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Resumo 

O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais comum no mundo. Dentre os fármacos 

candidatos à utilização no tratamento deste tipo de câncer tem-se a rapamicina que é capaz 

de inibir a proteína mTOR, controlando seu crescimento e progressão no ciclo celular. No 

entanto, é um fármaco lipofílico, sofre sequestro por eritrócitos e dispõe de instabilidade 

química, fatores que comprometem sua biodisponibilidade. Desta maneira, sua incorporação 

em carreadores lipídicos nanoestruturados funcionalizados com ácido fólico pode ser uma 

estratégia interessante, pois este sistema pode proteger o fármaco de possíveis degradações, 

além de proporcionar ação mais lenta e sustentada. A funcionalização dos carreadores com 

ácido fólico possibilita a liberação do fármaco no local-alvo mediante ligação com receptores 

de folato que são 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 ácido fólico para incorporação de rapamicina e avaliar o seu 

potencial no tratamento do câncer de mama. Foram desenvolvidos seis diferentes carreadores, 

que apresentaram valores de diâmetro hidrodinâmico 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 formulações apresentaram morfologia esférica e em nanoescala, 

segundo análises de microscopia eletrônica de transmissão. As analises térmicas apresentam 

um evento de fusão em 50 ºC, o qual é endotérmico, mostrando um novo composto. A 

funcionalização do lipídio com ácido fólico foi confirmada por análises de espectrofotometria 

no ultravioleta visível, por ressonância magnética nuclear e espectroscopia vibracional na 

região do infravermelho. A quantificação da rapamicina foi realizada por cromatografia 

liquida de alta eficiência, mostrando estar dentro dos parâmetros requeridos e preconizados 

pela ANVISA e ICH, apresentando linearidade de R2=0,99, precisão e robustez. Os ensaios de 

eficiência de encapsulação evidenciaram que o carreador consegue encapsular cerca de 95% 

do fármaco. O ensaio de liberação evidenciou para os carreadores funcionalizados a liberação 

de 82% de rapamicina após 16 horas, já o carreador não funcionalizado liberou cerca de 45% 

do fármaco no mesmo período. Os ensaios in vitro de citotoxicidade evidenciaram que 

carreadores não apresentaram toxicidade frente às linhagens celulares LEWIS, MCF-7 e 

MCF10-A. Para o sistema, observou-se IC50 de 84, 176 e 110nM, respectivamente e para a 

rapamicina livre o IC50 frente às mesmas linhagens celulares foram 81,8, 141 e 95nM, 

respectivamente. A microscopia confocal evidenciou a internalização 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 internalização da formulação. O 

modelo alternativo de Caenorhabditis elegans, demonstrou que a formulação não apresenta 

toxicidade. O modelo xenográfico in vivo de câncer de mama evidenciou que sistema, tanto 

administrado pela via intravenosa quanto intraperitoneal, no período de 18 dias de tratamento, 

levou a regressão do tumor, apresentando diferença estatística em relação aos controles. Os 

resultados sugerem que o carreador contendo rapamicina e funcionalizado com ácido fólico 

apresenta potencial promissor para o tratamento de câncer de mama. 

 Palavras-chave: câncer de mama; carreadores lipídicos nanoestruturados; funcionalização; ácido 

fólico; rapamicina. 

Abstract 



 

 

 

8 
 
 

 

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 

r2=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 IC50 of 84, 176 and 

110nM, respectively, and for free rapamycin the IC50 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.  Introdução 

Segundo dados da Agência Internacional para a Investigação do Câncer, o câncer de 

mama é o segundo tipo de câncer com maior incidência no mundo. De acordo com a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2020 foram diagnosticados mais de 2,2 milhões 

casos de câncer de mama, 11,7% do total. O Instituto Nacional de Câncer (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 ressonância 

nuclear magnética, conforme recomendado pelo Ministério de Saúde, tendo como base o 

manuscrito do Conselho para o Controle do Câncer de Mama de 2020 (INCA, 2020). 

O carcinoma mamário teve um aumento tanto nos países desenvolvidos como nos 

países em desenvolvimento (ACS, 2018), pois os recursos para prevenção, diagnóstico e 

tratamento são escassos ou inexistentes. Sendo assim, a maior taxa de mortalidade ocorre em 

regiões menos desenvolvidas, abrangendo regiões como América Latina, África e Ásia. Países 

mais desenvolvidos, como Estados Unidos, Holanda, Canadá, Noruega, Dinamarca e Reino 

Unido apresentam casos consideráveis de carcinoma mamário, porém são detectados mais 

precocemente e tratados adequadamente (FERLAY et al., 2015; WHO, 2017). 

Segundo o INCA, em 2020 a taxa de sobrevida média da população acometida após 

cinco anos do diagnóstico 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 câncer de mama na presença 

de metástases em gânglios linfáticos, dentre outras (ACS, 2018; FERLAY et al., 2015). 

Estudos mostram que a progressão do câncer de mama está relacionada com uma 

mutação no DNA mitocondrial, que leva a uma alteração na geração de produção de energia 

para célula normal via fosforilação oxidativa (OXPHOS), que gera energia via glicólise 

aeróbia (efeito Warburg), resultando em crescimento celular descontrolado e dano no DNA 

(BRANDON; BALDI; WALLACE, 2006; MA et al., 2010; SANTIDRIAN et al., 2013). Esta 

progressão pode provocar consequências, 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 terço dos cânceres de mama na pós- 

menopausa estejam relacionados a fatores de risco como obesidade, inatividade física, uso de 

hormônios, consumo de álcool, não amamentação, menarca precoce, menopausa tardia, 

acúmulo de excesso de gordura na região abdominal, idade avançada na primeira gravidez, 

doença proliferativa da mama sem atipia (ductal usual hiperplasia, fibroadenoma), família 

com câncer de mama, pacientes com histórico de câncer de ovário ou endometrial, dentre 

outros (DALL; BRITT, 2017; GAUDET et al., 2018; TAMIMI et al., 2016).  

O tratamento irá depender das condições em que o tumor for diagnosticado. Assim, o 

paciente poderá ser tratado com diferentes procedimentos, tais como cirurgia, radioterapia e 

quimioterapia (MEDEIROS et al., 2015). Dentre os fármacos empregados na terapia, o 

paclitaxel é o mais utilizado na quimioterapia. Contudo, possui desvantagens, tais como baixa 

solubilidade, baixo índice terapêutico e resistência ao tratamento. Desta forma, tem-se 

buscado novos fármacos que podem ser empregados para o tratar o câncer de mama, como a 

rapamicina (ELOY et al., 2016a, 2017a; MONDESIRE, 2004; VANDERWEELE; ZHOU; 

RUDIN, 2004). 

A rapamicina (Figura 1), antibiótico macrolídeo lipofílico, 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 proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) é uma serina treonina quinase 

que possui 289 kDa, pertencente à família das proteínas PI3k (fosfatidil inositol-3-quinase). A 

mTOR se localiza no citoplasma celular, ajustando o crescimento e progressão no ciclo 

celular por fatores de crescimento e fatores nutricionais (aminoácidos 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 domínio FRB 

(FKB12-rapamycin binding) da proteína 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 ação da rapamicina na célula. 

 

Fonte: autoria própria 

Shapira e colaboradores (2006) realizaram estudos com a rapamicina objetivando 

avaliar a concentração necessária que inibe o crescimento da linhagem celular de câncer de 

mama MDA-MB-231. Os resultados revelaram que após 24h, a concentração de 100 nM de 
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rapamicina em contato com a célula MDA-MB-231 (5x105 cels/mL) causou 85% de inibição 

da cascata e diminuição da fase celular G1, demonstrando que a rapamicina possui uma 

atividade significativa sobre as células cancerígenas (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 incorporação em sistemas 

nanoestruturados. Esses sistemas possuem a capacidade de encapsular fármacos lipofílicos  e 

hidrofóbicos e têm sido usados para elevar a solubilidade aparente, a estabilidade, a 

biodisponibilidade de fármacos, reduzir os efeitos colaterais, aumentar o tempo de circulação 

no sangue e reduzir a dose, garantindo maior adesão do paciente ao tratamento (AHMED et 

al., 2012; DURÁN et AL., 2010; HENNINK; NOSTRUM, 2012; KAWABATA et al., 2011; 

LIN et al., 2014).  

Dentre os diversos sistemas nanoestruturados que estão sendo pesquisados para o 

tratamento de neoplasias, destacam-se os lipossomas, nanopartículas lipídicas sólidas, 

sistemas poliméricos, micelas, dendrímeros, nanocápsulas, nanoesferas, sistemas inorgânicos 

e os carreadores lipídicos nanoestruturados (CLNs).  

Os CLNs têm como característica serem constituídos por uma matriz composta de dois 

lipídios, um liquido e um sólido a temperatura ambiente, formando estruturas muito 

desordenadas e cristais imperfeitos, permitindo incorporar mais moléculas de fármaco. Essa 

desorganização da matriz pode apresentar vantagem em relação aos demais sistemas, pois 

permitem incorporar uma grande quantidade de fármacos, podendo miniminizar a toxicidade, 

reduzir e/ou evitar a degradação e as possíveis reações adversas adquiridas pelo fármaco, 

promovendo uma liberação controlada do fármaco ao seu sítio de ação, 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 polímeros 

hidrofílicos como o polietilenoglicol, cujos estudos evidenciam a capacidade de evitar o 

reconhecimento e a fagocitose do nanosistema pelo sistema mononuclear fagocitário, 

permanecendo por mais tempo na circulação sanguínea e ocasionando um acumulo na região 

tumoral pelo efeito de permeabilidade e retenção aumentados (do inglês - Enhanced 

Permeability and Retention effect (EPR)). Este efeito está ligado ao rápido processo de 

angiogênese no ambiente tumoral, pois os vasos sanguíneos formam fenestrações, que 

permitem maior permeação das partículas de 20 a 200nm no tecido tumoral, e nesta região 
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também se observa menos vasos linfáticos e com isso o acúmulo maior das formulações 

(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 aplicação em câncer de mama. Os 

resultados revelaram que o sistema peguilado mostrou melhor estabilidade e o estudo in vitro 

realizado em célula MCF-7 mostrou maior captação em relação ao sistema não peguilado 

(ROUF et al., 2009).   

Outra vertente tecnológica que tem despertado um grande interesse dos pesquisadores 

para aumentar a seletividade dos CLN com o alvo é a sua funcionalização com moléculas 

sinalizadoras, que possibilita o direcionamento de fármacos às células tumorais. A 

funcionalização permite acoplar à superfície da partícula algumas moléculas como proteínas, 

peptídeos, dentre outras, que irão interagir com receptores na superfície da célula tumoral 

(NOGUEIRA et al., 2016).  

No caso do câncer, um dos marcadores mais utilizados é o ácido fólico, que pode se 

ligar facilmente em receptores de folato que são expressos em baixa quantidade por células 

normais e em grande quantidade por células tumorais (ovário, próstata e mama) (A; LEE, 

2000; MENG et al., 2011; ZHOU; HUANG, 2010). 

O ácido fólico é uma vitamina de baixo peso molecular que pode se acoplar 

seletivamente aos receptores de folato frequentemente superexpressos nas superfícies de 

células de câncer de mama, porém não são agressivos aos tecidos normais. Além disso, é uma 

molécula essencial na via de síntese do DNA, que é altamente necessária para a duplicação de 

células cancerígenas que apresentam expressão de receptores de folato superior às células 

normais, e esse fato é a base da estratégia de direcionamento com ácido fólico (SAMADIAN 

et al., 2016). 

Desta forma, CLN funcionalizados com ácido fólico podem possivelmente entrar na 

célula cancerígena por meio da endocitose mediada pelo receptor de folato (ZHAO; LI; LEE, 

2008). Além disso, a funcionalização com o ácido fólico possibilita a potencialização da 

internalização do CLN na célula-alvo, ocorrendo uma liberação selecionada do fármaco 

(MUHAMMAD et al., 2011; ZHANG et al., 2011). 

Outros autores como Zang e colaboradores (2011) avaliaram nanopartículas 

poliméricas hibridas contendo paclitaxel funcionalizadas ou não com ácido fólico (NP-PTX-

FA) e compararam com a formulação comercial Taxol® com o objetivo de tratar o câncer de 

mama. Os autores verificaram a atividade citotóxica em células com baixa expressão de 
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receptor de folato (MCF-7) comparando com as células resistentes a adriamicina (MCF-7 

ADR). Os resultados evidenciaram que NP-PTX-FA promoveram maior captação celular in 

vitro na célula MCF-7 ADR quando comparado com outros sistemas (LIU et al., 2010; TU et 

al., 2012; ZHANG et al., 2011). 

Patil e colaboradores (2009) desenvolveram nanopartículas de PLGA (poli (ácido 

lático-co-ácido glicólico) contendo paclitaxel funcionalizadas com ácido fólico (NP-PLGA-

FA-PTX) para tratar o câncer de mama e compararam os efeitos com solução de paclitaxel. O 

modelo xenográfico utilizando a célula MCF-7 revelou que após 21 dias de tratamento com o 

sistema NP-PLGA-FA-PTX e o fármaco livre, ocorreu um aumento no volume do tumor em 

200% e 500%, respectivamente. Este resultado mostra a capacidade do sistema retardar o 

crescimento do câncer de mama (PATIL et al., 2009). 

Dubey e colaboradores (2015) desenvolveram sistemas lipídicos com soro bovino 

contendo gemcitabina funcionalizados com ácido fólico (NP-SB-Gem-FA) e avaliaram sua 

eficácia em linhagens tumorais de mama, comparando com nanopartículas não 

funcionalizadas com ácido fólico (NP-SB-Gem). Experimentos in vitro utilizando linhagens 

celulares MCF-7 (baixa expressão de receptores de folato), Ovcar-5 (superexpressão de 

receptor de folato) e MIAPaCa-2 (células de carcinoma pancreático) revelaram que NP-SB-

Gem-FA apresentou atividade anticancerígena superior em comparação com NP-SB-Gem em 

células MCF-7 e Ovcar-5, sem eficácia sobre a célula MIAPaCa-2. Este aumento foi 

observado após 48h de incubação em concentrações de 1 μM e 100 μM do fármaco nos 

sistemas, levando a uma diminuição da citotoxicidade de 66% e 86%, respectivamente. O 

estudo conclui que os sistemas lipídicos funcionalizados com ácido fólico possibilitaram um 

aumento da absorção celular e diminuição da citotoxicidade causada pela gemcitabina 

(DUBEY et al., 2015). 

Assim, a presente proposta visou o desenvolvimento de CLN funcionalizados com 

ácido fólico e incorporados com rapamicina, podendo ser uma formulação promissora no 

combate ao câncer de mama. 
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2.1. Câncer de mama 

Nas últimas duas décadas, o número total de pessoas diagnosticadas com câncer quase 

dobrou, de cerca de 10 milhões em 2000 para 19,3 milhões em 2020. Hoje, uma em cada 5 

pessoas em todo o mundo desenvolverá câncer durante sua vida. As projeções sugerem que o 

número de pessoas com diagnóstico de câncer aumentará ainda mais nos próximos anos e 

serão quase 50% maior em 2040 do que em 2020 (WHO 2020). 

As mudanças no estilo de vida podem estar sendo muito prejudiciais. Dietas não 

saudáveis, atividade física insuficiente, uso de tabaco e uso prejudicial de álcool têm 

contribuído para o aumento da incidência de câncer. Uma proporção significativa também 

pode ser atribuída ao aumento da longevidade, à medida que o com o aumento da idade pode-

se desenvolver o câncer. Isso reforça a necessidade de investir na prevenção e controle do 

câncer, dentre eles os de mama (WHO 2020). 

Desta forma, quando pensamos na mama, observa-se um papel muito importante pois 

além de alimentar outros indivíduos, também tem um significado social, pessoal e cultural. 

Quando pensamos na sua estrutura e tecido celular mamário podemos sugerir que sofrem 

alterações frequentes, como durante a gravidez, e que irão evoluindo com o passar da idade 

(KOTHARI; DIORIO; DUROCHER, 2020).  

O tecido celular mamário saudável possui células epiteliais normais, as quais estão 

organizadas em células tronco/basais mamárias bipotentes (Mascas), progenitoras luminais e 

células luminais maduras/diferenciadas (KUMAR et al., 2018). 

Já o tecido adiposo e o fibroglandular também fazem parte da mama, neles encontram-

se os lóbulos e ductos mamários. O tecido adiposo está em grande parte da mama, atingindo 

as regiões da clavícula, axila e ao redor do centro da caixa toráxica. É responsável por realizar 

a comunicação de todas as estruturas do microambiente mamário e armazenar energia que é 

liberada de acordo com a necessidade do organismo. Essa energia auxilia na progressão do 

câncer de mama, pois o tecido adiposo secreta fatores de crescimento usados para 

sobrevivência do tumor. O câncer de mama tem início 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). 

No Brasil, o Ministério da Saúde através da Portaria conjunta nº 04, de 23 de janeiro 

de 2018, aprovou as Diretrizes Diagnósticas e Terapêuticas do Carcinoma de Mama. De 

acordo com o documento, o tratamento medicamentoso mais efetivo para os casos avançados 
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deve ser realizado como quimioterápicos antracíclicos (doxorrubicina ou epirrubicina) e 

taxanos (paclitaxel, docetaxel), e outros agentes (capecitabina, gencitabina, metrotrexato, 5- 

fluorouracila, vinorelbina, vimblastina, mitomicina, etoposido, ciclofosfamida, cisplatina, 

irinotecano). Além disso, a doxorubicina lipossomal, eribulina, ixabepilona, nabpaclitaxel 

vêm sendo empregada para tratamento antineoplásicos segundo a Resolução Normativa nº 

465, de 24 de Fevereiro de 2021 (BRASIL, 2018; RESOLUÇÃO NORMATIVA No 465, 

2021). 

2.2. Formação do câncer de mama 

O ciclo celular está integrado em cinco fases: G1, S, G2, M e G0. A G1 faz com que a 

célula aumente de tamanho e produza as proteínas cópias do seu DNA. Na S ocorre a cópia do 

DNA e a duplicação dos seus cromossomos, na G2 a célula se prepara para a mitose, que é a 

divisão de duas cópias idênticas de si mesma. Na G0 o ciclo das células apresenta menor 

atividade metabólica, sendo um longo período de repouso, em que neste período as células 

não respondem aos estímulos que frequentemente iniciam a síntese de DNA (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE & INSTITUTO NACIONAL DO CÂNCER 2008). 

O desenvolvimento do tumor se origina em uma lesão da etapa do DNA, levando a 

célula a perder o controle da proliferação, diferenciação, apoptose e reparo do DNA 

(FARBER, 1984; VOLGESTEIN et al., 1993). O processo de carcinogênese resulta nessas 

alterações genéticas, com o crescimento rápido dessas populações, conferindo 

heterogeneidade ao tumor, podendo ser mais ou menos agressivo. Umas das hipóteses é que 

essas alterações modificam células normais que se transformam em células hiperplásicas, 

tomando forma atípica e transformando-se em carcinomas (FARBER, 1984; SANTOS et al., 

2011; VOGELSTEIN et al., 1993). 

As células cancerígenas podem ter um crescimento em torno de 72 a 120 horas, 

podendo ter uma duplicação em torno de 100 dias, enquanto que as células normais têm um 

crescimento de 24 a 48h. Quando consegue-se detectar o tumor pelos métodos disponíveis, ele 

já deve apresentar um tamanho com cerca de 1cm de diâmetro, podendo levar à metástase se 

não tratado (INCA, 2011 ABC DO CÂNCER, 2011). 

A metástase ocorre normalmente quando não se trata o câncer de mama e pode afetar 

principalmente os ossos, pulmões e fígado. A metástase se origina porque as células perdem a 

adesão entre elas e ganham mobilidade para invadir outros tecidos. As células tumorais 
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também podem penetrar através do vaso sanguíneo ou ducto linfático e entrar na corrente 

circulatória (INCA 2020; SCULLY et al., 2012).  

A neoplasia mamária é uma patologia heterogênea e com o avanço da biologia 

molecular consegue-se identificar perfis de expressão gênica dos cânceres através dos estudos 

moleculares e reconhecimentos de alguns receptores importantes como os HER (Presença de 

Fator de Crescimento Epidérmico Humano Receptor 2, do inglês “Human Epidermal growth 

fator Receptor”). Esses receptores estão na superfície das células como monômeros, e quando 

há ligação com domínios extracelulares, sofrem dimerização e transfosforização intracelular 

(CITRI; YARDEN, 2006; MOASSER, 2007; OLAYIOYE, 2001; PEROU et al., 2000; 

SØRLIE et al., 2001).  

Os receptores da família ErbB, como os denominados HER, são proteínas 

transmembrana cujos domínios intracelulares estão ligados à tirosina quinase. A cascata de 

reações ocasionada pela ativação desses receptores é reconhecida como parte no processo de 

proliferação celular e carcinogênese (YARDEN; SLIWKOWSKI, 2001).  

Historicamente, nos anos de 1970 o câncer de mama foi classificado em subconjuntos 

com base na expressão do receptor de progesterona (RP), fator de crescimento epidérmico 

humano receptor 2 (HER-2) e receptor de estrogênio (RE) (REIS-FILHO; PUSZTAI, 2011). 

Cerca de 15 a 25% são classificados como HER-2 positivo, ou seja, células tumorais 

apresentam mutação no gene HER-2 ou superexpressão dessa proteína em suas membranas 

plasmáticas, e os tumores que apresentam uma alteração molecular podem ter fenótipo clinico 

mais agressivo e com piores diagnósticos quando comparados com cânceres luminais HER-2 

negativo, pois isto pode ocorrer pelo crescimento desordenado e sobrevida celular anormal 

pela hiperexpressão desse receptor HER-2 nas células neoplásicas (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 expressão ou amplificação do 

receptor HER-2 tornou-se o padrão ouro, devendo ser utilizada em todos os casos de tumores 

primários de mama com componente invasor (ROSS et al., 2009; WOLFF et al., 2018). Esta 

caracterização é importante em virtude de terem sido desenvolvidos fármacos genericamente 

denominados de “inibidores da via HER-2”, que mudaram a história natural da doença. Sendo 

assim, estes fármacos aumentam em aproximadamente 36% a chance de cura de pacientes 

com tumores iniciais de mama. Atualmente, existem vários inibidores da via HER conhecidos 
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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 Câncer de mama  

Os tumores de mama podem ser classificados de acordo com as características das 

células mamárias a partir das quais se desenvolve, da extensão da doença e da sua evolução ao 

longo do tempo. 

Cerca de 20% das pacientes que descobrem o câncer no estágio inicial, como o 

carcinoma ductal in situ, podem ser curados. Os sarcomas têm origem do tecido conjuntivo 

entre as glândulas mamarias. São raros, mas podem crescer rapidamente e atingir a corrente 

sanguínea. Já os carcinomas ductais infiltrantes são os mais comuns e acometem cerca de 70 a 

80% dos casos, originam-se nas células que formam os ductos, onde estão os canais por onde 

o leite passa até chegar no mamilo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021; SIEGEL; 

MILLER; JEMAL, 2019). 

Outros cânceres que podem ser invasivos são o triplo negativo, que representa cerca de 

15% dos canceres de mama, sendo um tipo de câncer de difícil tratamento, e o câncer de 

mama inflamatório, um tipo raro, mas representa cerca de 1 a 5% dos cânceres (AMERICAN 

CANCER SOCIETY, 2021). 

Outros tipos de cânceres, porém menos comuns são os que afetam outros tipos de células na 

mama e precisam as vezes de outros tratamentos, como: Doença de Paget que acomete dutos 

mamários e se dissemina para a pele do mamilo e aréola, representando cerca de 1 a 3% dos 

casos; angiossarcoma, que são raros, pois revestem os vasos sanguíneos ou linfáticos, com 

cerca de 1% dos casos; tumor Filoide, que também é um tumor raro, envolvendo tecido 

conjuntivo, em contraste com os carcinomas, que se desenvolvem nos ductos ou lóbulos 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021). 

Dentre os vários de tratamento para o câncer tem-se cirurgias, radioterapias e 

quimioterapias. Atualmente, a nanotecnologia vem sendo empregada em tratamentos contra o 

câncer de mama (CHADAR; AFSANA; KESHARWANI, 2021; TRAN et al., 2020). Dentre 

os diversos sistemas nanotecnológicos que estão sendo estudos em terapias contra o câncer de 

mama destacam-se os carreadores lipídicos nanoestruturados. 

Diversos trabalhos vêm mostrando a capacidade dos CLN de encapsulação de 

fármacos e moléculas com potencial anticâncer. A encapsulação de antineoplásicos em CLN 



 

 

 

27 
 
 

 

aumentou a atividade citotóxica in vitro dos compostos (BONDÌ 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 às substâncias 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 são o Temsirolimus 

da Pfizer e o Everolimus da Novartis foram aprovados contra vários tipos de câncer, 

administrado isoladamente ou em combinação com outros fármacos (HUMBER; 

JAHANSOUZ, 2007). 

2.4. Estágios dos tumores mamários e fatores de riscos 

Os sinais mais comuns de câncer de mama são nódulos indolores, duros, irregulares ou 

também edemas cutâneos, retenção cutânea, dor, inversão dos mamilos, hiperemia, 

descamação secreção papilar, entre outras (SILVA et al., 2011). 

Estudos verificaram que o estresse oxidativo crônico e a inflamação têm sido 

indicados como principais mediadores durante a carcinogênese e a progressão do câncer. Um 

estudo conduzido por Lee et al. (2012) evidenciou que cerca de 20% dos pacientes no Brasil 

foram diagnosticados com câncer de mama no estágio I, que caracteriza um tumor pequeno, 

46% e 24% nos estágios II e III, respectivamente, que são tumores com cerca de 2 a 5 cm, 

respectivamente, e 4,4% no estágio IV, sendo o mais grave e que possivelmente já atingiu 

metástase (LEE et al., 2012; PANIS et al., 2012; INCA 2018).  

Por isso, inúmeros são os fatores de risco que estão relacionados ao desenvolvimento 

desta doença, como a idade (mulheres acima de 50 anos tem mais riscos), fatores endócrinos 

relacionados a estímulos estrogênicos, história reprodutiva como a menopausa tardia, 

menarca, obesidade na pós-menopausa, gravidez após 30 anos, fatores comportamentais como 

bebida alcoólica, sobrepeso, exposição à radiação ionizante, tabagismo, fatores genéticos 

como mutações em determinados genes (BRCA1 e BRCA2), casos de cânceres na família e 

os cânceres de caráter hereditário, que correspondem de 5 a 10% dos casos. Desta forma, os 

riscos estabelecidos para o câncer de mama podem estar associados aos hormônios receptores 

do câncer de mama (ANOTHAISINTAWEE et al., 2013; DE MATOS; PELLOSO; DE 
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BARROS CARVALHO, 2010; WORD HEALTH ORGANIZATION, 2021; HUNTER et al., 

2008). 

2.5. Tratamentos  

A mama é um símbolo da sexualidade, da maternidade, da sensualidade, pode 

acometer mulheres a desencadear problemas emocionais, estéticos, psicológicos, que leva a 

falta de adesão ao tratamento, podendo ter um aumento do índice de mortalidade (FERREIRA 

et al., 2015; SALAZAR et al., 2011).  

As principais formas de tratamento para o câncer são 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 mamário, buscam conservar o máximo da mama 

possível, e essas cirurgia também pode ser nomeada de quadrantectomia, mastectomia parcial 

ou segmentar e tumorectomia, que representa a retirada de uma porção da mama e pode-se 

retirar tecidos próximos, como os linfonodos e nesse caso faz-se a mastectomia radical. No 

entanto, a reconstituição da mama pode ser realizada no mesmo momento da retirada do 

tumor ou após (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019; PLESCA et al., 2016). 

A radioterapia é um tratamento local ou locorregional, com a finalidade de irradiar 

áreas do organismo humano, cuidadosamente demarcadas, esse tratamento se difere quanto a 

sua finalidade, podendo ser curativa: quando é o principal tratamento, não necessita estar 

associado a outro tipo de tratamento; pré-operatória: tratamento antecede a cirurgia, com 

intuito de reduzir o tumor e facilitar o procedimento operatório; pós-operatória ou pós-

quimioterapia: tratamento após outros tratamentos, com a finalidade de atingir possíveis focos 

microscópicos do tumor; paliativa: finalidade de tratamento local do tumor primário ou de 

metástase, utilizadas em circunstâncias como redução de dor (antiálgica) e controlar 

sangramentos (anti-hemorrágica) (INCA, 2020). 

A quimioterapia é uma forma de tratamento sistêmico administrado em intervalos 

regulares, esse tratamento também se difere quanto a sua finalidade, sendo: neoadjuvante: 

utilizada na redução de tumores locais e regionalmente avançados, com finalidade de tornar 

os tumores ressecáveis ou melhora do prognóstico; adjuvante ou profilática: indicada após 

tratamento cirúrgico curativo, porém o paciente não apresenta qualquer evidência de 

neoplasia maligna detectável; curativa: quando é o principal tratamento, não necessita estar 
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associado a outro tipo de tratamento; controle temporário de doença: indicada para sólidos, 

avançados ou recidivados de evolução crônica, com finalidade de aumentar sobrevida; e 

paliativa: utilizada para paliação de sinais e sintomas que comprometem a capacidade 

funcional do paciente, a administração é de duração limitada, devido a incurabilidade do 

tumor (INCA, 2020). 

A hormonioterapia também é considerado um tratamento sistêmico (AMERICAN 

CANCER SOCIETY, 2019; INCA, 2020), com finalidade de melhorar a sobrevida global, 

sobrevida livre de doença local e a distância de recidiva tumoral (REY-VARGAS et al., 

2020), tratamento que consiste no uso de substâncias semelhantes ou bloqueadoras de 

hormônios, com a finalidade de tratamento das neoplasias dependentes de hormônios (INCA, 

2020) e eficaz nas neoplasias que expressam receptores de estrogênio e progesterona no 

exame de imuno-histoquímica (REY-VARGAS et al., 2020). 

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

eficaz e com menos reações 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 Páscoa (Rapa Nui) em 1965, e em 

1970 foi gerado um metabólito secundário, a rapamicina. Este fármaco apresenta propriedades 

antifúngicas, atividade antitumoral e imunossupressoras.  

Com essa gama de atividades antiproliferativas, tornou-se um fármaco de interesse em 

virtude do seu mecanismo de ação. A rapamicina, quando se liga ao receptor celular 

Rbp1/FKBP1, interage com o domínio 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 está encarregado de organizar o 

crescimento temporal, isto é, indicar se as células estão crescendo ou não. Os alvos incluem a 

regulação da biogênese de ribossomos, o controle da tradução, a renovação de transportadores 

de nutrientes, a inibição da autofagia e da transcrição de genes de resposta a estresse. Já o 

TORC2 é formado por TOR2, LST8, AVO1-3 e BIT61, e realiza o controle do crescimento 

por meio do citoesqueleto de actina (WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006). A 

rapamicina inibe somente o complexo TORC1, porém como os mecanismos de ação desta 

inibição ainda não são completamente conhecidos, a literatura nos traz que a rapamicina pode 
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atingir mais alvos de quinase do que a atividade enzimática (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) diminuição e/ou anulação da ciclina D1, resultando em deficiência de 

complexos de ciclina D1-CDK4 (cyclin-dependent kinases 4), necessárias para fosforilação de 

RB (proteínas retinoblastoma) e transição de fase G1 para S; (2) bloqueio da eliminação da 

proteína p27, facilitando a formação de complexos de ciclina/CDK-p27; (3) aumento da 

expressão da proteína p27 ao nível do RNAm e proteína; (4) inibição das RNA polimerases I 

e III, que controlam a transcrição da subunidade ribosomal 5S e do RNAt, podendo ser um 

efeito secundário por bloquear a RB; (5) bloqueio da ativação da proteína STAT3 (Signal 

transducer and activator of transcription 3), mediada por fosforilação pelo mTOR 

(PANWALKAR; VERSTOVSEK; GILES, 2004).      

O mTOR pode formar dois tipos de complexos interagindo com três outras proteínas: 

Raptor (regulatory-associated protein of TOR), GβL e Rictor (rapamycin insensitive 

component of TOR). O complexo Raptor-mTOR-GβL (complexo mTORC1) é responsável 

pela inativação das 4E-BP, dentre elas a proteína de ligação eIF4E e ativação das proteínas 

ribossômicas quinases (S6K), enquanto o Rictor forma o complexo Rictor-mTOR-GβL 

(complexo mTORC2) que fosforila a proteína quinase B (Akt) e quinase fosfoinositídeo 3-

quinase (PI3K), que são capazes de modular a atividade metabólica de células do sistema 

imune, através de sensores metabólicos como a proteína alvo da rapamicina (OKKENHAUG; 

VANHAESEBROECK, 2003; PETROULAKIS et al., 2006; SARBASSOV et al., 2005; 

SHIMOBAYASHI; HALL, 2014; YAN; ZHANG; JIANG, 2011). Uma proteína chamada 

GβL liga-se ao domínio catalítico do mTOR, independentemente de Raptor e de Rictor, e 

estimula a sua atividade quinase em relação aos substratos S6K e 4E-BP (KIM et al., 2003; 

PANWALKAR; VERSTOVSEK; GILES, 2004; PETROULAKIS et al., 2006). 

O mTOR complexado com Rictor é insensível à inibição por rapamicina, ao contrário 

do que acontece quando o mTOR está ligado a Raptor. A rapamicina, quando em contato com 

células tumorais, aumenta a ativação da proteína Akt, através de dois mecanismos: (1) 

fosforilação da Ser473 da Akt pelo complexo Rictor-mTOR; (2) alívio da inibição 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, proliferação e sobrevivência celular por meio do aumento da atividade 
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glicolítica. Os inibidores de mTOR estão associados a taxas reduzidas de câncer de pele e 

infecção por citomegalovírus em receptores de transplante renal (FANTUS et al., 2016; 

KNOLL et al., 2014). 

Ademais, alguns estudos farmacocinéticos evidenciaram que a rapamicina liga-se nos 

eritrócitos (Kd ca. 20), não deixando os eritrócitos chegarem até os tumores sólidos 

rapidamente. Todavia, a rapamicina também apresenta muitos problemas, como praticamente 

insolúvel em água, coeficiente de partição (log P) de 5,77, biodisponibilidade oral baixa 

(<15%) e não contém grupos funcionais ionizáveis dentro da faixa de pH de 1 a 10. A 

rapamicina pode ser parcialmente solúvel 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, é extremamente 

difícil o desenvolvimento de formulações injetáveis clinicamente e comercialmente aceitáveis 

de rapamicina (BUECH et al., 2007; CHOLKAR et al., 2015; FORREST et al., 2006; 

YATSCOFF et al., 1993).  

2.7. Sistemas nanoestruturados 

Muitos estudos são encontrados atualmente na literatura relacionados à sistemas de 

liberação controlada de fármacos, dentre eles microemulsões, nanopartículas lipídicas, 

nanopartículas poliméricas e dispersões sólidas (ALEXIS et al., 2010; CHOI et al., 2016; 

SUN et al., 2014). 

 Estes sistemas podem ser utilizados para veicular agentes quimioterápicos, realizando 

um maior direcionamento e liberação desses fármacos, possibilitando apresentar menores 

efeitos colaterais desses agentes quimioterápicos e menor toxicidade (KRUKEMEYER et al. 

2015; LIANG et al. 2010). As nanopartículas, de forma geral, possuem pequenos tamanhos, 

facilitando assim alguns tipos de administração e um efetivo transporte de fármacos 

hidrofóbicos e hidrofílicos até as células, possibilitando uma melhor adesão para a terapia do 

câncer (THAKOR; GAMBHIR, 2013).   

Dentre os sistemas nanoestruturados, os carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) 

passaram a atrair interesse por apresentarem vantagens em relação aos sistemas coloidais 

convencionais, como maior estabilidade física, entrega direcionada, prevenção de degradação 

dos fármacos, dentre outras (GABA et al., 2015; MÜLLER; RADTKE; WISSING, 2002; 
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SCHÄFER-KORTING; MEHNERT; KORTING, 2007; SLOAT et al., 2011; WISSING; 

KAYSER; MÜLLER, 2004). 

2.8. Carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) 

Os CLN pertencem à segunda geração das nanopartículas lipídicas sólidas (NLS). Os 

CLN são misturas de lipídios líquidos e sólidos, que apresentam uma forma menos ordenada e 

estável do que as NLS, sendo assim conseguem incorporar uma maior quantidade de fármaco 

(CHEN et al., 2010). 

Os CLN podem apresentar três diferentes tipos de formação de matrizes, como os 

cristais imperfeitos, nos quais a mistura de ácidos graxos promove uma maior distância nas 

cadeias dos glicerídeos, podendo encapsular mais fármaco; sistema amorfo, quando não 

ocorre a recristalização dos lipídios após o resfriamento e por fim os chamados de tipo 

múltiplo, nos quais mistura-se os lipídios líquidos e sólidos em água, formando um 

nanocompartimento de lipídios líquidos dentro de uma matriz de lipídios sólidos 

(MARCATO, 2009a; SOUTO; ALMEIDA; MÜLLER, 2007).  

Partindo desses conceitos de formação de matrizes, a escolha dos constituintes da 

mistura lipídica é de grande importância para formar os CLN. Os aspectos físico-químicos 

podem influenciar na estabilidade da formação, na eficiência de encapsulação, na degradação 

de fármaco sensível a agente externo (oxidação, hidrólise) e na biocompatibilidade (TAMJIDI 

et al., 2013).  

Desta maneira, a forma e o tamanho das cadeias lipídicas da mistura dos lipídios 

líquidos e sólidos devem ser o mais heterogêneo possível, para que essa mistura origine uma 

matriz mais desordenada nos CLN. Sendo assim, também está diretamente ligada às 

proporções dessa mistura lipídica, pois elevadas concentrações de lipídios líquidos podem 

promover saturação no momento de solidificação (MÜLLER; RADTKE; WISSING, 2002). 

Os lipídios líquidos mais utilizados para formar os CLN são os monos, di e 

triglicerídeos, ácidos graxos e as ceras. Os triglicerídeos de cadeia média formam uma mistura 

de triglicerídios de ácidos graxos saturados, como ácido caprílico e ácido cáprico. Eles 

apresentam pelo menos 95% de ácidos graxos saturados e tem vantagens, pois tem baixa 

viscosidade, propriedades emulsificantes e nas formulações farmacêuticas mostram 

propriedades de penetração, compatibilidade e estabilidade de oxidação (ROWE, R. C. 

SHESKEY, P. J. QUINN, 2009). 
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Já o óleo de rícino polioxilado 40 hidrogenado é constituído de componentes 

hidrofóbicos e hidrofílicos. O oxiestearato de glicerol polietilenoglicol junto com ésteres de 

ácidos graxos com glicerol formam a parte hidrofóbica. A porção hidrofílica consiste em 

polietilenoglicol e etoxilado de glicerol. Este óleo tem como característica o fato de ser uma 

pasta semi-sólida, branca, solubilizante não iônico e agente emulsificante, podendo ser 

utilizado para produtos farmacêuticos orais, tópicos e parenterais (ROWE, R. C. SHESKEY, 

P. J. QUINN, 2009). 

Como lipídio sólido pode-se utilizar o estearato de polioxietileno 40, que possui uma 

cadeia de 40 unidades de derivados de polietoxilados de ácido esteárico em sua porção 

hidrofílica (RIGON, 2013). Há relatos na literatura que mostram que o estearato de 

polioxietileno 40 pode ampliar a atividade de agentes quimioterápicos e ajudar a reverter a 

resistência de alguns fármacos (LUO et al., 2007). 

As CLN na maioria das vezes são estabilizadas por meio de tensoativo, sendo uma 

estratégia para promover a maior estabilidade da formulação. Além disso, um outro fator 

muito importante é a determinação do equilíbrio hidrófilo-lipófilo (EHL) requerida na mistura 

lipídica (KIM et al., 2014; MÄDER; MEHNERT; MÄDER, 2001 TAMJIDI et al., 2013). 

Tais carreadores podem apresentar também uma resistência a alteração de pH e 

quantidade de eletrólitos; desta maneira, pode ocorrer uma menor irritação e toxicidade 

quando comparados com tensoativos iônicos (ATTAMA; MOMOH; BUILDERS, 2012; 

TAMJIDI et al., 2013). 

Dentre os tensoativos empregados na obtenção de CLN tem-se o Poloxamer 407, que 

tem EHL = 22. São de uma família de copolímeros que consiste em triblocos, um central de 

polioxipropileno na porção hidrofóbica e dois de polioxietileno na porção hidrofílica 

(DUMORTIERET al., 2006). Não apresentam toxicidade e têm sido utilizados como 

transportador de fármacos. O poloxamer após aquecimento estabelece um equilíbrio entre 

monômeros e micelas. Essas micelas são esféricas, com núcleo de polioxipropileno, pois esta 

porção é menos solúvel em água e a porção exterior constituída de polioxietileno por ter alta 

solubilidade em água, pode formar um filme na superfície dos CLN e melhorar assim a 

estabilidade e aglomeração (DUMORTIER et al., 2006; LEE; SHIN; OH, 2003; ROWE; 

SHESKEY; QUINN, 2009). 

Segundo Amiji et al. (2002), uma formulação 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 formulação e o tempo de duplicação do volume do 
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tumor aumentou em 72% no controle, o que sugere que o poloxamer ajuda a controlar a 

liberação do fármaco (KADAKIA et al., 2019).  

Segundo estudos do nosso grupo de pesquisa, CLN podem apresentar na sua 

composição o lipídio DSPE-PEG-NH2, de forma a promover um maior direcionamento para 

células cancerígenas, e, conseqüentemente, um melhor tratamento (SATO et al., 2017a).  

O lipídio DSPE-PEG-NH2 proporciona uma melhor captação intracelular e maior 

direcionamento nas células cancerígenas de mama, possibilitando prolongar o tempo de 

circulação, pois ele ajuda a evitar a absorção por proteínas plasmáticas e consequentemente 

ocorre uma maior liberação nos tecidos alvos (ZHANG, Y.; KOHLER, N.; ZHANG, 2002; 

ZHANG et al., 2004). Além disso, pode também ter grupos terminais como -NH2, 

possibilitando a utilização deste grupo para funcionalização com ligantes como o ácido fólico, 

e este lipídio funcionalizado estará na superfície dos CLN, para que ocorra o direcionamento 

deles até um sitio específico, podendo tratar células cancerosas (MÜLLER; RADTKE; 

WISSING, 2002; WANG et al., 2012).    

2.9. Estratégia de direcionamento dos CLN com o ácido fólico 

O ácido fólico (AF) é uma vitamina solúvel do complexo B, encontrada em produtos 

de uma alimentação saudável, como folhas verde escuras, feijão, lentilhas, abacate, dentre 

outras. Ao ser ingerido, o AF é convertido a dihidrofolato e tetrahidrofolato no organismo, 

sendo envolvido em complexas vias e vários processos bioquímicos com as enzimas incluídas 

na biossíntese de nucleotídeos. Desta forma, o folato é consumido por células em proliferação 

(COZZOLINO et al., 2006).  

As células normais do sistema fisiológico transportam folato através de duas proteínas 

associadas à membrana, sendo elas o transportador de folato reduzido que está em todas as 

células e é a principal via de captação de folato, e o receptor de folato (RF), que se apresenta 

nas células epiteliais e em macrófagos ativados (BELOQUI; DES RIEUX; PRÉAT, 2016; 

LOUREIRO et al., 2016; SAMADIAN et al., 2016), possibilitando a ligação e internalização 

dos folatos oxidados por endocitose (BELOQUI; DES RIEUX; PRÉAT, 2016). As células 

normais necessitam de baixas quantidades de folato para exercerem sua função, já os RF são 

superexpressos nas células cancerígenas e permitem que estas células captem mais 

suprimentos de folato (BELOQUI; DES RIEUX; PRÉAT, 2016; SAMADIAN et al., 2016). 
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Por isso, esse RF é um potente direcionador de ligantes a células cancerígenas (LOUREIRO 

et al., 2016; YANG et al., 2016). 

Desta maneira, CLN funcionalizados com ácido fólico podem apresentar uma maior 

afinidade pelos receptores de folato, pois eles estão superexpressos na superfície das células 

cancerígenas, dentre elas de mama, ovário, pulmão, renal e cólon (KUO; LEE, 2015; WANG; 

et al., 2015).  

Kiliçay et al. (2011) desenvolveram nanopartículas poliméricas funcionalizadas com 

ácido fólico contendo etopósido com ação antitumoral. Experimentos realizados em células 

Hela e L929 evidenciaram maior captação das nanopartículas em células Hela do que em 

células fibroblásticas normais, sugerindo que a funcionalização ajudou no direcionamento 

para a linhagem tumoral. Desta forma, os autores sugerem que nanopartículas funcionalizadas 

com ácido fólico podem ser promissoras para direcionamento de fármacos em tumores 

(KILIAY et al., 2011; ZHANG et al., 2016). 

Estudos de Wu et al. (2010) empregaram CLN funcionalizados com ácido fólico e 

polietilenoglicol encapsulados com paclitaxel para tratar câncer 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 inibição 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 são considerados muito significativos para alvos 

terapêuticos para entrega especifica de alguns fármacos para tratamento de câncer de mama. 

Desta forma, CLN funcionalizados com ácido fólico e incorporados com rapamicina podem 

ter um grande potencial para tratar o câncer, visto que esta formulação pode acumular na 

região do tumor e ocorrer o efeito de permeação e retenção aumentados, também chamado de 

efeito EPR e maior interação com receptores de folato e maior internalização. Diante disso, 

esta formulação apresenta um grande potencial para terapia contra o câncer de mama.  

 

3. Objetivos 
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3.1. Objetivos gerais 

Desenvolver e caracterizar carreadores lipídicos nanoestruturados funcionalizados com 

ácido fólico contendo rapamicina para o tratamento do câncer de mama. 

3.2.  Objetivos específicos 

• Realizar o desenvolvimento e caracterizar os CLN incorporados com rapamicina; 

• Realizar a síntese do lipídio com o ácido fólico para utilizar no sistema; 

• Avaliar se a funcionalização com o ácido fólico foi eficaz por essas metodologias 

de espectrofotometria no UV-Vis, RMN e FTIR; 

• Validar metodologia analítica para quantificação de rapamicina por Cromatografia 

líquida de Alta Eficiência; 

• Verificar a eficiência da encapsulação da rapamicina nos CLNs;  

• Caracterizar os carreadores lipídicos nanoestruturados por determinação do 

tamanho, potencial zeta, eficiência de encapsulação, microscopia eletrônica de transmissão, 

análise de calorimetria exploratória diferencial e termogravimetria; 

• Realizar estudos de liberação in vitro da rapamicina a partir dos carreadores 

lipídicos nanoestruturados; 

• Avaliar a citotoxicidade e internalização in vitro dos carreadores lipídios 

nanoestrurados; 

• Avaliar a eficácia in vivo do sistema obtido em modelo de câncer de mama. 

4. Material e Métodos  

4.1. Material – Principais reagentes e matérias-primas 

Água ultrapura (tipo I); Ácido fólico (Sigma Aldrich®, USA); Brometo de Potássio 

(KBr) (Neon, São Paulo, Brasil); Cloreto de Sódio (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 

sódio dibasico anidro (Synth®, Brasil); Fostato de sódio monobásico (Synth®, Brasil); Lauril 

sulfato de sódio (Chem Impex, USA); Membrana de celulose (D9402-100FT, avg. flat width 

76mm/3in. (Sigma Aldrich®, USA); Metanol grau CLAE (J.T. Baker®, USA); Óleo de rícino 
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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 ácido cáprico/caprílico (Via Farma, 

Brasil); tween 80 (Synth®, Brasil);  ultrafiltros amicon 50.000 Da (Sigma Aldrich®, USA); 

Dulbecco's Modified Eagle (DMEM), Gibcotm; Mammary Epithelial Cell Growth Medium 

Bullet Kit (MEGM) Lonza. 

4.2 Principais equipamentos 

Agitador magnético com aquecimento (Fisatom, modelo 752ª); Amicon® Ultra-4 

Centrifugal Filter Units; Balança semi-analítica (Shimadzu, modelo AW220); Banho 

ultrassônico – Ultrassonic Cleaner (Unique); Citometro Attune® (Thermo Fisher Scientific)  

Cromatógrafo líquido de alta eficiência (Agilent®); Coluna C18-E (250 mm x 4.6mm 

5μm,Phenomenex, EUA); Cromatógrafo líquido de alta eficiência (Agilent®); Coluna C18-E 

(250 mm x 4.6mm 5μm,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 Vácuo (Edwards, Brasil); Microscópio eletrônico de 

transmissão JEOL JEM-100CX2; microplaca Thermo Multiskan EX; Microscópio Confocal 

(Zeiss LSM 800);  Nuclear Magnetic Resonance Bruker FOURIER 600 MHz (Bruker 

AVANCE III 600 MHz, Switzerland); pHmetro (Gehaka®, Brasil); Q700 Sonicator (Qsonica, 

Newtown, CT, USA); Rotaevaporador RV® digital (IKA®, Alemanha); Spectrafuge™ 16M 

Microcentrífuga (Labnet®, USA); Thermogravimetric Analyzer (TGA 4000, PerkinElmer); 

Zetasizer Nano NS Malvern Instruments (Malvern, UK).  

4.3 Métodos 

4.3.1 Funcionalização do ácido fólico com CLN 

O DSPE-PEG-ácido fólico foi obtido de acordo com metodologia descrita por GAO et 

al. (2013). Diluiu-se 16,7mg de ácido fólico em 2mL de dimetilsulfóxido (DMSO). 

Posteriormente, adicionou-se 66,7 mg de DSPE-PEG-NH2 (1,2desteroilfosfatidiletanolamina-

polietilenoglicol 2000-anima) e 333µL de piridina. Logo em seguida adicionou 21,7mg de 

diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) e a mistura foi incubada por 24 horas com agitação no 

escuro. Após este tempo, essa solução foi rotaevaporada por 30 minutos à temperatura de 

https://www.perkinelmer.com/lab-solutions/resources/docs/PRD_TGA_4000.pdf
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25ºC, para remover a pidirina e o filme formado foi hidratado com 16,7mL água. O produto 

foi dialisado com membrana de diálise de peso molecular 300.000 (MWCO) utilizando uma 

solução de cloreto de sódio 50mM e depois com água, respectivamente, conforme ilustra a 

Figura 3. Posteriormente, o composto purificado foi liofilizado. O lipídio funcionalizado 

(DSPE-PEG-AF) foi um constituinte da fase oleosa do CLN (GAO et al., 2013). 

Figura 3. Esquema representativo da síntese de funcionalização do lipídio DSPE-

PEG-NH2 juntamente com o ácido fólico, formando uma nova molécula sintetizada. 

 

Fonte: Gao, 2013 

4.3.2. Espectrofotometria no ultravioleta visível (UV-vis) para identificação da 

ligação do ácido fólico com o lipídio DSPE-PEG-NH2  

A reação de funcionalização do DSPE-PEG-NH2 com ácido fólico (AF) foi 

confirmada por espectrofotometria no ultravioleta visível. As análises de UV-vis foram 

analisadas ao longo da purificação da síntese, sendo realizadas leituras do sobrenadante do 

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

4.3.3. Espectroscopia vibracional na região do infravermelho para identificação 

da funcionalização com ácido fólico no CLN 

Para as análises de infravermelho, foi utilizado um espectrômetro Perkin Elmer 

modelo Spectrum 2000, realizando as análises na região de 4000 a 370 cm-1 e resolução de 1 

cm-1. As amostras de ácido fólico, DSPE-PEG-NH2, e DSPEPEG-AF foram diluídas com KBr 

e preparadas na forma de pastilha, utilizando-se uma proporção 3:1 (KBr:DSPE-PEG-NH2; 

KBr:AF; KBr:DSPE-PEG-AF). 
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4.3.4. Ressonância Magnética Nuclear (RMN) para detectar a funcionalização 

com ácido fólico no CLN 

As analises foram realizadas em um espectro de ressonância magnética nuclear de 1H 

obtido em um espectrômetro Brucker–Advance DRX600, operando em 600 MHz. As 

amostras de ácido fólico, DSPE-PEG-NH2, e DSPE-PEG-AF foram preparadas em solvente 

deuterado DMSO-d6 (Sigma Aldrich). 

4.3.5.  Desenvolvimento do carreador lipídico nanoestruturado (CLN)  

Os CLN foram desenvolvidos segundo Sato et al. (2017a), com adaptações, sendo 

constituídos de 0,88% p/v de óleo de rícino hidrogenado etoxilado 40OE (OE), 2,05% p/v de 

triglicérides do ácido cáprico/caprílico (TGACC), 2,07% p/v de estearato de polioxietileno 40 

(EP), 5% DSPE-PEG-NH2 m/m (1,2-desteroilfosfatidiletanolamina-polietilenoglicol 2000-

amina) (ou DSPE-PEG-ácido fólico, sintetizado previamente, no caso do preparo de CLN 

funcionalizado), na fase lipídica, 3,5% m/m de poloxamer 407 (P-407) e água ultrapurificada 

p/v qsp, na fase aquosa.  

As duas fases (aquosa e lipídica) foram pesadas em béqueres separados. A fase aquosa 

contendo tensoativo, foi aquecida a 70 ºC e a fase lipídica a 65 ºC. Desta forma, verteu-se a 

fase aquosa sobre a oleosa em agitação magnética constante, originando uma pré-emulsão. A 

pré-emulsão 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 sonicação ocorreu em banho 

de gelo para a cristalização lipídica e a formação dos CLN. Mais tarde, os CLN foram 

centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos para eliminar resíduos de titânio desprendidos da 

haste durante o processo de sonicação (AGAYAN et al., 2004), e posteriormente 

acondicionados em frascos âmbares e mantidos em 4C ± 2 °C. 

4.3.6.  Incorporação da rapamicina no CLN 

A rapamicina (RAP) foi incorporada tanto no CLN funcionalizado com ácido fólico 

quanto no CLN não funcionalizado. A incorporação da RAP no CLN aconteceu da seguinte 

forma: a RAP foi adicionada na fase lipídica a uma concentração de 1%, 3% e 5% (m/v) e a 

fase aquosa foi vertida na fase lipídica fundida sob agitação, originando uma pré-emulsão e 
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posteriormente submetida à sonicação, como já descrito anteriormente (LIMA et al., 2013; 

SIMAMORA, 2001a). 

4.4. Caracterização físico-química dos CLN  

4.4.1. Determinação do diâmetro hidrodinâmico médio (Z-Ave) e do potencial 

zeta  

O diâmetro hidrodinâmico médio e o potencial zeta foram determinados pela técnica 

de correlação de fótons (conhecida como quasi-elastic light scattering) e mobilidade 

eletroforética das nanopartículas, respectivamente, empregando o equipamento Zetasizer 

Nano NS (Malvern Instruments, Malvern, UK). As análises foram realizadas em temperatura 

ambiente e as amostras diluídas em água 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 diâmetro e de potencial zeta, calculando a média e o 

desvio padrão entre cada análise. As formulações foram analisadas nos tempos de 1, 7, 15, 30, 

45, 60 e 90 dias para avaliar a estabilidade das formulações (NEMEN, 2011). 

4.4.2.  Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

As fotomicrografias foram registradas em diferentes amplificações utilizando um 

microscópio eletrônico de transmissão JEOL JEM-100CX2, operando a uma voltagem de 

aceleração de 200 kV. As amostras do CLN funcionalizado ou não acrescidas de RAP foram 

depositadas sobre grids de cobre revestidas com uma fina camada de carbono (Cu grid 200 

mesh), que posteriormente foram secas à pressão atmosférica e temperatura ambiente. Os 

diâmetros foram determinados pela média de no mínimo 100 partículas de uma micrografia 

representativa. 

4.4.3. Calorimetria exploratória diferencial (DSC) 

Todas as matérias-primas utilizadas para o preparo dos CLN, assim como as 

formulações, foram analisadas por DSC (DSC-TA Instruments, modelo DSC Q10), para 

verificar informações estruturais das partículas, uma vez que as alterações estruturais são 

acompanhadas de trocas de calor, nas temperaturas de 0 a 900 ºC, com aquecimento de 10 

ºC/min sob atmosfera de nitrogênio, a um fluxo de 50 mL/min. Para isso, utilizou-se cerca de 

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

A técnica de TG foi utilizada para verificar a estabilidade térmica dos materiais para 

preparar os CLN e as formulações 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 ºC com uma taxa de 5 ºC/min sob fluxo de nitrogênio 

de 100 mL/min. 

4.4.5. Validação analítica para quantificação da rapamicina por CLAE 

O método analítico foi desenvolvido mediante adaptação da metodologia de Bougueon 

et al. (2016), utilizando uma coluna C18, volume de injeção de 20µL e a fase móvel 

constituída de metanol e água (80:20 v/v, 40 ±0,5 °C, detector de 277nm). Foram 

determinados parâmetros como linearidade, precisão, seletividade, exatidão, especificidade, 

limite de detecção e limite de quantificação e robustez (ANVISA, 2017; BOUGUÉON et al., 

2016; ELOY et al., 2016b; LIMA et al., 2013).  

4.4.5.1. Linearidade  

A linearidade foi obtida como uma média de três curvas analíticas, expressas em área 

do pico versus a concentração de fármaco, obtendo o coeficiente de correlação (r2). Foram 

testados oito pontos com as concentrações do fármaco (1, 2.5, 5, 10, 30, 50, 70 e 100 μg/mL).  

4.4.5.2. Precisão  

Realizou-se a precisão de duas maneiras: a intracorrida, indicada pela repetibilidade do 

método, sendo injetadas seis vezes as amostras na concentração de 50 μg/mL, no mesmo dia e 

nas mesmas condições de trabalho, e a precisão intermediária, realizada por analista diferente, 

sendo também injetadas seis vezes as amostras, sob as mesmas condições experimentais. 

4.4.5.3. Exatidão/Recuperação 

A exatidão foi estabelecida a partir de uma solução estoque de RAP, diluída em fase 

móvel, obtendo as concentrações 5, 50, 100 μg/mL (baixa, média e alta, respectivamente). 

Foram injetadas cinco vezes cada concentração de amostra e a exatidão foi calculada por meio 

da equação 1. 
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                                                                            Equação 1 

 

em que: CO é a concentração teórica e C é a concentração média determinada 

experimentalmente. 

4.4.5.4. Especificidade/Seletividade  

A especificidade e seletividade garantem ao método analítico que não ocorra 

interferentes na análise cromatográfica, permitindo a quantificação do fármaco sem que 

constituintes da formulação e da fase móvel coeluam no pico cromatográfico do fármaco. A 

concentração de fármaco injetada foi de 100 μg/mL e as amostras de CLN-AF livre, metanol, 

água, foram filtradas, injetadas e analisadas em triplicata. 

4.4.5.5. Limite de detecção (LD) e de quantificação (LQ) 

Esses parâmetros foram determinados utilizando solução de fármaco em três 

concentrações, baixa, média e alta, 1, 2.5 e 5 μg/mL, respectivamente. As áreas foram 

calculadas em triplicata seguindo as equações 2 e 3. 

                                                                                                      Equação 2 

 

                                                                                                                    Equação 3 

em que: LD= limite de detecção, DPa = desvio padrão do intercepto com o eixo do y, IC = 

inclinação da curva de calibração e LQ=limite de quantificação. 

4.4.5.6. Robustez  

Para verificar se o método é robusto, foi verificada a estabilidade da solução analítica 

de RAP 150 μg/mL, CLN e CLN-AF incorporado 50 e 100 μg/mL, a fim de verificar a 

estabilidade por 24, 48, 72 e 96h, alterando alguns parâmetros analíticos tais como: 

comprimento de onda de 276 e 278, fluxo da fase móvel 0.90 e 1.1 mL/min., concentração da 

fase móvel (metanol : água nas proporções 79:21 e 81:19) e temperatura de 39°C e 40°C. 
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4.4.6. Eficiência de Encapsulação (EE%) da rapamicina 

As análises de %EE do CLN foram realizadas conforme Fachinetti et al. (2018), com 

algumas modificações. Para realizar a %EE foi utilizada a ultra-filtracão empregando 

ultrafiltros amicon 50.000 Da, centrifugados por 3600 rpm por 15 min., com a intenção de 

separar o fármaco não encapsulado, do CLN. As amostras foram quantificadas por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) conforme método analítico anteriormente 

validado. Os cálculos da eficiência de encapsulação (EE %) foram realizados segundo a 

equação 4: 

Equação 4 

4.5. Estudos de liberação in vitro do fármaco 

4.5.1 Avaliação da solubilidade da rapamicina 

A determinação da solubilidade da rapamicina foi realizada empregando método de 

equilíbrio (BOUGUÉON et al., 2016; SIMAMORA, 2001b) em tampão fosfato pH 7,4 

contendo lauril sulfato de sódio (tensoativo) nas concentrações de 0,2%; 0,5%; 1,0%.    

Adicionou-se a rapamicina em excesso nas diferentes soluções, para garantir a 

saturação, e as mesmas foram mantidas sob agitação em um homogeneizador por 72h. As 

amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 5 minutos, e o sobrenadante foi filtrado e 

quantificado por CLAE.  

 A concentração de fármaco foi quantificada a partir das curvas analíticas previamente 

validadas.   

4.5.2. Ensaio de liberação in vitro da rapamicina em carreadores lipídicos 

nanoestruturados  

O estudo in vitro do perfil de liberação, visando avaliar a quantidade de fármaco 

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 diálise (D9402-

100FT, avg. flat width 76mm/3in. Sigma Aldrich®, com auxílio de aparato 1 (cesto) do 

dissolutor (SR8PLUS, Hanson), na temperatura de 37 ± 0,5°C em meio de dissolução tampão 

fosfato, pH 7,4, acrescido de 1,0 % (v/v) de lauril sulfato de sódio para manter as sink 
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conditions com agitação 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 expressão de receptor de folato) 

(SONVICO et al., 2005), a linhagem tumoral de câncer de pulmão (LEWIS) e a linhagem 

humana não 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 

antibiótico/solução antimicótica, a 37ºC e incubadas com 5% de CO2. Após atingir 90% de 

confluência, as células foram tripsinizadas e transferidas para placas de 96 poços (2,5 x 105 

células/mL) e incubadas por 24 horas a 37ºC. Após a remoção completa do meio de cultura, 

os poços foram lavados com PBS, pH 7,4, e os grupos experimentais diluídos em meio de 

cultura (rapamicina livre, CLN-AF, CLN-AF-RAP) foram aplicados às placas, as quais foram 

incubadas novamente a 37ºC por 24h.  

Após a incubação, lavou-se os poços com PBS e a solução de resazurina (7-hidroxi-

3H-fenoxazin-3-ona 10-óxido) foi adicionada e incubada por 4 horas a 37°C. A absorbância 

foi lida a 540 nm em um fotômetro de microplaca Thermo Multiskan EX. A concentração 

resultante de 50% de morte celular (IC50) foi calculada usando curvas de viabilidade celular e 

os 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. 
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4.7. Avaliação da internalização celular do CLN incorporado com rapamicina 

funcionalizado com ácido fólico por meio de citometria de fluxo (CF)  

Para citometria de fluxo, CLN funcionalizado com ácido fólico contendo 0,5% molar 

de DiO (3,3-dioctadeciloxacarbocianina perclorato), um corante fluorescente de camadas 

lipídicas, foi preparado. A avaliação foi realizada em células LEWIS, MCF-7 e MCF-10A. 

Para este estudo, foi necessário o crescimento das células (2,5x105) em placas de 24 poços por 

24h, após a incubação as formulações foram incubadas por 6h e 24h. Após lavagem com PBS, 

os poços foram tripinizados, o meio completo foi adicionado, centrifugado e ressuspenso com 

meio, sendo as amostras analisadas no citômetro de fluxo FACSCanto I, comλexc = 488 nm, 

= em = 530/30 nm para Dio e λexc = 588 nm e Λem = 670 para iodeto de propídio (DAL 

MAGRO et al., 2018; ELOY et al., 2017b). 

 

4.8. Avaliação da internalização celular de CLN incorporado com rapamicina 

funcionalizado com ácido fólico através da técnica de microscopia confocal 

O ensaio de internalização 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 (ELOY 

et al., 2017). Para este estudo, foram utilizadas as linhagens LEWIS, MCF-7 e MCF-10A. As 

células foram cultivadas em lâminas de vidro com DMEM e MEBMTM suplementado com o 

kit, contendo 1x106 cel/mL em placas de 6 poços, incubadas por 24 horas a 37 ° C com 5% de 

CO2. Sequencialmente, as células foram lavadas com PBS e as formulações foram incorporadas 

e incubadas novamente por 24 horas. Após o tratamento, as formulações foram removidas e as 

células foram lavadas e fixadas com paraformaldeído (1%) e incubadas a 4 °C. Finalmente, eles 

foram lavados novamente com PBS e antes de adicionar as lamínulas, 1µL de DAPI (4', 6-

Diamidino-2-Fenilindol, Dicloridrato) foi adicionado para marcar o núcleo, Empreou-se na 

análise microscópio usando λexc = 405 nm, λem = 413-472 nm (DAPI) e λexc = 488 nm, λem 

= 503-588 nm (Dio). 

4.9. Metodo alternativo usando C. elegans 

O estudo deste método alternativo usando C. elegans foi realizado durante estágio 

sanduíche no período de 30/11/2019 a 01/12/2020, na Universidade de Navarra, Espanha, sob 
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supervisão do Prof. Dr. Juan Manuel Irache Garreta. Este método visa verificar toxicidade do 

sistema, diminuição de gordura, mostrando eficácia do fármaco e verificar o tempo de vida 

útil 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 

nematóides. Todos os experimentos foram realizados em vermes cultivados e mantidos em 

meio de crescimento de nematóides (NGM) sem glicose a 20 ° C (BRENNER et al., 1974). A 

Figura 5 mostra um C. elegans no estágio L4.  

 

Figura 5. C. elegans corado com vermelho do Nilo no estágio L4. 

 

 

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

Os experimentos foram realizados em triplicata em placas de 6 poços contendo 4 mL 

de NGM por poço. Como controle positivo, utilizamos o orlistat (6 μg/mL) para verificar a 

redução da gordura (MARTORELL et al., 2012; OLSEN, 2011). As concentrações testadas 

de rapamicina (RAP) foram 150, 75 e 37,5 µM, as quais foram dissolvidas em DMSO. As 

nanopartículas foram adicionadas às placas contendo uma concentração de 75 µM de 

rapamicina. Após adição de CLN-AF-RAP e CLN-AF, as placas foram solidificadas e secas 

por dois dias em ambiente escuro para protegê-las da oxidação leve. As placas foram 

solidificadas e após dois dias, 100 µL de suspensão de E. coli OP50 foram adicionados a cada 

poço. Todos os vermes foram sincronizados e os ovos foram obtidos em meio M9 

(STIERNAGLE et al., 1999). Cerca de 300 a 500 larvas em estágio L1 e L2 foram 
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adicionadas às placas, e essas placas foram incubadas por 46 horas a 20 °C até que as larvas 

atingissem o estágio L4 (LUCIO et al., 2017; PINO et al., 2013). 

4.9.3. Quantificação do teor de gordura 

Para quantificar os níveis 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 solução salina tamponada com fosfato com 0,01% de triton-x (PBST) e lavados duas 

vezes com PBST. Em seguida, para interromper a atividade faríngea, os vermes foram 

deixados por 15 minutos em gelo e fixados em isopropanol 40%, foram adicionados 150 μL 

de vermelho do Nilo para corar os vermes por 30 minutos na incubadora a 20 °C. Por fim, os 

vermes foram lavados novamente com PBST e fixados em lâminas de agarose 2% para 

visualização em microscópio de fluorescência. As lâminas dos vermes foram submetidas a um 

microscópio de fluorescência com ampliação de 80x no SMZ18 da Nikon (Nikon Instruments 

Inc., Japão) contendo um sistema de epi-fluorescência, um filtro GFP (Ex 480-500; DM 505; 

BA 535-550) e um digital câmera anexada. As imagens foram obtidas a partir de uma 

triplicata de experimentos, todos nas mesmas condições. Os controles utilizados foram vermes 

não tratados (denominados NGM) e o controle positivo tratado com Orlistat, onde foram 

calculadas as porcentagens de redução de gordura (PINO et al., 2013). 

4.9.4. Tempo de vida 

O efeito da administração das nanopartículas na vida útil 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 número de vermes 

vivos foi contado diariamente e os vermes mortos foram removidos das placas para facilitar a 

contagem. O experimento teve duração de 26 dias. 

 

 

 

4.10. Modelo xenográfico de atividade antitumoral in vivo 
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Para comprovar a ação terapêutica do CLN-AF incorporados com rapamicina e 

funcionalizado com ácido fólico (CLN-AF-RAP), tumores subcutâneos com células de 4T1 

(células cancerosas de mama de camundongos) foram desenvolvidos em camundongos Swiss, 

após aprovação do experimento pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Araraquara - UNESP (protocolo número 26/2020). 

Quando os tumores atingiram aproximadamente 100mm3 (após 10 dias da inoculação), 

os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos diferentes, contendo 6 animais por 

grupo, sendo: grupo negativo (administração de solução PBS), controle positivo 

(administração de Taxol®), Rap livre (administração de solução de rapamicina livre), CLN-

AF e CLN-AF-RAP. A solução de rapamicina livre continha 4% de etanol, 5,2% de tween 80 

e 5,2% de PEG400 em solução salina (CHEN et al., 2013a). 

Os animais foram tratados com administração intraperitoneal (IP) e intravenosa (IV) 

de 0,2 mL de solução de rapamicina livre e CLN-AF-RAP contendo dose de rapamicina de 15 

mg/kg a cada três dias, sendo o controle negativo tratado com 0,2 mL de solução 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 paquímetro. O volume do tumor foi 

calculado da seguinte forma: V = (hb)2/2 (onde hb são indicados pela altura e base do tumor). 

Após a conclusão do estudo, os tumores foram removidos e submetidos à análise histológica 

(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 após tratamento com rapamicina 

Após 24 horas do último tratamento Ip e IV, os animais de todos os grupos foram 

sacrificados e os principais órgãos foram coletados para exame histológico. Os rins, fígado, 

pulmões e tumor foram excisados e fixados em formaldeído 3,7 - 4% p / v tamponado a pH = 

7 e estabilizado com metanol para diagnóstico clínico (Applichem) durante a noite antes de 

preservar em etanol 70%. Amostras de órgãos de tamanho apropriado foram então embebidas 

em parafina, cortadas em fatias de tecido com 5 µm de espessura em lâminas de vidro e 

coradas com hematoxilina e eosina (H&E). Os tecidos corados com H&E foram então 

estudados ao microscópio para alterações histológicas (DHANDHUKIA et al., 2017). 



 

 

 

49 
 
 

 

4.11. Análises estatísticas 

Os dados estatísticos foram tratados segundo o software GraphPad Prisma, versão 

5.01, e foi analisado por ANOVA com pós-teste de Turkey. Os valores foram considerados 

estatisticamente significativos para p < 0,05. 

5.12. Histologia  

Cortes histológicos evidenciam a presença de células compatíveis com malignidade 

(cartilagem e tecido adiposo) nos pulmões para os grupos controle negativo e tratados com 

rapamicina. Já para os demais grupos (Taxol®, CLN-AF-RAP e CLN-AF) nenhuma alteração 

foi observada. No fígado e nos rins foram observados tecido hepático com sinais de 

normalidade e vasos congestos, ductos proximais e distais normais, cápsula de Bowman 

integra, ausência de áreas de necrose ou hemorragia, para todos os grupos. 

Nos tumores do grupo controle foram observados 30 a 50% de área tumoral necrótico, 

invasão de tecido adiposo, neural, muscular e linfovascular, com índice mitótico de 8,3 

(média da contágem de 10 campos de 400x). Já no grupo com rapamicina observou-se mais 

de 50% de área tumoral necrótica, invasão de tecido adiposo, neural, muscular e linfovascular, 

com índice mitótico de 0,7 (média da contagem de 10 campos de 400x). Por fim, o grupo com 

CLN-AF apresentou menos de 15% da área tumoral necrótica, ausência de invasão de tecido 

adiposo, mas presença de invasão muscular, neural e linfovascular, com índice mitótico de 5,1 

(média da contagem de 10 campos de 400x). Para os outros grupos experimentais, não se 

observou tumor aparente e desta forma não foram realizadas as análises, 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 regressão 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 câncer 

de mama, não se mostrou tão eficaz quanto o sistema desenvolvido.  

As células 4T1 são facilmente manipuláveis e podem ser muito invasivas, formando 

metástases espontâneas a partir do tumor primário, podendo espalhar para sítios distantes, 

como fígado e pulmão, de modo semelhante ao que ocorre em humanos (PULASKI; 

OSTRAND‐ROSENBERG, 2000).  
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Por este motivo retiramos esses órgãos e realizamos as análises histológicas, podendo 

observar mais uma vez que o CLN-AF-RAP não apresentou nenhuma alteração nesses órgãos, 

sugerindo que o carreador chegou até as células cancerígenas, regrediu o tumor e não houve 

metástase nos animais estudados. 
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Figura 6. Análise dos órgãos de camundongos Swiss com tumor de 4T1 com tratamentos de solução salina, rapamicina, Taxol®, CLN-AF, CLN-

AF-RAP. 
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6. Conclusões 

Os resultados obtidos indicaram que ocorreu a formação do lipídio funcionalizado e a 

metodologia utilizada para obtenção dos CLN se mostrou adequada, possibilitando o 

desenvolvimento de seis formulações.  

As formulações funcionalizadas e acrescidas de fármaco (CLN-AF, CLN-AF-RAP1%, 

CLN-AF-RAP3%, CLN-AF-RAP5%) analisadas por DLS apresentaram tamanho, índice de 

polidispersidade e potencial zeta dentro dos limites toleráveis para nanopartículas.   

As imagens de microscopia eletrônica de transmissão mostraram que os CLN 

funcionalizados ou não apresentaram morfologia esférica e em escala nanométrica.  

As curvas de calorimetria exploratória diferencial dos componentes utilizados na 

formulação apresentaram picos de temperaturas de fusão como os esperados e condizentes 

com a literatura.  

Análise termogravimétrica mostrou uma degradação térmica entre 300 e 400 ºC, 

indicando que a formulação mais termicamente estável foi a CLN-AF-RAP5%. 

A validação do método analítico para a rapamicina seguiu as normativas da RDC 

66/2017 da ANVISA e ICH, sendo possível o desenvolvimento do método analítico 

satisfatório. 

O ensaio de eficiência de encapsulação evidenciou alta porcentagem de encapsulação 

(95%), independente das formulações avaliadas. 

Os CLN promoveram um controle eficiente das taxas de liberação do fármaco, 

seguindo modelo de Korsmeyer-Peppas e Weibull.  

Desta forma, o sistema que melhor se destacou em toda a caracterização 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 não foram tóxicos para 

as células e quando encapsulados com a rapamicina apresentaram IC50 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 já os tratados com CLN-AF-RAP viveram cerca de 25 dias.  

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

celular das formulações nas linhagens testadas e o experimento in vivo sugere diminuição do 
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tumor, evidenciando a eficácia do sistema e potencial aplicação no tratamento do câncer de 

mama. 

Sendo assim, o presente trabalho mostra que os carreadores lipídicos nanoestruturados 

e encapsulado com rapamicina e funcionalizados com ácido fólico, podem ser muito 

promissores para o tratamento de câncer de mama. 
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