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RESUMO 
 

A Doxorrubicina (Dox) é uma antraciclina modelo amplamente utilizada em 
diversos tipos de neoplasias e, assim como a maioria dos quimioterápicos 
antineoplásicos, a Dox apresenta uma série de efeitos adversos, dentre eles os 
mais significativos são os efeitos cardiovasculares como hipotensão, taquicardia 
e insuficiência cardíaca congestiva (ICC), que limitam a terapia com este 
fármaco. A cardiotoxicidade é favorecida pela sua ampla distribuição no 
miocárdio, e a Dox tem sidoconsiderada a de maior efeito tóxico sobre o tecido 
cardíaco. A utilização de recursos em tecnologia farmacêutica que modifiquem 
o perfil farmacocinético e a toxicidade é uma importante ferramenta para a 
introdução de um novo produto no mercado cuja resulte em desfecho clínico 
mais favorável ao paciente. Pesquisadores da Universidade Federal do Rio 
Grande do Norte (UFRN) desenvolveram um sistema de nanopartículas (Np) 
para a veiculação de Dox com o intuito de modificar suas características 
farmacocinéticas e de toxicidade. No presente trabalho o objetivo foi avaliar a 
nova formulação proposta e compará-la às formulações comerciais de Dox (na 
forma de cloridrato e lipossomal) quanto a atividade antitumoral in vitro e in vivo 
e quanto às suas características farmacocinéticas. Foi abordada a atividade in 
vitro em ensaios de citotoxicidade como o ensaio de Resazurina (RSZ), 
sulforrubina B (SRB) e a determinação de Trisfosfato de Adenosina (ATP) 
realizados em cardiomiblasto (H9c2 (2-1), ATCC® CRL 1446™) e células 
epiteliais mamárias humanas (MCF-12A, ATCC® CRL 10782™), e em duas 
linhagens tumorais humanas (MCF-7, ATCC® CRL HTB-22™ e MDA MB 231, 
ATCC  HTB-26™) e na linhagem tumoral de Ehrlich (TSE). Para a avaliação da 
eficácia in vivo grupos de camundongos swiss fêmeas portadoras de tumor 
sólido de Ehrlich (TSE) (n=9) submetidas a três ciclos de tratamento, por 
administração intraperitoneal (ip), divididos em grupos, que receberam as 
formulações de Dox (dose 10 mg/Kg), assim como os grupos controles que 
receberam a formulação livre do fármaco e solução salina. Foi realizada a 
comparação do peso dos animais a cada ciclo, e a medida da massa tumoral foi 
utilizada como parâmetro comparativo de eficácia. Foi avaliada a biodistribuição 
da Dox em tecido cardíaco e tumoral de camundongos swiss fêmeas portadoras 
de TSE (n=7) que receberam administração ip das formulações de Dox (dose 10 
mg/Kg). Os animais foram eutanasiados 15 minutos após a administração e 
coletado coração e a massa tumoral. O perfil farmacocinético da Dox foi avaliado 
em ratos wistar hígidos após a administração intravenosa (iv) do fármaco (dose 
= 6 mg/Kg, Dox-Cl e Dox-Lp; 3 mg/Kg, Dox-PLGA/Pei). Para a determinação das 
concentrações plasmáticas de Dox um método bioanalítico foi parcialmente 
validado. Nos ensaios de citotoxicidade, não foi possível observar diferenças 
significativas entre as formulações, com exceção ao ensaio de SRB para a 
linhagem MCF-7 que apresentou diferença, com diminuição da massa proteica, 
quando comparada a formulação nanopartículada a forma cloridrato. Os 
resultados de eficácia in vivo não apresentaram diferença estatística entre as 
formulações avaliadas, porém, apontaram que a nanopartícula, assim como o 
lipossoma, podem melhorar a qualidade de vida do paciente, pois diminuíram a 
perda de peso, indicando que o efeito de anorexia do fármaco foi diminuído.  
A biodistribuição da Dox em tecido cardíaco apresentou diferença estatística 
quando comparada a Dox-Cl e as formulações Dox-Lp e Dox-PLGA/Pei, 



demonstrando que as formulações lipossomal e nanopartículada foram capazes 
de modificar a biodistribuição para este tecido com consequente expectativa de 
redução do efeito cardiotoxico. Não foi possível realizar a comparação do perfil 
farmacocinético da  Dox-Lp com as demais formulações. As formulações Dox-Cl 
e Dox-PLGA/Pei promoveram a construção dos perfis e a comparação estatística 
entre os grupos não apresentou diferenças significativas. Os resultados obtidos 
neste trabalho apontam para a continuidade dos estudos com a nova formulação 
nanopartículada em protocolos diversos e modelos animais diferentes, com a 
finalidade de elucidar os mecanismos biológicos envolvidos neste sistema de 
liberação modificada de fármacos. 
 
Palavras-chave: Doxorrubicina, citotoxicidade, eficácia terapêutica, 
cardiotoxicidade, farmacocinética. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ABSTRACT 
Doxorubicin (Dox) is an anthracycline model widely used in several types of 
neoplasias and, like most antineoplastic chemotherapeutics, Dox has a number 
of adverse effects, among them the most significant are the cardiovascular effects 
such as hypotension, tachycardia and insufficiency congestive heart failure 
(CHF), which limit therapy with this drug. Cardiotoxicity is favored by its wide 
distribution in the myocardium, and Dox has been considered to have a higher 
toxic effect on cardiac tissue. The use of pharmaceutical technology resources 
that modify the pharmacokinetic profile and toxicity is an important tool for the 
introduction of a new product on the market, resulting in a more favorable clinical 
outcome for the patient. Researchers at the Federal University of Rio Grande do 
Norte (UFRN) developed a nanoparticle (Np) system for the use of Dox in order 
to modify its pharmacokinetic and toxicity characteristics. In the present work the 
objective was to evaluate the proposed new formulation and to compare it to the 
commercial formulations of Dox (as hydrochloride and liposomal) as to the 
antitumor activity in vitro and in vivo and its pharmacokinetic characteristics. In 
vitro activity in cytotoxicity assays such as the Reszurin (RSZ), sulforrubin B 
(SRB) and the determination of Adenosine Trisphosphate (ATP) in cardiomiblasts 
(H9c2 (2-1), ATCC® CRL 1446 ™ ) and human mammary epithelial cells (MCF-
12A, ATCC® CRL 10782 ™), and in two human tumor lines (MCF-7, ATCC® 
CRL HTB-22 ™ and MDA MB 231, ATCC HTB-26 ™) tumor of Ehrlich (TSE). For 
the evaluation of the in vivo efficacy, groups of swiss Ehrlich solid tumor (TSE) (n 
= 9) female swiss mice submitted to three cycles of treatment by intraperitoneal 
(ip) administration, divided into groups, receiving the Dox formulations (10 mg / 
kg dose), as well as the control groups that received the drug free formulation 
and saline. The weight of the animals was compared to each cycle, and the tumor 
mass measurement was used as a comparative efficacy parameter. The dox 
biodistribution in cardiac and tumor tissues of TSE (n = 7) female swiss mice 
receiving ip administration of the Dox formulations (dose 10 mg / kg) was 
evaluated. The animals were euthanized 15 minutes after administration and 
collected heart and tumor mass. The pharmacokinetic profile of Dox was 
evaluated in healthy wistar rats following intravenous iv administration of the drug 
(dose = 6 mg / kg, Dox-Cl and Dox-Lp, 3 mg / kg, Dox-PLGA / Pei). For the 
determination of plasma Dox concentrations a bioanalytical method was partially 
validated. In the cytotoxicity assays, it was not possible to observe significant 
differences between the formulations, except for the SRB assay for the MCF-7 
lineage that presented difference, with decrease of the protein mass, when 
compared to the nanoparticle formulation with hydrochloride form. The results of 
in vivo efficacy did not show statistical difference between the formulations 
evaluated, however, they pointed out that the nanoparticle, as well as the 
liposome, can improve the quality of life of the patient, since they decreased the 
weight loss, indicating that the effect of anorexia of the drug was decreased. 
The dox-Lp and Dox-PLGA / Pei formulations showed a statistically significant 
difference when compared to Dox-Cl and Dox-PLGA / Pei, demonstrating that 
liposomal and nanoparticle formulations were able to modify the biodistribution 
for this tissue with a consequent expectation of reduction cardiotoxic effect. It was 
not possible to compare the pharmacokinetic profile of Dox-Lp with the other 
formulations. The Dox-Cl and Dox-PLGA / Pei formulations promoted the 
construction of the profiles and the statistical comparison between the groups did 



not present significant differences. The results obtained in this work point to the 
continuity of the studies with the new nanoparticle formulation in different 
protocols and different animal models, in order to elucidate the biological 
mechanisms involved in this system of modified drug release. 
 
Keywords: Doxorubicin, cytotoxicity, therapeutic efficacy, cardiotoxicity, 
pharmacokinetics. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Doxorrubicina (Dox) é uma antraciclina modelo, derivada de culturas de 

Streptomyces peucetius, cuja classe de fármacos é caracterizada por um anel 

tetracíclico ligado a um aminoglicósido (LUCAS et al., 2016). Seu uso é amplo 

na oncologia clínica para o tratamento de uma grande variedade de doenças 

neoplásicas, desde tumores sólidos até leucemias, principalmente na forma de 

cloridrato (HANG, et al., 2016). 

A indicação para o uso da Dox é a partir de 1 ano de idade, podendo ser 

administrada desde pacientes idosos até crianças, sendo que o sucesso 

terapêutico aumentou a taxa de sobrevivência para pacientes pediátricos em 

80% nos últimos 20 anos (KANKEU, et al., 2016). 

Assim como a maioria dos quimioterápicos antineoplásicos, a Dox 

apresenta uma série de efeitos adversos incluindo náuseas, vômitos e estado 

febril, etc. (BRUNTON, 2010). A utilidade clínica da Dox e os regimes de 

dosagem são frequentemente limitados por efeitos agudos ou crônicos graves 

(KANKEU et al., 2016) e, além disso, uma incidência significativa de efeitos 

cardiovasculares como hipotensão, taquicardia e insuficiência cardíaca 

congestiva (ICC) foram descritos em pacientes que utilizaram o fármaco 

(SINGAL; ILISKOVIC, 1998). Os efeitos adversos agudos da Dox incluem 

periocardite, miocardite ou arritmias geralmente reversíveis e clinicamente 

contornáveis (BRUNTON, 2010; CHEN et al.,2013, PUGAZHENDHI et al., 2018). 

A incidência de ICC aumenta quando os pacientes são expostos a doses 

sucessivas (PEREIRA et al., 2016), apesar da maioria dos efeitos serem 

reversíveis com a interrupção do tratamento, a mortalidade foi descrita em 50% 

para aqueles pacientes que desenvolvem esta patologia (CHATTERJEE et al, 

2010) 

A cardiotoxicidade da Dox ainda não foi complemente elucidada, mas sua 

capacidade de gerar espécies reativas de oxigênio (ROS) é conhecida, fato este 

que sobrecarrega o sistema antioxidante presente no miocárdio e induz danos 

na estrutura, sinalização e metabolismo celulares deste tecido (CARVALHO et 

al, 2014;PEREIRA et al., 2016; PUGAZHENDHI et al., 2018). 

A cardiotoxicidade da Dox é favorecida pela sua ampla distribuição no 

miocárdio. E, embora sua distribuição seja considerável em todo o organismo, 



 

não ocorre penetração no sistema nervoso central devido a alta seletividade da 

barreira hematoencefálica. A Dox, entre as antraciclinas, tem sido considerada 

a de maior efeito tóxico sobre o tecido cardíaco (BRUNTON et al, 2010; 

PUGAZHENDHI et al., 2018). 

Assumpção et al. (2012) avaliaram a farmacocinética da Dox na forma 

cloridrato em ratos wistar machos (6 mg/Kg, dose única), e um alto volume de 

distribuição foi encontrado para este modelo animal (68.85L.Kg-1).A 

concentração do fármaco em tecido tumoral e cardíaco em camundongos swiss 

fêmeas portadoras de tumor sólido de Ehrlich foi avaliada por Candido et al. 

(2014)  após administração intraperitoneal da forma cloridrato em dose única (10 

mg/Kg) e foi observada a relação de 0.23 (0.44±0.24 ng.mg-1 e 1.85±0.34 ng.mg-

1, respectivamente). Esses resultados demonstram que a distribuição da Dox é 

mais favorável ao seu efeito cardiotóxico do que ao seu efeito terapêutico. 

A Dox encontra-se disponível no mercado na forma livre (cloridrato) e na 

forma lipossomal (COWENS et al, 1993), entretanto, as pesquisas para modificar 

sua distribuição no organismo e favorecer seu direcionamento para tecidos alvos 

continuam, como as formulações que envolvem sistemas poliméricos 

(MOSAFER et al., 2016; MAZZUCCHELI et al.,2016; MANSOUR; EID; 

ARNAOUTY, 2017). 

O tratamento utilizando a forma lipossomal da Dox apresentou diminuição 

do seu efeito cardiotóxico e alterações do perfil farmacocinético (COWENS et al, 

1993; KANTER et al, 1993). Entretanto, tem sido relatada também toxicidade da 

forma lipossomal da Dox sobre o sistema fagocitário mononuclear (MPS) 

(IWAMOTO, 2013; WATERHOUSE et al, 2001; GORDON et al, 2001). Os 

lipossomas são fagocitados e digeridos pelas células do MPS, processo em que 

a Dox é então liberada e, uma vez livre no citosol, ela é capaz de interagir com 

diferentes componentes intracelulares e exercer seu efeito citotóxico. A 

toxicidade sobre MPS pode ser um problema impactante em pacientes 

imunossuprimidos, como por exemplo, portadores do vírus HIV (WATERHOUSE 

et al., 2001). Outras formulações lipossomais contendo PEG (DoxoPeg®-Zodiac; 

Doxil®- Janssen) causam eritrodisestesia palmo-plantar (EPP) devido à 

acumulação da Dox na pele (WATERHOUSE et al, 2001; SOLOMON; GABIZON, 

2008). Entretanto, embora a EPP seja atribuída principalmente a forma 



 

peguilada da Dox, há também casos reportados com formulações não 

peguilhadas (TAMAYO-ORBEGOZO et al, 2011). 

Como já discutido anteriormente, a baixa seletividade na distribuição da 

Dox é primordial para a ocorrência de seus efeitos cardiotóxicos, assim como a 

limitação de sua distribuição no tecido tumoral é causa de resistência e falha 

terapêutica (PATEL; TREDAN;TANNOCK, 2013). Desta forma, é possível que a 

utilização de recursos em tecnologia farmacêutica, que modifiquem o perfil 

farmacocinético, incremente a eficácia deste anti-neoplásico. 

Steiniger (2004) demonstrou com experimentos in vivo que a Dox 

incorporada em nanopartículas (Np) é capaz de atravessar a barreira 

hematoencefálica integra, característica não observada com a Dox na forma 

livre, o que poderia ampliar seu uso terapêutico para o tratamento de 

glioblastoma cerebral. 

Np são caracterizadas por sistemas coloidais de tamanho em torno de 

100 -300nm, com grande superfície de contato e capacidade de incorporar e 

veicular uma grande variedade de substâncias, com perspectivas de melhorar 

sua permeação através das membranas biológicas. 

As Np são capazes de viabilizar a penetração de fármacos através de 

barreiras biológicas (CHENG et al, 2014) e há expectativas de que a aplicação 

de Np na terapêutica torne eficiente a utilização de quantidades de fármacos 100 

vezes inferiores para atingir os objetivos terapêuticos (BEDUNEAU; SAULNIER; 

BENOIT, 2007). 

Seguindo este contexto, pesquisadores da Universidade Federal do Rio 

Grande do Norte(UFRN) desenvolveram um sistema de Np para a veiculação de 

Dox com o intuito de modificar suas características farmacocinéticas e de 

toxicidade. Estas nanopartículas foram produzidas pela técnica de deslocamento 

do solvente, utilizando o co-polímero ácido polilactico-co-glicólico (PLGA) 50:50  

e a biocompatibilidade do sistema foi avaliada, com resultados promissores à 

continuidade do desenvolvimento de um produto farmacêutico. 

1.1 Características do sistema nanopartículado. 

Entre os polímeros sintéticos utilizados para a preparação de Np, o ácido 

polilactico (PLA) e ácido polilactico-co-glicólico (PLGA) apresentam vantagens 



 

em decorrência da sua biocompatibilidade e biodegradabilidade e baixo 

potencial imunogênico (JAIN, 2000; ALVAREZ-ROMAN et al, 2001; LEE; 

ZHANG;FENG, 2007). 

LIU et al. (2017) desenvolveram uma formulação nanopartículada de 

PLGA a fim de melhorar a solubilidade da nuciferina e a sua biodisponibilidade 

na administração oral, permitir a sua liberação prolongada, bem como inibir a 

acumulação de lipídios. O estudo foi realizado em ratos machos Sprague-Dawley 

que receberam administração intravenosa (IV) da nuciferina livre (0,2 mg/Kg) e 

administração oral do fármaco livre e veiculado pela Np em grupos distintos (5 

mg/Kg).Os autores observaram diferenças estatísticas significativas na 

comparação nos parâmetros farmacocinéticos como a meia vida – 0.8±0.4 h 

fármaco livre e 1.8±0.2 h fármaco veiculado pela Np – no tempo de ocorrência 

da concentração máxima (tmax- 0.6±0.2hfármaco livre e 1.3±0.3hfármaco 

veiculado pela Np, o que demonstra a liberação modificada, e na 

biodisponibilidade absoluta - 4.2±1.3% fármaco livre e 13.5±1.9%fármaco 

veiculado pela Np. Além das diferenças farmacocinéticas, também observaram 

a diminuição significativa dos níveis séricos de colesterol total, triglicérides e de 

lipoproteína de baixa densidade (LDL-C) após a administração da formulação 

incrementada. 

Bhatnagar et al. (2016) desenvolveram uma formulação nanopartículada 

a base de PLGA e ácido hialurônico que foi capaz de direcionar fármacos para 

células tumorais com eficiência. Outros autores observaram que as mesmas Np 

aumentam o desempenho in vivo do fármaco, aumentando sua 

biodisponibilidade e diminuindo sua toxicidade (MUNDARGI et al, 2008). 

As nanopartículas planejadas pelos pesquisadores da UFRN foram 

produzidas pela técnica de deslocamento do solvente ou nanopreciptação, 

utilizando o co-polímero PLGA 50:50 – polímero biodegradável, pois o mesmo 

sofre hidrolise e é convertido em acido lático e ácido glicólico, que são 

metabolizados no ciclo de Krebs. 

Este polímero é amplamente utilizado para sistemas deliberação 

modificada de fármacos e em processos de reconstituição óssea, aprovado pelo 

Food and Drug Administration (FDA) e Europe Medicine Agency (EMA) (JOSE 

et al., 2014). 



 

 A metodologia foi otimizada para obter partículas com tamanho próximo 

de 100nm, testando diferentes tipos de tensoativos (álcool polivinílico, 

polissorbato 80, polissorbato 85, monooleato de sorbitano 80, poloxamer 188 e 

poloxamer 407), diferentes razões copolímero/tensoativo, e diferentes métodos 

de titulação do surfactante. Para obtenção das partículas usadas na formulação, 

a solução do PLGA 0,5% m/v em acetona foi titulada em solução aquosa 

contendo 1% m/v de poloxamer188 (na razão de 30:70v/v) sob agitação 

magnética (700rpm), a qual permaneceu sob agitação a temperatura ambiente 

e por 24 horas para evaporação do solvente orgânico. 

Para funcionalização da carga catiônica na superfície das partículas, 

diferentes razões copolímero/polietilenoimina (Pei) (1:7, 1:5 e 1:2 m/m) foram 

testadas. Para preparar as formulações contendo a Dox, o fármaco foi dissolvido 

na solução orgânica na razão fármaco:copolímero 1:10 m/m. 

O diâmetro das partículas e o potencial zeta foi determinado pela técnica 

de espalhamento de luz dinâmico em um analisador de tamanho de partículas 

Zeta Potential Analyser (Brook haven Instruments, USA) com luz incidente no 

comprimento de 659 nm, com ângulo de detecção de 90°, sob temperatura de 

25°C.As amostras foram diluídas em água purificada na razão de 1:100 v/v, a 

fim de ajustar a viscosidade das mesmas de acordo com os parâmetros de leitura 

do equipamento para a viscosidade da água. As formulações foram 

acompanhadas por seis semanas. 

A citototoxicidade das nanopartículas foi avaliada em comparação coma 

solução salina na linhagem celular de células de epitélio renal de macacos 

africanos (Vero E6). Camadas monocelulares foram cultivadas em placas de96 

poços e incubadas na presença das formulações contendo diferentes 

concentrações de partículas (5 a 160 g/mL). As placas foram incubadas por24 e 

48 horas em estufa a 37 °C e 5% de CO2, utilizando meio de cultura Leibovitz (L-

15) para células Vero E6. Todos os ensaios foram realizados com seis replicatas. 

Ao final do processo, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do já 

estabelecido na literatura. 

As etapas anteriores demonstraram que o poloxamer 188 (pluronic F68) 

foi o melhor tensoativo para estabilização das nanopartículas de PLGA 

produzidas nas condições selecionadas. As partículas se apresentaram estáveis 

com tamanho em torno de 160 nm e com potencial zeta em torno de -10mV. A 



 

adição de polietilenoimina (PEI) na razão PEI/PLGA de 1:7 w/w levou a redução 

do tamanho de partículas em torno de 85 nm devido ao caráter anfifílico da PEI 

e neutralização do potencial zeta, indicando a distribuição do policátion na 

superfície das partículas. O aumento da razão PEI/PLGA para 1:5e 1:3 foi 

realizado fixando a concentração de PEI em 0,1% e diminuindo a de PLGA para 

0,5 e 0,25%, a qual contribuiu ainda mais para a redução do tamanho das 

partículas e para o aumento do potencial zeta, tornando possível a escolha da 

formulação contendo PEI/PLGA na razão de 1:5 (0,5% de PLGA e 0,1% de PEI), 

que apresentou tamanho em torno de 60 nm e potencial zeta em torno de +20 

mV. Após a incorporação do fármaco na razão Dox/PLGA1:10 m/m, foi verificada 

uma eficiência de incorporação de 73,53% ± 0,34%, que contribuiu para o 

aumento do tamanho de partícula para em torno de 72nm. 

A PEI 25KDa é amplamente utilizada para muitas finalidades, mas possui 

como fator limitante a citotoxicidade, inerente das polietilenoiminas de cadeia 

hiper ramificada longa. Assim, além do estudo do efeito da razão de PEI no 

tamanho e carga de superfície das partículas, foi realizado um estudo de 

viabilidade celular para as formulações sem PEI e com diferentes razões 

PEI/PLGA de 1:7, 1:5 e 1:3, respectivamente. O ensaio foi realizado pelo método 

do MTT em células VERO expostas a diferentes concentrações de partículas 

160, 80, 40, 20,10 e 5 µg/mL em 24 horas e 48 horas. 

Uma vez comprovada a biocompatibilidade deste sistema, e mais 

precisamente da concentração de PEI utilizada, este estudo demonstrou as 

propriedades físico-químicas e biocompatibilidade necessárias para avançarmos 

nos estudos de comparação da formulação proposta e das formulações já 

disponíveis no mercado. 

No presente trabalho o objetivo foi avaliar a nova formulação proposta 

pelos pesquisadores da UFRN e compará-la às formulações comerciais de Dox 

(na forma de cloridrato e lipossomal), quanto a atividade antitumoral in vitro e in 

vivo e suas características farmacocinéticas. 

Esta investigação trouxe informações relevantes sobre a utilidade prática 

das nanopartículas para veicular este antineoplásico, de forma que seu efeito 

terapêutico seja mantido ou melhorado, e seus efeitos tóxicos sejam 

minimizados através de uma formulação desenvolvida nacionalmente e com o 

escopo de competitividade no mercado. 
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