante a carcinogénese e a progressdo do cancer.
Um estudo conduzido por Lee et al. (2012) evidenciou que cerca de 20% dos pacientes no
Brasil foram diagnosticados com cancer de mama no estagio I, que caracteriza um tumor
pequeno, 46% e 24% nos estagios Il e 11, respectivamente, que sdo tumores com cerca de 2
a 5 cm, respectivamente, e 4,4% no estagio IV, sendo o0 mais grave e que possivelmente ja
atingiu metastase (LEE et al., 2012; PANIS et al., 2012; INCA 2018).

Por isso, inUmeros séo os fatores de risco que estdo relacionados ao desenvolvimento
desta doenca, como a idade (mulheres acima de 50 anos tem mais riscos), fatores enddcrinos
relacionados a estimulos estrogénicos, historia reprodutiva como a menopausa tardia,
menarca, obesidade na p6s-menopausa, gravidez apos 30 anos, fatores comportamentais
como bebida alcodlica, sobrepeso, exposicdo a radiagdo ionizante, tabagismo, fatores
geneticos como mutacdes em determinados genes (BRCAL e BRCA2), casos de canceres na
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familia e os canceres de carater hereditario, que correspondem de 5 a 10% dos casos. Desta
forma, os riscos estabelecidos para o cancer de mama podem estar associados aos hormoénios
receptores do cancer de mama (ANOTHAISINTAWEE et al., 2013; DE MATOQOS;
PELLOSO; DE BARROS CARVALHO, 2010; WORD HEALTH ORGANIZATION,
2021; HUNTER et al., 2008).

2.5. Tratamentos

A mama é um simbolo da sexualidade, da maternidade, da sensualidade, pode
acometer mulheres a desencadear problemas emocionais, estéticos, psicoldgicos, que leva a
falta de adesdo ao tratamento, podendo ter um aumento do indice de mortalidade
(FERREIRA et al., 2015; SALAZAR et al., 2011).

As principais formas de tratamento para 0 cancer sdo cirurgia, radioterapia,
quimioterapia e hormonioterapia dependendo do tipo de tumor os tratamentos podem ser
utilizados em conjunto (INCA, 2020).

A cirurgia de retirada do tumor mamaério, buscam conservar o maximo da mama
possivel, e essas cirurgia também pode ser nomeada de quadrantectomia, mastectomia
parcial ou segmentar e tumorectomia, que representa a retirada de uma porcdo da mama e
pode-se retirar tecidos proximos, como os linfonodos e nesse caso faz-se a mastectomia
radical. No entanto, a reconstituicdo da mama pode ser realizada no mesmo momento da
retirada do tumor ou ap6s (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019; PLESCA et al., 2016).

A radioterapia é um tratamento local ou locorregional, com a finalidade de irradiar
areas do organismo humano, cuidadosamente demarcadas, esse tratamento se difere quanto a
sua finalidade, podendo ser curativa: quando é o principal tratamento, ndo necessita estar
associado a outro tipo de tratamento; pré-operatéria: tratamento antecede a cirurgia, com
intuito de reduzir o tumor e facilitar o procedimento operatério; pos-operatdria ou pos-
quimioterapia: tratamento ap6s outros tratamentos, com a finalidade de atingir possiveis
focos microscopicos do tumor; paliativa: finalidade de tratamento local do tumor primario
ou de metéstase, utilizadas em circunstancias como reducdo de dor (antialgica) e controlar
sangramentos (anti-hemorragica) (INCA, 2020).

A quimioterapia € uma forma de tratamento sistémico administrado em intervalos
regulares, esse tratamento também se difere quanto a sua finalidade, sendo: neoadjuvante:

utilizada na reducgéo de tumores locais e regionalmente avangados, com finalidade de tornar

27



0s tumores ressecaveis ou melhora do progndstico; adjuvante ou profilatica: indicada apos
tratamento cirurgico curativo, porém o paciente ndo apresenta qualquer evidéncia de
neoplasia maligna detectavel; curativa: quando é o principal tratamento, ndo necessita estar
associado a outro tipo de tratamento; controle temporario de doenca: indicada para sélidos,
avancados ou recidivados de evolucdo cronica, com finalidade de aumentar sobrevida; e
paliativa: utilizada para paliagdo de sinais e sintomas que comprometem a capacidade
funcional do paciente, a administracdo é de duracdo limitada, devido a incurabilidade do
tumor (INCA, 2020).

A hormonioterapia também é considerado um tratamento sistémico (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2019; INCA, 2020), com finalidade de melhorar a sobrevida global,
sobrevida livre de doenga local e a distancia de recidiva tumoral (REY-VARGAS et al.,
2020), tratamento que consiste no uso de substancias semelhantes ou bloqueadoras de
horménios, com a finalidade de tratamento das neoplasias dependentes de horménios
(INCA, 2020) e eficaz nas neoplasias que expressam receptores de estrogénio e progesterona
no exame de imuno-histoquimica (REY-VARGAS et al., 2020).

Desta forma, acredita-se que a rapamicina pode apresentar uma atividade antitumoral

eficaz e com menos reacdes adversas.
2.6. Rapamicina

Uma bactéria do solo chamada Streptomyces hygroscopicus foi isolada pela primeira
vez a partir de uma amostra de solo coletada na Ilha de Pascoa (Rapa Nui) em 1965, e em
1970 foi gerado um metabdlito secundario, a rapamicina. Este farmaco apresenta
propriedades antiflngicas, atividade antitumoral e imunossupressoras.

Com essa gama de atividades antiproliferativas, tornou-se um farmaco de interesse
em virtude do seu mecanismo de ac¢do. A rapamicina, quando se liga ao receptor celular
Rbpl/FKBP1, interage com o dominio FRB (Fragment Rapamycin Binding). Pode-se
encontrar a quinase TOR em dois complexos diferentes, TORC1 e TORC2. O TORC1 é
composto por TOR1 ou TOR2, LST8, KOG1 e TCO89, que esta encarregado de organizar o
crescimento temporal, isto €, indicar se as células estdo crescendo ou ndo. Os alvos incluem
a regulacdo da biogénese de ribossomos, o controle da traducdo, a renovacdo de
transportadores de nutrientes, a inibicdo da autofagia e da transcricdo de genes de resposta a
estresse. Ja 0 TORC2 é formado por TOR2, LST8, AVO1-3 e BIT61, e realiza o controle do
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crescimento por meio do citoesqueleto de actina (WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL,
2006). A rapamicina inibe somente o complexo TORC1, porém como 0s mecanismos de
acdo desta inibicdo ainda ndo sdo completamente conhecidos, a literatura nos traz que a
rapamicina pode atingir mais alvos de quinase do que a atividade enzimatica (BENJAMIN
et al., 2011; PANWALKAR; VERSTOVSEK; GILES, 2004; PETROULAKIS et al., 2006;
XU et al., 2004).

A rapamicina bloqueia o ciclo celular fase G1 para a fase S, por diferentes
mecanismos: (1) diminuicdo e/ou anulacdo da ciclina D1, resultando em deficiéncia de
complexos de ciclina D1-CDK4 (cyclin-dependent kinases 4), necessarias para fosforilacao
de RB (proteinas retinoblastoma) e transicdo de fase G1 para S; (2) bloqueio da eliminagdo
da proteina p27, facilitando a formacao de complexos de ciclina/CDK-p27; (3) aumento da
expressao da proteina p27 ao nivel do RNAm e proteina; (4) inibicdo das RNA polimerases |
e I11, que controlam a transcri¢do da subunidade ribosomal 5S e do RNAt, podendo ser um
efeito secundario por bloquear a RB; (5) blogueio da ativacdo da proteina STAT3 (Signal
transducer and activator of transcription 3), mediada por fosforilagdo pelo mTOR
(PANWALKAR; VERSTOVSEK; GILES, 2004).

O mTOR pode formar dois tipos de complexos interagindo com trés outras proteinas:
Raptor (regulatory-associated protein of TOR), GBL e Rictor (rapamycin insensitive
component of TOR). O complexo Raptor-mTOR-GBL (complexo mTORCL1) é responsavel
pela inativacdo das 4E-BP, dentre elas a proteina de ligacdo elF4E e ativacdo das proteinas
ribossdmicas quinases (S6K), enquanto o Rictor forma o complexo Rictor-mTOR-GBL
(complexo mTORC2) que fosforila a proteina quinase B (Akt) e quinase fosfoinositideo 3-
quinase (PI3K), que sdo capazes de modular a atividade metabolica de células do sistema
imune, através de sensores metabolicos como a proteina alvo da rapamicina
(OKKENHAUG; VANHAESEBROECK, 2003; PETROULAKIS et al, 2006;
SARBASSOQV et al., 2005; SHIMOBAYASHI; HALL, 2014; YAN; ZHANG; JIANG,
2011). Uma proteina chamada GpBL liga-se ao dominio catalitico do mTOR,
independentemente de Raptor e de Rictor, e estimula a sua atividade quinase em relacdo aos
substratos S6K e 4E-BP (KIM et al., 2003; PANWALKAR; VERSTOVSEK; GILES, 2004;
PETROULAKIS et al., 2006).
contréario do que acontece quando o mTOR esta ligado a Raptor. A rapamicina, quando em

contato com células tumorais, aumenta a ativacdo da proteina Akt, através de dois
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mecanismos: (1) fosforilagdo da Ser473 da Akt pelo complexo Rictor-mTOR; (2) alivio da
inibicdo do receptor de insulina substrato-1 (IRS-1), exercida pelas S6K que fosforilam a
Ser302 do IRS-1 e pelo mTOR que fosforila a Ser312 do IRS-1 Com isso, a via mTOR é
capaz de regular o crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia celular por meio do aumento da
atividade glicolitica. Os inibidores de mTOR estéo associados a taxas reduzidas de cancer de
pele e infeccdo por citomegalovirus em receptores de transplante renal (FANTUS et al.,
2016; KNOLL et al., 2014).

Ademais, alguns estudos farmacocinéticos evidenciaram que a rapamicina liga-se nos
eritrocitos (Kg ca. 20), ndo deixando os eritrocitos chegarem até os tumores sdlidos
rapidamente. Todavia, a rapamicina também apresenta muitos problemas, como
praticamente insollvel em agua, coeficiente de particdo (log P) de 5,77, biodisponibilidade
oral baixa (<15%) e ndo contém grupos funcionais ionizaveis dentro da faixa de pH de 1 a
10. A rapamicina pode ser parcialmente solivel em alguns excipientes parenterais, como
etanol, propilenoglicol, glicerina, polissorbato 80 e polietilenoglicol 400 (WARANIS, R. P;
CHAZY, N, Y.; THOMAS, W. L.; WILMINGTON, 1997). Sendo assim, € extremamente
dificil o desenvolvimento de formulacbes injetaveis clinicamente e comercialmente
aceitaveis de rapamicina (BUECH et al., 2007; CHOLKAR et al., 2015; FORREST et al.,
2006; YATSCOFF et al., 1993).

2.7. Sistemas nanoestruturados

Muitos estudos sdo encontrados atualmente na literatura relacionados a sistemas de
liberacdo controlada de farmacos, dentre eles microemulsdes, nanoparticulas lipidicas,
nanoparticulas poliméricas e dispersdes solidas (ALEXIS et al., 2010; CHOI et al., 2016;
SUN et al., 2014).

Estes sistemas podem ser utilizados para veicular agentes quimioterapicos,
realizando um maior direcionamento e liberacdo desses farmacos, possibilitando apresentar
menores efeitos colaterais desses agentes quimioterdpicos e menor toxicidade
(KRUKEMEYER et al. 2015; LIANG et al. 2010). As nanoparticulas, de forma geral,
possuem pequenos tamanhos, facilitando assim alguns tipos de administragdo e um efetivo
transporte de farmacos hidrofébicos e hidrofilicos até as células, possibilitando uma melhor
adesdo para a terapia do cancer (THAKOR; GAMBHIR, 2013).
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Dentre os sistemas nanoestruturados, os carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN) passaram a atrair interesse por apresentarem vantagens em relagdo aos sistemas
coloidais convencionais, como maior estabilidade fisica, entrega direcionada, prevencao de
degradagdo dos farmacos, dentre outras (GABA et al., 2015; MULLER; RADTKE;
WISSING, 2002; SCHAFER-KORTING; MEHNERT; KORTING, 2007; SLOAT et al.,
2011; WISSING; KAYSER; MULLER, 2004).

2.8. Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)

Os CLN pertencem a segunda geracao das nanoparticulas lipidicas solidas (NLS). Os
CLN sao misturas de lipidios liquidos e solidos, que apresentam uma forma menos ordenada
e estavel do que as NLS, sendo assim conseguem incorporar uma maior quantidade de
farmaco (CHEN et al., 2010).

Os CLN podem apresentar trés diferentes tipos de formacao de matrizes, como 0s
cristais imperfeitos, nos quais a mistura de acidos graxos promove uma maior distancia nas
cadeias dos glicerideos, podendo encapsular mais farmaco; sistema amorfo, quando nédo
ocorre a recristalizacdo dos lipidios ap6s o resfriamento e por fim os chamados de tipo
multiplo, nos quais mistura-se os lipidios liquidos e sélidos em &gua, formando um
nanocompartimento de lipidios liquidos dentro de uma matriz de lipidios solidos
(MARCATO, 2009a; SOUTO; ALMEIDA; MULLER, 2007).

Partindo desses conceitos de formacdo de matrizes, a escolha dos constituintes da
mistura lipidica € de grande importancia para formar os CLN. Os aspectos fisico-quimicos
podem influenciar na estabilidade da formacdo, na eficiéncia de encapsulacdo, na
degradacdo de farmaco sensivel a agente externo (oxidacdo, hidrolise) e na
biocompatibilidade (TAMJIDI et al., 2013).

Desta maneira, a forma e o tamanho das cadeias lipidicas da mistura dos lipidios
liquidos e s6lidos devem ser 0 mais heterogéneo possivel, para que essa mistura origine uma
matriz mais desordenada nos CLN. Sendo assim, também esta diretamente ligada as
proporcOes dessa mistura lipidica, pois elevadas concentragdes de lipidios liquidos podem
promover saturacdo no momento de solidificagio (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002).

Os lipidios liquidos mais utilizados para formar os CLN sdo os monos, di e
triglicerideos, acidos graxos e as ceras. Os triglicerideos de cadeia média formam uma

mistura de trigliceridios de acidos graxos saturados, como &cido caprilico e acido caprico.
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Eles apresentam pelo menos 95% de &cidos graxos saturados e tem vantagens, pois tem
baixa viscosidade, propriedades emulsificantes e nas formulagdes farmacéuticas mostram
propriedades de penetracdo, compatibilidade e estabilidade de oxidacdo (ROWE, R. C.
SHESKEY, P. J. QUINN, 2009).

Ja o oleo de ricino polioxilado 40 hidrogenado é constituido de componentes
hidrofébicos e hidrofilicos. O oxiestearato de glicerol polietilenoglicol junto com ésteres de
acidos graxos com glicerol formam a parte hidrofébica. A porcéo hidrofilica consiste em
polietilenoglicol e etoxilado de glicerol. Este 6leo tem como caracteristica o fato de ser uma
pasta semi-solida, branca, solubilizante ndo iénico e agente emulsificante, podendo ser
utilizado para produtos farmacéuticos orais, topicos e parenterais (ROWE, R. C. SHESKEY,
P. J. QUINN, 2009).

Como lipidio solido pode-se utilizar o estearato de polioxietileno 40, que possui uma
cadeia de 40 unidades de derivados de polietoxilados de acido estedrico em sua porcao
hidrofilica (RIGON, 2013). H& relatos na literatura que mostram que o estearato de
polioxietileno 40 pode ampliar a atividade de agentes quimioterapicos e ajudar a reverter a
resisténcia de alguns farmacos (LUO et al., 2007).

As CLN na maioria das vezes sdo estabilizadas por meio de tensoativo, sendo uma
estratégia para promover a maior estabilidade da formulacdo. Além disso, um outro fator
muito importante é a determinacdo do equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL) requerida na
mistura lipidica (KIM et al., 2014; MADER; MEHNERT; MADER, 2001 TAMJIDI et al.,
2013).

Tais carreadores podem apresentar também uma resisténcia a alteracdo de pH e
quantidade de eletrélitos; desta maneira, pode ocorrer uma menor irritacdo e toxicidade
quando comparados com tensoativos i6nicos (ATTAMA; MOMOH; BUILDERS, 2012,
TAMJIDI et al., 2013).

Dentre os tensoativos empregados na obtencdo de CLN tem-se o Poloxamer 407, que
tem EHL = 22. Sdo de uma familia de copolimeros que consiste em triblocos, um central de
polioxipropileno na porcdo hidrofébica e dois de polioxietileno na porcdo hidrofilica
(DUMORTIERET al., 2006). Ndo apresentam toxicidade e tém sido utilizados como
transportador de farmacos. O poloxamer apds aquecimento estabelece um equilibrio entre
mondmeros e micelas. Essas micelas sdo esféricas, com ndcleo de polioxipropileno, pois
esta porcdo é menos sollvel em &gua e a por¢éo exterior constituida de polioxietileno por ter

alta solubilidade em agua, pode formar um filme na superficie dos CLN e melhorar assim a
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estabilidade e aglomeracdo (DUMORTIER et al., 2006; LEE; SHIN; OH, 2003; ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009).

Segundo Amiji et al. (2002), uma formulacdo de poloxamer 407 contendo paclitaxel
foi injetada em animais com melanoma. Observou-se que a taxa de crescimento do tumor foi
diminuida em 67% quando administrada a formulacdo e o tempo de duplicacdo do volume
do tumor aumentou em 72% no controle, 0 que sugere que o poloxamer ajuda a controlar a
liberagdo do farmaco (KADAKIA et al., 2019).

Segundo estudos do nosso grupo de pesquisa, CLN podem apresentar na sua
composicdo o lipidio DSPE-PEG-NH2, de forma a promover um maior direcionamento para
células cancerigenas, e, consequentemente, um melhor tratamento (SATO et al., 2017a).

O lipidio DSPE-PEG-NH: proporciona uma melhor captacdo intracelular e maior
direcionamento nas células cancerigenas de mama, possibilitando prolongar o tempo de
circulacéo, pois ele ajuda a evitar a absor¢do por proteinas plasmaticas e consequentemente
ocorre uma maior liberagdo nos tecidos alvos (ZHANG, Y.; KOHLER, N.; ZHANG, 2002,
ZHANG et al.,, 2004). Além disso, pode também ter grupos terminais como -NH,
possibilitando a utilizacdo deste grupo para funcionalizacdo com ligantes como o &cido
folico, e este lipidio funcionalizado estara na superficie dos CLN, para que ocorra o
direcionamento deles até um sitio especifico, podendo tratar células cancerosas (MULLER;
RADTKE; WISSING, 2002; WANG et al., 2012).

2.9. Estratégia de direcionamento dos CLN com o acido fdélico

O acido folico (AF) é uma vitamina solGvel do complexo B, encontrada em produtos
de uma alimentacdo saudavel, como folhas verde escuras, feijao, lentilhas, abacate, dentre
outras. Ao ser ingerido, o AF é convertido a dihidrofolato e tetrahidrofolato no organismo,
sendo envolvido em complexas vias e Vvarios processos bioquimicos com as enzimas
incluidas na biossintese de nucleotideos. Desta forma, o folato é consumido por células em
proliferacdo (COZZOLINO et al., 2006).

As células normais do sistema fisioldgico transportam folato através de duas
proteinas associadas a membrana, sendo elas o transportador de folato reduzido que esta em
todas as células e ¢ a principal via de captagdo de folato, e o receptor de folato (RF), que se
apresenta nas células epiteliais e em macrofagos ativados (BELOQUI; DES RIEUX;
PREAT, 2016; LOUREIRO et al., 2016; SAMADIAN et al., 2016), possibilitando a ligago
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e internalizacdo dos folatos oxidados por endocitose (BELOQUI; DES RIEUX; PREAT,
2016). As células normais necessitam de baixas quantidades de folato para exercerem sua
funcdo, ja os RF sdo superexpressos nas células cancerigenas e permitem que estas células
captem mais suprimentos de folato (BELOQUI; DES RIEUX; PREAT, 2016; SAMADIAN
et al., 2016). Por isso, esse RF € um potente direcionador de ligantes a células cancerigenas
(LOUREIRO et al., 2016; YANG et al., 2016).

Desta maneira, CLN funcionalizados com &cido félico podem apresentar uma maior
afinidade pelos receptores de folato, pois eles estdo superexpressos na superficie das células
cancerigenas, dentre elas de mama, ovério, pulmdo, renal e célon (KUO; LEE, 2015;
WANG,; et al., 2015).

Kilicay et al. (2011) desenvolveram nanoparticulas poliméricas funcionalizadas com
acido félico contendo etoposido com acgdo antitumoral. Experimentos realizados em células
Hela e L929 evidenciaram maior captacdo das nanoparticulas em células Hela do que em
células fibroblasticas normais, sugerindo que a funcionalizacdo ajudou no direcionamento
para a linhagem tumoral. Desta forma, os autores sugerem que nanoparticulas
funcionalizadas com acido félico podem ser promissoras para direcionamento de farmacos
em tumores (KILIAY et al., 2011; ZHANG et al., 2016).

Estudos de Wu et al. (2010) empregaram CLN funcionalizados com acido félico e
polietilenoglicol encapsulados com paclitaxel para tratar cancer de mama. Comparando os
tratamentos de paclitaxel livre, os carreadores funcionalizados contendo paclitaxel
apresentaram maior atividade antitumoral em células S-180. Experimentos in vivo
evidenciaram uma inibi¢cdo no tumor tratado com carreadores (45%) frente ao paclitaxel
livre (37%), sugerindo que os carreadores funcionalizados podem melhorar a atividade
antitumoral (WU; TANG,; YIN, 2010).

Portanto, os receptores de folato sdo considerados muito significativos para alvos
terapéuticos para entrega especifica de alguns farmacos para tratamento de cancer de mama.
Desta forma, CLN funcionalizados com &cido folico e incorporados com rapamicina podem
ter um grande potencial para tratar o cancer, visto que esta formulagdo pode acumular na
regido do tumor e ocorrer o efeito de permeacédo e retencdo aumentados, também chamado
de efeito EPR e maior interagdo com receptores de folato e maior internalizagcdo. Diante

disso, esta formulacao apresenta um grande potencial para terapia contra o cancer de mama.
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3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

Desenvolver e caracterizar carreadores lipidicos nanoestruturados funcionalizados

com é&cido félico contendo rapamicina para o tratamento do cancer de mama.
3.2. Objetivos especificos

e Realizar o desenvolvimento e caracterizar os CLN incorporados com rapamicing;

¢ Realizar a sintese do lipidio com o acido félico para utilizar no sistema;

e Auvaliar se a funcionalizacdo com o &cido fdlico foi eficaz por essas metodologias
de espectrofotometria no UV-Vis, RMN eFTIR;

e Validar metodologia analitica para quantificacdo de rapamicina por
Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia;

e Verificar a eficiéncia da encapsulacéo da rapamicina nos CLNS;

e Caracterizar os carreadores lipidicos nanoestruturados por determinacdo do
tamanho, potencial zeta, eficiéncia de encapsulacdo, microscopia eletrénica de transmisséo,
analise de calorimetria exploratoria diferencial e termogravimetria;

e Realizar estudos de liberacdo in vitro da rapamicina a partir dos carreadores
lipidicos nanoestruturados;

e Avaliar a citotoxicidade e internalizacdo in vitro dos carreadores lipidios

nanoestrurados;

e Avaliar a eficacia in vivo do sistema obtido em modelo de cancer de mama.
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4. Material e Métodos

4.1. Material — Principais reagentes e matérias-primas

Agua ultrapura (tipo 1); Acido félico (Sigma Aldrich®, USA); Brometo de Potassio
(KBr) (Neon, S&o Paulo, Brasil); Cloreto de Sédio (Synth®, Brasil); Diciclo-
hexilcarbodiimida (DCC); DMSO-d6 (Sigma Aldrich®, USA);
1,2desteroilfosfatidiletanolamina-polietilenoglicol  2000-anima (Avanti Polar Lipids;
Alabaster, AL, USA).; Estearato de polioxietileno 40 (Sigma Aldrich®, USA); Fosfato de
sddio dibasico anidro (Synth®, Brasil); Fostato de sodio monobasico (Synth®, Brasil); Lauril
sulfato de sodio (Chem Impex, USA); Membrana de celulose (D9402-100FT, avg. flat width
76mm/3in. (Sigma Aldrich®, USA); Metanol grau CLAE (J.T. Baker®, USA); Oleo de ricino
hidrogenado e etoxilado 40 OE (PharmaSpecial, Brasil); PEG400 (Synth®, Brasil);
Poloxamer 407 (Sigma Aldrich®, USA); Piridina (Sigma Aldrich®, USA); Rapamicina
(Hangzhou APIChem Technology Co., Ltd.; China) Triglicérides do acido caprico/caprilico
(Via Farma, Brasil); tween 80 (Synth®, Brasil); ultrafiltros amicon 50.000 Da (Sigma
Aldrich®, USA); Dulbecco's Modified Eagle (DMEM), Gibco™; Mammary Epithelial Cell
Growth Medium Bullet Kit (MEGM) Lonza.

4.2 Principais equipamentos

Agitador magnético com aquecimento (Fisatom, modelo 7523); Amicon® Ultra-4
Centrifugal Filter Units; Balanca semi-analitica (Shimadzu, modelo AW220); Banho
ultrassonico — Ultrassonic Cleaner (Unique); Citometro Attune® (Thermo Fisher Scientific)
Cromatografo liquido de alta eficiéncia (Agilent®); Coluna C18-E (250 mm X 4.6mm
5um,Phenomenex, EUA); Cromatografo liquido de alta eficiéncia (Agilent®); Coluna C18-E
(250 mm x 4.6mm 5um,Phenomenex, EUA); Dissolutor SR-8 Plus Hanson Research®;
Differential Scanning Calorimetry (Jade DSC PerkinElmer equipment); Estufa modelo
702.780 (Quimis®); IR Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (shimadzu, modelo
Prestige 21); Liofilizador Edwards Vacuo (Edwards, Brasil); Microscopio eletrénico de
transmissdao JEOL JEM-100CX2; microplaca Thermo Multiskan EX; Microscépio Confocal
(Zeiss LSM 800); Nuclear Magnetic Resonance Bruker FOURIER 600 MHz (Bruker
AVANCE Il 600 MHz, Switzerland); pHmetro (Gehaka®, Brasil); Q700 Sonicator
(Qsonica, Newtown, CT, USA): Rotaevaporador RV® digital (IKA®, Alemanha);

36



Spectrafuge™ 16M Microcentrifuga (Labnet®, USA); Thermogravimetric Analyzer (TGA
4000, PerkinElmer); Zetasizer Nano NS Malvern Instruments (Malvern, UK).

4.3 Metodos
4.3.1 Funcionalizacéo do acido félico com CLN

O DSPE-PEG-acido folico foi obtido de acordo com metodologia descrita por GAO
et al. (2013). Diluiu-se 16,7mg de acido félico em 2mL de dimetilsulfoxido (DMSO).
Posteriormente, adicionou-se 66,7 mg de DSPE-PEG-NH;
(1,2desteroilfosfatidiletanolamina-polietilenoglicol 2000-anima) e 333uL de piridina. Logo
em seguida adicionou 21,7mg de diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) e a mistura foi incubada
por 24 horas com agitacdo no escuro. Apds este tempo, essa solucdo foi rotaevaporada por
30 minutos a temperatura de 25°C, para remover a pidirina e o filme formado foi hidratado
com 16,7mL &gua. O produto foi dialisado com membrana de dialise de peso molecular
300.000 (MWCO) utilizando uma solucéo de cloreto de sddio 50mM e depois com agua,
respectivamente, conforme ilustra a Figura 3. Posteriormente, o composto purificado foi
liofilizado. O lipidio funcionalizado (DSPE-PEG-AF) foi um constituinte da fase oleosa do
CLN (GAO et al., 2013).

Figura 3. Esquema representativo da sintese de funcionalizacdo do lipidio DSPE-

PEG-NH: juntamente com o &cido félico, formando uma nova molécula sintetizada.
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Fonte: Gao, 2013

4.3.2. Espectrofotometria no ultravioleta visivel (UV-vis) para identificacdo da

ligacdo do acido félico com o lipidio DSPE-PEG-NH:2

A reacdo de funcionalizagio do DSPE-PEG-NH. com é&cido folico (AF) foi

confirmada por espectrofotometria no ultravioleta visivel. As analises de UV-vis foram
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analisadas ao longo da purificacdo da sintese, sendo realizadas leituras do sobrenadante do

produto dialisado, em um comprimento de onda de 290nm.

4.3.3. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho para identificacéo

da funcionalizagdo com é&cido folico no CLN

Para as analises de infravermelho, foi utilizado um espectrometro Perkin Elmer
modelo Spectrum 2000, realizando as analises na regido de 4000 a 370 cm™ e resolugéo de 1
cm™. As amostras de acido folico, DSPE-PEG-NH,, e DSPEPEG-AF foram diluidas com
KBr e preparadas na forma de pastilha, utilizando-se uma proporcao 3:1 (KBr:DSPE-PEG-
NH:; KBr:AF; KBr:DSPE-PEG-AF).

4.3.4. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para detectar a funcionalizacéo
com &cido félico no CLN

As analises foram realizadas em um espectro de ressonancia magnética nuclear de *H
obtido em um espectrdmetro Brucker—Advance DRX600, operando em 600 MHz. As
amostras de acido félico, DSPE-PEG-NH2, e DSPE-PEG-AF foram preparadas em solvente
deuterado DMSO-d6 (Sigma Aldrich).

4.3.5. Desenvolvimento do carreador lipidico nanoestruturado (CLN)

Os CLN foram desenvolvidos segundo Sato et al. (2017a), com adaptacGes, sendo
constituidos de 0,88% p/v de 6leo de ricino hidrogenado etoxilado 400E (OE), 2,05% p/v de
triglicérides do &cido caprico/caprilico (TGACC), 2,07% p/v de estearato de polioxietileno
40 (EP), 5% DSPE-PEG-NH; m/m (1,2-desteroilfosfatidiletanolamina-polietilenoglicol
2000-amina) (ou DSPE-PEG-4cido folico, sintetizado previamente, no caso do preparo de
CLN funcionalizado), na fase lipidica, 3,5% m/m de poloxamer 407 (P-407) e &gua

ultrapurificada p/v gsp, na fase aquosa.

As duas fases (aquosa e lipidica) foram pesadas em béqueres separados. A fase
aquosa contendo tensoativo, foi aquecida a 70 °C e a fase lipidica a 65 °C. Desta forma,
verteu-se a fase aquosa sobre a oleosa em agitacdo magnetica constante, originando uma
pré-emulsdo. A prée-emulséo foi levada ao sonicador com amplitude de 35%, por 1 minuto
com intervalo de 30 segundos, repetindo esse ciclo 5 vezes. Todo esse processo de

sonicagdo ocorreu em banho de gelo para a cristalizacéo lipidica e a formagdo dos CLN.
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Mais tarde, os CLN foram centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos para eliminar residuos
de titdnio desprendidos da haste durante o processo de sonicagdo (AGAYAN et al., 2004), e

posteriormente acondicionados em frascos &mbares e mantidos em 4°C + 2 °C.
4.3.6. Incorporacéo da rapamicina no CLN

A rapamicina (RAP) foi incorporada tanto no CLN funcionalizado com &cido folico
quanto no CLN néo funcionalizado. A incorporacdo da RAP no CLN aconteceu da seguinte
forma: a RAP foi adicionada na fase lipidica a uma concentracdo de 1%, 3% e 5% (m/v) e a
fase aquosa foi vertida na fase lipidica fundida sob agitacdo, originando uma pré-emulséo e
posteriormente submetida a sonicacdo, como ja descrito anteriormente (LIMA et al., 2013,
SIMAMORA, 2001a).

4.4. Caracterizacdo fisico-quimica dos CLN

4.4.1. Determinacdo do diametro hidrodindmico médio (Z-Ave) e do potencial

zeta

O diametro hidrodinamico médio e o potencial zeta foram determinados pela técnica
de correlacdo de fotons (conhecida como quasi-elastic light scattering) e mobilidade
eletroforética das nanoparticulas, respectivamente, empregando o equipamento Zetasizer
Nano NS (Malvern Instruments, Malvern, UK). As analises foram realizadas em temperatura
ambiente e as amostras diluidas em agua ultra-purificada (1:100); mantidas em frasco
fechado. As amostras foram vertidas em uma cubeta e colocadas na célula eletroforética.
Foram determinadas 6 replicatas de didmetro e de potencial zeta, calculando a média e o
desvio padrédo entre cada analise. As formulacGes foram analisadas nos tempos de 1, 7, 15,
30, 45, 60 e 90 dias para avaliar a estabilidade das formulacdes (NEMEN, 2011).

4.4.2. Microscopia Eletrdnica de Transmissdo (MET)

As fotomicrografias foram registradas em diferentes amplificacGes utilizando um
microscopio eletrnico de transmissdo JEOL JEM-100CX2, operando a uma voltagem de
aceleracdo de 200 kV. As amostras do CLN funcionalizado ou ndo acrescidas de RAP foram
depositadas sobre grids de cobre revestidas com uma fina camada de carbono (Cu grid 200

mesh), que posteriormente foram secas a pressdo atmosférica e temperatura ambiente. Os

39



didmetros foram determinados pela média de no minimo 100 particulas de uma micrografia

representativa.
4.4.3. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Todas as matérias-primas utilizadas para o preparo dos CLN, assim como as
formulacbes, foram analisadas por DSC (DSC-TA Instruments, modelo DSC Q10), para
verificar informacgdes estruturais das particulas, uma vez que as alteragdes estruturais sao
acompanhadas de trocas de calor, nas temperaturas de 0 a 900 °C, com aquecimento de 10
°C/min sob atmosfera de nitrogénio, a um fluxo de 50 mL/min. Para isso, utilizou-se cerca

de 5 mg de amostra em um cadinho de aluminio selado colocado no calorimetro.
4.4.4. Termogravimetria (TG)

A técnica de TG foi utilizada para verificar a estabilidade térmica dos materiais para
preparar 0s CLN e as formulacBes prontas. O equipamento utilizado foi um SDT 600
Simultaneous DTA-TG da TA Instruments. Todas as amostras foram acondicionadas em
cadinho de alumina e aquecidas até 600 °C com uma taxa de 5 °C/min sob fluxo de

nitrogénio de 100 mL/min.
4.4.5. Validacado analitica para quantificacdo da rapamicina por CLAE

O método analitico foi desenvolvido mediante adaptacdo da metodologia de
Bougueon et al. (2016), utilizando uma coluna C18, volume de injegcdo de 20uL e a fase
movel constituida de metanol e agua (80:20 v/v, 40 +0,5 °C, detector de 277nm). Foram
determinados parametros como linearidade, precisao, seletividade, exatiddo, especificidade,
limite de deteccéo e limite de quantificacio e robustez (ANVISA, 2017; BOUGUEON et al.,
2016; ELOY et al., 2016b; LIMA et al., 2013).

4.45.1. Linearidade

A linearidade foi obtida como uma média de trés curvas analiticas, expressas em area
do pico versus a concentracdo de farmaco, obtendo o coeficiente de correlagdo (r?). Foram
testados oito pontos com as concentragdes do farmaco (1, 2.5, 5, 10, 30, 50, 70 e 100

ug/mL).
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4.45.2. Precisao

Realizou-se a precisdo de duas maneiras: a intracorrida, indicada pela repetibilidade
do método, sendo injetadas seis vezes as amostras na concentra¢do de 50 pg/mL, no mesmo
dia e nas mesmas condicGes de trabalho, e a precisdo intermediaria, realizada por analista
diferente, sendo também injetadas seis vezes as amostras, sob as mesmas condigdes

experimentais.
4.4.5.3. Exatiddo/Recuperacao

A exatiddo foi estabelecida a partir de uma solucédo estoque de RAP, diluida em fase
movel, obtendo as concentragdes 5, 50, 100 ug/mL (baixa, média e alta, respectivamente).
Foram injetadas cinco vezes cada concentracdo de amostra e a exatidao foi calculada por
meio da equacao 1.

c
Exatidi = —x 100
xatidio (%) co” Equacéo 1

em que: CO é a concentracdo tedrica e C é a concentracdo média determinada

experimentalmente.
4.4.5.4. Especificidade/Seletividade

A especificidade e seletividade garantem ao método analitico que ndo ocorra
interferentes na analise cromatografica, permitindo a quantificacdo do farmaco sem que
constituintes da formulacdo e da fase mdvel coeluam no pico cromatografico do farmaco. A
concentracdo de farmaco injetada foi de 100 ug/mL e as amostras de CLN-AF livre,
metanol, agua, foram filtradas, injetadas e analisadas em triplicata.

4.45.5. Limite de deteccédo (LD) e de quantificagédo (LQ)

Esses pardmetros foram determinados utilizando solucdo de farmaco em trés
concentragdes, baixa, media e alta, 1, 2.5 e 5 ug/mL, respectivamente. As areas foram

calculadas em triplicata seguindo as equagdes 2 e 3.
D 3xDPa
- Ic Equacéo 2
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10=xDPa

Le=—¢ Equacdo 3

em que: LD= limite de detec¢do, DPa = desvio padréo do intercepto com o eixo do y, IC =

inclinacdo da curva de calibracéo e LQ=limite de quantificacao.
4.4.5.6. Robustez

Para verificar se 0 método é robusto, foi verificada a estabilidade da solucdo analitica
de RAP 150 pug/mL, CLN e CLN-AF incorporado 50 e 100 pg/mL, a fim de verificar a
estabilidade por 24, 48, 72 e 96h, alterando alguns parametros analiticos tais como:
comprimento de onda de 276 e 278, fluxo da fase movel 0.90 e 1.1 mL/min., concentracao

da fase mével (metanol : 4gua nas proporcées 79:21 e 81:19) e temperatura de 39°C e 40°C.
4.4.6. Eficiéncia de Encapsulacéo (EE%) da rapamicina

As analises de %EE do CLN foram realizadas conforme Fachinetti et al. (2018), com
algumas modificacBes. Para realizar a %EE foi utilizada a ultra-filtracdo empregando
ultrafiltros amicon 50.000 Da, centrifugados por 3600 rpm por 15 min., com a intencdo de
separar o farmaco ndo encapsulado, do CLN. As amostras foram quantificadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) conforme método analitico anteriormente
validado. Os caélculos da eficiéncia de encapsulacdo (EE %) foram realizados segundo a
equacéo 4:

Farmaco incorporado no CNLs (ng) — Farmaco livre(ng)
EE% = : , x 100
quantidade de farmaco total no CNLs (pg)

Equacéo 4
4.5. Estudos de liberacdo in vitro do farmaco
4.5.1 Avaliacéo da solubilidade da rapamicina

A determinagdo da solubilidade da rapamicina foi realizada empregando meétodo de
equilibrio (BOUGUEON et al., 2016; SIMAMORA, 2001b) em tamp&o fosfato pH 7,4
contendo lauril sulfato de sddio (tensoativo) nas concentracdes de 0,2%; 0,5%; 1,0%.

Adicionou-se a rapamicina em excesso nas diferentes solugbes, para garantir a
saturacdo, e as mesmas foram mantidas sob agitacdo em um homogeneizador por 72h. As
amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 5 minutos, e 0 sobrenadante foi filtrado e
quantificado por CLAE.
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A concentracdo de farmaco foi quantificada a partir das curvas analiticas

previamente validadas.

4.5.2. Ensaio de liberagcdo in vitro da rapamicina em carreadores lipidicos

nanoestruturados

O estudo in vitro do perfil de liberacdo, visando avaliar a quantidade de farmaco
liberada pelo tempo, foi realizado a partir do estudo de Eloy e colaboradores (2016),
empregando um dissolutor com cuba reduzida (100 mL), uma membrana de dialise (D9402-
100FT, avg. flat width 76mm/3in. Sigma Aldrich®, com auxilio de aparato 1 (cesto) do
dissolutor (SR8PLUS, Hanson), na temperatura de 37 £ 0,5°C em meio de dissolucdo
tampao fosfato, pH 7,4, acrescido de 1,0 % (v/v) de lauril sulfato de sédio para manter as
sink conditions com agitacdo de 50 rpm. As amostras foram coletadas do dissolutor nos
tempos 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 12 e 16h, filtradas e quantificadas por CLAE (ELOY et al.,
2016b).

4.6. Citotoxicidade in vitro dos CLN

A linhagem tumoral de mama MCF-7 (baixa expressdo de receptor de folato)
(SONVICO et al., 2005), a linhagem tumoral de cancer de pulmédo (LEWIS) e a linhagem
humana ndo cancerosa MCF-10A (CALERO et al., 2015), de acordo com a Figura 4, foram
cultivadas em DMEM (meio Dulbecco's Modified Eagle) e MEGM (Mammary Epithelial
Cell Growth Medium Bullet Kit), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1%
de antibidtico/solucdo antimicdtica, a 37°C e incubadas com 5% de CO,. Apos atingir 90%
de confluéncia, as células foram tripsinizadas e transferidas para placas de 96 pocos (2,5 x
10° células/mL) e incubadas por 24 horas a 37°C. ApoGs a remogdo completa do meio de
cultura, os pocos foram lavados com PBS, pH 7,4, e os grupos experimentais diluidos em
meio de cultura (rapamicina livre, CLN-AF, CLN-AF-RAP) foram aplicados as placas, as
quais foram incubadas novamente a 37°C por 24h.

Ap0s a incubacéo, lavou-se os po¢os com PBS e a solucdo de resazurina (7-hidroxi-
3H-fenoxazin-3-ona 10-6xido) foi adicionada e incubada por 4 horas a 37°C. A absorbéancia
foi lida a 540 nm em um fotémetro de microplaca Thermo Multiskan EX. A concentracéo

resultante de 50% de morte celular (ICso) foi calculada usando curvas de viabilidade celular
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e 0s experimentos foram realizados em triplicata (SEO et al., 2015a; VENUGOPAL; HAI,
2012; ZHANG et al., 2008).

Figura 4. Fotomicrografias das células estudadas MCF-7, LEWIS e MCF10-A,

respectivamente.

Lewis MCF10A

4.7. Avaliacdo da internalizacdo celular do CLN incorporado com rapamicina

funcionalizado com &cido félico por meio de citometria de fluxo (CF)

Para citometria de fluxo, CLN funcionalizado com &acido félico contendo 0,5% molar
de DIiO (3,3-dioctadeciloxacarbocianina perclorato), um corante fluorescente de camadas
lipidicas, foi preparado. A avalia¢do foi realizada em células LEWIS, MCF-7 e MCF-10A.
Para este estudo, foi necessario o crescimento das células (2,5x10°) em placas de 24 pogos
por 24h, apos a incubacdo as formulaces foram incubadas por 6h e 24h. Apds lavagem com
PBS, os pocos foram tripinizados, o meio completo foi adicionado, centrifugado e
ressuspenso com meio, sendo as amostras analisadas no citdmetro de fluxo FACSCanto |,
comiexc = 488 nm, = em = 530/30 nm para Dio e Aexc = 588 nm e Aem = 670 para iodeto

de propidio (DAL MAGRO et al., 2018; ELOY et al., 2017b).

4.8. Avaliacdo da internalizacéo celular de CLN incorporado com rapamicina

funcionalizado com &cido fdlico através da técnica de microscopia confocal

O ensaio de internalizacdo celular in vitro foi realizado por microscopia confocal,
utilizando um corante fluorescente (perclorato de 3,3-dioctadeciloxacarbocianina - 0,5 mol%
DiO) encapsulado no CLN funcionalizado, preparado conforme descrito anteriormente
(ELQY et al., 2017). Para este estudo, foram utilizadas as linhagens LEWIS, MCF-7 e MCF-
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10A. As células foram cultivadas em laminas de vidro com DMEM e MEBM™
suplementado com o kit, contendo 1x10° cel/mL em placas de 6 pogos, incubadas por 24
horas a 37 ° C com 5% de CO2. Sequencialmente, as células foram lavadas com PBS e as
formulacGes foram incorporadas e incubadas novamente por 24 horas. Apds o tratamento, as
formulacGes foram removidas e as células foram lavadas e fixadas com paraformaldeido (1%)
e incubadas a 4 °C. Finalmente, eles foram lavados novamente com PBS e antes de adicionar
as laminulas, 1uL de DAPI (4', 6-Diamidino-2-Fenilindol, Dicloridrato) foi adicionado para
marcar o nucleo, Empreou-se na analise microscopio usando Aexc = 405 nm, Aem = 413-472
nm (DAPI) e Aexc = 488 nm, Aem = 503-588 nm (Dio).

4.9. Metodo alternativo usando C. elegans

O estudo deste método alternativo usando C. elegans foi realizado durante estagio
sanduiche no periodo de 30/11/2019 a 01/12/2020, na Universidade de Navarra, Espanha,
sob supervisdo do Prof. Dr. Juan Manuel Irache Garreta. Este método visa verificar
toxicidade do sistema, diminuicdo de gordura, mostrando eficicia do farmaco e verificar o

tempo de vida util dos C. elegans.
4.9.1. Cepas de C. elegans

A cepa usada para os ensaios foi o tipo selvagem N2 Bristol fornecido pelo
Caenorhabditis Genetics Center (CGC, EUA) e C. elegans foi cultivado conforme descrito
por Brenner et al., 1974. Escherichia coli OP50 foi usada como uma dieta normal de
nematoides. Todos o0s experimentos foram realizados em vermes cultivados e mantidos em
meio de crescimento de nematodides (NGM) sem glicose a 20 ° C (BRENNER et al., 1974).
A Figura 5 mostra um C. elegans no estagio L4.
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Figura 5. C. elegans corado com vermelho do Nilo no estagio L4.

4.9.2. Tratamento com CLN carregado com rapamicina e funcionalizado com
AF

Os experimentos foram realizados em triplicata em placas de 6 pocos contendo 4 mL
de NGM por poco. Como controle positivo, utilizamos o orlistat (6 pg/mL) para verificar a
reducdo da gordura (MARTORELL et al., 2012; OLSEN, 2011). As concentracOes testadas
de rapamicina (RAP) foram 150, 75 e 37,5 puM, as quais foram dissolvidas em DMSO. As
nanoparticulas foram adicionadas as placas contendo uma concentracdo de 75 uM de
rapamicina. Apos adicdo de CLN-AF-RAP e CLN-AF, as placas foram solidificadas e secas
por dois dias em ambiente escuro para protegé-las da oxidacdo leve. As placas foram
solidificadas e apos dois dias, 100 pL de suspensé@o de E. coli OP50 foram adicionados a
cada poco. Todos os vermes foram sincronizados e os ovos foram obtidos em meio M9
(STIERNAGLE et al., 1999). Cerca de 300 a 500 larvas em estagio L1 e L2 foram
adicionadas as placas, e essas placas foram incubadas por 46 horas a 20 °C até que as larvas
atingissem o estagio L4 (LUCIO et al., 2017; PINO et al., 2013).

4.9.3. Quantificacdo do teor de gordura

Para quantificar os niveis de gordura de C. elegans, foi utilizado corante vermelho do
Nilo conforme descrito por Pino et al. (2013). Os vermes foram retirados das placas com 1
mL de solucéo salina tamponada com fosfato com 0,01% de triton-x (PBST) e lavados duas
vezes com PBST. Em seguida, para interromper a atividade faringea, 0s vermes foram
deixados por 15 minutos em gelo e fixados em isopropanol 40%, foram adicionados 150 pL

de vermelho do Nilo para corar os vermes por 30 minutos na incubadora a 20 °C. Por fim, 0s
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vermes foram lavados novamente com PBST e fixados em laminas de agarose 2% para
visualizagdo em microscopio de fluorescéncia. As laminas dos vermes foram submetidas a
um microscéopio de fluorescéncia com ampliacdo de 80x no SMZzZ18 da Nikon (Nikon
Instruments Inc., Japdo) contendo um sistema de epi-fluorescéncia, um filtro GFP (Ex 480-
500; DM 505; BA 535-550) e um digital cAmera anexada. As imagens foram obtidas a partir
de uma triplicata de experimentos, todos nas mesmas condic¢des. Os controles utilizados
foram vermes néo tratados (denominados NGM) e o controle positivo tratado com Orlistat,

onde foram calculadas as porcentagens de reducéo de gordura (PINO et al., 2013).
4.9.4. Tempo de vida

O efeito da administracdo das nanoparticulas na vida Gtil de C. elegans foi observado
por 46 horas. As larvas L1 foram sincronizadas e transferidas para placas NGM contendo
CLN vazio (grupo de controle) ou CLN-AF-RAP por 46h, para permitir que C. elegans se
desenvolva até a idade adulta. Os vermes foram recolhidos no estado L4 e aproximadamente
50 vermes foram transferidos para novas placas contendo 40 mmol/L de 5-Fluoro-2'-
desoxiuridina (FUDR) para prevenir o crescimento de novos vermes. O nimero de vermes
vivos foi contado diariamente e 0s vermes mortos foram removidos das placas para facilitar

a contagem. O experimento teve duracdo de 26 dias.

4.10. Modelo xenografico de atividade antitumoral in vivo

Para comprovar a acdo terapéutica do CLN-AF incorporados com rapamicina e
funcionalizado com é&cido folico (CLN-AF-RAP), tumores subcutaneos com células de 4T1
(células cancerosas de mama de camundongos) foram desenvolvidos em camundongos
Swiss, apds aprovacdo do experimento pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - UNESP (protocolo niumero 26/2020).

Quando os tumores atingiram aproximadamente 100mm?® (apés 10 dias da
inoculacédo), os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos diferentes, contendo 6
animais por grupo, sendo: grupo negativo (administracdo de solugéo PBS), controle positivo
(administracdo de Taxol®), Rap livre (administracdo de solucdo de rapamicina livre), CLN-
AF e CLN-AF-RAP. A solucdo de rapamicina livre continha 4% de etanol, 5,2% de tween
80 e 5,2% de PEG400 em solugéo salina (CHEN et al., 2013a).
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Os animais foram tratados com administracéo intraperitoneal (IP) e intravenosa (1V)
de 0,2 mL de solucdo de rapamicina livre e CLN-AF-RAP contendo dose de rapamicina de
15 mg/kg a cada trés dias, sendo o controle negativo tratado com 0,2 mL de solucéo salina a
cada 4 dias e o controle positivo tratado com 0,15 mL de RAP administrada por via
intravenosa a cada 4 dias contendo uma dose de 10mg/kg.

O tumor foi monitorado a cada dois dias com um paquimetro. O volume do tumor foi
calculado da seguinte forma: V = (hb)%/2 (onde hb sdo indicados pela altura e base do
tumor). Apos a conclusdo do estudo, os tumores foram removidos e submetidos a anélise
histol6gica (BLANCO et al., 2014; CHEN et al., 2013b; JOSIMAR; O. ELOY; RAQUEL
PETRILLI; DEISE; L. CHESCA; FABIANO; P. SAGGIORO; ROBERT; J. LEE, 2017,
LUYIMBAZI et al., 2010; MERAZ et al., 2014).

4.10.1. Histologia de tecidos de camundongo ap6s tratamento com rapamicina

Apbs 24 horas do ultimo tratamento Ip e IV, os animais de todos os grupos foram
sacrificados e os principais 6rgdos foram coletados para exame histolégico. Os rins, figado,
pulmdes e tumor foram excisados e fixados em formaldeido 3,7 - 4% p / v tamponado a pH
= 7 e estabilizado com metanol para diagndstico clinico (Applichem) durante a noite antes
de preservar em etanol 70%. Amostras de 6rgdos de tamanho apropriado foram entdo
embebidas em parafina, cortadas em fatias de tecido com 5 um de espessura em laminas de
vidro e coradas com hematoxilina e eosina (H&E). Os tecidos corados com H&E foram

entdo estudados ao microscopio para alteracdes histolégicas (DHANDHUKIA et al., 2017).

4.11. Andlises estatisticas

Os dados estatisticos foram tratados segundo o software GraphPad Prisma, versao
5.01, e foi analisado por ANOVA com pos-teste de Turkey. Os valores foram considerados

estatisticamente significativos para p < 0,05.

5. Resultados e Discussao

5.1. Caracterizacdo do lipidio funcionalizado por espectrofotometria no

ultravioleta visivel (UV-vis)

Por meio de monitoramento no UV-vis do acido félico em 290 nm, nos tempos de

12, 24, 36, 48, 60h de dialise (Figura 7), observou-se que com o passar do tempo a
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concentragcdo do acido folico livre diminuiu. Portanto, esses dados sugerem que o &cido
félico que inicialmente estava livre na reacdo passou a se ligar ao lipidio disponivel na
sintese, originando o DSPE-PEG-AF (DEVANAND VENKATASUBBU et al., 2013).

Figura 6. Espectrofotometria UV/Visivel mostrando os tempos de 12, 24, 36, 48,
60h da sintese de DSPE-PEG-NH: juntamente com &cido félico, possibilitando verificar a

perda de &cido folico ao longo dos tempos e obtendo o lipidio DSPE-PEG-AF
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5.2. Caracterizagdo por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

para identificacdo da funcionalizacdo com é&cido félico no CLN

A técnica de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho é importante,
pois possibilita a identificacdo estrutural das moléculas. Desta forma, essa analise foi
realizada para demonstrar que as ligacGes da molécula apresentam sua propria frequéncia de
vibracdo e podem variar entre diferentes compostos (SCHOLKMANN et al., 2014). Os
espectros de &cido félico, do lipidio DSPE-PEG-NH: e do lipidio funcionalizado podem ser

observados na Figura 8.
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Figura 7. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho podendo verificar
as bandas do &cido fdlico (AF), do lipidio DSPE-PEG-NHz e o lipidio funcionalizado
(DSPE-PEG-AF).
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Na Figura 8 pode-se observar uma modificacdo da regido entre 3400 e 3150 cm?,
referente ao estiramento N-H da amina primaria alifatica e a hidroxila (OH) do acido
carboxilico. Por volta de 1650 cm™ observou-se uma banda que se refere ao estiramento
C=C do anel aromatico e em 1608 cm™ e uma banda referente a N-H da amida. Em 1641
cm™ observa-se uma banda referente a C=0, em 1240 cm™ um estiramento C-N e por fim
em 1470 cm? os anéis aromaticos (DEVANAND VENKATASUBBU et al., 2013;
TEIXEIRA et al., 2016).

As anélises dos compostos separadamente evidenciam que o espectro do DSPE-PEG-
AF apresenta uma banda entre 3500 e 3250 cm™ caracteristica de um estiramento de grupo
OH e em 1680 cm™ uma banda caracteristica de (-CO)NH, da amida primaria. Sugere-se que
esse Novo evento caracteriza uma nova substancia, a DSPE-PEG-AF, conforme demonstrado

na Figura 9.
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Figura 8. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho das formulacdes
CLN, CLN -AF, e os CLN contendo farmaco de 1% a 5% (CLN-AF-RAP1, CLN-AF-
RAP3, CLN-AF-RAP5) e CLN 1% (n&o funcionalizado com 1% rapamicina).
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5.3. Caracterizacdo por Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) para
identificacdo da funcionalizagdo com acido félico no CLN

Apds constatar que o acido félico foi ligado e ndo esta mais em excesso no meio,
realizou-se a analise de espectroscopia por RMN, que possibilita a determinacdo de
interagBes supramoleculares, obtendo informagdes em relagdo a estrutura e dindmica de
complexos supramoleculares no nivel atbmico. A Figura 10 exibe os espectros de RMN,
lipidio DSPE-PEG-NH, 4cido félico e do lipidio funcionalizado (DSPE-PEG-AF) de H
sendo comparados para a verificagcdo da funcionalizagdo (GAO et al., 2013).

Nos espectros da Figura 10 observa-se que para o lipidio DSPE-PEG-NH2 ndo se
verificou a presenca de picos na regido de 9 a 4.5 ppm. J& no espectro do acido folico livre
observa-se varios picos nesta mesma regido. Desta forma, ao analisar o espectro do lipidio

funcionalizado com o &cido fdlico (DSPE-PEG-AF), verificou-se que os sinais atribuidos na
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regido de 8,64, 7,64 e 6,64 ppm provavelmente sdo atribuidos a formagdo de uma nova
ligacdo quimica entre o &cido fdlico e o lipidio, mostrando que a reacdo de sintese foi
eficiente, originando um lipidio funcionalizado (LATTIN et al., 2015).
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Figura 9. Espectros de RMN de ‘H representando o lipidio livre (DSPE-PEG-NH,), 4cido fdlico livre (AF) e a sintese do lipidio ligado ao
acido félico (DSPE-PEG-AF). '
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5.4. Preparacéo dos CLN

O método do desenvolvimento dos CLN foi adaptado de Sato et al. (2017) (SATO et
al., 2017b). Foram desenvolvidas 6 formulagdes: CLN, CLN-AF, CLN-RAP1%, CLN-AF-
RAP1%, CLN-AF-RAP3%, CLN-AF-RAP5%. Ap0s o0 preparo, 0s sistemas foram
armazenados em frascos e mantidos sob refrigeracao (4 + 2 °C).

Estas condicbes foram extremamente importantes nesta etapa inicial de
desenvolvimento do sistema, posto que influenciam diretamente no diametro hidrodindmico
médio e no indice de polidispersidade das nanoparticulas, e consequentemente, na
estabilidade final do sistema (TAN et al., 2010).

5.5. Caracterizacéao fisico-quimica dos CLN

5.5.1. Determinacdo do didmetro hidrodindmico medio e do potencial zeta dos
CLN

As seis formulacBes foram avaliadas quanto ao diametro hidrodindmico médio, indice
de polidispersidade e potencial zeta durante 90 dias. Os resultados foram avaliados pelo
método estatistico Anova, utilizado para medidas repetidas no nivel de significancia de p <
0,05.

O tamanho das particulas é o primeiro parametro que pode sofrer alteracdo tanto em
funcdo dos componentes utilizados quanto da metodologia empregada (temperatura, tempo e
pressdo) (GUIMARAES; RE, 2011).

Outro parametro necessario para determinar a distribuicdo do tamanho das particulas é
o indice de polidispersidade. Os valores de indice de polidispersdao quando estao abaixo de 0,5
indicam tamanhos de particulas distribuidos homogeneamente, porem quando esse indice €
maior que 0,3, sugere-se uma distribuicdo heterogénea (LIFSON; CARTER; MILLER, 2015),
0 que pode indicar a presenca de sistemas misto, como micelas (KRAUSE et al., 2010; LIU et
al., 2007; NEMEN, 2011).
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Figura 10. Tamanho PDI e potencial zeta dos CLN versus tempo em dia (média *

desvio padrdo; n = 5). As letras iguais representam similaridade.
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Os graficos representados na Figura 11 mostram as seis formulagdes (CLN, CLN-AF,
CLN-AF-RAP1, CLN-AF-RAP3, CLN-AF-RAP5 e CLN-RAP1) ao longo de 90 dias de
armazenamento com os valores médios de diametro entre 90,68+0,475 a 119,60+0,671 nm,

indice de polidispersidade 0,107+0,005 a 0,307+0,01 e potencial zeta 10,46+0,587 a
28,95+0,496.
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A maioria das formulacdes ndo apresentou diferenca estatistica em relagdo ao diametro
hidrodindmico médio durante os 90 dias de armazenamento, exceto a formulacdo que nédo
continha o lipidio funcionalizado (CLN-RAP1), para a qual pode-se observar uma varia¢do no
didametro hidrodindmico médio todos os dias, no primeiro dia (T1) 90,68+0,475 nm, 7 dias
(T7) 96,15+0,646 nm, 15 dias 102,75+1,70 nm, 30 dias 91,20+0,514 nm, 45 dias 97,29+0,465
nm, 60 dias 98,32+2,54 nm e 90 dias 109,20+0,842 nm, o que sugere que a funcionalizagdo
esta contribuindo para a estabilidade das formulagdes.

Todas as formulagdes apresentaram indice de polidispersdo menor que 0,3 ap6s 90
dias de analise, resultado este que indica particulas com distribuicdo homogénea,
caracterizando estabilidade durante todo periodo analisado. A andlise estatica evidenciou que
ndo houveram diferencas nos valores de indice de polidispersidade (p < 0,05) ao longo do
tempo de analise. Portanto, o indice de polidispersidade nos indica distribuicdo monodispersa

das particulas no sistema, conforme mostra a Tabela 2 (MOHANRAJ; CHEN, 2006).

Tabela 1. Valores de indice de polidispersdo obtidos durante os 90 dias de

armazenamento das formulaces.

Tempo (dias) T1 T7 T15 T30 T45 T60 T90

CLN 0,158+0,006  0,151+0,008 0,107+0,005 0,153+0,014 0,152+0,007 0,125+0,010 0,140+0,014
CLN-AF 0,266+0,006 0,233+0,012 0,275+0,017 0,274+0,011 0,220+0,010 0,270+0,037 0,250+0,027
CLN-RAP1 0,258+0,005 0,286+0,007 0,307+0,010 0,247+0,008 0,269+0,014 0,274+0,011 0,240+0,008
CLN-AF-RAP1 0,283+0,026  0,276+0,039 0,236+0,025 0,223+0,041 0,284+0,043 0,283+0,035 0,255+0,038
CLN-AF-RAP3 0,267+0,007 0,253+0,014 0,253+0,024 0,219+0,013 0,253+0,013 0,283+0,009 0,264+0,019
CLN-AF-RAPS5 0,293+0,021 0,208+0,012 0,233+0,014 0,211+0,039 0,273+0,011 0,245+0,014 0,265+0,027

Abreviagdes: carreador lipidico nanoestruturado sem funcionalizagdo (CLN), carreador lipidico funcionalizado
(CLN-AF), carreador lipidico ndo funcionalizado com rapamicina (CLN-RAP1) e carreador lipidico funcionalizado com
diferentes porcentagens de farmacos (CLN-AF-RAP1, CLN-AF-RAP3, CLN-AF-RAP5).

Os valores de indice de polidispersidade mostram que com o passar dos dias as
formulacGes funcionalizadas apresentaram homogeneidade das dispersées. Ja para o carreador
que ndo contém o lipidio funcionalizado (CLN e CLN-RAP1) observou-se uma variagcdo
muito maior, sugerindo uma desestabilizacdo quando observado o didmetro hidrodindmico
médio, dados estes que corroboram os dados de potencial zeta que serdo discutidos abaixo
(ELOY etal., 2017a; SLAVCEV, 2013).

A analise do potencial zeta indica a estabilidade fisica dos sistemas coloidais, e avalia
0 potencial elétrico entre a superficie das particulas (OBEIDAT et al., 2010; ZHANG; YEE;

56



WANG, 2008). Este estudo ainda analisa o grau de repulsdo/atracdo entre as particulas,
originando valores numéricos de potencial zeta, sendo consideradas particulas mais estaveis
em valores maiores de potencial zeta, pois ocorre uma maior forca eletrostatica, enquanto que
em valores menores observa-se uma tendéncia de desestabilizacdo (DAS; CHAUDHURY,
2011; FREITAS; MULLER, 1998; SAUPE; GORDON; RADES, 2006). A Figura 11 mostra
os dados de diametro hidrodindmico medio, indice de polidispersidade e potencial zeta
analisados nos dias 1, 7, 15, 30, 45, 60, 90.

Assim como na analise de didmetro hidrodindmico medico e de indice de
polidispersidade, todas as formulacdes foram avaliadas quanto ao potencial zeta, como mostra

a Tabela 3.

Tabela 2. Valores de potencial zeta obtidos durante 90 dias de armazenamento das

formulagoes.

Tempo (dias) T1 T7 T15 T30 T45 T60 T90

CLN -15,80+0,301  -1545+0,635 -11,80£1,296 -14,00£1,296  -11,65:0,404 -12,45+146  -11,50+0,356
CLN-AF -28,55+0,723  -28,95+0,496  -28,90+0,480  -28,50+0,403  -28,75+0,454 -28,75+0,647  -27,80+0,207
CLN-RAP1 -15,7040,863  -15,67+1,608  -10,46+0,587  -11,75+0,783  -11,95+0,451 -1570+1,009  -13,90+0,592
CLN-AF-RAPL  -2550£0,446 -2570+0,397 -2510+0,605 -24,85+0,462 -24,60+0,666 -2525+0,836  -25,10+0,446
CLN-AF-RAP3  -2590+0,574 -26,30+0,657 -26,00£0,662 -24,70+0,607 -2590+0,423 -2590+0,489  -25,90+0,306
CLN-AF-RAP5 266540717 -2585+0,459  -2595+0,432  -26,20+0,565 -26,05+0,542 -2525+0484  -2575+0,566

Abreviagdes: carreador lipidico nanoestruturado sem funcionalizagdo (CLN), carreador lipidico funcionalizado
(CLN-AF), carreador lipidico ndo funcionalizado com rapamicina (CLN-RAP1) e carreador lipidico funcionalizado com
diferentes porcentagens de farmacos (CLN-AF-RAP1, CLN-AF-RAP3, CLN-AF-RAPS5).

A maioria das formulagbes exibiu potencial zeta maior que [24mV/|, o que sugere
estabilidade fisica adequada, provocada por interacdes eletrostaticas entre a superficie das
particulas e o meio, durante 90 dias (OBEIDAT et al., 2010; SAUPE; GORDON; RADES,
2006).

Os valores negativos de potencial zeta podem ser justificados devido as estruturas
quimicas dos lipidios EP, TGACC, OE e DSPE-PEG-NHz, contidos na fase lipidica dos CLN,
visto que todos contém em suas estruturas grupamentos carboxilicos livres na superficie da
particula responsaveis pela negatividade dos valores de potencial zeta (REDHEAD; DAVIS;
ILLUM, 2001; VALE et al., 2015).

O P-407 adicionado na fase aquosa é constituido por copolimeros formados por blocos
de polioxipropileno (POP) de carater hidrofobico e de polioxietileno (POE), hidrofilico, e age

como um estabilizante estereoquimico de carater ndo idnico, proporcionando que Seus
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mondmeros se arranjem em micelas esféricas contendo POP no ndcleo e POE em sua
superficie, as quais se encaixam na superficie dos CLN por arranjo estérico, formando um
filme na superficie da particula, e assim, contribuindo para a estabilizacdo dos CLN (LEE;
SHIN; OH, 2003; LOURENCO et al., 1996; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

As analises estatisticas indicaram que as formulagdes sem a funcionalizacao exibiram
diferencas significativas (p > 0,05) nos valores de potencial zeta em funcdo do tempo
armazenado, apresentando valores de potencial zeta relativamente baixos, indicando
formulacBes pouco estaveis. Contudo, as formulacdes com a presenca da funcionalizagédo
obtiveram valores de potencial zeta elevados quando comparadas as nao funcionalizadas, ndo
mostrando diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre CLN-AF, CLN-AF-RAP1
e CLN-AF-RAP5, indicando alta estabilidade entre todas as formulacGes funcionalizadas,
durante o periodo analisado (90 dias).

Desta forma, sugere-se que o farmaco ndo influenciou no didmetro hidrodindmico
médio das particulas e tampouco no potencial zeta, sugerindo que as formulagcGes apresentam
particulas homogéneas e monodispersas, possibilitando uma menor interferéncia no processo
de liberacdo e absorcao do farmaco (MARCATO, 2009b; SCHAFFAZICK ET AL., 2003).

Concomitantemente, foram realizadas analises macroscépicas de estabilidade com
avaliacdo a olho nu durante esses 90 dias de armazenamento, podendo-se observar que as
dispersfes permaneceram homogéneas, transllcidas e sem precipitados ou separagdo de fases

durante os 90 dias de analises.
5.5.2. Microscopia Eletronica de Transmissao

As andlises de MET evidenciam a morfologia e o tamanho dos CLN. Na Figura 12
observa-se as fotomicrografias obtidas para CLN, CLN-AF incorporados com RAP de 1 a 3%
e ndo funcionalizado (CLN-RAP1), denominados de A, B, C, D e E respectivamente.

As fotomicrografias sugerem que todas as formulagOes apresentam tamanho de
particula proximo a 100 nm + 0,9 e que quando funcionalizadas e incorporadas com farmaco
as formulagdes ndo apresentaram aumento significativo do tamanho, corroborando com os
dados de diametro médio e potencial zeta, conforme mostra a Tabela 3, consequentemente

com repulsdo das particulas.
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Figura 11. Microscopia eletronica de transmissdo obtida para as amostras A (CLN), B
(CLN-AF), C (CLN-AF-RAP1), D (CLN-AF-RAP3) e E (CLN-RAP1).

Pela analise de DLS, as formulagdes apresentaram diametro hidrodinamico médio de
111,30+0,437 (CLN), 116,14+0,2914 (CLN-AF), CLN-AF-RAP1 119,05+0,237, CLN-AF-
RAP3 102,10+0,119 e CLN-RAP1 97,29+0,795 nm, respectivamente. A Figura 12 apresenta
morfologia esférica das formulacdes e distribuidas em escala manométrica corroborando os
dados por DLS (FANG et al., 2015).

5.5.3. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas (TG) apresentam perda de massa e massa residual em
funcdo da temperatura, ao passo que a Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
demonstra o fluxo de calor em funcdo do tempo, podendo assim determinar eventos
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endotérmico e/ou exotérmico do material, como sua fusdo, decomposicéo e transicdes de fase
(CLAUDIA BERNAL; ANDREA BOLDARINI COUTO, 2002; GAO et al., 2013; TIAN et
al., 2013).

A Figura 13 mostra os termogramas de DSC (A) e TG (B) dos componentes utilizados
no preparo dos CLN: dleo de ricino hidrogenado e etoxilado (OE), estearato polioxietileno 40
(EP), Poloxamer 407 (P-407), Triglicérides do acido caprico/caprilico (TGACC), rapamicina
(RAP), DSPE-PEG-AF, DSPE-PEG-NH; e acido folico.

Deve-se destacar que a regido demonstrada no termograma nao contempla a faixa de
550°C a 900°C. Isso se deve ao fato de que a partir de 550°C s6 ha a massa residual, sem
nenhuma alteragdo na massa nem no fluxo de calor.

Figura 12. Termogramas de DSC (A) e TG (B) dos componentes utilizados no
preparo dos CLN (OE, EP, P-407, TGACC, RAP, DSPE-PEG-AF, DSPE-PEG-NH: e ac.
Félico). A
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Na curva de TG do acido félico ocorre uma perda de massa na regidao de 100 °C que é
relacionada a evaporagdo da &gua, consequente da umidade adsorvida ao material analisado.
Quando se observa o DSPE-PEG-AF, sua decomposicdo comega em uma temperatura um
pouco menor do que a do acido folico e do DSPE-PEG-NH3, sugerindo que 0 novo composto
tem uma estabilidade térmica um pouco menor que advem de uma nova molécula formada,
podendo ser derivada da alteracdo estrutural cristalina ou amorfa.

O P-407, TGACC, DSPE-PEG-NH2, OE, EP sdo materiais com estabilidade térmica

mais elevada, pois apresentam uma perda de massa em altas temperaturas. A decomposicao é
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um evento cinético de elevada complexidade, pois demanda de energia de ativacdo e sdo
diversos os fatores que contribuem para aumento ou reducdo da estabilidade térmica, como:
arranjo supramolecular, estrutura cristalina, tamanho dos poros do material, dentre outros,
como descrito por Bikiaris et al. (2011) (BIKIARIS, 2011). O P-407 e o TGACC apresentam
perdas de massa por volta da temperatura de 250 a 300 °C, e para 0 DSPE-PEG-NH; observa-
se uma perda ainda maior.

O P-407 tem uma fuséo de 55 °C, semelhante ao descrito por Rigon et al. (2016), que
relataram um pico em 59 °C para o P-407. O DSPE-PEG-NH2 tem um evento exotérmico que
ndo estd acompanhado de uma perda de massa, o acido folico também apresenta uma perda de
massa que esta relacionada a 4gua e o farmaco RAP tem uma perda de massa associado a
decomposigdo em torno de 200 °C, em relacdo ao descrito na literatura de 196 °C (RIGON et
al., 2016a; SATO et al., 2017b).

A curva do componente EP apresentou um pico de fusdo em 52 °C, e dados da
literatura mostram um evento entre 38 a 54 °C, sugerindo que este componente esta sendo
fundido na formulagdo (RIGON et al., 2016b; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). J& para o
OE ocorreu um evento endotérmico com uma fusdo em 16 °C, mesmo intervalo relatado pelo
fabricante - 16-26°C (SATO et al., 2017b).
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Figura 13. Termogramas de DSC (A) e TG (B) das formula¢es com e sem o farmaco
incorporado (CLN-AF-RAP1, CLN-AF-RAP3, CLN-AF-RAP5, CLN-RAP1, CLN e CLN-
AF).
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Todas as formulagdes da Figura 14 apresentam um evento de fusdo entre 45 a 48 °C,
evento endotérmico em que ndo ha perda ou ganho de massa associado a ele.

A decomposicdo ocorre em 2 etapas, que pode ser evidenciado pela primeira derivada
da curva TG- a dTG — que demonstra 2 decaimentos de massa distintos. Todas as formulagdes
apresentam massa residual zero, demonstrado que todo material foi decomposto.

Existem dois fatores importantes a se considerar: a temperatura inicial da
decomposicdo — que se correlaciona com a estabilidade térmica, quanto menor o inicio da
decomposicdo, menor é o shelf-life do material - e a quantia de massa decomposta na primeira
decomposicdo — que correlaciona a fragdo mais susceptivel a sofrer decomposicao, quanto
menos massa perde na primeira decomposi¢do, mais estruturado esta o “core” sistema
(CHRISSAFIS; BIKIARIS, 2011).

A formulacdo contendo 5% de farmaco (CLN-AF-RAP5) teve a menor perda de
massa, de 24,86%, podendo sugerir que a mesma tem maior termoestabilidade, ou seja, o
farmaco estd contribuindo com a integridade da formulagdo. Quando se compara 0
termograma referente a amostra CLN-AF-RAP3 observou-se uma perda de massa de 45,48%,
sugerindo que concentracfes maiores de RAP conferem uma organizacdo estrutural mais

estavel ao sistema.
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Nota-se que para a CLN-AF ocorreu a presenca de um deslocamento em sua curva de
termogravimetria, podendo sugerir uma maior estabilidade em relagdo a CLN néo
funcionalizada. Ao se comparar a estabilidade térmica dos constituintes isolados da
formulacdo, observa-se que todos tém uma maior tolerdncia térmica, porém ndo pode-se
correlacionar a estabilidade térmica desses constituintes isolados e esses mesmos constituintes
em um sistema de liberacdo, pois em um sistema de liberagdo existem nova interagoes
quimicas e uma nova estrutura molecular, originado um novo perfil de estabilidade térmica,
eventos estes que nao acontecem com 0s constituintes isolados (CHADHA et al., 2013;
CHADHA; BHANDARI, 2014).

5.5.4. Validacdo da metodologia analitica para quantificacdo da RAP por CLAE

Este estudo seguiu a normativa validada conforme as diretrizes de Conferéncia
Internacional de Harmonizacao (ICH, 2005) e a RDC 66/2017.

Neste contexto, 0 método testado foi adaptado de Bougueon et al. (2016) para analises
cromatogréficas de RAP por CLAE a 277 nm, e como fase movel a mistura de metanol: dgua
na proporcdo 80:20 (v/v), em que a curva analitica foi obtida em uma faixa de concentragdo
de 1 a 100 pg/mL para RAP (BOUGUEON et al., 2016).

Conforme descrito na literatura, a RAP apresenta uma clivagem do anel sendo uma
reacdo tipica que o RAP sofre sob condi¢des experimentais. Os compostos do anel aberto
exibem atividade imunossupressora. Este farmaco é constituido de uma mistura de dois
isbmeros conformacionais em varias solucdes que sdo detectaveis por RMN. O componente
principal é o isdmero B (B) que contém 3-10% e menos de 0,5% do isdmero C (y) e A (a),
respectivamente (SOBHANI et al., 2013).

Ao analisar o cromatograma deve-se garantir a aquisicdo de picos bem definidos
(LLOYD SNYDER; JOSEPH J. KIRKLAND, 1997). Os resultados obtidos estdo condizentes
com as normativas e a literatura, uma vez que o espectro de absorcdo da RAP apresentou um

pico nitido em 277 nm no tempo de retencdo de 7,5 minutos (Figura 16).
5.5.4.1. Curva Analitica (Linearidade)

A linearidade nos mostra que o método analitico representa resultados diretamente
proporcionais, dentro de um intervalo de concentrac@es definido. A Tabela 5 mostra a média

obtida das areas no comprimento de onda de 277 nm.
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Tabela 3. Valores das areas dos picos com média e desvio padrdo em sua respectiva

concentragéo do analito.

Concentracéo o Desvio
(ng/mL) Curval Curva 2 Curva 3 Média oadréo

1 65.27 56.80 62.00 61.36 4.27

2.5 145.67 127.80 151.80 141.76 12.47

5 309.27 291.67 289.80 296.91 10.74

10 594.00 559.03 593.40 582.14 20.02

30 1694.83 1609.90 1672.17 1658.97 43.98

50 2946.97 2829.10 2856.67 2877.58 61.65

70 4133.17 4053.47 4070.57 4085.73 41.96

100 5709.33 5643.97 5612.43 5655.24 49.42

A Figura 15 apresenta a curva analitica obtida.

Figura 14. Curva analitica da RAP para quantificacdo do farmaco por CLAE, médias

versus concentragdes (ug/mL).
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A curva analitica da RAP mostrou-se linear em uma faixa de concentracdo de 1 - 100

pg/mL, em que a equacdo da reta calculada: y = 57,043x + 5,4562 resultou em um coeficiente
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de correlagdo de R?=0,9995, condizente ao valor preconizado pela RDC 166/2017, indicando
portanto, um alto grau de linearidade (ANVISA, 2017).

A partir da curva analitica de RAP os dados foram analisados estatisticamente pela
variancia ANOVA na Tabela 5, sendo possivel um ajuste desse modelo, pois os valores de F

calculados foram menores que os valores de F critico.

Tabela 4. Anélise de variancia ANOVA dos valores das areas da curva analitica.

Variacdo Graus de Soma Quadratica F calculado F tabelado
liberdade
Regressao 1 9.25E+07 1.56E+04* 7.14931E-33
Residuo 22 1.30E+05
Total 23 9.26E+07

*Significativo para p<0,05

Na Figura 16 observa-se um cromatograma obtido com a injecdo tedrica de 100
png/mL de RAP, observando um pico bem definido, em seu respectivo tempo de retencao,
mostrando que esse método foi eficaz para a quantificacdo de 100 pg/mL de rapamicina.

Figura 15. Cromatograma da CLAE de 100 pg/mL RAP em 277 nm.
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Esses resultados da linearidade estéo dentro dos parametros exigidos pela norma RDC

66/2017 da ANVISA, sendo satisfatorios e adequados para essa metodologia empregada.

5.5.4.2. Precisao

As anélises intracorrida foram feitas em triplicata, conforme mostra a Tabela 6.
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Tabela 5. Determinacdo das médias da precisdo intracorrida para quantificacdo de
RAP por CLAE.

Concentragdes teoricas Média das areas dos picos %D.P.R
(ng/mL)
50 2903.03 0.28
50 2799.52 1.58
50 2813.05 0.42

Abreviagtes: % D.P.R, percentual de desvio padrdo relativo.

Os resultados da precisao intermediaria estao descritos na Tabela 7.

Tabela 6. Tabela 7. Determinacdo da precisdo intermediaria para quantificacdo de
RAP por CLAE.

Concentragcdes tedricas Média das areas dos picos %D.P.R
(ng/mL)
50 2655.49 1,07
50 2615.53 0.28

Abreviaces: % D.P.R, percentual de desvio padréo relativo.

Segundo a norma RDC 166/2017, preconiza-se uma porcentagem de D.P.R de 5% em
ambos 0s parametros citados acima. Desta forma, os resultados obtidos mostraram estar

dentro do preconizado, confirmando ser um método preciso.
5.5.4.3. Exatidao/Recuperacao

Este parametro verifica a proximidade dos resultados alcancados no método analitico

em relacdo ao valor teorico real. Os resultados encontram-se na Tabela 8.
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Tabela 7. Percentual entre as concentragdes teoricas e experimentais das solugdes de

RAP
Concentracgoes tedricas (ng/mL) Concentracao média % Exatiddo/recuperacéo
experimental (ng/mL)
5 234.23 94.0
50 2473.97 96.9
100 5580.63 97.9

Deste modo, esses valores encontrados estdo dentro da faixa limite, confirmando que
as metodologias analiticas desenvolvidas se apresentam eficazes e aceitaveis para
quantificagdo (ANVISA, 2017).

5.5.4.4. Especificidade/Seletividade

A especificidade/seletividade é um parametro extremamente relevante, pois determina
a pureza do pico do farmaco, de modo que ndo apresente interferentes no mesmo tempo de
retencéo.

Portanto, foram analisados os constituintes da fase mdvel (metanol e agua), a RAP
livre (rapamicina em solucdo de metanol), as formulacdes vazias (CLN e CLN-AF diluidas
em metanol), as quais foram centrifugadas, os sobrenadantes filtrados e entdo injetadas em
CLAE, como mostra a Figura 17.

67



Figura 16. Cromatogramas analisados por CLAE da fase mdvel proposta, farmaco

livre e formulagdes vazias.

Metanol : Rapamicina 100ug

Agua E | CLN

CLN-AF

Os cromatogramas (Figura 17) mostram que 0s componentes utilizados para a
obtencdo dos CLNDSPE-PEG-NH2 e CLN-AF ndo apresentaram &reas de picos de absor¢édo
por CLAE que interferissem na quantificacdo da RAP. Sendo assim, ndo observou nenhum
interferente no mesmo tempo de retencdo, conseguindo garantir a especificidade deste

método.
5.5.4.5. Limites de Deteccéo (LD) e Quantificagéo (LQ)

Os calculos de LD e de LQ foram de 0.767 ug/mL e 0.253 pg/mL, respectivamente.
Estes valores demonstraram que o método desenvolvido é sensivel sendo capaz de detectar e
quantificar baixas concentragdes de RAP seguindo a RDC 166/2017 (ANVISA, 2017).

5.5.4.6. Robustez

Para verificar se 0 método é robusto, foram alterados alguns parametros analiticos na

concentragdo média de 50 pg/mL, os quais estdo demonstrados na Tabela 9.
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Tabela 8. Alteracdes dos parametros analiticos para a avaliacdo da robustez.

Parametros Concentracoes Concentracoes % Recuperacdes
Alterados tedricas experimentais (ug/mL)
(ng/mL)

A de detecgao 276 50 48,00 95,99

A de detecgdo 278 50 48,16 96,33

Fluxo da FM 0.9 50 53,25 106,51

Fluxo daFM 1.1 50 4421 88,41

FM 79:21 50 48,39 96,79

FM 81:19 50 49,22 98,45

Temperatura 39°C 50 48,57 97,14

Temperatura 41°C 50 48,05 96,08

Segundo a RDC 166/2017 os parametros de robustez podem atestar que esse método é

robusto (ANVISA, 2017). A Tabela 10 apresenta as analises de estabilidade da rapamicina.
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Tabela 9. Estabilidade da solugcdo analitica de RAP contendo 150 pg/mL, CLN e
CLN-AF incorporado 50 e 100 pg/mL, analisada por 24, 48, 72 ¢ 96 horas.

Tempos (h) Amostra/Concentragdes Concentracoes % Recuperagoes
tedricas (ug/mL) experimentais (ng/mL)
24 141.86 94.58
48 RAP /150 143.06 95.37
72 141.93 94.62
96 140.97 93.98
24 43.80 97.61
48 CLN/50 42.73 95.46
72 41.80 93.60
96 48.16 96.33
24 91.29 91.29
48 CLN/ 100 95.66 95.66
72 97.37 97.37
96 95.06 95.06
24 43.60 95.21
48 CLN-AF /50 44.48 92.97
72 45.21 90.42
96 45.40 90.79
24 91.50 91.50
48 CLN-AF/ 100 98.55 98.55
72 97.52 97.52
96 96.95 96.95

As anélises realizadas nos tempos de 24, 48, 72 e 96h demonstraram que as
formulacGes apresentaram estabilidade e ndo sofreram alteracdes significativas de degradacéo
do farmaco (ANVISA, 2017).

5.5.5. Eficiéncia de Encapsulacéo (EE%0) da rapamicina

A %EE da RAP foi obtida utilizando a técnica de ultra-centrifugacdo, conforme
adaptacdo da metodologia de FACHINETTI et al. (2018).

Desta maneira, empregando esta técnica foi possivel verificar a quantidade de farmaco
livre disponivel no sistema. O processamento da amostra se deu da seguinte forma: uma
aliquota foi retirada e submetida a ultrafiltragdo utilizando ultrafiltro amicon e o filtrado foi
analisado por CLAE (YADAV et al., 2012).
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As andlises quantitativas do filtrado mostraram que todas as formulacdes
funcionalizadas (CLN-AF-RAP (1%, 3% e 5%) e ndo funcionalizadas (CLN-RAP 1%),
contendo respectivamente 0,525mg/mL, 1,05mg/mL, 2,625mg/mL e 0,525mg/mL de
farmaco, obtiveram uma eficiéncia de encapsulacao de 94,92%.

Os altos indices de eficiéncia de encapsulacdo obtidos neste estudo corroboram os
resultados ja descritos na literatura para sistemas nanoestruturados contendo rapamicina
(ELOY etal., 2017a; ZAHIR-JOUZDANI et al., 2019).

Para verificar se ocorreu uma retencédo de farmaco no ultrafiltro amicon, foi preparada
uma solucdo de RAP com concentracdo 2,625mg/mL em tampdo com tensoativo LSS e
submetida a ultracentrifugagéo; entéo o filtrado foi submetido a quantificagdo por CLAE nas
mesmas condi¢cdes ja descritas anteriormente. Ap6s a analise quantitativa desta solucdo,
observou-se uma recuperacao de 95% da concentracao inicial do farmaco, evidenciando que o
ultrafiltro amicon ndo interfere nos resultados de eficiéncia de encapsulacdo obtidos para 0s
carreadores lipidicos nanoestruturados.

Estudos da literatura evidenciaram eficiéncia de encapsulagdo da rapamicina
incorporada em lipossomas para tratamento de queimaduras de corneas de 97,66 = 0,57%. Ja
para lipossomas funcionalizados com DSPE-PEG para lesGes na carétida e funcionalizados
com anticorpo para cancer de mama a eficiéncia de encapsulacéo foi superior a 90% (ELOY
etal., 2017a; HAERI et al., 2013; ZAHIR-JOUZDANI et al., 2019).

5.6. Estudos de liberacao in vitro do farmaco

5.6.1. Avaliacdo da solubilidade da rapamicina

Este pardmetro permitiu avaliar a quantidade méxima de solubilidade de farmaco no

meio, de forma a garantir a sink conditions. Os resultados estdo expressos na Tabela 11.

Tabela 10. Solubilidade (mg/mL) da rapamicina.

Meio Solubilidade (mg/mL)
Tampdo fosfato pH 7,4 + Lauril sulfato de sédio 0,2% 0,05
Tampéo fosfato pH 7,4 + Lauril sulfato de sédio 0,5% 0,12
Tampao fosfato pH 7,4 + Lauril sulfato de sodio 1% 0,23
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Pela Tabela 11, observa-se aumento de solubilidade do farmaco em funcdo do
aumento da concentragdo do tensoativo no meio. O tensoativo utilizado, Lauril sulfato de
sodio, foi escolhido, pois apresenta um EHL de 40 e a rapamicina demonstra um carater
basico (pKa~10,4) e um EHL 9,22, o que justifica a alta solubilidade deste farmaco neste
tensoativo.

A solubilidade do farmaco aumentou devido ao aumento da concentragdo de
tensoativo no meio. Todavia, deve-se ter cautela na adicdo de altas concentragcdes de
tensoativo no meio, ja que pode ndo representar com fidedignidade as condigdes fisiologicas.
Adicionalmente, essas elevadas concentracdes de tensoativo podem exibir um possivel efeito
téxico (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

Alguns autores como Jang et al. (2014) estudaram como melhorar as propriedades
fisico-quimicas e a absorcdo oral da rapamicina por meio da sua incorporacdo em uma
dispersdo soélida. Para que o farmaco se tornasse soluvel no meio tamponante (pH 6,8), foi
adicionado 0,4% de lauril sulfato de sodio, possibilitando ndo saturar o meio e realizar a
liberacdo garantindo as condigdes sink. Neste pH de 6,8, os autores obtiveram uma liberacéo
de aproximadamente 80%, ndo observando esta taxa de liberacdo quando ndo foi adicionado
tensoativo no meio (JANG; KANG, 2014).

Nos estudos de Thapa et al. (2017), os autores avaliaram a eficiéncia de encapsulacéo
da rapamicina e da doxorrubicina incorporada em uma oxido nano-grafeno peguilado,
utilizando 1% de tween 80 no meio receptor. Observou-se melhora na solubilidade de ambos
os farmacos e a liberacdo em pH 5 foi de 55% para a rapamicina e 62% para a doxorrubicina
(THAPA et al., 2017).

Yu et al. (2016) empregaram carreadores lipidicos nanoestruturados para melhorar a
biodisponibilidade da rapamicina por via oral. Os autores adicionaram dodecil sulfato sédio
no meio receptor e observou-se uma eficiéncia de encapsulacdo de 99,81% de rapamicina,
sugerindo que os sistemas de liberagcdo podem incorporar uma grande quantidade de farmaco

e assim melhorar a biodisponibilidade da rapamicina (YU et al., 2016).

5.6.2. Ensaio de liberacdo in vitro da rapamicina em carreadores lipidicos

nanoestruturados

No ensaio de liberacdo avaliou-se a velocidade de dissolu¢do do farmaco no meio

receptor, visando prever o comportamento in vivo do sistema, sendo um parametro
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indispensavel para o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas (SATO et al., 2015;
JAMBHEKAR et al.,, 2013). Na Figura 18 sdo apresentados os perfis de liberacdo das
diferentes concentragdes do farmaco livre e encapsulado nos CLN funcionalizados e néo

funcionalizados.

Figura 17. Perfil de liberacdo da rapamicina livre (RAP1%, RAP3% e RAP5%) e das
formulacdes CLN-AF-RAP 1%, CLN-AF-RAP 3%, CLN-AF-RAP 5% e CLN -RAP 1%, em

meio tampdo fosfato de sodio pH=7,4 com LSS.
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Foi realizado o ensaio de RAP livre, para garantir que a membrana de acetato de
celulose utilizada ndo interfere na taxa de liberacdo do farmaco em funcdo do tempo,
assegurando a confiabilidade do ensaio, conforme mostrado na Figura 18. As trés
concentracdes de RAP (1; 3 e 5%) foram solubilizadas em tampdo com 1% de LSS. As
solucBes foram colocadas em contato com uma membrana de didlise e entdo depositadas
dentro do aparato 1 e acondicionadas no dissolutor.

Conforme demonstrado na Figura 18 as solucbes de RAP em 4h de ensaio ja
apresentavam uma taxa de liberacéo entre 80 a 90% de farmaco no meio receptor, sugerindo
que a membrana de dialise ndo interfere significativamente na liberagdo do farmaco (MIAO et
al., 2015).
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As formulacbes contendo diferentes concentracbes de farmaco mostram que as
formulacBes CLN-AF-RAP 1, 3, 5% apresentam uma taxa de liberacdo apds 4h de 68% de
farmaco no meio receptor e em 16h essa taxa de liberacdo foi para 82%. Para 0 CLN-RAP 1%
observou-se uma taxa de liberacdo de 45% a partir de 2h de liberacdo, a qual manteve-se
constante até o final do experimento.

Os resultados mostraram que o carreador lipidico nanoestruturado ndo funcionalizado
(CLN-RAP 1%) ndo foi capaz de apresentar uma taxa de liberacdo maior que 45%. J& as
formulacGes com carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado (CLN-AF-RAP 1%, 3% e
5%) apresentaram uma taxa de liberacdo no meio receptor acima de 82% apds 16 horas de
liberacdo. Essa diferenca na taxa de liberacdo provavelmente esté relacionada com a presenca
do &cido félico (funcionalizacdo) na constituicdo do sistema. Estudos com a presenca do acido
folico em carreadores lipidicos nanoestruturados ainda sdo muito escassos na literatura, mas
possivelmente esse aumento na taxa de liberacdo em sistemas com a presenca deste
funcionalizador esta relacionada com forcas intermoleculares e flexibilidade da superficie do
sistema, conferindo uma superficie menos rigida, permitindo a saida do farmaco ao longo do
tempo de forma mais eficiente (MIAO et al., 2015; SUN et al., 2011).

Estudos de Miao et al. (2015) observaram que sistemas de liberacdo nanoestruturados,
como os lipossomas, tiveram uma taxa de liberagdo de 80% de rapamicina em 24h. Ainda, os
autores relataram que houve uma taxa de liberagdo mais acentuada até 4 horas de
experimento, apds esse periodo essa taxa se manteve constante até o final do experimento.
Segundo os autores isso pode estar correlacionado com uma fraca intera¢do do farmaco com a
superficie dos lipossomas. Ap6s 4h, os autores relataram uma liberacdo mais lenta,
possivelmente devido a saida dificultada do farmaco nas camadas do lipossoma.
Provavelmente, este fendmeno também ocorre com as matrizes imperfeitas de um carreador
lipidico nanoestruturado, justificando a taxa de liberacdo constante mostrada para oS
carreadores lipidicos nanoestruturados funcionalizados deste trabalho (MIAO et al., 2015).

Desta maneira, ndo se tornou viavel a realizacdo do experimento com maiores
concentragOes de farmacos como 3% e 5% nas formulaces sem a funcionalizacdo; alem do
mais esses sistemas apresentaram a presenca de precipitados, evidenciando pouca
estabilidade.

Os ensaios realizados foram avaliados por diferentes modelos matematicos como:
Korsmeyer — Peppas, Weibull, Higuchi, Primeira ordem, Hixson — Crowell e Baker —

Lonsdale.
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De acordo com os valores dos coeficientes de determinacgdo (r?) (Tabela 12), os
modelos matematicos que mais se aplicam a esses dados de liberacdo foram os Korsmeyer —
Peppas e Weibull (COSTA; SOUSA LOBO, 2001; MANADAS, 2002; MIAO et al., 2015).

O modelo de Korsmeyer — Peppas Lei das Poténcias correlaciona a liberacdo do

farmaco (> 60%) com o tempo, segundo a equacao 5.

Mi =K xt" .
Mg, Equacdo 5

onde o M. quantidade de farmaco liberada no tempo t; M. a quantidade total de farmaco
liberado no tempo infinito; K: constante cinética e n: expoente de liberacdo (CURY et al.,
2009; SIEPMANN; PEPPAS, 2000).

O modelo de Weibull se relaciona exponencialmente a fracdo do farmaco liberado em

funcéo do tempo, segundo a equagéo 6.

Mi =1- exp[—atb)

M, Equagdo 6

onde @ : paramento de escala e b: parametro de forma.

O parametro de forma (b) é classificado como curva sigmoidal (b>1), exponencial
(b=1) e parabola (b<1), ou ainda indicando mecanismos de transporte do farmaco por meio da
matriz polimérica, onde os valores de b < 0.75 a liberacdo acontece por difusdo Fickiana, 0.75
< b < 1difusao Fickiana associada ao caso-Il e para b > 1 mecanismos de liberagdo complexo
(ARIFIN, 2006; PAPADOPOULOQU et al., 2006).

Tabela 11. Valores dos coeficientes dos diferentes modelos matematicos.

Modelos CLN-AF- CLN-AF- CLN-AF-  CLN-
matematicos RAP1% RAP3% RAP5% RAP 1%
Korsmeyer — K 42,80 48,46 48,90 42,08

Peppas 2 0,087 0,979 0,080 0,095
0 0,208 0,202 0,123 0,043
Weibull K@) 109,30 82,18 67,68 67,36
2 0,088 0,095 0,083 0,81
b 9,87 1,44 2,08 1,35
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Os dados mostram que os modelos matematicos aplicaveis para estes sistemas sdo
Korsmeyer-Peppas e Weibull. Os valores observados na Tabela 12 mostram que 0s expoentes
de liberacdo (1) de todos os sistemas foram menores que 0,43 (0,208; 0,202; 0,123; 0,043;
respectivamente), caracterizando essa liberacdo como liberacdo de difusdo Fickiana, sendo
uma liberacéo controlada.

Os valores do coeficiente de correlagdo (r?) mostraram estar dentro dos pardmetros
aceitaveis dos modelos de Korsmeyer-Peppas e Weibull. Os valores de b (9,87; 1,44; 2,08;
1,35; respectivamente), sempre sdo superiores a 1, o que sugere uma liberacdo mais
controlada pelo intumescimento das formulages testadas.

Estudos de Fang et al. (2015) mostram perfis de liberagdo muito similares aos da
Figura 16, onde a liberacdo dos sistemas funcionalizados é prolongada, observando um plat6
em 15h nos sistemas com a funcionalizacdo e do farmaco livre dentro de 8h, obtendo com isso
uma liberacdo de aproximadamente 75% de docetaxel nos carreadores funcionalizados e 91%
do docetaxel livre (FANG et al., 2015).

5.7. Citotoxicidade in vitro dos CLN

O ensaio de viabilidade celular depende da capacidade das células vivas de reduzir a
resazurina (corante azul) a resofurina altamente fluorescente por células viaveis (rosa), que
pode ser detectada medindo a absorbancia a 540 nm usando um espectrofotdmetro.
ConcentragOes de rapamicina livre, CLN-AF e CLN-AF-RAP variando de 300 a 10 nM foram
empregadas nos ensaios celulares usando linhagens LEWIS, MCF-7 e MCF-10A (HU et al.,
2018). A formulacdo CLN-AF ndo apresentou citotoxicidade em nenhuma linhagem celular,
como mostrado na Figura 19 e isso sugere que a citotoxicidade é atribuida ao farmaco, e nao
ao transportador. O CLN-AF-RAP ndo apresentou diferenca estatistica com o farmaco livre,
porém tal resultado pode estar ocorrendo devido a maior afinidade entre o farmaco e a parte
lipidica do sistema, com uma liberagdo mais prolongada, sugerindo que o carreador pode estar
protegendo o farmaco de possivel degradacao.

O ICso da rapamicina observado para as células LEWIS, MCF-7 e MCF10-A foi
81,8nM, 141nM e 95nM, respectivamente, e para a formulagdo CLN-AF-RAP foi 84,1nM,
176nM e 110nM, respectivamente. Assim, os resultados mostram que a proliferacdo celular
foi inibida de maneira dose-dependente de rapamicina e que a formulacdo apresenta um ICsg

maior do que o farmaco livre.
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Viabilidade celular %

Quando se trata de tratamentos com periodos curtos, a rapamicina pode néo ser téo

eficaz, pois apenas inibe mTORC1, e uma vez incorporada em sistema de liberagdo

controlada pode haver a liberacdo do farmaco por mais tempo e consequentemente, haver a

inibicdo da via mTORC2, diminuindo a angiogénese e sobrevivéncia celular (FOSTER,;
TOSCHI, 2009; GAUBITZ et al., 2016; KATIYAR et al., 2016; NIU et al., 2011; RAD;
MURRAY:; TEE, 2018; SARBASSOQV et al., 2006; SEO et al., 2015b).

Figura 18. Viabilidade celular nas células MCF-7, LEWIS e MCF-10A, utilizando

formulac@es vazias (CLN-AF), formulagdes encapsuladas com rapamicina (CLN-AF-RAP) e

rapamicina livre (RAP) em vérias concentraces.
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5.8. Avaliacdo da internalizacéo celular de CLN incorporado com rapamicina

funcionalizado com &cido fdlico através da técnica de microscopia confocal

A captacdo de CLN-AF-RAP foi avaliada quantitativamente por microscopia confocal
nas linhagens celulares MCF-7 e LEWIS, em triplicata. Para visualizar a captacdo celular, a
formulacdo foi preparada com DiO (0,5% molar), corante fluorescente capaz de corar as
camadas de lipidios. J& os nucleos celulares foram corados com DAPI, como podemos ver na
Figura 20 (MORTENSEN et al., 2013). Ambas as linhagens foram cultivadas adequadamente
e a formulacdo foi incubada com as células por 24h. As células de céancer apresentaram
absorcdo de CLN-AF-RAP, possivelmente mediada por endocitose por meio da interagéo de
receptores de acido folico.

Tran et al. (2016) desenvolveram nanocarreadores lipidicos com tamanho de 120-
180nm, PDI 0,2 e potencial zeta de -28mV, sendo avaliada a internalizacdo por microscopia
confocal. Os ensaios utilizando células MCF-7 e LEWIS evidenciaram a presenca de CLN no
citoplasma e liberacdo controlada com acdo em nucleos ou componentes celulares (TRAN et
al., 2016).

A captacdo celular também pode ser atribuida a lipofilicidade do CLN, que pode
melhorar a interacdo com as membranas celulares. Estudos de Doktorovova et al. (2014) e
Mussi et al. (2013) mostram que algumas linhagens de células tumorais humanas resistentes e
sensiveis capturaram mais nanoparticulas lipidicas (DOKTOROVOVA et al., 2010); MUSSI
etal. 2013).

Outro estudo utilizando a célula MCF-7 (SOE et al., 2018) foi verificado. Os autores
desenvolveram nanoparticulas funcionalizadas com &cido félico e verificaram um aumento
significativo na captacdo dessas nanoparticulas em células cancerosas. No entanto, os autores
realizaram um pré-tratamento com é&cido félico e observaram que quando esse composto foi
adicionado as nanoparticulas, a captacdo foi minimizada, sugerindo que a endocitose das

nanoparticulas estava ocorrendo devido aos receptores de acido folico (SOE et al., 2018).
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Figura 19. Captacéo intracelular de CLN em células MCF-7 e células de LEWIS para imagens de microscopio de varredura a laser
confocal. Controle de células azuis por DAPI, NLC-AF-RAP (DiO-verde) foram usados para esta experiéncia.
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5.9. Avaliacdo da internalizacdo celular de CLN incorporado com rapamicina

funcionalizado com &cido félico por meio de citometria de fluxo (CF)

A andlise de citometria de fluxo foi realizada para avaliar o direcionamento do
carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com acido folico em linhagens celulares de
cancer MCF-7 e LEWIS. Conforme mostrado na Tabela 13 e Figura 21, o perfil de citometria
de fluxo mostra que as células cancerosas podem estar entrando na formulagdo
endociticamente e, portanto, esse deslocamento do gréafico para a direita ocorre, entdo
testamos uma célula de cancer de mama normal (MCF-10A) e ndo tem deslocamento,
possivelmente porque ndo possui muitos receptores de acido folico, indicando a auséncia de
ligacdo do CLN-AF-RAP com as células normais (MCF-10A).

O resultado obtido indica claramente que o CLN-AF-RAP pode ter como alvo
especifico as células cancerigenas MCF-7 e LEWIS, o que o torna um potencial para
distribuicdo de farmaco direcionada. As analises foram realizadas com 6h e 24h de contato
das células com a formulacdo e ndo houve diferenca estatistica. Assim como ja evidenciado
por microscopia confocal, as anélises de citometria de fluxo complementam essa ideia e
mostram que o0s receptores de acido folico superexpressos em células cancerosas estdo
capturando CLN-AF-RAP, sugerindo morte celular por apoptose tardia e/ou necrose nas
células cancerigenas (HUSSIEN; ISIKLAN; TURK, 2018; TRAN et al., 2016; ZHOU et al.,
2014).

Tabela 13. Valores de citometria de fluxo em células de Lewis, MCF-7 e MCF-10A

Células % células positivas 6h  C- 6h % células positivas 24h  C- 24h
Lewis 90,53 +1,39 3,70 99,20+0,57 3,15
MCF-7 93,14+0,63 3,02 98,88+0.63 2.96
MCF-10A 99,84+0,63 99,98 99,78+0,407 99,95
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Figura 20. Perfil de citometria de fluxo de CLN-AF-RAP tratado com células cancerosas MCF-7, LEWIS e células de mama normais

(MCF-10A).
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5.10. Modelo alternativo usando C. elegans

5.10.1. Tratamento com CLN carregados com rapamicina

A rapamicina inibe mTOR, e como resultado, podemos observar um atraso na
progressdo de algumas doencas, como cancer, neurodegeneracdo, doencas cardiovasculares e
diabetes (Bishop e Guarente, 2007; Piper et al. 2008; Hartford e Ratain, 2007; Wullschleger et
al., 2006). Além disso, estudos na literatura, como Guertin e Sabatini et al., 2009, relatam que
a rapamicina foi aprovada para uso em humanos como um farmaco imunossupressoro e esta
atualmente em ensaios clinicos anticancer (BLANCO et al., 2014; ELOY et al., 2016a, 2017a;
VICIER et al., 2014).

O modelo do nematdide Caenorhabditis elegans pode ajudar a entender varias vias de
sinalizagdo, como a insulina (I1S), um alvo da rapamicina (mTOR), entre outros, e quando
farmacos como a rapamicina sdo utilizados, podem atuar inibindo a atividade do mTOR,
estendendo o vida util de varias espécies (KAPAHI et al., 2010) O mTOR atua em dois
complexos, 0 TORC1 que interage nos sinais do mitégeno e nutrientes para controlar a
proliferacdo e tamanho das células e 0 TORC2 que regula a forma das células (LAPLANTE;
SABATINI, 2012). Como esses complexos operam em regibes diferentes, estudos sugerem
que eles podem estar relacionados a longevidade, armazenamento de lipidios e traducdo de
mRNA de C. elegans (HANSEN et al., 2008; JONES et al., 2009; KAPAHI et al., 2010;
LONG et al., 2002; NI; LEE, 2010; ROBIDA-STUBBS et al., 2012; SOUKAS et al., 2009;
ZONCU; EFEYAN; SABATINI, 2011).

O mTOR pode atuar regulando peptideos semelhantes a insulina (ins-7) (HONJOH et
al., 2009), aumentando a possibilidade de o0 mTOR poder, como o daf-2, modular o
envelhecimento por meio de um efeito sistémico sobre os hormdnios. Além disso, 0 TORC1
regula a expressao de muitos genes alvo daf-16 / FOXO, incluindo genes de desintoxicacao
(ROBIDA-STUBBS et al., 2012).

A inibicdo de mTOR também regula a expressdo de lipase (LIPL-4) e aumenta a
lipdlise (LAPIERRE et al., 2011). Além disso, uma expressdo de LIPL-4 em animais com
niveis reduzidos de mTOR é menos reduzida quando mediada por daf-16/FOXO (LAPIERRE
et al.,, 2011). Embora uma contribuicdo do LIPL-4 e de um metabolismo lipidico para a

longevidade ndo estarem totalmente claro, pode parecer paradoxalmente um acumulo de
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goticulas de lipideos (JIA; CHEN; RIDDLE, 2004; JONES et al., 2009; SOUKAS et al.,
2009; VELLAI et al., 2003).

O mTOR também pode afetar a longevidade por mecanismos ndo transcricionais,
incluindo fosforilagdo de S6 quinase (S6K) mediada por TORC1, um regulador chave da
traducdo de mMRNA e, assim, aumentar a longevidade em C. elegans por meio da transcricéo
(KAPAHI et al., 2010).

Por essas razoes, a rapamicina livre e a formulacdo CLN-AF-RAP foram avaliadas em
modelo experimental de C. elegans e verificado o teor de gordura. Desta forma, foram
testadas trés concentracdes de farmaco livre (37, 75 e 150 uM) e todas mostraram uma
diminuicdo de 10% na gordura de C. elegans. A Figura 22 mostra que a formulacdo vazia
e/ou com rapamicina aumentou o teor de gordura em C. elegans; esse comportamento pode
ocorrer devido aos triglicerideos da formulacédo, que podem ser metabolizados e armazenados
por C. elegans. No entanto, os vermes tratados com CLN-AF-RAP75 mostraram um contetido
de gordura significativamente menor do que aqueles tratados com formulagdo vazia,

sugerindo que o farmaco esta sendo liberado e agindo sobre 0s vermes.

Figura 21. Teor de gordura em C. elegans. NMG:controle; orlistat; RAP75; CLN-AF:
nanoparticulas vazias; CLN-AF-RAP75: nanoparticulas carregadas com rapamicina (dose: 75
KUM). Os resultados mostram a média £ SEM e a estatistica com anova, ** p <0,01; *** p
<0,001.
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5.10.2. Vida atil

C. elegans é um nematdide que habita a por¢do liquida do solo, e tem sido descrito
como uma alternativa para a avaliacdo bioquimica e toxicologica de diversos xenobidticos,
além de ser considerado um modelo adequado para estudar o envelhecimento e longevidade
(LI et al., 2011; MUSCHIOL; SCHROEDER; TRAUNSPURGER, 2009; HOPE, 1999;
BOYD et al, 2003). A crescente utilizacdo desta espécie como modelo experimental se deve
ao facil manuseio, transparéncia, ciclo de vida curto, facilidade de cultivo e rapido tempo de
geracdo. Além disso, estudos envolvendo C. elegans sdo viaveis e promissores, pois esse
nematoide possui um alto grau de genes homologos aos humanos.

A Fig. 23 mostra o efeito do CLN com rapamicina e vazias na taxa de sobrevivéncia
da cepa N2 de C. elegans. Em estudos anteriores, a expectativa de vida média de C. elegans
foi de aproximadamente 20 dias (GARIGAN et al., 2002; SUTPHIN; KAEBERLEIN, 2009).
Em nosso caso, os resultados mostrados na Figura 23 mostram que em 17 dias morreu C.
elegans apenas em NGM. Além disso, CLNs vazios induziram alteracdes significativas na
vida atil dos vermes. Todavia, pode-se constatar que a rapamicina, conforme discutido na
literatura, apresenta um aumento da vida atil do C. elegans, em cerca de 23 dias. Nos
tratamentos com as formulacdes encapsuladas com rapamicina, por outro lado, C. elegans
vivem ainda mais, cerca de 26 dias. Esta observagdo seria uma evidéncia importante da
auséncia de efeitos de toxicidade devido & administracdo dessas nanoparticulas por 48 h,

confirmando os estudos de toxicidade in vitro.
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Figura 22. Vida util de C. elegans N2 de tipo selvagem em meio de crescimento
normal na auséncia de nanoparticulas e apds 48 h de tratamento com RAP e CLN-AF-RAP.
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Dessa forma, a literatura mostra que pequenas moléculas, como a rapamicina, tém a
capacidade de estender a vida Util em invertebrados e camundongos (ALAVEZ et al., 2011;
EVASON et al., 2005; HARRISON et al., 2009; LEE et al., 2006; MCCOLL et al., 2010;
ONKEN; DRISCOLL, 2010; PETRASCHECK; YE; BUCK, 2007; PIETSCH et al.,
2009;KANG ET AL., 2002; EVASON ET AL., 2005; SRIVASTAVA ET AL., 2008).

5.11. Modelo xenogréfico da atividade antitumoral in vivo

As terapias antineoplasicas enfrentam muitos problemas com farmacos de baixa
solubilidade aquosa, e um estudo de Di et al., 2009, demonstrou que 75% das drogas
candidatas s&o de baixa solubilidade e co-solventes ou surfactantes séo frequentemente usados
para aumentar a solubilidade, podendo observar precipitacGes nas solucgdes, aléem de alguns
efeitos adversos como edema, reacfes de hipersensibilidade aguda e neuropatia periférica
(RUGGIERO et al., 2013; SHEPHERD et al., 2003).

Assim, a aplicacdo da nanotecnologia farmacéutica pode ajudar a evitar esses
problemas, e o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados, além de proteger o farmaco

contra possivel degradacdo ou precipitagdo, permite sua liberacdo de forma controlada, com
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reducdo de riscos para o0 paciente, como a citotoxicidade (PAGE; MAURER,;
WYTTENBACH, 2016).

Neste estudo in vivo, avaliou-se a eficacia antitumoral de um sistema nanoestruturado
com rapamicina (CLN-AF-RAP), solucdo de rapamicina e Taxol®, sendo este o primeiro
medicamento para o tratamento do carcinoma. Pode-se observar na Figura 24 que o controle
negativo, onde ndo houve tratamento, tem um crescimento exponencial do tumor, sendo que
todos os animais permaneceram com os tumores até o final do experimento.

Os animais tratados a cada trés dias ao longo de 18 dias, com solucéo de rapamicina e
com CLN-AF-RAP, apresentaram crescimento do tumor muito lento, ndo havendo diferenca
significativa entre eles. Verifica-se que o farmaco encapsulado estd sendo liberado no
organismo de forma tdo eficaz quanto a solucdo livre e ainda protegido de possivel
degradacédo e depuracdo. De acordo com os estudos de Freag et al. (2016), que desenvolve
nanoparticulas com rapamicina, mostrou um aumento de 3,35 vezes na biodisponibilidade em
comparagdo com o farmaco livre, mostrando também que o sistema inibiu o crescimento do
tumor, aumentou a sobrevida dos animais e reduziu os efeitos nefrotoxicos (FREAG et al.,
2016).

O tratamento com solucdo de Rap levou a perda de peso corporal dos animais (Figura
24) em comparagdo com camundongos dos outros grupos ao longo do estudo, o que pode
significar que a rapamicina estd sendo toxica e quando encapsulada esta acdo ndo foi
verificada. Estudos na literatura mostram que a rapamicina pode induzir a parada do ciclo
celular na fase G1-S e resultar em apoptose (AMORNPHIMOLTHAM et al., 2005, 2008;
CHEN et al., 2013a).
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Figura 23. Peso corporal de todos os animais que foram medidos a cada 2 dias por até

3 semanas.
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Figura 24. Volume tumoral de camundongos tratados com CLN-AF, CLN-AF-RAP,

Rap e Taxol®. Valores da média e desvio padrdo (n = 5), estatistica com anova, * p<0.05 (A)

intravenoso e (B) intraperitoneal.
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O grupo Taxol®, onde se esperava uma reducdo maior do tumor, por se tratar de um
farmaco amplamente utilizado na terapia do cancer, nos mostrou exatamente o contrario, ndo
sendo significativa a diferenca entre ele e o controle negativo. A Figura 25B mostra que a
administracdo das formulag6es, neste caso, intraperitoneal, pode resultar em uma acao maior,
uma vez que o farmaco pode chegar em maior quantidade as células cancerosas, sendo mais
eficiente e sugerindo menos efeitos adversos do que a administragdo intravenosa (BARRASA
et al., 2009; GLEHEN et al., 2003; VERWAAL et al., 2008; WITKAMP et al., 2001; YAN et
al., 2007).

A literatura nos mostra que as nanoparticulas sdo rapidamente opsonizadas e
removidas da circulacdo por macrofagos no sistema reticuloendotelial (HALEY; FRENKEL,
2008; SNEHALATHA et al., 2008).

No entanto, quando usa-se um modificador de superficie, neste caso polietilenoglicol
(PEG), pode-se aumentar a meia-vida dos nanocarreadores, além do direcionamento fornecido
pelo &cido félico (BELOQUI et al., 2013; MENG et al., 2011). O uso de PEG é uma
estratégia bem estabelecida na literatura, principalmente com lipossomas. O revestimento das
nanoparticulas com PEG resulta na formagdo de uma camada polimérica na superficie da

particula, evitando estereoquimicamente a interacdo e ligagdo dos hemocomponentes & sua
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superficie, ndo ocorrendo assim a opsonizacdo dos portadores pelo sistema fagocitico
mononuclear (TORCHILIN, 2009; ZHANG et al., 2014).

Desta forma, os carreadores lipidicos nanoestruturados e funcionalizados contribuem
de forma alternativa e promissora para o transporte de farmacos até o local de acdo e aumento
da atividade tumoral. Além disso, o aumento da permeabilidade e retencdo (EPR) da
vasculatura tumoral permite o acumulo dessas nanoparticulas no intersticio tumoral;
entretanto a falta de drenagem linfética permite a retencdo dessas nanoparticulas no ambiente
tumoral (BELOQUII et al., 2013; TORCHILIN, 2011).

Mastria et al., 2015, desenvolveram nanoparticulas polipeptidicas e observaram um
acumulo de farmaco no tumor primario e aumento nas taxas de sobrevivéncia em
camundongos afetados com tumor mamario e carcinoma de LEWIS. Além disso, mostraram
que o sistema foi capaz de inibir a formacéo de metastases (MASTRIA et al., 2015).

Estudos de Wu et al., 2010 e Yu et al., 2015 mostram que carreadores de lipidios
nanoestruturados funcionalizados com &cido félico e polietilenoglicol para o tratamento do
cancer foram muito promissores, pois encontraram uma maior taxa de inibigdo tumoral (45%)
guando comparados ao farmaco livre (37%). Além disso, o sistema apresentou maior
internalizacdo, devido aos receptores de endocitose do acido folico para células tumorais e
menor efeito citotoxico (CHEN et al., 2015; WU; TANG,; YIN, 2010; YU et al., 2015).

Apos o sacrificio dos animais, os tumores foram excisados e apresentaram morfologia
esférica, bem definida, consisténcia macica. Existe uma pequena diferenca no tamanho do
tumor, por isso decidiu-se analisar o peso de cada tumor. Na Figura 26, h4 uma reducéo
significativa na média das massas tumorais dos camundongos tratados com CLN-AF-RAP em

relacdo ao Taxol® e ao controle sem qualquer tratamento.
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Figura 25. Peso dos tumores do camundongo apos o sacrificio dos animais. Os dados
correspondem a valores médios com desvio padrdo (n = 5), a estatistica com anova, ****p<
0.001, *** p <0,005.
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Assim, embora existam algumas varia¢@es nas respostas aos tratamentos, com desvios
elevados, podemos sugerir que a reducao tumoral causada pelo CLN-AF-RAP tem relevancia
bioldgica, apresentando atividade antitumoral em camundongos. Sabe-se que camundongos
possuem semelhanca fisioldgica, molecular e genotipica com humanos, tornando este modelo
um avango para pesquisas cientificas e resultados mais efetivos (ABATE-SHEN, 2006;
FRESE; TUVESON, 2007).

O CLN funcionalizados com éacido félico e encapsulado com rapamicina, foi muito
eficaz, pois ndo deixou com que o tumor se desenvolvesse nos animais. Além disso,
observamos que de 6 animais infectados com célula tumorais, 5 animais foram totalmente

curados, sugerindo que a formulacdo esta sendo muito promissora.
5.12. Histologia

Cortes histologicos evidenciam a presenca de células compativeis com malignidade
(cartilagem e tecido adiposo) nos pulmdes para 0s grupos controle negativo e tratados com
rapamicina. Ja para os demais grupos (Taxol®, CLN-AF-RAP e CLN-AF) nenhuma alteragio

foi observada. No figado e nos rins foram observados tecido hepatico com sinais de
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normalidade e vasos congestos, ductos proximais e distais normais, capsula de Bowman
integra, auséncia de areas de necrose ou hemorragia, para todos 0s grupos.

Nos tumores do grupo controle foram observados 30 a 50% de area tumoral necrotico,
invasdo de tecido adiposo, neural, muscular e linfovascular, com indice mitético de 8,3
(média da contdgem de 10 campos de 400x). Ja no grupo com rapamicina observou-se mais
de 50% de area tumoral necrética, invasao de tecido adiposo, neural, muscular e linfovascular,
com indice mitético de 0,7 (média da contagem de 10 campos de 400x). Por fim, 0 grupo com
CLN-AF apresentou menos de 15% da area tumoral necrotica, auséncia de invasdo de tecido
adiposo, mas presenca de invasao muscular, neural e linfovascular, com indice mitotico de 5,1
(média da contagem de 10 campos de 400x). Para 0s outros grupos experimentais, ndo se
observou tumor aparente e desta forma ndo foram realizadas as analises, conforme mostra a
Figura 27.

Desta forma, podemos sugerir que o experimento in vivo utilizando células 4T1 foram
muito promissores, pois os grupos CLN-AF-RAP, tanto intravenoso quando intraperitoneal
observaram a regressdao total do tumor em duas semanas e 4 dias, que foi o tempo de
tratamento do experimento. O Taxol® que é um medicamento utilizado na terapia do cancer
de mama, ndo se mostrou tdo eficaz quanto o sistema desenvolvido.

As células 4T1 sdo facilmente manipulaveis e podem ser muito invasivas, formando
metastases espontaneas a partir do tumor primario, podendo espalhar para sitios distantes,
como figado e pulmdo, de modo semelhante ao que ocorre em humanos (PULASKI;
OSTRAND-ROSENBERG, 2000).

Por este motivo retiramos esses 0rgdos e realizamos as andlises histoldgicas, podendo
observar mais uma vez que o CLN-AF-RAP ndo apresentou nenhuma alteragdo nesses 6rgaos,
sugerindo que o carreador chegou até as células cancerigenas, regrediu o tumor e ndo houve

metastase nos animais estudados.
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Figura 26. Andlise dos 6rgdos de camundongos Swiss com tumor de 4T1 com tratamentos de solucgdo salina, rapamicina, Taxol®, CLN-AF,

CLN-AF-RAP.
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6. Conclusodes

Os resultados obtidos indicaram que ocorreu a formacéo do lipidio funcionalizado e a
metodologia utilizada para obtencdo dos CLN se mostrou adequada, possibilitando o
desenvolvimento de seis formulaces.

As formulag6es funcionalizadas e acrescidas de farmaco (CLN-AF, CLN-AF-RAP1%,
CLN-AF-RAP3%, CLN-AF-RAP5%) analisadas por DLS apresentaram tamanho, indice de
polidispersidade e potencial zeta dentro dos limites toleraveis para nanoparticulas.

As imagens de microscopia eletrbnica de transmissdo mostraram que os CLN
funcionalizados ou ndo apresentaram morfologia esférica e em escala nanomeétrica.

As curvas de calorimetria exploratoria diferencial dos componentes utilizados na
formulacdo apresentaram picos de temperaturas de fusdo como os esperados e condizentes
com a literatura.

Analise termogravimétrica mostrou uma degradacdo térmica entre 300 e 400 °C,
indicando que a formulagdo mais termicamente estavel foi a CLN-AF-RAP5%.

A validacdo do método analitico para a rapamicina seguiu as normativas da RDC
66/2017 da ANVISA e ICH, sendo possivel o desenvolvimento do método analitico
satisfatorio.

O ensaio de eficiéncia de encapsulacdo evidenciou alta porcentagem de encapsulagao
(95%), independente das formulagbes avaliadas.

Os CLN promoveram um controle eficiente das taxas de liberacdo do farmaco,
seguindo modelo de Korsmeyer-Peppas e Weibull.

Desta forma, o sistema que melhor se destacou em toda a caracterizacdo foi o CLN-
AF-RAP3%, por isso escolhido para continuar os ensaios in vitro e in vivo.

Os ensaios in vitro de citotoxicidade mostraram que CLN-AF ndo foram tdxicos para
as células e quando encapsulados com a rapamicina apresentaram ICsg de 84,1nM, 176nM e
110nM para as células LEWIS, MCF-7 e MCF10-A, respectivamente.

Os C. elegans quando tratados com a CLN-AF-RAP apresentam prolongamento do
seu tempo de vida, podendo-se observar que o meio contendo somente NGM teve um tempo
de vida de 16 dias e ja os tratados com CLN-AF-RAP viveram cerca de 25 dias.

Os ensaios de microscopia confocal e citometria de fluxo evidenciaram a intenalizagdo

celular das formulagdes nas linhagens testadas e o experimento in vivo sugere diminuicdo do
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tumor, evidenciando a eficacia do sistema e potencial aplicacdo no tratamento do cancer de
mama.

Sendo assim, o presente trabalho mostra que os carreadores lipidicos nanoestruturados
e encapsulado com rapamicina e funcionalizados com acido félico, podem ser muito
promissores para o tratamento de cancer de mama.
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