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RESUMO

O céncer de prostata (CP) € a neoplasia maligna urolégica mais comum e a segunda principal
causa de mortalidade de homens associada ao cancer no mundo. O tratamento € iniciado por
meio de intervencBes cirlrgicas que abrangem a prostatectomia radical, tratamentos
radioterapicos, terapias envolvendo privacdo androgénica e as imunoterapias. A quimioterapia
também é bastante utilizada e recentes estudos demonstraram um controle notavel do
crescimento do CP utilizando docetaxel (DTX). No entanto, o DTX apresenta efeitos colaterais
associados a toxicidade, tanto do farmaco como da formulagdo, Taxotere®. Em consequéncia
disso, o desenvolvimento de sistemas nanotecnoldgicos de liberacdo de farmacos, como
lipossomas, tem sido promissor para o tratamento do CP, em virtude das multiplas
caracteristicas favoraveis desses nanosistemas, como biocompatibilidade e biodegradabilidade.
Uma abordagem atrativa € a modificacdo superficial dos lipossomas com ligantes especificos
dos receptores regulados nas superficies de células tumorais, como os receptores de transferrina,
que podem ser superexpressos em células tumorais de prostata. O atual trabalho visou
desenvolver, caracterizar e avaliar a citotoxicidade in vitro de lipossomas funcionalizados com
transferrina para veiculacdo do DTX no tratamento do CP. Os lipossomas foram obtidos por
meio da técnica classica da hidratagcdo do filme lipidico e foram constituidos pela mistura de
fosfatidilcolina de soja (SPC): colesterol (Col) : DSPE-PEG (2000)-Maleimida e
SPC:Col:DSPE-PEG (2000)-Maleimida:DTX, nas proporcdes molares 10:2:0.78 e
10:2:0.78:0.52, respectivamente. As caracteriza¢Oes foram realizadas a partir das formulagdes
vazias e com DTX antes e apds o processo de funcionalizacdo. Foram realizadas analises do
didmetro médio da particula, indice de polidispersidade (IPD) e potencial zeta (PZ) empregando
0 equipamento Dinamic Light Scattering (DLS) e analise morfoldgica por microscopia
eletronica de transmissdo (MET). Os valores do diametro médio obtidos se mantiveram
menores que 100nm, o IPD em 0,400 e o PZ entre -23,06 a -21,2mV. Por meio da MET foi
possivel comprovar a morfologia esférica da vesicula, corroborando o tamanho obtido pela
técnica de DLS. Foram realizadas analises da concentracdo por Andlise de Rastreamento de
Nanoparticulas (NTA). O processo de funcionalizacdo foi obtido com sucesso e as estruturas
primarias, secundarias e terciarias da transferrina avaliadas por SDS-PAGE, dicroismo circular
e por espectroscopia de fluorescéncia confirmaram que o processo néo alterou a sua integridade.
A eficiéncia de funcionalizacdo foi de 31% avaliada pelo ensaio BCA. Para avaliar a eficiéncia
de encapsulacéo e a liberagdo do DTX a metodologia analitica foi validada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Verificou-se que 69 e 37% de DTX estava encapsulado nos
lipossomas sem e com funcionalizacdo, respectivamente. O ensaio de liberacéo foi realizado
em PBS pH 7,4 com 1,25% de lauril sulfato de sddio utilizando membranas de dialise de
celulose de peso molecular 12-14kDa para o farmaco livre, sistemas funcionalizados (B) e ndo
funcionalizados (D) contendo docetaxel. A difusdo do farmaco livre através da membrana foi
superior a 60% apos 72 horas de estudo, demonstrando que a liberacdo do DTX ndo foi limitada
pela membrana de dialise. No caso dos lipossomas, a liberacdo de DTX foi de 51,70% e 31,97%
para os lipossomas nao funcionalizados e funcionalizados, respectivamente. Os ensaios de
citotoxicidade in vitro e uptake celular em linhagens PC-3 e PNT2 sugerem que 0s lipossomas
vazios e vazios funcionalizados ndo sao toxicos as linhagens testadas; no entanto, os lipossomas
carregados com DTX apresentaram elevada toxicidade em ambas as linhagens. Através do
ensaio de microscopia confocal e citometria de fluxo foi possivel comprovar que os lipossomas
funcionalizados apresentaram uptake pronunciado em linhagem PC3. Pode-se comprovar
também a interacdo desses sistemas com os TfR’s superexpressos na superficie celular através
da QCM-D. Os resultados obtidos evidenciam que os lipossomas funcionalizados com
transferrina sdo uma estratégia promissora para entrega de docetaxel, porém estudos adicionais
em modelo celular tridimensional e in vivo s&o necessarios.

Palavras-chave: Lipossomas; Funcionaliza¢do; Docetaxel; Cancer de Prdstata.



ABSTRACT

Prostate cancer (PC) is the most common urological malignancy and the second leading cause
of cancer-related mortality in men worldwide. Treatment is initiated through surgical
interventions that include radical prostatectomy, radiotherapy treatments, androgen deprivation
therapies and immunotherapies. Chemotherapy is also widely used and recent studies have
shown remarkable control of CP growth using docetaxel (DTX). However, DTX has side
effects associated with the toxicity of both the drug and the formulation Taxotere®. As a result,
the development of nanotechnological drug delivery systems, such as liposomes, has been
promising for the treatment of CP, due to the multiple favorable characteristics of these
nanosystems, such as biocompatibility and biodegradability. An attractive approach is the
superficial modification of liposomes with receptor-specific ligands regulated on tumor cell
surfaces, such as transferrin receptors, which can be overexpressed in prostate tumor cells. The
present work aimed to develop, characterize and evaluate the in vitro cytotoxicity of transferrin-
functionalized liposomes for DT X delivery in the treatment of CP. The liposomes were obtained
by the classical technique of hydration of the lipid film and consisted of soybean
phosphatidylcholine (SPC): cholesterol (Col): DSPE-PEG (2000) -Maleimide and SPC: Col:
DSPE-PEG (2000) mixture. ) -Maleimide: DTX, in the molar ratios 10: 2: 0.78 and 10: 2: 0.78:
0.52, respectively. The characterizations were performed from the empty formulations and with
DTX before and after the functionalization process. Particle average diameter, polydispersity
index (IPD) and zeta potential (PZ) analyzes were performed using the Dinamic Light
Scattering (DLS) and morphological analysis by transmission electron microscopy (MET). The
average diameter values obtained remained below 100nm, the IPD at 0.400 and the PZ between
-23.06 to -21.2mV. Through MET it was possible to prove the spherical morphology of the gall
bladder, corroborating the size obtained by the DLS technique. Concentration analyzes were
performed by Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). The functionalization process was
successfully obtained and the primary, secondary and tertiary transferrin structures evaluated
by SDS-PAGE, circular dichroism and fluorescence spectroscopy confirmed that the process
did not alter its integrity. Functionalization efficiency was 31% evaluated by the BCA assay.
To evaluate the encapsulation efficiency and DTX release the analytical methodology was
validated by high performance liquid chromatography. 69 and 37% of DTX were found to be
encapsulated in liposomes without and with functionalization, respectively. The release assay
was performed in PBS pH 7.4 with 1.25% sodium lauryl sulfate using 12-14kDa molecular
weight cellulose dialysis membranes for free drug, functionalized (B) and non-functionalized
(D) systems. containing docetaxel. Free drug diffusion across the membrane was greater than
60% after 72 hours of study, demonstrating that DTX release was not limited by the dialysis
membrane. In the case of liposomes, DTX release was 51.70% and 31.97% for non-
functionalized and functionalized liposomes, respectively. In vitro cytotoxicity and cell uptake
assays in PC-3 and PNT2 strains suggest that empty and functionalized empty liposomes are
not toxic to the strains tested; however, DTX-loaded liposomes showed high toxicity in both
strains. Through the confocal microscopy and flow cytometry assay it was possible to prove
that the functionalized liposomes presented pronounced uptake in PC3 strain. The interaction
of these systems with the overexpressed TfRs on the cell surface through QCM-D can also be
proven. The results obtained show that transferrin-functionalized liposomes are a promising
strategy for the delivery of docetaxel, however additional studies in three-dimensional and in
vivo cell models are necessary.

Keywords: Liposomes; Functionalization; Docetaxel; Prostate cancer.
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(LipTF) corados com DiO (verde). Os nlcleos das células foram marcados com DAPI



Figura 30. Avaliacdo do uptake celular por microscopia confocal da linhagem PNT2 ap6s 2
horas de tratamento com lipossomas (Lip) e lipossomas funcionalizados com transferrina

(LipTF) corados com DiO (verde). Os nucleos das células foram marcados com DAPI

Figura 31. Avaliacdo do uptake celular por microscopia confocal da linhagem PNT2 apo6s 4
horas de tratamento com lipossomas (Lip) e lipossomas funcionalizados com transferrina

(LipTF) corados com DiO (verde). Os nucleos das células foram marcados com DAPI (azul)

Figura 32. Avaliacdo do uptake celular por microscopia confocal da linhagem PNT2 ap0s 24
horas de tratamento com lipossomas (Lip) e lipossomas funcionalizados com transferrina

(LipTF) corados com DiO (verde). Os nucleos das células foram marcados com DAPI

Figura 33. Avaliacdo do uptake celular por citometria de fluxo da linhagem PC3 apos 2, 4 e 24

horas. Grupo controle, lipossomas (Lip) e lipossomas funcionalizados com transferrina

Figura 34. Avaliacdo do uptake celular por citometria de fluxo da linhagem PNT2 apos 2, 4 e
24 horas. Grupo controle, lipossomas (Lip) e lipossomas funcionalizados com transferrina
(1 ) TSSOSO 92

Figura 35. Representacdo dos resultados da QCM-D para a perfusdo de PC3 em um sensor

Figura 36: Representacdo dos resultados da QCM-D durante a perfusdo de lipossomas (seta

laranja) nas células PC3  depositadas em um  sensor revestido a

Figura 37: Micrografia representativa obtida por microscopia éptica (10X) da superficie de um

sensor revestido a ouro apés a perfusdo de lipossomas através da camada de células

Figura 38: Micrografia representativa obtida por microscopia optica (10X) da superficie de um

sensor revestido com ouro tratado com PLL apds a perfusdo de ceélulas

Figura 39: Representacdo dos resultados da QCM-D ap6s a perfusdo de lipossomas néo
funcionalizados (seta laranja) nas células PC3 introduzidas e perfundidas (seta verde) através
de cristais revestidos a ouro incubados com PLL (a esquerda) e um cristal revestido a ouro sem
o I I (o [T €T ) OSSOSO RTPRSPRN 96



Figura 40: Representa¢ao dos resultados da QCM-D apos a perfusdo de lipossomas (seta
laranja) e de células PC3 (seta verde). A perfusdo de lipossomas nao funcionalizados (A) levou

a um aumento na dissipag@o e na diminuicao da frequéncia quase revertida apds a perfusao de

Figura 41: Micrografias representativas obtidas por microscopia Optica (10x) da superficie dos

sensores ap6és a perfusdo de  lipossomas  funcionalizados em  células
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1.INTRODUCAO
1.1. Cancer de prostata

O céncer de prostata é a neoplasia maligna urolégica mais comum e a segunda
principal causa de mortalidade de homens associada ao cancer no mundo (MORI et al., 2007;
GUO et al., 2016). Na ultima estimativa mundial, foram registrados aproximadamente 1,3
milhdo de novos casos por ano e 360 mil mortes para o cancer de préstata, sendo que paises
como Austréalia, Nova Zelandia e paises do Norte e Oeste Europeu, e América do Norte
possuem as maiores taxas de incidéncia (IARC, 2018).

No Brasil, sua incidéncia estd abaixo apenas do cancer de pele ndo-melanoma.
Segundo o Instituto Nacional de Céncer no ultimo ano, a estimativa de cancer de prostata seria
de 68.220 mil novos casos entre 2018 e 2019 no Brasil. Além disso, vale ressaltar que as regides
do pais com maiores indices s@o as regides sul, sudeste e centro-oeste, sendo respectivamente
96,85; 69,83 e 66,75 a cada 100 mil homens (INCA, 2018)

1.1.1. Biologia do cancer de proéstata

A prostata humana é uma glandula localizada entre a bexiga e o reto, originada de
células epiteliais endodérmicas e mesodérmicas. O papel fundamental da prostata € produzir o
liquido prostatico, o qual protege os espermatozoides, possibilitando a reproducéo e fecundacéo
(INCA, 2018). O desenvolvimento e manutencéo de suas func¢des sdo regulados por um sistema
complexo envolvendo células, horménios, receptores, genes e proteinas (CARRION-SALIP et
al., 2012).

Os hormoénios androgénicos sdo 0s principais responsaveis pela homeostase da
prostata normal ao regular a expressdao de genes especificos, entretanto exercem funcéo
importante no processo inicial de formacdo e manutencdo do tumor de préstata (RAMIREZ-
BALDERRAMA et al., 2013).

Neste sentindo, o surgimento do cancer de prostata esta relacionado a diversos fatores,
o envelhecimento é apontado como principal fator de risco para o surgimento do cancer de
prostata, pois a medida que o individuo atinge uma certa idade (~ 70 anos) ocorre aumento do
tamanho da prostata. No entanto, homens na faixa dos 30 e 40 anos podem apresentar sintomas
(MAITLAND, 2013). Os demais fatores de risco sdo a origem étnica e heranca genética e
fatores extrinsecos relacionados a dieta, consumo de alcool, tabagismo, exposicdo a radiagdo
ultravioleta (UV) e doencas sexualmente transmissiveis (SIEGEL et al.,, 2015;
KRIZHANOVSKY et al., 2008).
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O céncer de préstata € uma doenca heterogénea devido a complexidade de suas
caracteristicas bioldgicas, hormonais e moleculares, as quais possibilitam o processo de
progressdo tumoral (RUSSELL; KINGSLEY,2003). Em fase inicial, a doenca é assintomatica
ou os individuos apresentam alteraces do volume e ritmo urinério relacionados a hiperplasia
prostatica benigna (LIU et al., 2017).

A acentuada incidéncia de morbidade e mortalidade associadas ao cancer de prostata
estdo relacionadas a sua alta possibilidade de metéastase, o que enfatiza a importancia de um
diagndstico preciso e precoce. Dentre os métodos de diagndstico que possibilitam a descoberta
da doenca em estégio inicial incluem o exame de toque retal e o teste sanguineo do antigeno
prostatico especifico (PSA). No entanto, em caso de toque anormal e PSA elevado, o paciente
deve ser submetido a uma ultrassonografia transretal com biopsia da prostata. Desta forma, o
diagnostico de confirmacéo do cancer é feito pelo estudo histopatoldgico do tecido obtido pela
biopsia da prostata, permitindo a escolha da melhor estratégia terapéutica de acordo com idade
do paciente e estagio da doenca (SIEGEL et al., 2015; MORI et al., 2007; TANNOCK et al.,
2004).

1.2. Tratamento Convencional

O tratamento € iniciado por meio de intervencBes cirdrgicas que abrangem a
prostatectomia radical, seguido de vigilancia ativa a fim de monitorar os niveis de PSA e
biopsias prostaticas. O tratamento convencional também envolve radioterapia e terapia
envolvendo privacdo androgénica (PAUL; BREUL, 2000; INCA,2018).

A terapia de privacdo androgénica (ADT, do inglés androgen deprivation therapy) é
bastante utilizada principalmente em pacientes cujos tumores ndo sdo adequados para
intervencdo cirdrgica ou em associacdo a radioterapia. A ADT tem por objetivos reduzir os
niveis de andrégenos (horménios masculinos) ou impedir que eles entrem em células de cancer
de proéstata, as quais sdo descritas como dependentes de andrdgenos para seu crescimento. Com
a hormonioterapia, o tumor de prostata entra em periodo de remissdo temporaria, mas
posteriormente o cancer pode se tornar resistente a ADT (LOCKE et al.,2008). O tratamento,
além de ndo curar o cancer de préstata, provoca efeitos adversos como desenvolvimento de
osteoporose, disfuncdo sexual, ginecomastia, anemia e alteragdes na composicao corporal,
dentre outros (ZHOU et al., 2015; ROLIM et al., 2014; CHOU et al., 2011).

O cancer de prostata pode também ser tratado com a quimioterapia, a qual pode

melhorar os resultados globais dos pacientes que apresentam a doenca em fase de metéstase.
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S&o encontrados na literatura estudos que demonstraram um controle notavel do crescimento
do céncer de prostata utilizando docetaxel (DTX) (LIU et al., 2012; WANG et al., 2017).

1.3. Docetaxel

O DTX, cuja estrutura quimica esta representada na figura 1, pertence a classe dos
anticancerigenos taxanos, obtido de forma semi — sintética através do composto natural 10-
desacetilbacatina I11, um componente ndo citotdxico obtido das folhas da planta Taxus baccata,
pode ser encontrado na forma de pé cristalino a esbranquicado e massa molecular 807, 89
g/mol.

As caracteristicas fisico-quimicas do DTX confirmam seu carater lipofilico, pois
apresenta 10, 96 de pKa, log P 2,4 e solubilidade em agua 0,0127 mg/mL. Neste contexto, a
alta lipofilicidade e insolubilidade em agua prejudica seu perfil farmacocinético, no entanto,
em comparagdo com seu analogo paclitaxel (PTX), o DTX apresenta rapida absor¢do, menor
toxicidade e solubilidade em agua em consequéncia de pequenas diferencas na estrutura
quimica em duas posi¢des o grupo tert-butoxi C-13 em vez do grupo fenil benzamida. e o grupo
hidroxila C-10 substituindo o grupo acetila (SILVA et al., 2018; PUBCHEM, 2019).

O mecanismo de acdo do DTX envolve inibicdo da proliferacdo celular a partir do
bloqueio mitdtico sustentado durante a metafase/anafase do ciclo celular, 0 que promove a
polimerizacdo de microtibulos estaveis e impede a divisdo celular (PEREIRA et al., 2016).

O DTX foi aprovado em 2004 pelo FDA (Food and Drug Administration) e pela
Agéncia Europeia de Medicina para representar o tratamento de primeira linha para cancer de
prostata avancado (LIU et al., 2012). Tambem ¢é utilizado no tratamento de diversos tipos de
cancer, como de mama localmente avancado ou metastatico, pulmao, gastrico, entre outros
(ENGELS et al., 2007).

A formulagdo comercial do DTX apresenta o tensoativo ndo ionico Tween® 80
(polisorbato 80) e 13% de etanol. Berthold e colaboradores (2008) e Abdel-Rahman (2019)
descreveram em seu estudo que o uso de docetaxel em pacientes com cancer de prostata com
resisténcia hormonal ndo foi positivo, pois uma parcela significativa dos pacientes apresentou
efeitos colaterais envolvendo neutropenia, toxicidade musculoesquelética e reacbes de
hipersensibilidade (BERTHOLD et al., 2008; ABDEL-RAHMAN, 2019). Em consequéncia
das reagdes adversas relacionadas ao tensoativo presente na formulagdo comercial do DTX seu
clinico se tornou limitado. Neste sentido, o desenvolvimento de nanoformulagGes, como por

exemplo nanoparticulas poliméricas ou lipidicas, micelas, dendrimeros, nanoemulsfes e
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lipossomas para transportar o DTX de forma eficiente até as células tumorais tem sido bastante
estimulado (LIU et al., 2012; ELOY et al., 2014; TAN et al., 2012; MANJAPPA et al., 2013).

Figura 1: Estrutura quimica do DTX (GALLETI et al., 2007).

1.4. Nanotecnologia Farmacéutica

A incorporagdo do DTX em sistemas de liberagdo nanoestruturados de farmacos tem
por objetivo principal melhor suas aplica¢@es clinicas. Isto porque esses sistemas melhoram a
farmacocinética e biodisponibilidade, o que possibilita 0 acimulo passivo no tumor pelo
aumento do efeito de permeabilidade e retencdo (EPR). Além disso, 0s nanosistemas podem ter
a superficie modificada com ligantes que tem como alvo receptores de celulas cancerigenas, o
que permite o direcionamento do farmaco ao alvo, com potencial melhora da eficacia
terapéutica (ELOY et al., 2014).

A nanotecnologia é uma estratégia que possibilitou diversas mudangas no
desenvolvimento de terapias, solucionando problemas como reducdo da toxicidade e aumento
da eficacia de dosagens convencionalmente utilizadas, além disso podem proteger o principio
encapsulado de degradacao (AHMAD et al., 2012).

Com o uso da nanotecnologia farmacéutica se tornou possivel o desenvolvimento de
sistemas de entrega que auxiliam na liberacao de farmacos lipofilicos sem alterar a estrutura da
molécula (NOBLE et al., 2014). Por sua vez, as diferentes estruturas em escala nanométrica
atualmente desenvolvidas demonstraram ser superiores aos sistemas de administracdo
convencionais, como por exemplo lipossomas, nanoemulsdo, nanocapsulas, nanoparticulas
lipidicas solidas, dentre outras (CHEN et al., 2011).

1.5. Lipossomas

Os lipossomas foram descobertos por Alec Bangham na década de 1960, o qual
observou que fosfolipideos em solugdes aquosas podem formar estruturas fechadas em
bicamadas lipidicas concéntricas simples ou multiplas que encapsulam um compartimento

aquoso. Apds uma investigacdo envolvendo difusdo de ions através de membranas lipidicas
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artificiais que Bangham e colaboradores (1965) difundiram a respeito dos sistemas mais tarde
caracterizados como lipossomas (BOZZUTO et al.,, 2015; BATISTA; CARVALHO;
MAGALHAES, 2007; GIBIS et al., 2013; BANGHAM; WATKINS; STANDISH, 1965).

Os lipossomas sdo vesiculas lipidicas pode variar de alguns nandmetros a varios
micrémetros e possuem a capacidade de veicular tantos agentes lipofilicos (membrana lipidica)
quanto hidrofilicos (nacleo aquoso) (Figura 2) (TAN et al.,2012). Estes sistemas podem ser
obtidos por diferentes técnicas e sdo classificados de acordo com seu tamanho, sdo formadas
vesiculas multilamelares (MLV), vesiculas unilamelares pequenas (SUV) e vesiculas
unilamelares grandes (LUV), as quais podem apresentar tamanho de até 5 um, de 20 a 100 nm
e 100-250 nm, respectivamente ( PANDEY;RANI; AGARWAL, 2016).

Neste contexto, os lipossomas séo divididos nas seguintes categorias: convencional,
polimorficos, de circulacdo prolongada e sitio-especificos (BATISTA; CARVALHO;
MAGALHAES, 2007). Varios métodos estdo descritos na literatura para obtencdo dos mais
diversos tipos de lipossomas, envolvendo processos mecanicos e quimicos, 0s quais definem o
tamanho de particula (CAGDAS et al., 2014).

Lipossomas convencionais | Lipossomas peguilados
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Figura 2. Estrutura do lipossoma convencional (esquerda) e peguilado (direita). Fonte: Adaptado de Ahmed et al.,
(2016).
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1.5.1. Caracteristicas fisico — quimicas e constituicéo

A composicdo predominante dos lipossomas séo fosfolipidios e colesterol, e as
caracteristicas quimicas que estes lipideos apresentam determinardo o desempenho desses
sistemas (GARG; RATH; GOYAL, 2015). A fosfatidilcolina é o fosfolipidio habitualmente
utilizado na obtencdo dos lipossomas, podendo ser natural (proveniente de ovos ou soja) e
sintética. No entanto, Jin Li e colaboradores (2015) descrevem em seu trabalho que a
fosfatidilcolina natural ¢ menos estavel em comparagdo com as sintéticas, resultado da presenca
de &cidos graxos poliinsaturados (JIN LI et al., 2015)

A fosfatidilcolina estruturalmente apresenta em sua composi¢cdo um grupo fosfato
polar e por cadeias de hidrocarbonetos (parte hidrofobica), os quais formam a parte exterior e
interior dos lipossomas, respectivamente. Alternativamente, um grupo funcional na porcéo
polar da fosfatidilcolina, como por exemplo 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
(DSPE), pode ser adicionado para possibilitar a ligacdo de polimeros como o PEG
(polietilenoglicol) (MARQUES-GALLEGO; KROON 2014; JING LI et al. 2015).

Neste contexto, os lipossomas peguilados apresentam maior estabilidade e tempo de
circulacdo em relacdo aos lipossomas convencionais (CUI et al., 2015). A escolha do
fosfolipidio adequado é realizada atraves da avaliacdo da sua temperatura de transicdo de fase
(Tc), este importante parametro define qual temperatura necessaria para que o lipideo se
converta em fase de gel em cristalina liquida desordenada. Diante disso, os fosfolipidios que
possuem Tc mais altas conferem maior grau de estabilidade as bicamadas (ELOY et al., 2014).

A temperatura de transicdo de fase (Tc) dos fosfolipidios também é um critério
importante para a escolha de fosfolipidios para a preparacéo de lipossomos (LAOUINI et al.,
2012; BOZZUTO & MOLINARI, 2015; JING LI et al.,, 2015). O colesterol pode ser
acrescentado na formulacdo lipossomal. Sua insercao confere menor fluidez e deformacéo da
membrana, diante disso possibilita a reducdo do extravasamento do farmaco encapsulado e
permeabilidade, resultando na elevacdo da Tc e o aumento da estabilidade (BATISTA;
CARVALHO; MAGALHAES, 2007).

Portanto, esses sistemas apresentam multiplas caracteristicas favoraveis, como
biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de elevada variabilidade de carga superficial e
fluidez da membrana, o desenvolvimento de lipossomas encapsulando farmacos antitumorais
tem atraido atencdo das industrias farmacéuticas, principalmente quando apresentam tamanho
na faixa de 100 nm para aplicacdo em modelos sofisticados de sistemas de liberagdo de

farmacos, pois reduzem o reconhecimento das opsoninas e aumentam o tempo de tempo de



28

circulacdo e liberagdo prolongada (PATIL et al.,, 2014; BATISTA; CARVALHO;
MAGALHAES, 2007).

Neste sentido, existe disponivel no mercado uma formulacéo lipossdmica peguilada
de doxorrubicina (Doxil®), apresenta estabilidade comprovada superior a 18 meses em solucao
aquosa, aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) e disponivel comercialmente
desde 1995, representa uma alternativa terapéutica para diversos tipos de canceres em humanos
(LI et al., 2015; CUI et al.,2015; BARENHOLZ,2012; CAGDAS et al., 2014).

De acordo com Pereira e colaboradores (2016) a utilizacdo de lipossomas para
veiculacdo do DTX pode ser uma estratégia viavel para o tratamento do cancer de prdstata, pois
avaliaram seu efeito em esferoides da linhagem de cancer de prostata (PC-3) em comparacgao
com a formulagdo comercial do DTX. O grupo desenvolveu lipossomas contendo o
fosfatidilcolina, colesterol e PEG, observou-se que a taxa morte celular nas células tratadas com
DTX encapsulado em lipossomas foi superior ao DTX livre (PEREIRA et al., 2016). Kobayashi
et al. (2013) também desenvolveram lipossomas cationicos carregados com docetaxel e
induziram tumor de préstata em modelo animal, como resultado observaram que houve a
supressdo de proliferacao celular e destruicdo 6ssea (KOBAYASHI et al., 2013).
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Figure 3. Estruturas quimicas dos lipideos que constituem os lipossomas. a) fosfatidilcolina, b) colesterol e ¢) 1,2-
distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-polietilenoglicol (DSPE -PEG). Fonte: Adaptado de Pandey et al.,
(2016).

1.6. Transferrina
Na literatura, os receptores de transferrina (TfR) sdo bem estudados na terapia do
cancer, pois sdo superexpressos por células tumorais principalmente por sua funcdo da
homeostase de ferro e na proliferacdo celular. Segundo Shen e colaboradores (2018), as células
tumorais de prostata apresentaram elevados niveis de expressdo de TfR (SHEN et al.,2018).
As transferrinas sdo uma classe de proteinas compostas por uma Unica cadeia de

polipeptidios em torno de 670 a 700 aminoacidos e peso molecular 80kDa (LI; QIAN, 2002).
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Sua estrutura possui dois lobos denominados N e C (Figura 4), pois apresentam amino e
carboxil terminal, respectivamente (CHENG et al., 2004; BAKER; LINDLEY, 1992; VICENT;
LOVE (2012).

Esta proteina é responsavel por transportar o ferro para o interior celular. O processo
se inicia com a ligacdo do ferro (Fe 3+) em cada um dos lobos formando a holo-transferrina
(holo-Tf), em seguida o processo de entrega a célula ocorre pelo receptor expresso na superficie
celular por endocitose (BARNUM-HUCKINS; ADRIAN, 2000; TORTORELLA;
KARAGIANNIS, 2014; DEGREGORIO-ROCASOLANO et al., 2017). Finalmente, o ferro €
liberado dentro da célula e a conformacdo das proteinas se altera para apo-transferrina (apo-
Tf), os subdominios de cada lobo se fechando ou abrindo com uma forte torcdo até que a
transferrina chegue na superficie celular e circule até encontrar uma nova molécula de ferro
livre para que o processo reinicie (CHENG et al., 2005; ANDREWS, 2000).

-
lobo C

lobo N

Figura 4. Estrutura da transferrina. O lobo C (azul) contém Fe3+ (HoloTf) e lobo N (verde) (apoTf). Fonte: Li &
Qian, (2002).

Diante disso, estudos demonstram que existe potencial para utilizacdo da transferrina
tanto no diagnostico como na terapia de doencas em virtude da sua capacidade de ligacdo a ions
metéalicos além do ferro e ainda assim ser reconhecido pelo receptor da transferrina (LI; QIAN,
2002; WALLY et al., 2007). Esta caracteristica das células biologicamente mais agressivas
apresentarem altos niveis de expressdo de TfR tornou este receptor como alvo para os sistemas
de administracdo de drogas na terapia antitumoral (ZHAI et al., 2010; YANG et al., 2015).
1.7. Processo de funcionalizagdo de lipossomas com transferrina

Os lipossomas, além das diversas vantagens apresentadas, podem ser modificados com

ligantes para entrega a locais especificos, como membranas celulares cancerigenas, receptores
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citoplasmaticos ou nucleares. Uma abordagem atrativa para liberacdo dos farmacos celular e
intracelular é a modificacdo superficial dos lipossomas (Figura 5 e 6) com ligantes especificos
dos receptores regulados nas superficies de células tumorais, tais como integrinas, receptores
de fator de crescimento, transportadores de glicose, receptores de folato, receptores de
transferrina, entre outros (SRIRAMAN et al.,2016). Portanto, uma das principais vantagens da
funcionalizacdo seria 0 aumento dos efeitos terapéuticos e diminuigcdo dos efeitos colaterais
(GUO et al., 2016; YANG et al., 2015; DANIELS et al.,2012).
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Figura 5: Esquema representando o processo de tiolagdo da transferrina, conjugagdo transferrina tiolada com
lipossomas contendo DSPE-PEG (2000) — maleimida. Fonte: Derycke; Witte (2002).

Resultados positivos sdo encontrados em pesquisas envolvendo sistemas de liberacédo
e transferrina para o tratamento de diversos tipos de cancer, ressaltando estudos clinicos em
fase 2 em desenvolvimento com pacientes com adenocarcinoma gastrico e esofagico utilizando
lipossomas funcionalizados com transferrina para veiculagdo dos farmacos 5-fluorouracil,
leucovorin e oxaliplatina (DANIELS et al., 2012; SHEN et al., 2018; YANG et al., 2015;
SENZER et al., 2009).
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Zhai e colaboradores (2010) demonstraram que a associacdo de lipossomas
funcionalizados com transferrina e carregados com DTX para o tratamento do cancer epitelial
foram satisfatorios, em destaque para a absorcéao celular em células TfR positivo. Além disso,
o0 estudo farmacocinético indicou liberagdo prolongada do farmaco a partir da formulagdo em
modelo animal (ZHAI et al., 2010).

Figura 6: Processo de direcionamento ativo de lipossomas. Fonte: Adaptado de Eloy et al., 2014.

Existem relatos na literatura que a estratégia de funcionalizacdo de lipossomas com
transferrina aumenta a citotoxicidade do DTX em células de cancer cerebral (U-87 MG), que
sdo células que superexpressam o receptor de transferrina (JHAVERI et al., 2018). Outro alvo
potencial para o direcionamento da transferrina sdo as células tumorais hepaticas. De fato, Li e
colaboradores (2009) demonstraram em seu trabalho que o uso de lipossomas funcionalizados
com transferrina para a entrega de doxorrubicina aumentou a captacdo celular e a citotoxicidade
in vitro usando uma linhagem celular de carcinoma hepatico humano (HepG2) (LI et al., 2009).

No presente trabalho, um dos principais objetivos foi confirmar a hipotese de que a
funcionalizacdo de lipossomas com transferrina e carregados com DTX poderia resultar em
uma captacdo celular mais seletiva e uma citotoxicidade aumentada na linhagem de células do
cancer de prostata que superexpressa o TfR (PC3). Embora os lipossomas carregados com DTX
tenham sido testados em esferoides de PC3 e induzam citotoxicidade mais alta do que os grupos

tratados com DTX livre (PEREIRA et al., 2016), ao nosso conhecimento, esta € a primeira vez
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que lipossomas funcionalizados com transferrina e carregados com DTX sé&o investigados para
cancer de préstata. Para mostrar o efeito da formulagdo nas células normais (baixa expressao

de TfR) foi utilizada a linhagem celular epitelial de prostata ndo maligna (PNT2).
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2.0BJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial de lipossomas funcionalizados com transferrina para veiculagéo de

docetaxel no tratamento do cancer de prostata in vitro.

2.2. Objetivos especificos

-Desenvolver lipossomas contendo docetaxel funcionalizados com transferrina;

-Caracterizar fisico-quimicamente os sistemas desenvolvidos por técnicas de medidas
do tamanho de particula, PDI, potencial zeta, NTA, SDS-PAGE, espectroscopia de
fluorescéncia, dicroismo circular (CD) e microscopia eletrénica de transmissao (TEM);

-Determinar a eficiéncia de funcionalizacéo dos lipossomas com transferrina;

- Validar a metodologia analitica para quantificacdo do docetaxel por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE);

-Avaliar a eficiéncia de encapsulacéo do docetaxel nos sistemas desenvolvidos;

-Avaliar a liberacéo in vitro do docetaxel livre e a partir das formulacdes;

-Verificar a citotoxicidade em linhagens celulares PC-3 (tumoral de prostata com alta
expressdo de receptor de transferrina) e PNT-2 (linhagem saudavel de prostata com baixa
expressao de receptor de transferrina);

- Avaliar o uptake dos lipossomas nas linhagens celulares de cancer de préstata e em
linhagem saudavel por citometria de fluxo e microscopia confocal,;

- Avaliar a interacdo dos lipossomas com a linhagem tumoral prostatica PC-3 em
tempo real empregando tecnologia da Microbalanca de cristal de quartzo com dissipacao
(QCM-D).
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3. MATERIAIS

3.1. Principais reagentes e matérias-primas

Acetato de uranila (Sigma-Aldrich Chemical Company, EUA);

Acetonitrila grau CLAE (J.T. Baker®, EUA);

Cloreto de potassio (Synth®, Brasil);

Cloreto de Sodio (Vetec®, Brasil);

Cloroférmio (Merck);

Colesterol (Sigma);

DAPI - 4',6'-diamino-2-fenil-indol (Sigma Aldrich Chemical Company, Ireland);
DiO - 3,3'-dioctadeciloxacarbocianina perclorato (Sigma Aldrich Chemical
Company, Ireland);

Docetaxel (Apichem, China);

DSPE-PEG (2000) maleimida (MAL) (Avanti, Polar Lipids, INC, EUA);
Fosfatidilcolina de Soja (Epikuron® 200, Lucas Mayer, Brasil);

Fosfato de sodio bibésico dodecahidratado (Synth®, Brasil);

Fosfato de sodio monobasico anidro (Synth®, Brasil);

Lauril sulfato de sédio (Sigma);

Reagente de traut (Thermo Fisher Scientific, EUA);

Sal de Tyroide com bicabornato de sodio (Sigma Aldrich Chemical Company,
Ireland);

Transferrina (Sigma-Aldrich Chemical Company, EUA)

3.2. Materiais e Equipamentos

Agitador magnético (IKA RCT Basic L6.37);

Agitador magnético (Quimis);

Balanca semi-analitica (Shimadzu, modelo AW220);

Banho-maria / Sonicador: Ultrasonic Bath 8890, Supplier- Cole Parmer;

Banhos ultrassénicos (Ultrassonic Cleaner, Unique);

Bomba a vacuo (Norte cientifica);

Centrifuga (Eppendorf, modelo 5804R);

Coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (250 mm x 4.6mm Sum, Agilent Technologies, Santa
Clara, Califérnia);

Contador de Particulas Z1 (Beckman Coulter);
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Cromatografo Agilent Technologies 1220 Infinity Il LC;

Espectrofotometro de Fluorescéncia Hitachi F-4500 controlado por Computador
(Velocidades de varredura de até 30.000 nm por min e comprimento de onda de 60.000
nm por min, Excitagdo 300 nm / Emissao 400 nm, Jap&o);
Espectrémetro/espectropolarimetro de dicroismo circular modelo J — 815 (Jasco Inc.,
Téquio, Japdo);

Filtro de ultrafiltragio Amicon®;

Grant QBD1dry Thermo — Block - Fischer, Ireland;

Homogeneizador a alta pressao, EmulsiFlex-C-3;
Incubadora shaker refrigerada (Nova técnica, Brasil)

Incubadora, com atmosfera controlada (Binder® CB);

Leitor de microplacas FLUOstar OPTIMA (BMG, Labtech);

Leitor de microplacas Synergy H1 Biotek (Comprimento de onda 230 a 999nm, EUA);
Membrana em disco, Polietersulfona, 47mm de didmetro, lisa, poro de 0,45um (LAC,
Brasil);

Membranas de dialise, Celulose, 12-14kDa (Fisherbrand);

Microbalanca de cristal de quartzo com dissipacdo: QSense E4, Fornecedor Biolin
Scientific, Gotemburgo, Suécia;

Micropipeta de 10 e 100uL — Eppendorf;

Micropipeta de 100 e 1000uL — Eppendorf;

Microscopio de epifluorescéncia de reflexdo BX51M (Olympus, Southend-on-Sea,

Reino Unido);

Microscopio eletronico de transmissdo JEOL JEM-100CX2 equipado com camera
digital Hamamatsu ORCA-HR (Voltagem de aceleracdo: 20, 40, 60, 80, 100 kV;
Resolucdo 0.3 nm; Magnificacdo: x330 a 450000; Espessura do espécime: 150 nm,
EUA);

Nanobalanca: FACT Mettler MT5, Fornecedor - Mettler Toledo;

pHmetro (Gehaka®, Brasil);

pHmetro: ORION basic Ph / mV / ORP, Fornecedor - Thermo Fischer Scientific;
Refrigerador Consul;

Rotaevaporador RV10 digital (IKA);

Sistema de purificagdo de agua MILLIPORE®, Milli — Q Plus, condutividade 18,
1uS.cm;

Spectrafuge ™ 16 M Microcentrifuga (Labnet®, USA);
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Ultracentrifuga (ThermoScientific);

UV Ozobnio Pro-limpador, fornecedor Bioforce Nanociéncias (Ames, 1A, EUA);
Voértex MVS-1 (Biomixer);

Zetasizer Nano NS Malvern Instruments (Malvern, UK);

4. METODOS
4.1. Desenvolvimento dos lipossomas

Utilizou-se a técnica classica da hidratacdo filme lipidico, baseado em Eloy et al.
(2016) com modificagdes. As formulacBes foram constituidas pela mistura de fosfatidilcolina
de soja (SPC): colesterol (Col):DSPE-PEG (2000) -Maleimida e SPC:Col:DSPE-PEG (2000)-
Maleimida:DTX, nas proporgdes molares 10:2:0.78 e 10:2:0.78:0.52, respectivamente. Os
lipideos e docetaxel (DTX) foram pesados e dissolvidos em 2 mL de cloroformio em bal&o de
fundo redondo. Em seguida, utilizando o rotaevaporador, ocorreu a remocao do cloroférmio
por pressao reduzida, rotagdo de 100 rpm e ap6s 30 minutos restou uma fina pelicula que foi
hidratada com 15 mL de tampéo fosfato (pH 7,4) durante 30 min a 60 °C a 100 rpm. Para
reducdo da particula a solucédo lipossomal foi processada em homogeneizador de alta presséo,
EmulsiFlex-C3, com ciclos de pressdo que atingiam até 15.000 psi por um periodo de 20
minutos (41,5 ciclos) e logo em seguida armazenados no refrigerador na temperatura de 2-8°C
(HOSNY, 2010; ZHENG-HONG et al, 2004; ELOY et al., 2014; ZHAI et al., 2010).

Foram coletadas amostras antes e depois do processo de homogeneizacdo de alta
pressdo. Posteriormente, os lipossomas foram purificados por cromatografia por exclusdo de
tamanho (SEC) utilizando colunas CL-4B (PEREIRA et al., 2018).

4.1.1. Processo de funcionalizacao dos lipossomas com transferrina

O processo de funcionalizacdo dos lipossomas (Figura 7 e 8) foi conduzido seguindo
as metodologias desenvolvidas por Eloy et al. (2016); Zhai et al. (2010); Derycke and Witte
(2002); Ulbrich et al. (2009); Derycke et al. (2004), com modifica¢bes. Os lipossomas foram
preparados inicialmente compostos por SPC:Col:DSPE-PEG (2000) -Maleimida (1) e
SPC:Col:DSPE-PEG (2000)-Maleimida-DTX (2). Simultaneamente, a transferrina foi diluida
em 200 uL de tampdo PBS pH 8,0; 800 pL de tampdo PBS-EDTA pH 8,0 (5 mM) e o pH da
solucgéo foi ajustado a 8,0 com NaOH (0,1 M). A solucdo de transferrina, 0,240 mg/mL foi
adicionada & solugdo do reagente de Traut (6,9 mg/mL) na propor¢do de 50:1 em relagéo a
proteina. Esta solucédo foi incubada por 1h sob agitagdo (600 rpm) a temperatura ambiente em
auséncia de luz para permitir a tiolacdo. A proxima etapa foi a purificacdo da mistura contendo

Sulfidril Transferrina (Tf-SH) através da cromatografia de gel filtragdo, utilizando uma coluna
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PD-10 e em seguida eluicdo com tamp&o PBS-EDTA 5 mM (pH 8,0) para remover o reagente
de Traut ndo reagido. Apos determinacao da concentracdo de transferrina em cada aliquota por
ensaio BCA (acido bicinconinico), as fracfes contendo a proteina foram combinadas e
adicionadas ao lipossoma que foi preparado previamente. As misturas foram incubadas por 20
horas a 37 °C, 4 °C e temperatura ambiente (25 °C), por ultimo o lipossoma funcionalizado foi
purificado em coluna CL-4B para separacdo do lipossoma e a proteina livre, utilizando tampé&o
PBS pH 7,4 como eluente (Figura 4) e filtradas em membrana de tamanho de 0,45 um (PTFE).

Purificagdo coluna PD-10

)

Quantificacdo das fragdes por
BCA

Incubacio - 1mL da solucdo
de lipossomas com docetaxel
e vazios com transferrina

tiolada (Tf-SH) 20h a 37°C
4°C e t. ambiente.

Solucdo de

0.24mg/mL
Solucdo de + Reagente de
Traut

transferrina 6.9 mg/mL

Agitacdo por 1h

Puriﬁcaq%o (coluna
Sepharose CL-4B)

Quantificagdo das fragdes por
BCA

Figura 7: Esquema do Processo 1 de funcionaliza¢do dos lipossomas com transferrina. Fonte: Proprio autor.

O processo anterior foi repetido com modificacBes (Figura 8). A proteina foi diluida
como descrito anteriormente; no entanto, foi aumentada a concentracdo para 1 mg/mL e foi
adicionada a solucdo do reagente de Traut (2,0 mg/mL), na proporcdo de 40:1 em relacdo a
proteina. Esta solucédo foi incubada por dois ciclos de 25 minutos e 5 minutos de repouso entre
eles sob agitacdo (600 rpm) a temperatura ambiente em auséncia de luz para permitir a tiolacéo.
A préxima etapa foi a purificacdo da mistura contendo Sulfidril Transferrina (Tf-SH) através
da cromatografia de gel filtragdo, utilizando uma coluna PD-10 e em seguida eluicdo com
tampdo PBS-EDTA 5 mM (pH 8,0) para remover o reagente de Traut ndo reagido. Apds
determinacdo da concentracdo de transferrina em cada aliquota por ensaio BCA (&cido
bicinconinico), as fracGes contendo a proteina foram combinadas e adicionadas ao lipossoma

que foi preparado previamente. A mistura foi incubada por 20 horas a temperatura ambiente e
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por ultimo o lipossoma funcionalizado foi purificado em coluna CL-4B para separacdo do
lipossoma e a proteina livre, utilizando tampdo PBS pH 7,4 como eluente filtradas em
membrana de tamanho de 0,45 um (PTFE) (Figura 5).

Foram obtidos lipossomas vazios (A); lipossomas com docetaxel (B); lipossomas
funcionalizados vazios (C); lipossomas funcionalizados com docetaxel (D) e em seguidas foram

realizadas as caracterizaces fisico-quimicas.

Purificacido coluna PD-10

!

Quantificacdo das fragdes por
BCA

Solucdo de
Img/mL C
Solugio de | W | Reagentede

transferrina Traut
2 mg/mL

( \
Incubagio - ImL da solugdo de
lipossomas com docetaxel e vazios
com transferrina tiolada (T{-5H)
20h a temperatura ambiente

Purificacdo (coluna Sepharose
CL-4B)

Agitacio por 1h20min |

Quantificacio das fragdes por
BCA

Figura 8: Esquema do Processo 2 de funcionalizacdo dos lipossomas com transferrina. Fonte: Proprio autor.

4.2. Avaliacdo da eficiéncia de funcionalizacdo

Para determinar a concentracao de proteina ap6s o processo de tiolacao e eficiéncia de
conjugacdo de transferrina aos lipossomas foi utilizado o ensaio BCA, de acordo com o
protocolo do fabricante (Thermo Fisher Scientific). A curva padréo foi preparada a partir da
mistura dos reagentes A e B (proporc¢do 50:1) (Reagente de trabalho). Foram adicionados 25
uL de cada padrdo de albumina (20 — 2000 pug/mL) para a curva padrdo e 25 pL de amostra
em placa de 96 pocos. A placa contendo 200 pL de reagente de trabalho foi homogeneizada
por 30 segundos e incubada a 37 °C por 30 min, em seguida passou por resfriamento. A
absorbancia foi lida em 562 nm em leitor de microplacas. Para realizar a concentracdo de
proteina foi utilizada a equagdo da curva padréo e para o célculo da eficiéncia de conjugacao

foi feita a relagdo entre a porcentagem de proteina quantificada no sistema lipidico (purificado



39

em coluna Sepharose CL-4B) e o total de proteina empregado no experimento (ELOY et al.,
2017).

4.3. Caracterizacao fisico-quimica dos sistemas desenvolvidos

4.3.1. Andlise de diametro médio, do indice de polidispersdo (PDI) e do potencial zeta

Aliquotas das suspensoes lipossomais (100 puL) vazias (A), carregadas com DTX (B),
vazias e funcionalizadas com transferrina (C) e carregadas com DTX e funcionalizados com
transferrina (D) foram diluidas em 1,5 mL com &gua destilada e submetidas logo em seguida as
medidas de diametro médio e indice de polidispersidade foram analisados utilizando método de
disperséo de luz dindmica (DLS) num aparelho Zetasizer 3000 HSA (Malvern Instruments),
utilizando um laser de 10 mW HeNe operando a 633 nm com um angulo de incidéncia de
detecgdo de 173° a 25 °C. A anélise de dados foi realizada em modo automatico. A carga
superficial das dispersdes foi determinada pela mobilidade eletroforética das
particulas/goticulas dispersas submetidas a um campo elétrico. As anélises foram realizadas
com o uso do equipamento Zetasizer 3000HSa (ZHAI et al., 2010).

4.3.2. Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

O tamanho das particulas e a concentracéo de lipossomas foram avaliados pelo NTA,
utilizando o equipamento NanoSight NS300 (Malvern Instruments, Reino Unido) equipado
com uma camara de amostra e um laser de 638nm. As amostras (A, B, C e D) foram diluidas
150 vezes em agua destilada até um volume final de 1 ml. As concentragdes ideais de medicéo
foram encontradas pré-testando o valor ideal de particula por quadro (20-100
particulas/quadro). As suspensdes lipossomais foram injetadas na cadmara de amostra com
seringas estéreis até o liquido se estender até a ponta da seringa. As medidas foram realizadas
em triplicata a temperatura ambiente (25°C) (RIBEIRO et al., 2018).

4.3.3. Andlise morfoldgica

A morfologia dos lipossomas foi analisada por microscopia eletrdnica de transmissédo
(MET) em microscopio eletronico de transmissdao JEOL JEM-100CX2. As amostras das
formulacBes A, B, C e D foram diluidas previamente em tampéo PBS pH 7,4 de forma que a
concentracdo final de lipideos obtida foi de 0,5 mg/mL. Em seguida foram colocadas na grade
de cobre de 200 mesh e deixadas em repouso por 10 minutos até adsor¢éo, e entdo 0 excesso
foi removido com papel de filtro. Subsequentemente, uma gota de uma solucéo a 1% (p/v) de

acetato de uranila foi adicionado para contrastacdo negativa. Depois de 2 minutos 0 excesso
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foi removido e a amostra foi seca a temperatura ambiente. As analises foram realizadas em
microscopio eletrdnico de transmissdo com aceleragdo de 100 kV e aumento de 100.000 vezes
(ELOY et al., 2016) pertencente ao Departamento de Biologia Celular e Molecular e de
Bioagentes Patogénicos, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo
— USP/ Ribeiréo Preto. O software ImageJ foi utilizado para medir o tamanho dos lipossomas

a partir das fotomicrografias.
4.3.4. Teste de estabilidade das formulagdes

Apos o preparo das formulagdes, foram realizadas anélise de diametro médio, indice
de polidispersidade e potencial zeta nos tempos 24 horas, 5, 10, 15, 30, 45,60 e 90 dias. As
formulacbes foram armazenadas em refrigerador em temperatura de 2-8°C durante todo o

periodo de analise.

4.4. Avaliacdo da integridade estrutural da transferrina
4.4.1. Avaliacéo da integridade da proteina por SDS-PAGE

Para avaliar a integridade da glicoproteina nos lipossomas funcionalizados foi
realizado segundo procedimento descrito por Yang et al. (2007) e Eloy et al. (2017) empregando
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-page), de acordo com as orientacGes do fabricante
(Bio-Rad). Inicialmente, utilizou-se 2-mercapto-etanol para incubacdo das amostras. Em
seguida, para que ocorresse 0 processo de reducdo foi utilizado agente redutor, tampéo de
amostra Laemmli, e incubacdo a 60 °C por 10 minutos. As condic6es de eletroforese foram de
175V por 30 minutos, com o uso de cubas eletroforéticas Mini-PROTEAN e tampéo de corrida
contendo Tris/glicina/SDS. O padréo de proteinas usado foi o Precision Plus Dual Color Protein
(Bio-Rad). Foi empregado o azul de Coomassie para coloracdo e dgua deionizada para descorar

0S geéis.

4.4.2. Dicroismo circular

Os espectros do dicroismo circular da proteina em solucdo, proteina tiolada e
incorporada na formulacdo foram obtidos pelo equipamento espectrémetro/espectropolarimetro
de dicroismo circular modelo J — 815 (Jasco Inc., Toquio, Japdo) pertencente ao grupo de
Bioquimica e Biofisica de Proteinas, Instituto de Quimica de Sdo Carlos, Universidade de Séo
Paulo USP/S&o Carlos, na regido de comprimento de luz entre 260 nm e 200 nm. Este
experimento teve por objetivo investigar a integridade da estrutura secundaria da proteina apds

a funcionalizacéo.
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4.4.3. Espectroscopia de fluorescéncia

A partir das solugbes de transferrina em tampé&o, transferrina tiolada (TF-SH),
formulagdes de lipossoma com docetaxel e vazia, formulag6es funcionalizadas com farmaco e
vazias foram realizadas analises comparativas entre os espectros de emissao da transferrina
antes e depois do processo de tiolagdo, bem como das conjugadas com os lipossomas. O
objetivo foi identificar interacbes e modificagdes na conformacdo das proteinas apés as
ligagBes. As andlises foram conduzidas utilizando os comprimentos de onda de excitagcdo em
280 nm e 295nm empregando espectrofotdmetro de fluorescéncia Hitachi F-4500 controlado
por Computador (Velocidades de varredura de até 30.000 nm por minuto e comprimento de
onda de 60.000 nm por min, excitacdo 300 nm/emissdo 400 nm ) pertencente ao grupo de
Bioquimica e Biofisica de Proteinas, Instituto de Quimica de S&o Carlos, Universidade de S&o
Paulo — USP/S8o Carlos. Este experimento teve por objetivo investigar a integridade da

estrutura terciaria da proteina apos a funcionalizacéo.

4.5. Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo do DTX por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Na validacdo do método analitico para quantificacdo do DTX por CLAE, 0s seguintes
parametros foram avaliados: conformidade do sistema, linearidade, precisdo (repetibilidade e
precisdo intermediaria), exatiddo, especificidade/seletividade, limite de deteccdo (LD) e limite
de quantificacdo (LQ), robustez, seguindo as especificacdes da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria e Conferéncia Internacional de Harmonizagdo (BRASIL, 2017; USP, 2011). Foram
desenvolvidas duas metodologias analiticas, nas quais o DTX foi quantificado em meio receptor
(Tampdo fosfato PBS pH 7,4 + 1,25% LSS) e em acetonitrila:agua.

4.5.1. Determinacdo dos parametros para validacdo de metodologia analitica

Para a quantificacdo de docetaxel em formulacdes, ensaios de solubilidade, eficiéncia
de encapsulacdo e liberacéo in vitro, validou-se a metodologia analitica seguindo a Farmacopeia
Europeia (European Pharmacopoeia, 2011), com modificacdes. Foi utilizado o cromatdgrafo
Agilent Technologies 1220 Infinity LC, injetor automatico, com detector UV-Vis pertencente
ao laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, Unesp, Araraquara. Os parametros empregados na

metodologia estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Condi¢des cromatogréficas empregadas na metodologia analitica.

Parametros
Fase estacionaria Coluna HPLC 250X4,6 mm; 5 um ZORBAX Eclipse Plus
C18
Fase movel Acetonitrila: Agua (65:35)
Fluxo 0,8 mL/min
A de deteccao 230 nm
Volume de injegdo 10 pL
Temperatura do forno 45°C
Tempo de corrida 8 min

As solucdes teste foram preparadas a partir de diluicdes de uma solugéo estoque do
farmaco DTX, em fase movel, na concentragdo de 100 ng. mL™. Dessa maneira foi avaliado o

tempo de retencdo obtido para o farmaco docetaxel.

4.5.2. Adequabilidade do sistema cromatografico

Para assegurar que o sistema cromatografico apresente resultados aceitaveis e
confiaveis, foram realizadas seis injecGes da solugcdo de DTX (20 pg.mL™?) preparada em fase
movel, a partir da solugéo estoque. A partir dos picos cromatogréaficos de cada injecéo, avaliou-
se 0 desvio padrdo relativo percentual (DPR%) das areas, dos tempos de retencdo (tr), dos
numeros de pratos tedricos (N), do fator de cauda (FC) e da assimetria do pico, fornecidos pelo

software do equipamento utilizado.

4.5.3. Linearidade

A linearidade foi determinada pela construcdo de trés curvas analiticas do DTX, a
partir da solucdo estoque. A partir da solucdo estoque foram preparadas 7 diluices com
concentragdes variando de 1 pug/mL, 3 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 50 pg/mL, 75
pg/mL. Para cada concentracdo descrita, foram realizadas trés inje¢fes previamente filtradas
em membrana de tamanho de 0,45 um (PTFE). A linearidade foi avaliada a partir da média dos
valores das areas encontradas e a equacdo da reta foi determinada atraves do estudo de regressao
linear, pelo método dos minimos quadrados e analise de variancia ANOVA a nivel de a=0,05

(95% do intervalo de confianca).
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4.5.4. Especificidade/Seletividade

A fim de garantir que ndo haja interferéncia na deteccéo e quantificacdo do farmaco
com os componentes das formulagdes, componentes da fase mdvel, amostras das formulacoes
sem DTX, transferrina, solucdo receptora compostas de tampéo fosfato (PBS, pH=7,4) que
foram utilizadas posteriormente nos ensaios de liberacédo in vitro. As aliquotas foram filtradas
em membrana filtrante de 0,45um e injetadas no CLAE nas condi¢des cromatograficas descritas
no item 4.5.1.

4.5.5. Preciséo
4.5.5.1. Repetibilidade

A repetibilidade ou precisdo intracorrida foi realizada a partir da injecdo de trés
dilui¢des da solugdo estoque de DTX, nas concentragdes 5,0, 20 e 50 pg. mL™* (concentragGes
baixa, média e alta). As inje¢cdes foram realizadas no mesmo dia e em condicdes de trabalho
idénticas. O valor do DPR% entre as determinagdes foi analisado.
4.5.5.2. Preciséo Intermediaria

Para a precisdo intermediaria, realizou-se a analise das dilui¢cdes da solucdo estoque
de DTX em dois dias diferentes e também por um segundo analista, sob as mesmas condic¢des
experimentais. O ensaio foi realizado em triplicata e os valores de DPR% calculados (Equacgéo
1).

DPR = (DP/CMD) X 100 (Equacéo 1)
4.5.6. Exatidao
A exatiddo do método foi determinada a partir da solucdo estoque de DTX, diluida em
fase movel para as concentragdes 5, 20 e 50 ug. mL? (baixa, média e alta, respectivamente).
Realizou-se cinco injecdes de cada concentracdo e a exatiddo foi calculada por meio da Equacéo
2.

Concentracao

Exatiddo (%) =

x 100 (Equacéo 2)

Concentragio teérica

4.5.7. Limite de deteccdo e de quantificacéo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados utilizando valores
de DP e inclinacéo das trés curvas analiticas do farmaco obtidas e a partir da formula descrita
na literatura (ANVISA, 2017). Os LD e LQ teoricos serdo obtidos através do calculo das

equac0es 3 e 4, respectivamente:

DP X3,3
IC

LD =

(equacdo 3)
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DP x10
IC

LQ = (equacdo 4)

onde DP é o desvio padrdo do intercepto com o eixo dos y e IC é a inclinacdo da curva analitica.

4.5.8. Robustez

No desenvolvimento do método analitico foi avaliada a robustez que é a capacidade
em resistir a pequenas e deliberadas varia¢des das condicBes analiticas (ANVISA, 2017). Foi
realizada a quantificagdo do padrdo do DTX (20ug/mL) com variacdo nas seguintes condi¢fes
cromatogréaficas: comprimento de onda, proporcdo de fase movel, fluxo da fase moével e

temperatura do forno.

4.6. Avaliagéo da eficiéncia de encapsulacéo (EE %)

Para avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo do DTX, os lipossomas (funcionalizados
e sem funcionalizacdo) carregados com docetaxel, antes da homogeneizacdo, antes e apos a
purificacdo foram diluidos em acetonitrila 1:10 (v/v). Em seguida foram sonicadas por 15
minutos para garantir a ruptura completa dos lipossomas. A concentracdo de farmaco foi
analisada por meio do metodo cromatografico validado no item 4.5. As medidas foram
realizadas em triplicata e os resultados serdo apresentados como meédia + desvio padrao.
(PEREIRA et al., 2016).

Para a determinacdo da porcentagem de DTX encapsulado, aplicou-se a Equacdo 5.

EE (%) — Quantidade de Docetaxel encapsulado x 100 (5)

Quantidade Total de Docetaxel

4.7. Estudo do perfil de liberagdo in vitro do DTX
4.7.1. Estudo de solubilidade do DTX

A solubilidade do DTX foi determinada no meio utilizado para o ensaio de dissolucao,
a saber, tampéo fosfato (PBS, pH 7,4) contendo 1,25% de lauril sulfato de sédio. Quantidades
de farmaco suficientes para se atingir a saturacdo foram adicionadas ao meio e submetidas a
agitacdo mecanica por 24 horas, em velocidade constante e ao abrigo de luz. Apds este periodo,
a solucdo foi centrifugada a 13240 xg por 30 min e o sobrenadante filtrado em membrana de
acetato de celulose 0,45 pm. Os sobrenadantes foram diluidos, analisados pelo método
cromatogréafico validado e quantificados a partir da equacgéo da reta para o meio testado. O teste
foi realizado em triplicata (ABOUELMAGD et. al., 2015).
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4.7.2. Determinacéo do perfil de liberagéo in vitro do DTX
4.7.2.1. Ensaio de liberacdo utilizando sacos de dialise

O perfil de liberagcdo do DTX em solucdo receptora e nas formulagdes funcionalizadas
ou ndo foi avaliado em incubadora shaker (Nova técnica, Brasil). Foi utilizada 7mL de solugéo
receptora previamente filtrada, composta por tampéo fosfato pH 7,4 e tensoativo (1,25% de
lauril sulfato de s6dio) nas condi¢des sink determinadas pelo estudo de solubilidade, colocadas
dentro de tubos PVC envolvidos com membranas de diélise de celulose de peso molecular 12-
14kDa (Fisherbrand). As formulagdes foram pipetadas (1 mL) e transferidas para saco de
didlise. Os experimentos (n=5) foram realizados a 37°C com agitacdo constante da solucdo
receptora a 150 rpm. Aliquotas de 1mL foram coletadas do compartimento receptor em tempos
pré-determinados de 5, 15 e 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 e 72 horas e 0s volumes de
amostragens foram repostos em solucgéo receptora fresca. A quantificagdo do DTX na solucao
receptora sera realizada por CLAE, utilizando a curva analitica obtida na validagdo do método
(ELOY et al., 2016).

4.7.3. Andlise da cinética de liberacgdo in vitro do DTX

A partir dos dados obtidos foram aplicados alguns modelos matematicos conhecidos
na literatura para discutir os mecanismos de liberagdo, como os modelos de Baker-Londsdale,

Primeira-Ordem, Higuchi, Hixon-Crowell, Korsmeyer-Peppas e Weibull.

4.8. Cultura celular

A linhagem celular de cancer de prostata humana PC-3 e a linhagem celular normal da
prostata humana PNT-2 foram doadas pelo Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo. As celulas foram
cultivadas, respectivamente, e mantidas a 37 °C, 5% de CO2 em RPMI-1640 contendo 10% de
soro fetal bovino (SFB) e 1% de solucéo de antibidtico/antimicotico e meio DMEM, de acordo

com as recomendacdes da ATCC.

4.9. Avaliacao de viabilidade celular utilizando resazurina

A avaliacdo de citotoxidade celular foi realizada em colaboracdo com o Laboratério
de Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, da
Universidade de Sdo Paulo. Foram utilizadas as linhagens PC3 (maior expresséo de receptor
de transferrina) e PNT-2 (menor expressdo de receptor de transferrina) (GUO et al., 2016;

JOHNSON et al., 2014). Uma vez atingida 80% de confluéncia, as células foram tripsinizadas
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e transferidas (2000 células por pogo) para placas de fundo chato 96 pocos e incubadas por
24h a 37°C nas condi¢des recomendas para cada celula. Apds a remogdo do meio de cultura
completo, os pocos foram lavados com PBS pH 7,4 e as diferentes formulacdes (A,B,C e D)
diluidas em meio incompleto (sem FBS) e formulacdo comercial de docetaxel nas
concentragdes de DTX de 0,1; 1; 5; 10; 25; 50; 75 e 100 nM com n=4 foram adicionados nos
pocos, sendo que as formulac6es sem DTX foram adicionadas nas mesmas dilui¢ces que as
formulacdes que continham DTX. Foram utilizados somente meio de cultivo como controle
negativo e meio de cultivo acrescido de 30% de DMSO como controle positivo. O volume
final em cada poco foi de 200 puL. Em seguida foram incubadas a 37°C, por 24h, 48h e 72h.
Apos incubagdo, os pogos foram lavados duas vezes com PBS e meio incompleto com solugdo
de resazurina (7-Hydroxy-3Hphenoxazin-3-one-10-oxide) foi aplicado, seguido por incubacao
(4h a 37°C). Subsequentemente, o0 meio contendo resazurina foi descartado e DMSO foi
adicionado para dissolver os cristais que formaram. Apo6s 4 horas de incubacdo com a

resazurina, foi feita a leitura das placas em leitora de placas Bioteck Synergy ™ HTX.

4.10. Avaliacéo do uptake celular
4.10.1. Microscopia Confocal

A avaliacdo de microscopia confocal foi realizada no Laboratorio Multiusuario da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, da Universidade de S&o Paulo. Para
este ensaio, DIO (3,3'Dioctadecyloxacarbocyanine Perchlorate) 0,5% mol foi empregado
como corante fluorescente de bicamadas lipidicas das formulacdes (ELOY et al., 2017). As
células PC-3 e PNT2 (2,5 x 10° células por pogo) foram adicionadas em placas de 12 pogos
contendo laminula circular de 22x22mm, volume final de 1 mL. As células foram incubadas
por 24 horas para formacdo da monocamada celular na superficie das laminulas.
Posteriormente, foi realizada a adicdo das formulagdes LIP-DIO e LIP-TF-DIO diluidas em
meio de cultivo na concentragdo de 2,5 x 10° particulas/mL, n=4. O controle negativo foi
realizado com o acréscimo de somente meio de cultivo aos pocos. Apds 2, 4 e 24 horas de
tratamento, os pocos foram lavados com duas vezes com PBS. As células foram incubadas por
10 minutos com 500 pL de paraformaldeido 2% (m/v) em cada pogo, seguido de lavagem com
500 pL de solugdo de PBS. As células foram mantidas por 10 minutos com 50 pL de solugdo
de DAPI (0,3 pg/mL). Em seguida, novamente as células foram lavadas duas vezes com PBS.
Foi adicionada uma gota de Fluoromount® em lamina histoldgica e a laminula foi vertida sobre
a lamina. Apos secagem do meio de montagem Fluoromount®, as Iaminas foram analisadas em

microscopio confocal Leica TCS SP8 utilizando objetiva de imersdo e comprimentos de onda
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de excitacdo de 488 nm e emissdo de 530 nm para o DIO e 405 e 413-472 nm para 0 DAPI,

respectivamente.
4.10.2. Citometria de fluxo

A avaliacdo de citometria de fluxo foi realizada no Laboratério Multiusuério da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, da Universidade de S&o Paulo. Para as
analises de citometria de fluxo foi empregado o método descrito por Eloy et al. (2017) com
modificacdes, utilizando a linhagem celular PC3 e a linhagem PNT2. Em resumo, 2,5 x 10°
células/poco foram plaqueadas em microplacas de 12 pogos e incubadas por 24 h a 37°C em
atmosfera contendo 5% CO.. Em seguida, foi realizada a adi¢do das formulagGes LIP-DIO e
LIP-TF-DIO diluidas em meio de cultivo na concentracio de 2,5 x 10° particulas/mL, n=4. O
controle negativo foi realizado com o acréscimo de somente meio de cultivo aos po¢os. Apos
2, 4 e 24 horas, os tratamentos foram removidos e os po¢os lavados duas vezes com PBS. Foram
adicionados 500 pL de solucdo de tripsina em cada pogo e as placas foram incubadas por 5
minutos. Posteriormente, foram adicionados 500 puL de meio de cultivo em cada pogo para
inativacdo da tripsina e o contetdo de cada poco foi centrifugado em eppendorff de 2 mL por
8 minutos a 1765 xg. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as ceélulas
ressuspendidas em PBS. As células foram colocadas em tubos de citometria. No momento da
leitura, as amostras entdo foram acrescentadas de iodeto de propidio (2 pL de solugdo 50
ug/mL) e submetidas a analise em citdometro de fluxo, usando Aexc= 488 nm, Aem= 530/30 nm,

para Dio, ¢ Aexc= 488 nm e Aem= 670 nm para iodeto de propidio (PETRILLI et al., 2018).

4.11. Avaliacado da interacdo entre a linhagem celular PC-3 e lipossomas conjugados com
transferrina por QCM-D

A avaliacdo da interacdo entre a linha celular PC-3 e lipossomas conjugados com
transferrina por QCM-D foi realizada durante periodo de estagio no exterior (BEPE), financiado
pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), junto ao grupo de
pesquisa ‘“Nanoparticle-cell and nanoparticles-platelet interactions (Platelets Group)”
coordenado pela Professora Dr. Maria José Santos-Martinez, no Instituto de Ciéncias
Biomédicas (TBSI) da Trinity College Dublin. Neste estudo, a microbalanca de cristal de
quartzo com dissipacdo (QCM-D) (Figura 9) foi usada para investigar a interacdo de lipossomas
vazios e lipossomas vazios funcionalizados com transferrina na linhagem celular PC-3.
Diferentes condicGes foram testadas com o objetivo de produzir uma camada de células
cancerigenas onde a interacdo dos lipossomas com transferrina (TfR) pudesse ser avaliada. Para

esse fim, as células cancerigenas foram preparadas em solugéo e perfundidas através do sistema.
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ApoGs a deposicdo e adesdo das celulas, os lipossomas foram introduzidos no sistema e sua
interacdo com as células cancerigenas foi monitorada em tempo real pelo software Q-Sense
(QSoft401), sendo que as alteracdes na frequéncia f e dissipacdo de energia D foram medidas
e avaliadas. O experimento foi conduzido a 37°C e entdo as amostras (células e lipossomas)
perfundidos usando um sistema de microfluxo peristaltico (ISM 935; ISM 935; Ismatec SA,
Glattbrugg, Suica) (SANTOS-MARTINEZ et al., 2012).
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Figura 9: Componentes basicos da microbalanga Q-Sense ™ E4.
4.11.1. Procedimento experimental
4.11.1.1. Sensor utilizado

Uma grande variedade de sensores de cristal de quartzo esta disponivel para serem
usados com 0 Q-Sense ™ E4. Para esse estudo foram usados cristais de quartzo de 5 MHz
revestidos com ouro incubados ou ndo com poli-L-lisina - PLL (Sigma Aldrich Chemical

Company, Irlanda) a 0,1 mg/mL durante 1 h para melhorar a adesdo celular.
4.11.1.2. Limpeza dos sensores e equipamentos

Os sensores de cristal foram armazenados em Dodecil sulfato de sodio (SDS) a 2%
entre as medicdes e limpos antes e apOs 0s experimentos seguindo o mesmo protocolo:
primeiro, eles foram sonicados por 5 minutos imersos na solugcdo de SDS a 2% usando um
banho ultrassénico (Cole Palmer 8890 ; Particular Sciences, Irlanda), sem seguida os sensores
foram lavados com agua e colocados em uma solucdo de agua destilada: amonia a 25%:
perdxido de hidrogénio a 30% (proporc¢do 5: 1: 1) a 75 °C por 5 minutos. Os cristais foram
entdo lavados novamente com agua destilada e secos sob uma corrente suave de gas nitrogénio
antes do tratamento com UV.

Antes de cada experimento, 0s sensores também foram expostos a 2 ciclos de
tratamento com UV-ozbnio usando ProCleaner UV/Oz6nio (BioForce Nanotechnologies,

Particular Sciences, Irlanda) por 10 minutos. Este tratamento garante a remocao de quaisquer
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residuos bioldgicos restantes e também melhora a aderéncia dos materiais carregados
negativamente aos cristais (essa etapa ndo foi realizada quando os sensores foram previamente
revestidos com o PLL carregado positivamente).

Entre as experiéncias, SDS 2% também foi perfundido através do dispositivo a 200
puL/min por 15 minutos, seguido de agua destilada por 15-20 minutos, etanol a 70% por 2
minutos e agua destilada por 10 minutos para remover qualquer material biolégico dos modulos

e tubulacdes. Por fim, os médulos foram entdo secos ao ar.

4.11.1.3. Interagédo dos lipossomas com a camada celular PC3

Uma vez que um valor estavel de f e D foi obtido ap6s a perfusdo de PBS através da
camada celular depositada na superficie do sensor, solugdes de lipossomas foram perfundidas
e suas interacGes com células PC3 monitoradas atraves das alteracbes em f e D pelo software
Q-Soft 401. Se alteracbes em f e D fossem observadas apos a introdugédo dos lipossomas e uma
vez atingido o plat6, o PBS era perfundido novamente para remover os lipossomas que nao
haviam interagido com as céelulas PC3. Varias concentracdes de lipossomas, vazdes e tempos
de perfusdo foram testadas em um esforco para otimizar as condigdes experimentais.

Os resultados obtidos pela QCM-D foram expressos como porcentagem da frequéncia
f e dissipacdo D do terceiro som harmdnico para analise, onde as alteracbes maximas na
frequéncia (desvio negativo) e dissipacao (desvio positivo) aos 30 minutos de perfusdo de PBS
apos a formacdo de a camada celular foi considerada como 100%.

No entanto, devido ao fato de a concentracdo inicial de lipossomas nédo ser alta o
suficiente para induzir alteragdes em f e D durante a perfusdo através do Q-Sense ™ E4, as
solugdes precisavam ser mais concentradas. Para esse fim, aliquotas de 1 mL de lipossomas
vazios e lipossomas funcionalizados com transferrina foram centrifugados a 25 °C a 4000rpm
durante 10 minutos usando filtros Amicon-10 kDA (Millipore Corp., MS, EUA). Os granulos

resultantes foram ressuspensos em PBS e sua concentracdo determinada por NTA.
4.11.1.4. Microscopia optica

A deposicdo nas células na superficie do cristal foi visualizada sob um microscépio de
epifluorescéncia de reflexdo BX51M (Olympus, Mason Technologies, Irlanda) usando uma
objetiva 10x. As fotomicrografias foram capturadas usando uma camera digital e o software

Cellsense (verséo 1.1).
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4.12. Forma de analise dos resultados

Utilizou-se a anélise de variancia ANOVA, com comparacao de médias de acordo com
0 pos teste de Tukey, para o tratamento dos resultados. Foi considerado como estatisticamente
significativo o valor de p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Desenvolvimento dos lipossomas
5.1.1. Avaliagéo da eficiéncia de funcionalizacdo

A conjugacdo da transferrina aos lipossomas ocorreu através da ancora lipidica de
DSPE-PEG (2000) -MAL, pela reacdo quimica entre a proteina tiolada e o grupamento
maleimida (ELOY et al., 2017). Foram testados processos (figura 5 e 6) para a obtencdo da
funcionalizacdo, alterando a concentracdo de proteina, reagente de Traut e o tempo de agitacao.
O valor da eficiéncia de funcionalizagéo de transferrina avaliado pelo ensaio de BCA foi de 4
e 31% para 0 processo 1 e 2, respectivamente. Foi observado que o tempo de reagédo entre
solucgéo de transferrina e solucdo de Traut influenciou positivamente na funcionalizagdo, bem
como a temperatura de incubacdo. Derycke e colaboradores (2004) desenvolveram lipossomas
funcionalizados com transferrina e obtiveram eficiéncia de conjugacéo 13,9%, valor inferior ao

resultado obtido no presente trabalho.

5.2. Caracterizacao fisico — quimica dos sistemas desenvolvidos
5.2.1. Analise do diametro médio, indice de polidispersédo (PDI) e do potencial zeta

Foram desenvolvidos lipossomas: Vazios (A); carregados com docetaxel (B); vazios e
funcionalizados com transferrina (C) e carregados com docetaxel e funcionalizados com
transferrina (D). Os valores de indice de polidispersividade, diametro médio da particula e
potencial zeta foram apresentados (Tabela 2).

Ao final dos 90 dias de analise, os valores de diametro médio de particula obtidos para
a formulacdo A foram de 89,57nm a 99,39nm e para a formulacdo B foram de 64,23nm a
76,05nm. O indice de polidispersividade da formulacdo A foi de 0,258 a 0,273 e para a
formulacdo B de 0,244 a 0,273, indicando que as suspensdes apresentaram homogeneidade e
ndo estavam agregadas (MERTINS, 2008). Os valores obtidos para as formulacdes lipossomais
demonstraram valores entre -18,5mV e -25,2mV para as formula¢es contendo farmaco e -
18,3mV e -31,4mV para as formulacGes vazias, 0 que permite o aumento da estabilidade dos
lipossoma e a reducdo de interacdo inespecifica com as membranas celulares (SRIRAMAN et
al., 2016; MORAES et al. 2010). Assim, foi possivel obter lipossomas com os valores de
didmetro médio de particula, indice de polidispersidade e potencial zeta adequados, além de
observar que o farmaco antineoplasico docetaxel interferiu positivamente na estabilidade das
preparagdes lipossomais (PEREIRA et al. 2016)

Como ja foi demonstrado por Zhai et al. (2010), o lipossoma funcionalizado com

transferrina foi obtido pelo método da pos-insercao, e os valores de diametro médio de particula,
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PDI e potencial zeta estédo representados na Tabela 2. A associagéo de transferrina, que tem
carga negativa, com os lipossomas, apresentou diferenca no potencial zeta de -27 mV para -18
mV para as formulagdes com farmaco e -23 mV para -16,0mV para as formulagdes vazias. O
tamanho de particula também foi aumentado de 79,95 nm para 220,23 nm para as formulaces
com farmaco e 81,19nm para 181,93 nm para as formulacfes sem farmaco. O indice de
polidispersividade para as formula¢6es com docetaxel aumentou de 0,29 para 0,33 e 0,36 para
0,38 para as formulagfes vazias, indicando que as suspensdes apresentaram homogeneidade e
ndo estavam agregadas mesmo apos a funcionalizagdo (ZHAI et al., 2010).

Tabela 2: Representacdo dos valores obtidos para tamanho de particula, IPD e potencial zeta
(meédia com os respectivos desvios) pelo DLS.

Grupos Tamanho (nm) indice de Potencial zeta (mV)
polidispersividade
A 81.19 +7.09 0.36 £ 0.05 -23+4.00
B 79.95 + 5,57 0.29 £ 0.05 -27 £ 3.00
C 181.93 +4.43 0.38 £0.01 -16 + 3.00
D 220.23 + 3.95 0.33 +0.06 -18 +2.00

Nota: As amostras representam a média e o desvio padrdo de trés medi¢Oes. Lipossomas vazios (A); Lipossomas
carregados com docetaxel (B); lipossomas funcionalizados com transferrina e vazios (C) e lipossomas carregados
com docetaxel e funcionalizados com transferrina (D).

Em estudo com lipossomas funcionalizados com transferrina, Soni, Kohli e Jain (2008)
avaliaram o tamanho da vesicula lipossomal com transferrina e demonstraram que o aumento
de tamanho 0,75 para 1,01 um foi devido a presenca da transferrina (SONI; KOHLI; JAIN,
2008). Lipossomas desenvolvidos por Gaspar et al. (2012) também apresentaram alteracdo no

tamanho e potencial zeta ao serem funcionalizados com transferrina (GASPAR et al., 2012).

5.2.2. Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

Ribeiro e colaboradores (2018) caracterizaram lipossomas por duas técnicas: analise
de rastreamento de nanoparticulas (NTA) e espalhamento dindmico de luz (DLS). No estudo
da caracterizacdo lipossomal, sua concentracdo deve ser avaliada para entender seu desempenho
em sistemas bioldgicos, como ensaios de viabilidade celular e citotoxicidade. Para demonstrar
IS0, as concentracOes das mesmas amostras usadas no DLS foram avaliadas pelo NTA (Tabela
3). Os resultados mostraram que o tamanho de particula para os lipossomas sem funcionalizacdo
foi maior do que o obtido pelo DLS, no entanto para os lipossomas funcionalizados com

transferrina e carregados com docetaxel apresentaram tamanho menor e adequado para o tipo
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de administracdo que se deseja utilizar. Barras de erro alto podem ser explicadas principalmente
por contagens de particulas diferentes entre cada medicao para a mesma amostra (RIBEIRO et
al., 2018).

Tabela 3: Caracterizacdo de Lipossomas através do NTA.

Grupos Tamanho (nm) Concentracéo (particulas/mL)
A 148.9 + 4.02 8 x 10%°
B 196.8 +£5.89 5 x 1010
C 184.4 +2.99 4 x 100
D 134.5+1.86 1 x 101

Nota: As amostras representam a média e o desvio padrdo de trés medicdes. Lipossomas vazios (A); Lipossomas
carregados com docetaxel (B); lipossomas funcionalizados com transferrina e vazios (C) e lipossomas carregados
com docetaxel e funcionalizados com transferrina (D).

Felipe, Hawe e Jiskoot (2010) realizaram a caracterizacdo de nanoparticulas através
dessas duas técnicas (NTA e DLS) e observaram que o NTA requer otimizagdo dos parametros
para uma analise confiavel, apesar disso é uma ferramenta Gtil para complementar a analise
feita através do DLS (FELIPE; HAWE; JISKOOT, et al., 2010). Resultado semelhante foi
observado por Boyd, Pichaimuthu e Cuenat (2011) em anéalises de nanoparticulas, o grupo
utilizou trés técnicas para caracterizacdo e encontraram diferenca significativa entre a
distribuicdo de tamanho e didametro médio entre as técnicas avaliadas (BOYD; PICHAIMUTH,;
CUENAT, 2011).

5.2.3. Analise morfologica

A anélise por microscopia eletrdnica de transmissdo € amplamente utilizada para
identificar a morfologia, tamanho e estabilidade dos lipossomas (ELOY et al., 2016). Na figura
10 estdo evidenciados os lipossomas (A, B, C, D) com estruturas esféricas e com diametro em
torno de 100nm o que corrobora com o resultado obtido pela técnica de dispersdo de luz

dindmica e com observacOes descritas na literatura (ELOY et. al., 2016; ZHAI et al., 2010).
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Figura 10 — Microscopia eletrdnica de transmissdo dos lipossomas. (A) Lipossoma sem docetaxel; (B)-
Lipossoma com docetaxel; (C)- Lipossoma sem docetaxel funcionalizado com transferrina; (D)- Lipossoma com
docetaxel funcionalizado com transferrina. Aumento de 100x.

5.3. Avaliacdo da integridade estrutural da transferrina
5.3.1. Avaliacao da integridade da proteina por SDS-PAGE

A transferrina é a glicoproteina transportadora de ferro, possuem em torno de 80kDa.
Sua estrutura primaria apresenta dois lobos semelhantes o N terminal e C terminal, sendo que
a molécula de ferro se liga em um sitio de ligacdo especificos. Essa populacdo de proteinas é
bastante heterogénea apresentando em torno de 650 a 700 aminoacidos com aproximadamente
15 a 19 ligacdes dissulfeto (THEVIS et. al., 2003; GANDHI et. al.,2016).

A técnica eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) com dodecil-sulfato de sodio
(SDS) foi utilizada para avaliar a integridade da estrutura primaria da glicoproteina nos
lipossomas funcionalizados foi realizado segundo procedimento descrito por Eloy et al. (2017).
Apds o tratamento com o detergente SDS, os lipossomas foram quebrados e a transferrina
liberada na solucdo. De acordo com a Figura 11, a transferrina livre exibiu uma banda em
70kDa, bem como a transferrina conjugada, confirmando a presenca da proteina nos

lipossomas.
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70 kDa

Figura 11: Eletroforese em gel SDS -PAGE: avaliacdo de lipossoma vazio e funcionalizado com transferrina (C)

e Transferrina (Tf).

5.3.2. Dicroismo circular

A emissdo de fluorescéncia fornece a medida da mudanca da estrutura terciaria da
proteina; no entanto, é necessario determinar o efeito da ligacdo dos lipossomas na estrutura
secundaria das transferrina. Para isso, foi realizado o método do dicroismo circular. Como pode
ser observado na Figura 12, os espectros de dicroismo da transferrina exibem uma banda
positiva em 202nm e duas bandas negativas em 207nm e 211nm, 0 que representa caracteristica
de uma estrutura a-helicoidal da proteina (MURAKAMI et. al., 2016). Apos a conjugagdo com
os lipossomas, ndo foram observadas alteracGes significativas nos espectros. Portanto é possivel
concluir que o processo de funcionaliza¢do ndo provocou mudancas consideraveis na estrutura
secundaria das proteinas, o que é importante quando forem realizados estudos in vitro, pois o
receptor de transferrina podera reconhecer a transferrina conjugada aos lipossomas e em

consequéncia a entrega do docetaxel a célula tumoral de prostata.
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Figura 12. Espectro de dicroismo circular da transferrina em solucdo, transferrina tiolada, formulacdo
funcionalizada sem docetaxel (C) e formulacdo funcionalizada com docetaxel (D) com excitacdo a 200nm e
260nm.

5.3.3. Espectroscopia de fluorescéncia

Ap0s analisar a concentracdo de transferrina tiolada (0,078 mg/mL) purificada em
coluna PD-10 (processo 1 de funcionalizacdo) foi realizada espectroscopia de fluorescéncia
comparando com a solucdo de transferrina (0,240 mg/mL) utilizada no inicio da conjugacao.
As proteinas apresentam trés tipos de fluoroforos intrinsecos: triptofano, tirosina e fenilanina.
O espectro de fluorescéncia de cada um se distingue pelo comprimento de onda de excitacédo e
emissao. Esse fato se deve ao rendimento quéantico (Q) gque é a razao entre o nimero de fétons
emitidos e o numero de fotons absorvidos de cada um dos trés aminoacidos. O triptofano € o
fluoréforo intrinseco dominante (possui maior Q), e por isso é mais estudado ja que a fenilanina
possui Q muito baixo e a fluorescéncia da tirosina é baixa devido a supressdo. A detec¢do da
tirosina e a fenilanina pode ser afetada pelo triptofano, enquanto que o triptofano pode ser
suprimido na presenca de acidos protonados, como por exemplo, ligacdo SH de cisteina
indicando que este grupo esta muito proximo (LAKOWICZ, 2006). Portanto, a principal razdo

para avaliar a fluorescéncia de proteinas € obter informacfes sobre sua conformacéo e o



57

resultado da emisséo relacionado - se com o ambiente em que se encontram (MARANGONI,
2012).

Quando ocorre a excitagdo a 295nm, a fluorescéncia é contribuida pelo triptofano, e
ao serem excitados a 280nm pelo triptofano e tirosina. Na Figura 13 sdo demonstrados espectros
de fluorescéncia da transferrina em solugcdo em comparagcdo com a transferrina tiolada. A
emissdo maxima obtida foi de 325nm e centro de massa espectral 338,4nm (excitagdo de
280nm) e 300nm e centro de massa espectral de 336,50nm (excitagdo de 295nm). O resultado
pode indicar que a conformacao da transferrina foi alterada no processo de tiola¢do, bem como
a polaridade dos compostos fluoréforos como demonstrado por Sliwiniska-Hill (2017). Este
processo pode estar associado tanto a um processo de colisdo quanto a formagdo de um
complexo entre o supressor (ligagdo SH de cisteina) e os fluordforos (triptofano-tirosina).

Analises comparativas entre 0s espectros de emissdo da transferrina em solucao,
transferrina tiolada e transferrina conjugada aos lipossomas com docetaxel e vazios foram
realizadas (Figura 14), com o objetivo de identificar interacdes e modificacbes conformacionais
nas proteinas apds a ligacdo. As excitacbes foram realizadas nos comprimentos de onda de
280nm e 295nm, as emissfes maximas obtidas foram de 328,4nm (centro de massa espectral
338,92nm) e 329,6nm (centro de massa espectral de 340,27nm). Apesar da concentracdo
protéica representada ser maior do que a representada na figura 13, o espectro de emissdo
apresentou pouca diferenca (MARANGONI, 2012). No entanto ao analisar a figura 14B ¢
possivel notar uma diminuicdo significativa na intensidade da transferrina conjugada com o0s
lipossomas em comparacdo com a transferrina em solucdo. Apesar disso, a intensidade da
fluorescéncia nos lipossomas funcionalizados é superior a intensidade nos lipossomas sem

funcionalizacdo, o que indica que houve de fato a interacdo transferrina-lipossomas.
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Figura 13. Espectro de absorcdo da transferrina em solucéo e transferrina tiolada com excitacdo a 280nm (esquerda) e 295nm (direita).
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Figura 14. Espectro de absorgdo da transferrina em solugdo, transferrina tiolada, formulacéo vazia (A), formulagdo com docetaxel (B),
formulagdo vazia e funcionalizada com transferrina (C) e formulacdo com docetaxel e funcionalizada com transferrina (D) com excita¢do
a 280nm (A) e 295nm (B).
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5.4. Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo do DTX por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Foi utilizado o cromatografo Agilent Technologies 1220 Infinity LC, injetor
automatico, com detector UV-Vis pertencente ao laboratério de Tecnologia Farmacéutica,
Unesp, Araraquara. O método analitico utilizado para a quantificacdo de docetaxel foi
desenvolvido e validado seguindo a Farmacopeia Europeia (Ph. Eur., 2011), com modificagdes.
A revalidacdo da metodologia analitica foi realizada utilizando os pardmetros de linearidade,
seletividade, preciséo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo, limite de deteccéo,
limite de quantificagdo e robustez, conforme descritos pelos guias ICH (2005) e ANVISA
(BRASIL, 2017).

5.4.1. Conformidade do sistema cromatografico

A conformidade do sistema cromatografico foi avaliada pela analise quantitativa,
através do calculo dos coeficientes de variacdo da assimetria do pico do DTX, fator de cauda,
numero de pratos tedricos da coluna, tempo de retencdo e area do pico principal de seis
replicatas de DTX na concentracdo de 50 pug/mL. Os resultados obtidos estdo descritos na
Tabela 4 e 5.

Tabela 4. Parametros da analise de conformidade do sistema cromatografico desenvolvido
para analise do DTX em fase movel.

Injecbes Tempo de Area Simetria do Fator de n° de pratos
retencao pico 10% cauda tedricos (N)
1 5,49 391,87 0,73 1,29 7185
2 5,50 391,92 0,73 1,28 7190
3 5,50 390,50 0,73 1,27 7243
4 5,49 390,60 0,72 1,29 7145
5 5,50 388,60 0,73 1,28 7328
6 5,50 390,20 0,73 1,29 7678
Média 55 390,61 0,73 1,29 7294
DP 0,01 1,23 0,01 0,01 198

DPR 0,00 0,31 0,37 0,72 2,71
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Tabela 5. Pardmetros da anélise de conformidade do sistema cromatografico desenvolvido
para analise do DTX em meio receptor.

InjecOes Tempo de Area Simetriado Fator de n° de pratos
retencao pico 10% cauda teoricos (N)
1 5,59 349,50 1,01 0,99 7321
2 5,58 349,50 1,01 1,01 7190
3 5,59 349,80 1,02 0,98 7343
4 5,60 347,90 1,02 0,98 7145
5 5,58 351 1,01 0,99 7328
6 5,59 349,80 1,01 1 7328
Média 5,60 349,58 1,01 0,99 7275
DP 0,01 0,99 0,01 0,01 85
DPR 0,13 0,28 0,56 1,18 1,17

Conforme preconizado pelos guias ICH (2005), ANVISA (BRASIL, 2017), o fator de
assimetria e de cauda devem ser menores que 2 e 0 numero de pratos teoricos superior a 2000,
demonstrando que os métodos desenvolvidos e o0 equipamento foram adequados para
quantificacdo do DTX. Além disso, para todos os parametros avaliados verifica-se precisdo
entre os valores do tempo de retencéo e a area dos picos cromatograficos, o valor adotado de
DPR% abaixo de 2%.

5.4.2. Especificidade/Seletividade

Em métodos cromatograficos esse parametro é importante, pois a pureza do pico do
farmaco deve ser mantida. Portanto, especificidade/seletividade demonstra a capacidade que o
método desenvolvido possui de medir uma substancia em presenca de outros componentes,
como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz, sem que estes interfiram
no resultado da analise (BRASIL, 2017).

Foram injetadas separadamente amostras de acetonitrila, dgua, tampéao fosfato (PBS,
pH 7,4), lipossoma vazio e transferrina livre e 0s cromatogramas para comparacéo (Figura 15).
Os ensaios foram realizados em triplicata e conforme pode-se observar na Figura 15, as
amostras injetadas ndo apresentaram picos de absorcdo no comprimento de onda de 230 nm que

possam interferir na quantificacdo do farmaco.
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Figura 15. Cromatogramas obtidos a partir da analise de seletividade do método analitico desenvolvido para o
docetaxel. Acetonitrila (A); Agua (B); Tampéo fosfato (PBS, pH 7,4) (C); Lipossoma vazio (D); Transferrina (E).
Fase movel: Acetonitrila: Agua (65:35, v/v); Coluna C18-ZORBAX Eclipse Plus, dimensdes 4,6mm x 250mm,
Sum; Fluxo: 0,8 mL/min, A=230nm; Inje¢do: 10uL; Temperatura: 45°C.

5.4.3. Linearidade

O parametro linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia analisada, dentro de uma faixa de
aplicacdo determinada (BRASIL, 2017). Na figura 16 estdo representados 0os cromatogramas
obtidos, demonstrando a resolucao e a simetria do pico correspondente ao DTX, apresentando
tempo de retencdo em por volta de 5,5 (fase movel) (FIGURA 16A), com pico da acetonitrila
em 2,82minutos e 5,6 minutos (meio receptor) (FIGURA 16B), com pico de tampdo em

aproximadamente 3 minutos .
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Figura 16. Cromatogramas do DT X obtidos pelo método cromatografico proposto (A) acetontrila:agua e (B) em
meio receptor. Fase movel: Acetonitrila: agua (65:35, v/v); Coluna: ZORBAX Eclipse Plus C18, dimensfes

4,6mm x 250mm; Spm; Fluxo de 0,8 mL/min; A: 230nm; Inje¢do 10pL; Temperatura: 45°C.

Foram construidas duas curvas analiticas em fase mdvel e meio receptor nas
concentracdes de DTX (1 a 75ug/mL) (Figura 17 e Figura 18). Ao longo do intervalo proposto
provou-se que as curvas sdo lineares para o docetaxel, como mostrados pelos coeficientes de

correlacéo linear (R) e determinacdo (R%) em fase movel em meio receptor.

1600 Linearidade do DTX em fase movel

1400 ®

1200 y = 18,6973x - 1,2849
1000 R2=0,9939
R =0,9970

600
400
200

0 20 40 60 80
Concentragéo ( pg/mL)

Figura 17. Curva analitica do DTX em acetonitrila:dgua com intervalo de concentracéo de 1-75ug/mL obtida
por CLAE.
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Figura 18. Curva analitica do DTX em meio receptor com intervalo de concentragéo de 1-75ug/mL obtida por
CLAE.

Para testar a validacdo do método analitico e a significancia estatistica da curva testada
foi realizada a analise estatistica da regressdo linear (Tabela 6). Foi comprovado através da
analise de variancia ANOVA que a regressao linear foi significativa para as duas curvas
construidas, pois o valor de F tabelado foi inferior ao F calculado. Portanto as regressdes obtidas
sdo significativas e podem ser aceitas, considerando que o nivel de significancia adotado foi de
5%.
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Tabela 6. Anélise de variancia dos valores de area determinados na obtencéo das curvas.

Fonte de variagdo  Graus de Soma de Variancia F F tabelado
(em fase movel) liberdade  Quadrados calculado
Entre concentragdes 6 5080913 846819 381,88 2,85
Regresséo Linear 1 5049868 5049868 2277,27 4,60
Desvio da 5 31045 6209 2,80 2,96
Linearidade
Dentro (residuo) 14 31045 2218
Total 20 5080949
Fonte de variagdo  Graus de Soma de Variancia F F tabelado
(em meio receptor) liberdade  Quadrados calculado
Entre concentragdes 6 4017550 669592 10869,24 2,85
Regresséo Linear 1 4016688 4016688  65201,43 4,60
Desvio da 5 862 172 2,80 2,96
Linearidade
Dentro (residuo) 14 862 62
Total 20 4017597

*Significativo para p< 0,05

5.4.4. Precisdo

De acordo com os padrbes determinados pela ANVISA (BRASIL, 2017), deve-se
garantir que as andlises sejam confidveis, isso quer dizer que os resultados em uma série de
medidas de uma mesma amostra devem ser proximos. Para demonstrar a preciséo existem trés
formas, repetibilidade, precisdo intermediaria e precisdo interlaboratorial e sdo expressoes

através do desvio padrdo relativo (D.P.R %).

5.4.4.1. Repetibilidade

A precisao foi realizada a partir da injecao de trés diluicdes da solucdo padrdo de DTX
(em fase mdvel e em meio receptor) nas concentracdes 5,20 e 50 pg/mL (baixa, média e alta).
As injecOes foram realizadas sob as mesmas condicdes de trabalho, no mesmo dia e pelo mesmo

analista.
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Tabela 7. Resultados obtidos para o ensaio de repetibilidade para o DTX em fase mdvel.

Concentracao Areas Concentracgéao Médias DP D.P.R (%)
tedrica tedrica (nug/mL)
(Mg/mL)
85,1 4,62
5 85,3 4,63 4,646 0,037 0,805
86,4 4,68
390,2 20,94
20 386,7 20,76 20,842 0,090 0,434
388,1 20,82
851,6 45,61
50 846,7 45,35 45,462 0,136 0,300
8479 45,41

Tabela 8. Resultados obtidos para o ensaio de repetibilidade para o DTX em meio receptor.

Concentracao Areas Concentracéao Meédias DP D.P.R (%)
tedrica tedrica (ng/mL)
(Mg/mL)
98 5,22
5 94,5 5,01 5,07 0,129 2,535
94,1 4,99
3495 20,31
20 3495 20,31 20,31 0,010 0,051
349,8 20,32
839,1 49,67 49 45 0,240 0,486
50 831,1 49,19
835,6 49,46

O D.P.R % observado para todas as amostras nos ensaios de repetibilidade e precisdo

intermediaria foi inferior a 5% como preconizado pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2017),

portanto é possivel afirmar que o método desenvolvido €é preciso.

5.4.4.2. Precisao Intermediaria

A precisdo intermediaria avalia a concordancia entre os resultados obtidos em dias

diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes (BRASIL, 2017). Os

resultados obtidos para precisdo intermediaria estdo descritos nas tabelas 9 e 10.
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Tabela 9. Resultados obtidos para o ensaio de preciséo intermediaria, DTX em fase médvel.

Concentracao Analistae Concentracéo Médias DP D.P.R (%)
tedrica (ug/mL) dia tedrica (pug/mL)
5 1 4,61
2 4,60 4,65 0,007 0,153
20 1 20,99
2 21,01 21 0,014 0,067
50 1 45,52
2 45,56 45,54 0,028 0,062

Tabela 10. Resultados obtidos para o ensaio de precisdo intermediaria, DTX em meio receptor.

Concentragéo Analista Concentragéo Médias DP D.P.R (%)
teorica (pug/mL) e dia tedrica (pug/mL)
5 1 5,13
2 5,09 4,65 0,03 0,55
20 1 20,29
2 20,34 21 0,035 0,17
50 1 49,70
2 49,46 45,54 0,17 0,34

5.4.5. Exatidao

Esta relacionada com a proximidade dos resultados obtidos pela aplicacdo do método
analitico utilizado em relacdo ao valor tedrica real. A faixa entre 80-120% é admitida de acordo
com a ANVISA (Brasil, 2017), no entanto os valores proximos a 100% sdo desejaveis. Os
valores da exatiddo estdo apresentados na tabela 11 e 12, confirmando que a metodologia

analitica € adequada para quantificacdo do farmaco em meio receptor e em fase movel.

Tabela 11. Exatiddo entre concentracdo tedrica e experimental das solu¢bes de DTX em fase
movel.

Concentracdo tedrica (ug/mL) Concentracdo teorica (ug/mL) Exatidao (%)

S 4,65 90,15
20 20,84 103,52
50 45,46 90,65
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Tabela 12. Exatidao entre concentragdo tedrica e experimental das solugdes de DTX em meio
receptor.

Concentracdo tedrica (ug/mL) Concentracao teorica (ug/mL) Exatidao (%)

5

5,13 90,52
20 20,32 93,49
50 49,46 89,34

5.4.6. Limite de deteccdo e de quantificacao

A sensibilidade do método analitico deve ser avaliada e para isso o limite de deteccao
e quantificacdo sdo usados. O limite de deteccdo (LD) corresponde a menor quantidade do
farmaco presente na amostra que pode ser detectado, no entanto ndo quer dizer que pode ser
quantificado e o limite de quantificacdo (LQ) corresponde a menor quantidade de amostras que
pode ser avaliada com preciséo e exatidao pelo metodo desenvolvido adotado (BRASIL, 2017).

Tabela 13. Valores obtidos para LD e LQ

Limites analisados Curvaem Curva em meio receptor
acetonitrila:agua (pg/mL) (ug/mL)
LD 0,14 2,35
LQ 0,49 7,84

5.4.7. Robustez

Para analisar a resisténcia do método analitico a pequenas varia¢fes das condicGes
analiticas a robustez deve ser empregada (BRASIL, 2017). Os resultados obtidos demonstraram
gue o método analitico desenvolvido é robusto mesmo com alteragfes na vazdo (mL/min),
comprimento de onda de deteccdo no UV (nm), temperatura e proporcdo de fase mével, os

resultados obtidos de recuperacao encontram-se na faixa determinada de 80-120%.
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Tabela 14. Robustez do método analitico para quantificagdo do DTX.

Concentracéo (ug/mL) 50 50 50
Fluxo (mL/min) 0,7 0,8 0,9
n 3 3 3
DPR 0,12 0,3 0,2
RECUPERACAO (%) 107,2 90,7 84,1
Concentracéao (ug/mL) 50 50 50
(nm) 229 230 231
n 3 3 3
DPR 0,1 0,3 0,1
RECUPERACAO (%) 94,8 90,7 94,8
Concentracao (ug/mL) 50 50 50
Proporc¢éo de F.M (v/v) 64:36:00 65:35:00 66:34:00
n 3 3 3
DPR 0,01 0,3 0,1
RECUPERACAO (%) 94,9 90,7 94,8
Concentracéo (ug/mL) 50 50 50
Temperatura (°C) 1056:00:00 65:35:00 66:34:00
n 3 3 3
DPR 0,08 0,3 0,14
RECUPERACAO (%) 95,1 90,7 94,9

5.5. Avaliacao da eficiéncia de encapsulacédo (EE %0)

Ap0s a validacdo do método analitico para quantificacdo do docetaxel, foi realizada a
avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo. O processo foi conduzido a partir dos lipossomas
recém obtidos, antes e apds a purificacdo, e para os lipossomas funcionalizados com
transferrina. Os resultados (Figura 19.a) mostraram uma perda de 44% de farmaco apds o
processo de homogeneizacdo de alta pressdo, portanto considerou-se o valor de 44 pg/mL como
sendo 100% de DTX. A quantidade de farmaco representa a porcentagem de encapsulacdo do
farmaco em relacdo a quantidade medida apds a homogeneizagdo, sendo que o valor da
eficiéncia apos a purificacdo foi de 69% (Figura 19.b) e para os lipossomas funcionalizados foi
de 37%. Assim como demonstrado por Pereira e colaboradores (2016), observaram diminuicédo
da EE (%) e concluiram que se o farmaco nao estiver totalmente incorporado na bicamada, ou
seja se o farmaco estiver na superficie externa dos lipossomas sera perdido durante o processo

de purificacdo.
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Figura 19: Eficiéncia de encapsulacdo do DTX em lipossomas. Os lipossomas SPC:COL: DSPE-PEG (2000)
maleimida (MAL): DTX foram purificados usando a coluna CL-4B. (a) Eficiéncia de encapsulacdo de DTX em
lipossomas antes da homogeneizacdo de alta pressdo em comparacdo com lipossomas antes da purificacéo,
conforme determinado por HPLC; (b) antes da purificacdo e depois da purificagdo. Os lipossomas foram rompidos
em ACN 1:10 (v/v), sonicados por 15 min e o contetdo de DTX foi quantificado por HPLC (n = 3). A anélise
estatistica foi realizada usando ANOVA seguida pelo pds-teste de Tukey (p <0,05).

5.6. Estudo de dissolucdo do DTX
5.6.1. Estudo de solubilidade do DTX

Para realizar o ensaio de dissolucdo in vitro é necessario avaliar a solubilidade do
farmaco, ou seja, deve-se conduzir a analise dentro das condic@es sink.

A solubilidade do DTX foi determinada no meio de dissolucdo que utilizado para
avaliar a liberacdo do farmaco (PBS pH 7,4 com 1,25% de LSS). O farmaco em excesso foi
adicionado em eppendorf (n=3) até que atingisse o ponto de saturacdo (LIM et al., 2015).

A curva de calibracdo do docetaxel descrita no item 5.4.3 foi utilizada para calcular a
concentracdo de saturacdo em meio receptor. O valor obtido foi de 0,947 mg/mL. Portanto a
partir do valor encontrado foi possivel desenvolver o ensaio dentro das condi¢des sink,
considerando o volume de meio que serd utilizado e a concentracdo de farmaco incorporado

nos lipossomas.
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5.6.2. Determinacéo do perfil de liberacéo in vitro do DTX

O perfil de liberacdo de farmacos encapsulados em lipossomas é relatado na literatura
pela répida perda inicial de farmaco seguida por taxas mais lenta de perda de farmaco. No caso
de répida liberacdo inicial relaciona-se com o deslocamento do farmaco na superficie
lipossomal enquanto que a liberagéo lenta que ocorre posteriormente sustenta-se pela liberacéo
do farmaco que esté localizado nas lamelas internas (PANWAR et al., 2010), como no caso do
DTX.

A avaliacdo perfil de liberacdo in vitro do docetaxel encapsulado nos lipossomas
possibilitou verificar a quantidade de farmaco liberada em funcdo do tempo e 0 mecanismo
envolvido nesse processo. Para assegurar a reprodutibilidade e eficacia do estudo de liberacdo
utilizou-se uma amostra de controle contendo apenas o DTX livre (DTX em solucéo receptora),
de forma a garantir que a membrana utilizada ndo seria uma barreira durante o estudo de
liberag&o.

Na Figura 20 esta representado o perfil de liberacdo do docetaxel em solucéo receptora
(PBS+ LSS 1,25%) e encapsulado nos lipossomas. E possivel notar uma reducéo significativa
das taxas de dissolucdo do DTX encapsulado em relacdo ao farmaco livre, em que 60,42% do
farmaco encontrava-se em solucdo na primeira hora do teste e o platé observado a partir das 6
horas. A liberacdo do DTX nos lipossomas peguilados é prolongada, inicialmente ocorre
liberacdo mais lenta, em torno de 6,43%, alcancando 51,70% ao final de 72 horas. No caso dos
lipossomas funcionalizados com transferrina, 16,93% de DTX ¢ liberado a partir das 24h e ao
final do estudo 31,97%. O resultado indica maior tempo para a liberacdo do DTX devido
possivelmente a presenca de colesterol na bicamada, o revestimento com PEG, e além deste
fato a presenca da transferrina nos lipossomas funcionalizados torna a liberacdo do farmaco
mais demorada.

De acordo com dados da literatura os lipossomas peguilados apresentam maior estabilidade
na circulacdo sanguinea (ELOY et al., 2016; PANWAR et al., 2010; YOUSEFI, et al., 2009).
Na tabela 15 estdo apresentadas as porcentagens de farmaco liberadas a partir dos lipossomas,
onde é possivel constatar que houve diferenca estatistica significativa entre os grupos (p < 0,05).

Neste contexto, a compartimentalizacdo do farmaco em lipossomas funcionalizados pode
permitir a protecdo contra degradacdo, bem como a modificacdo do perfil de dissolucdo. A
partir dos resultados descritos acima indicam que o docetaxel seria estavel na circulacdo
sanguinea. No entanto, a modificacdo superficial dos sistemas com transferrina provavelmente
permitiu a formagdo de um sistema mais rigido e capaz de impor maior resisténcia a difusdo do
meio de dissolugdo para o seu interior e consequentemente a dissolucdo do farmaco associado
(ELOY etal., 2017; HATAKEYAMA et al., 2004; QIN et al., 2014).
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Figura 20. Perfil de liberacéo in vitro do DTX livre e encapsulado em lipossomas em tampéo PBS pH 7,4.

Tabela 15: Porcentagens de DTX liberado em relagdo ao tempo

% Liberada de DTX
Formulages 0,5h 12h 24h 48h 72h
Farmaco Livre 28,08 + 64,60 + 64,62 + 62,09 £ 64,09 + 4,27
(DTX Livre) 11,18 4,13 4,12 4,19
DTX - 6,43 + 6,29 41,29 + 46,47 + 44,78 + 51,70 + 4,26
lipossoma (B) 0,49 1,67 3,81
DTX- 0 0 16,93+2,89 | 25,46+3,99 | 31,97+1,83
lipossoma
funcionalizado
D)

5.6.3. Analise da cinética de liberacéo in vitro do DTX

Para analisar e descrever a cinética de liberagdo do farmaco foram utilizados os
modelos matematicos Baker & Lonsdale, Korsmeyer-Peppas, Hixon & Crowell, Higuchi,
Primeira Ordem e Weibull (Tabela 16). Para esse estudo o modelo Weibull (equagéo 6) foi
considerado como mais adequado, pois apresentou os valores de coeficiente de determinagéo

(R?) mais proximos de 1,00.
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Para avaliar os processos de dissolucéo e liberacdo de farmaco pelo modelo proposto
por Weibull pode — se utilizar a equacao 6, onde é expressa a fragdo acumulada de farmaco (m),
em solucdo no tempo (t), ti € o intervalo de tempo antes do inicio do processo de dissolugdo ou
liberagdo (sendo que na maioria dos casos € zero) e b indica 0 mecanismo de transporte
envolvido através da bicamada lipidica (PAPADOPOULOU et al.,2006; LAPENDA et al.,
2013).

—(t—Ti\P
m=1—exp [%] (Equacéo 6)
Dessa maneira, sdo denominados:

l. Modelo de difusdo Fickiana, b <0,75;
I. Modelo de difusdo Fickiana, Caso Il (intumescimento), 0,75 <b < 1,0;
1. Modelo ndo-Fickiano (Mecanismo complexo de liberagcdo complexa) b > 1.

IV. As formulagdes lipossomais apresentaram b igual a 0,4736 (A) e 0,4620 (B).
Portanto, se encaixam no modelo de difusdo Fickiana, que é caracterizada pela alta velocidade
de difusdo do solvente para o interior da bicamada, sendo assim ocorre formacdo de um
gradiente de penetracdo do solvente. A concentracao de solvente diminui exponencialmente da
regido totalmente intumescida do sistema para o0 centro da vesicula lipossomal
(PAPADOPOULOU et al., 2006; MIRCIOIU et al., 2019; LAPENDA et al., 2013). A adicdo
de PEG a matriz possivelmente permitiu maior grau de organizacao estrutural, de forma que as
taxas de difusdo do farmaco através dessa estrutura mais estavel e organizada foram
responsaveis pelo condicionamento da liberacdo (ELOY et al., 2016).

Alguns estudos foram descritos na literatura referentes ao perfil de liberacdo do DTX
presente em lipossomas peguilados, nanoparticulas e carreadores lipidicos nanoestruturados
funcionalizados com anticorpo monoclonal. Yousefi e colaboradores (2009) desenvolveram
lipossomas peguilados com objetivo de melhorar a toxicidade do docetaxel, e assim diminuir a
toxicidade associada ao polisorbato 80. Realizaram o ensaio de liberacéo e ao longo de 14 dias
obtiveram perfil de liberacdo de 5% de DTX. No caso do estudo de liberacdo realizado por
Koopaei e colaboradores (2011) para nanoparticulas conjugadas a anticorpo monoclonal houve
liberacdo de 60% de DTX na primeira hora, enquanto que em carreadores lipidicos
nanoestruturados também conjugados com anticorpo monoclonal a liberagdo de 60% ocorreu
apos 20 horas de ensaio (VARSHOSAZ et al., 2017).
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Tabela 16: Valores de R?referentes aos diferentes modelos matematicos, calculados para o
estudo liberacdo in vitro do DTX a partir das formulagdes selecionadas.

Modelos matematicos DTX Livre B D
Baker&Lonsdale R2= 0,395 R2= 0,435 R2= 0,736
k= 0,009 k= 0,002 k= 0,0002
Korsmeyer-Peppas R?= 0,722 R?=0,7514 R?= 0,932
k= 37,89 k= 21,67 k=0,378
n= 0,206 n=0,231 n= 1,055
Hixon&Crowell R2=-0,499 R2=- 0,547 R2= 0,932
k= 0,030 k= 0,005 k= 0,002
Higuchi R2= 0,145 R2= 0,272 R2= 0,750
k= 17,932 k= 8,491 k= 2,985
Primeira Ordem R2=-0,231 R2=-0,384 R2= 0,931
k= 0,125 k=0,0233 k= 0,005
R2= 0,972 R2= 0,981 R2= 0,999
Weibull k= 88,984 k=47,730 k=85,560
b= 15,014 b= 0,473 b= 0,462

5.7. Estudos em cultura celular

Com o objetivo de testar a hipotese de que os lipossomas desenvolvidos ndo sé@o
citotoxicos para as linhagens saudaveis e os lipossomas funcionalizados com transferrina e
carregados com docetaxel em comparacdo com a formulacdo comercial poderia resultar em
maior efeito citotoxico em linhagem tumoral de prostata e maior viabilidade de células de
prostata normal realizou-se o ensaio de viabilidade celular in vitro utilizando resazurina com
as linhagens PC3 (célula tumoral de prostata) e PNT2 (célula normal de prostata).

Em estudo realizado anteriormente utilizando células normais e de cancer de ovério,
os lipossomas funcionalizados com transferrina e carregados com docetaxel demonstraram
efeito citotoxico minimo nas células de ovario normais. Em contrapartida, houve reducéo
significativa da viabilidade celular das linhagens tumorais em comparacdo com o docetaxel
livre e lipossomas carregados com docetaxel. Em seguida, aumentaram a concentracdo das
solucdes lipossomais e a morte celular foi mais expressiva para 0s lipossomas funcionalizados
com transferrina e carregados com docetaxel (YUAN et al., 2013).

As figuras 21, 22 e 23 apresentam o0s resultados da viabilidade celular da linhagem
PC3 ap0s 24, 48 e 72 horas apés o tratamento com formulacdo comercial de docetaxel (DTX),
lipossomas vazios (A), lipossomas contendo DTX (B), lipossomas vazios e funcionalizados

com transferrina (C) e lipossomas funcionalizados com transferrina e carregados com DTX (D).
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Figura 21. Viabilidade celular (%) das amostras: formulacdo comercial de docetaxel (DTX), Lipossoma vazio
(A), Lipossoma carregado com docetaxel (B), Lipossoma vazio e funcionalizado com transferrina (C) e lipossomas
funcionalizados com transferrina e carregados com DTX (D) da linhagem celular PC3 em 24 horas utilizando o
ensaio de resazurina. Os valores foram expressos como porcentagem de viabilidade celular (média + desvio
padrdo). Foi aplicada a analise estatistica (ANOVA ONE-WAY) seguida pelo teste de Tukey de comparacédo
maltipla (*p <0,05; *** p<0,001).

A viabilidade celular para a linhagem PC3 foi analisada pela primeira vez em 24 horas
(Figura 21). O grupo tratado apenas com DTX apresentou citotoxicidade de aproximadamente
50% para as concentrac6es entre 50 e 100nM. Observou-se que a morte celular para as células
tratadas com lipossoma vazio se manteve menor do que 10% para todas as concentracfes. Ao
comparar o lipossoma vazio (A) com o vazio funcionalizado (C) a morte celular se manteve
igual para as duas formulagdes. Porém, ao se avaliar os dados dos lipossomas com DTX (B) a
morte celular se manteve acima de 70 % para as concentragdes maiores ou iguais a 10nM. Por
outro lado, lipossomas funcionalizados com transferrina e carregados com DTX (D)
apresentaram valores de morte celular expressiva acima de 60% apenas para as concentraces

acima de 75nM.
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Figura 22. Viabilidade celular (%) das amostras: formulacdo comercial de docetaxel (DTX), Lipossoma vazio
(A), Lipossoma carregado com docetaxel (B), Lipossoma vazio e funcionalizado com transferrina (C) e lipossomas
funcionalizados com transferrina e carregados com DTX (D) da linhagem celular PC3 em 48 horas utilizando o
ensaio de resazurina. Os valores foram expressos como porcentagem de viabilidade celular (média + desvio
padrdo). Foi aplicada a analise estatistica (ANOVA ONE-WAY) seguida pelo teste de Tukey de comparacédo
maltipla (*p <0,05; *** p<0,001).

Para a avaliacdo de 48 horas (Figura 22) nos grupos tratados com DTX livre observou-
se morte de 20% para a concentracdo de 10nM e de cerca de 51% para os valores superiores a
50nM. Os lipossomas vazios ndo causaram morte celular expressiva na analise de 48 horas. No
entanto, para os lipossomas vazios e funcionalizados (C) houve aumento na morte celular para
16% a partir da concentracdo de 1nM. O grupo tratado com lipossoma carregado com DTX (B)
apresenta comportamento diferente quando comparado com o DTX livre, pois para a menor
concentracdo houve morte de 36% e 74% para as concentracfes superiores ou iguais a 1nM.
Para os lipossomas funcionalizados e carregados com docetaxel (D) o perfil foi semelhante ao
tempo de 24 horas, com uma unica diferenca, a morte celular de 60% neste caso foi a partir da

concentracdo de 25nM.
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Figura 23. Viabilidade celular (%) das amostras: formulacdo comercial de docetaxel (DTX), Lipossoma vazio
(A), Lipossoma carregado com docetaxel (B), Lipossoma vazio e funcionalizado com transferrina (C) e lipossomas
funcionalizados com transferrina e carregados com DTX (D) da linhagem celular PC3 em 72 horas utilizando o
ensaio de resazurina. Os valores foram expressos como porcentagem de viabilidade celular (média + desvio
padrdo). Foi aplicada a analise estatistica (ANOVA ONE-WAY) seguida pelo teste de Tukey de comparacédo
maltipla (*p <0,05; *** p<0,001).

Os dados obtidos para 72 horas (Figura 23) evidenciaram morte celular para as células
tratadas com DTX livre de aproximadamente 45% para a concentracdo de 25nM e 60% para as
concentracdes superiores a 50nM. Para os lipossomas vazios (A), a morte celular foi de
aproximadamente 15%; entretanto, para a formulacdo funcionalizada (C) ndo observou -se
grandes eventos de mortes celulares. Em contrapartida, os grupos tratados com lipossomas
carregados com DTX (B) apresentaram morte celular superior a 65% para a concentracédo de
InM e acima 75% para as concentraces acima de 5nM. Finalmente, os lipossomas
funcionalizados e com DTX (D) demonstraram 58,70% de morte celular para as concentracdes
de 50nM e 100nM, respectivamente.

As Figuras 24, 25 e 26 apresentam os resultados da viabilidade celular da linhagem
PNT2 apds 24, 48 e 72 horas ap0s o tratamento com formulagdo comercial de docetaxel (DTX),
lipossomas vazios (A), lipossomas contendo DTX (B), lipossomas vazios e funcionalizados

com transferrina (C) e lipossomas funcionalizados com transferrina e carregados com DTX (D).
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Figura 24. Viabilidade celular (%) das amostras: formulacdo comercial de docetaxel (DTX), Lipossoma vazio
(A), Lipossoma carregado com docetaxel (B), Lipossoma vazio e funcionalizado com transferrina (C) e
lipossomas funcionalizados com transferrina e carregados com DTX (D) da linhagem celular PNT2 em 24 horas
utilizando o ensaio de resazurina. . Os valores foram expressos como porcentagem de viabilidade celular (média
+ desvio padrdo). Foi aplicada a analise estatistica (ANOVA ONE-WAY) seguida pelo teste de Tukey de
comparacgdo multipla (*p <0,05; *** p<0,001).

Para a linhagem PNT2 na primeira analise as 24 horas (Figura 24), a viabilidade celular
foi de aproximadamente 52% para a maior concentracdo. Ja para os lipossomas vazios (A)
observou-se que 100% das células estavam viaveis, bem como nédo se observou morte celular
expressiva para o grupo tratado com lipossomas vazios e funcionalizados (C), com 82% de
viabilidade celular. Por outro lado, para os lipossomas carregados com DTX (B) nota-se 50%
de viabilidade, enquanto que os resultados para lipossomas funcionalizados e carregados com
DTX (D) foi de 42%.
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Figura 25. Viabilidade celular (%) das amostras: formulacdo comercial de docetaxel (DTX), Lipossoma vazio
(A), Lipossoma carregado com docetaxel (B), Lipossoma vazio e funcionalizado com transferrina (C) e
lipossomas funcionalizados com transferrina e carregados com DTX (D) da linhagem celular PNT2 em 48 horas
utilizando o ensaio de resazurina. . Os valores foram expressos como porcentagem de viabilidade celular (média
+ desvio padrdo). Foi aplicada a analise estatistica (ANOVA ONE-WAY) seguida pelo teste de Tukey de
comparacgdo multipla (*p <0,05; *** p<0,001).

Ap0s 48 horas de incubacédo (Figura 25), ndo observou — se diferenca relevante entre
a viabilidade para os lipossomas carregados com DTX (B) e o farmaco livre, sendo a viabilidade
33% e 35%, respectivamente. No entanto, um ligeiro aumento da viabilidade das células PNT2
foi observada para os grupos tratados com lipossoma vazio (A), sendo mais pronunciada para
a amostra C (lipossoma vazio funcionalizado) em todas as concentracdes, indicando que 0s
lipossomas ndo sdo toxicos para as células saudaveis. Neste ponto, o perfil de viabilidade celular
dos lipossomas com farmaco foi melhor apresentado para o grupo D (lipossoma funcionalizado
e carregado com DTX), sendo de 45% para as maiores concentracdes 75 e 100nM e entre 63 e
97% para as concentragdes entre 50 e 0,1nM.

Adicionalmente, ao comparar os resultados obtidos na analise de 72 horas (Figura 26),
observou-se morte celular expressiva nos grupos tratados com DTX livre, lipossomas
carregados com DTX (B) e lipossomas funcionalizados e carregados com DTX (D), sendo de
24, 21 e 20% de viabilidade celular, respectivamente. Como esperado, os lipossomas vazios e

lipossomas vazios e funcionalizados apresentaram aproximadamente 100% de viabilidade.
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Figura 26. Viabilidade celular (%) das amostras: formulacdo comercial de docetaxel (DTX), Lipossoma vazio
(A), Lipossoma carregado com docetaxel (B), Lipossoma vazio e funcionalizado com transferrina (C) e lipossomas
funcionalizados com transferrina e carregados com DTX (D) da linhagem celular PNT2 em 72 horas utilizando o
ensaio de resazurina. Os valores foram expressos como porcentagem de viabilidade celular (média + desvio
padrdo). Foi aplicada a analise estatistica (ANOVA ONE-WAY) seguida pelo teste de Tukey de comparacédo
maltipla (*p <0,05; *** p<0,001).

O surgimento de células tumorais é um processo bastante complexo, pois envolvem
mutacOes produzidas através de alteracfes génicas ou de proteinas. Neste sentido, receptores
de transferrina sdo responsaveis pelo controle de processos celulares, tais como a progressao
tumoral (SHEN et al., 2018). As células tumorais de cérebro sdo os principais alvos de estudos
envolvendo transferrina como ligante e os resultados apresentados sdo promissores. Soni et al.
(2008) observaram que houve maior captacdo celular dos lipossomas sem funcionalizacéo pelas
células tumorais de figado em comparacdo com os lipossomas funcionalizados ap6s 24 horas
de estudo. A justificativa seria a menor expressao de receptores de transferrina nestas células
em comparacdo por exemplo com células de cérebro, e, portanto, a transferrina conjugada na
superficie lipossomal reduz a captacdo pois mascara os locais de reconhecimento, o que impede
a captacao pelo sistema mononuclear fagocitario (SFM) (SONI et al., 2008).

A partir dos valores de ICso obtidos para a formulacdo comercial, lipossomas
carregados com docetaxel e lipossomas funcionalizados com transferrina e carregados com
docetaxel notou-se que o tratamento das células tumorais de prostata PC3 com estes grupos

provocou um aumento expressivo da toxicidade nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Os valores de
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IC50 para o periodo estudo estdo descritos na tabela 17. Ao final de 72 horas de estudo notou-
se reducdo significativa dos valores de 1C50 para ambos os grupos. Ressaltando que uma
concentracdo maior de formulagdo seria necessaria para alcancar 50% de morte celular para 0s
lipossomas funcionalizados com transferrina e carregados com docetaxel para a linhagem
celular normal PNT2, apesar disso ndo houve diferenca significativa entre o grupo tratado com
a formulagé@o comercial e esta formulacdo (D), apresentando valores de 1C50 de 10,57 e 11,92

nM, respectivamente.

Tabela 17 — Valores de 1Cso da formulagéo comercial de docetaxel, lipossoma carregado com
docetaxel e lipossoma funcionalizado com transferrina e carregado com docetaxel em relagédo

as linhagens celulares normais e tumorais de prostata, PC3 e PNT2 no periodo de 24, 48 e 72

horas.
I1Cs0 (NM)
Linhagens celulares
PC3 PNT2 (nM)

Grupos

24h 48h 72h 24h 48h 72h
DTX 46,42 55,33 34,98 78,09 34,16 10,57
B 1,55 0,15 0,19 42,87 1,13 0,23
D 61,89 48,13 26,88 58,44 59,56 11,92

Formulagéo comercial de docetaxel (DTX), Lipossoma carregado com docetaxel (B) e lipossomas funcionalizados

com transferrina e carregados com DTX (D).

Diante disso, ressalta-se a importancia da analise da viabilidade celular para o
desenvolvimento do estudo. Os lipossomas do tipo convencional, compostos apenas de
fosfatidilcolina e colesterol sdo rapidamente fagocitados pelas células; no entanto, ao utilizar
abordagens como uso do PEG e funcionalizacdo de moléculas em sua superficie, inibem o
reconhecimento através das opsoninas no plasma e posterior captura pelas células (BATISTA;
CARVALHO; MAGALHAES, 2007). Assim, observou-se que os lipossomas vazios ndo
apresentaram toxicidade expressiva para as linhagens utilizadas, todavia, para os lipossomas
contendo farmaco (B) observou-se morte celular mais evidente. Apesar disso, esperava-se que
a viabilidade celular fosse menor nos grupos tratados com D do que com B. Desta forma, seria

necessario realizar ajuste no alvo selecionado e estudo utilizando modelo tridimensional, o qual
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mimetiza o microambiente tumoral ou até mesmo in vivo para melhor esclarecimento dos

resultados aqui obtidos.

5.8. Avaliagdo do uptake celular
5.8.1. Microscopia Confocal

Uma variedade de células tumorais superexpressam receptores de transferrina (TfR)
em sua superficie, no entanto, em células normais os niveis de expressdo sao baixos (DANIELS
et al., 2012). Diante disso, sistemas de liberacdo de farmacos funcionalizados com transferrina
séo estudados no tratamento antitumoral (CHIU et al., 2014). Neste caso particular, o uptake
celular de lipossomas funcionalizados e n&o funcionalizados por transferrina contendo a sonda
fluorescente responsavel por corar as bicamadas lipidicas, perclorato de 3,3’-
dioctadeciloxacarboxilamina (DiO) foi avaliado nas linhagens celulares de PNT2 (baixa
expressdo de TfR) e PC3 (alta expressdo de TfR) (GUO et al., 2016; LI et al., 2009; PETRILLI
etal., 2018; YEFIMOVA et al., 2012).

No estudo atual, foram utilizados os tempos de incubacdo de 2, 4 e 24 horas. Os
resultados apresentados nas Figura 27,28 sugerem que ndo houve diferenca na captacéo celular
nos tempos de 2 e 4 horas, isto pode ocorrer quando os lipossomas apresentam em sua
composicao fosfatidilcolina de soja (PC) e colesterol, os quais sdo biocompativeis com a
membrana celular e possibilitam o processo de endocitose dos lipossomas. Neste contexto,
outra justificativa para a semelhanca da captacdo entre os dois sistemas seria a temperatura de
transicdo da PC ser baixa (Tc = -30 a -20 °C), resultando em uma vesicula lipossomal com
menor rigidez quando comparados com lipossomas compostos de outros fosfolipideos (LI et
al., 2015).

Alguns relatos na literatura destacam o fato de que o tempo de incubacédo no uptake
celular é um parametro que deve ser cuidadosamente considerado ao projetar experiéncias de
captacdo celular. Por exemplo, imunolipossomas carregados de rapamicina funcionalizados
com trastuzumabe tiveram uma maior internalizacdo celular quando foram incubados com
células de cancer de mama por 24 horas em comparacdo com 6h (ELOY et al., 2017).

Ao observar a figura 29, onde estdo representadas as imagens para o tempo de
incubacdo de 24 horas, notou-se que a funcionalizagdo com transferrina promoveu o uptake de
lipossomas na linhagem PC-3 em relac&o aos controles, incluindo células néo tratadas e células

tratadas com lipossomas néo funcionalizados.
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Figura 27. Avaliacdo do uptake celular por microscopia confocal da linhagem PC3 ap6s 2 horas de tratamento com lipossomas (Lip) e lipossomas funcionalizados com

transferrina (LipTF) corados com DiO (verde). Os ndcleos das células foram marcados com DAPI (azul).
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Figura 28. Avaliacdo do uptake celular por microscopia confocal da linhagem PC3 ap6s 4 horas de tratamento com lipossomas (Lip) e lipossomas funcionalizados com
transferrina (LipTF) corados com DiO (verde). Os ndcleos das células foram marcados com DAPI (azul).
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Figura 29. Avaliacdo do uptake celular por microscopia confocal da linhagem PC3 apds 24 horas de tratamento com lipossomas (Lip) e lipossomas funcionalizados com

transferrina (LipTF) corados com DiO (verde). Os ndcleos das células foram marcados com DAPI (azul).
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Para as células TfR negativas (PNT2) (Figura 30) as intensidades de fluorescéncia do
canal DiO foi expressiva para 0s pogos tratados com lipossomas sem funcionaliza¢éo em todos
0s tempos analisados, sendo mais expressivo nos tempos 2 e 4 horas, quando comparado com
os lipossomas funcionalizados (ELOY et al., 2017; MORTENSEN et al., 2013). Este fato
ocorreu provavelmente pela carga negativa apresentada por esses lipossomas, pois de acordo
com a literatura a superficie celular apresenta sitios catibnicos que permite que essa interacao
eletrostatica ocorra, sendo assim as particulas com carga negativa se ligam a esses sitios e
permitem o uptake através de processos de endocitose (HONARY'; ZAHIR, 2013).

Dessa forma, é possivel verificar que a conjugacdo de transferrina a superficie
lipossomal afetou positivamente o uptake desse sistema as células tumorais (PC3). Em
contrapartida, foi menos evidente nas células normais (baixa expressdo de TfR). Petrilli e
colaboradores (2018) demonstraram em seu trabalho que lipossomas funcionalizados com
anticorpos tiveram uptake mais expressivo em linhagem de céancer de pele que possuiam
elevada expressdo do receptor do que em linhagem com baixa expressdo, adicionalmente
testaram o uptake dos lipossomas sem funcionalizacdo e o resultado foi semelhante ao
encontrado neste estudo (PETRILLI et al., 2018).
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Figura 30. Avaliacdo do uptake celular por microscopia confocal da linhagem PNT2 ap6s 2 horas de tratamento com lipossomas (Lip) e lipossomas funcionalizados com transferrina

(LipTF) corados com DiO (verde). Os nucleos das células foram marcados com DAPI (azul).
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Figura 31. Avaliacao do uptake celular por microscopia confocal da linhagem PNT2 ap6s 4 horas de tratamento com lipossomas (Lip) e lipossomas funcionalizados com transferrina
(LipTF) corados com DiO (verde). Os nucleos das células foram marcados com DAPI (azul).
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Figura 32. Avaliacdo do uptake celular por microscopia confocal da linhagem PNT2 apds 24 horas de tratamento com lipossomas (Lip) e lipossomas funcionalizados com transferrina

(LipTF) corados com DiO (verde). Os nucleos das células foram marcados com DAPI (azul).
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5.8.2. Citometria de fluxo

Para testar a hipotese de que a transferrina melhora a associacdo celular ao estar
funcionalizada em lipossomas utilizou-se a linhagem celular TfR positiva (PC3) no ensaio de
citometria de fluxo (Figura 33). Para entender os resultados obtidos ressalta-se a importancia
de analisar o perfil de fluorescéncia de acordo com cada quadrante, sendo que 0s quadrantes
Q1 e Q2 representam células coradas com iodeto de propidio (IP) e que perderam a
viabilidade. O IP ¢ um marcador fluorescente que possibilita a analise da integridade da
membrana plasmatica celular, portanto para este ensaio foi utilizado para marcacao de células
necroticas/mortas. No caso dos quadrantes Q3 e Q4 estdo as células vivas e estdo marcadas
ou ndo com o DiO, respectivamente (PETRILLI et al., 2018; YEFIMOVA et al., 2012).
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Figura 33. Avaliacdo do uptake celular por citometria de fluxo da linhagem PC3 apds 2, 4 e 24 horas. Grupo

controle, lipossomas (Lip) e lipossomas funcionalizados com transferrina (LipTf).
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A viabilidade celular foi obtida através da anélise do Q3. O grupo controle apresentou
viabilidade de 95,8; 91,7 e 94% para os tempos de 2, 4 e 24 horas, respectivamente (Figura
33). Quando compara - se 0s dados obtidos no Q4 e Q2, a associacdo celular dos lipossomas
ndo funcionalizados aumentou proporcionalmente ao tempo, sendo 18,3; 36,2 e 90,5% para
0s pontos 2, 4 e 24 horas, como observado por Weber e colaboradores (2019).

Para ambos os lipossomas, a viabilidade celular foi de 80%, mas o uptake foi menos
expressivo nas primeiras horas, sendo 4,08 e 7,60% para os lipossomas funcionalizados. No
entanto, ao analisar Q4 e Q2 houve maior taxa de entrada em 24 horas, 77,2%. Cadinoiu e
colaborares (2019) demonstraram em seu trabalho o perfil de uptake de lipossomas
funcionalizados em linhagem normal e tumoral de pele, sendo que a associacdo dos lipossomas
foi maior em linhagem tumoral para os lipossomas funcionalizados. No entanto, quando
comparamos 0s resultados aqui encontrados nota-se o contrario, os lipossomas nao
funcionalizados apresentaram maior uptake na linhagem tumoral que os funcionalizados. Ao
analisar o quadrante Q4, onde estdo apresentadas as células viaveis e com DiO observou-se que
a associacdo celular aos lipossomas foi de 80,6% (Lipossomas em funcionalizacdo) e 65,4%
(lipossomas funcionalizados).

Diante disso, realizou-se 0 ensaio com a linhagem saudavel (PNT2) para comprovar
que a funcionalizacdo promove o direcionamento seletivo (YANG et al., 2015). A viabilidade
celular ndo foi afetada ao realizar a associacdo com os lipossomas e lipossomas funcionalizados
para o tempo de 2, 4 e 24 horas, sendo 62, 44 e 56% para o0 grupo controle (Figura 34).

Ao comparar 0s resultados obtidos para as formulagGes lipossomais nao
funcionalizadas (Figura 34), percebe-se que houve aumento na associacéo celular, sendo 3,67;
9,47 e 48,20% e de 1,33; 4,77 e 32,20% para os lipossomas funcionalizados. Neste caso, 0
tratamento com o0s lipossomas promoveu maior uptake em relacdo aos lipossomas
funcionalizados, o que sugere que os lipossomas sao mais facilmente captados pelas células
normais para todos os tempos analisados e, portanto, os lipossomas funcionalizados realizam o
direcionamento ativo visto que essas células apresentam baixa expressdo de receptores de
transferrina.

Os resultados qualitativos obtidos por microscopia confocal demonstraram que houve
maior captagéo dos lipossomas funcionalizados em relagdo aos lipossomas sem funcionalizagdo
para a linhagem tumoral PC3 (TfR positiva), no entanto isso ndo foi confirmado pela analise
qualitativa realizada por citometria de fluxo. Mas, isso ndo quer dizer que ndo houve ligacdo

aos receptores com possivel internalizacao pelas células, ja que se observou que houve aumento
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da intensidade de fluorescéncia. Neste sentido, a quantificacdo da expressdo dos receptores
expressos pelas linhagens celulares estudadas € um parametro importante, pois o receptor pode
ser modificado de acordo com o lote de cada linhagem celular e, portanto, ndo ocorrera a
captacdo celular desejada, diante disso seria necessario ajuste no alvo (SHEN et al., 2018).
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Figura 34. Avaliacdo do uptake celular por citometria de fluxo da linhagem PNT2 ap6s 2, 4 e 24 horas. Grupo

controle, lipossomas (Lip) e lipossomas funcionalizados com transferrina (LipTf).
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5.8. Avaliagédo da interagéo entre a linhagem celular PC-3 e lipossomos funcionalizados

com transferrina por QCM-D

O objetivo desta parte do estudo foi demonstrar que os lipossomas funcionalizados
com transferrina interagem com os receptores de transferrina superexpressos na superficie
celular da linhagem celular PC3 via QCM-D.

O protocolo experimental geral exigiu trés etapas principais de otimizacdo: (1) pré-
tratamento do sensor (2) adesdo celular ao cristal com o objetivo de formar uma camada
reproduzivel e estreita de células PC3 e (3) perfusdo de lipossomas para investigar se sua
interacdo potencial com a camada celular pode ser medida usando essa técnica. Durante esta
abordagem experimental, foram avaliados dois tipos de lipossomas (lipossomas vazios - A e
lipossomas vazios funcionalizados com transferrina-C).

Inicialmente, o cristal de quartzo revestidos com ouro foi testado quanto a deposicéo
celular e fixacdo a superficie. A deposicdo de celulas ocorreu conforme demonstrado pelas

alteracdes em f e D mostrada na Figura 35.
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Figura 35. Representacdo dos resultados da QCM-D para a perfusdo de PC3 em um sensor ouro. A perfusdo de
células (seta verde) induziu uma diminuigdo na frequéncia e um aumento nos valores de dissipa¢do. As linhas
vermelhas correspondem as diferentes conotacGes de dissipago e seus valores sdo mostrados no eixo direito. As
linhas azuis correspondem as diferentes conotagdes de frequéncia e seus valores sdo mostrados no eixo esquerdo.

Apo6s uma hora de perfusdo celular, PBS foi perfundido (linha azul) para remover células soltas.

No passo seguinte, os lipossomas foram perfundidos sobre a camada de células e as
alteracdes em f e D foram monitorizadas ao longo do tempo. Vale ressaltar que as solucGes de
lipossomas precisaram ser concentradas, pois ndo foram observadas alteragdes em f e D (dados
ndo mostrados). Por outro lado, a perfusdo de lipossomas concentrados através da camada de

células PC3 depositadas em um cristal revestido a ouro, levou a diminuic&o de f e aumento nos
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valores de D, indicando que havia deposicdo de lipossomos na superficie do sensor revestida
com PC3. Além disso, ap0s a perfusao dos lipossomas foi bombeado PBS pelo sistema, notou-
se que, embora os valores de f e D aumentem e diminuam ligeiramente respectivamente
(indicando provavelmente a remocdo de lipossomas ndo ligados), eles atingiram um platd
agradavel e estavel (Figura 36).
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Figura 36: Representacao dos resultados da QCM-D durante a perfusdo de lipossomas (seta laranja) nas células
PC3 depositadas em um sensor revestido a ouro. A medida que a deposicdo de lipossomas ocorreu, o valor de
dissipacdo aumentou (linha vermelha-eixo direito) e os valores de frequéncia diminuiram (eixo azul-esquerdo).
Apos a perfusdo de PBS, alcancou-se um plat6 estavel, consistente com a persisténcia de lipossomas na camada
de células e, portanto, a interagdo de lipossomas com PC3.

Vale ressaltar que quando os sensores de ouro foram levados para microscopia optica
apos essas experiéncias. Embora a maioria dos sensores tenha sido coberta por células, como

mostra a Figura 37, algumas partes do sensor foram expostas (espacos livres disponiveis entre
as celulas).
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Figura 37: Micrografia representativa obtida por microscopia dptica (10X) da superficie de um sensor revestido
a ouro apos a perfusao de lipossomas através da camada de células PC3. Observou-se que nem toda a superficie

do sensor é completamente coberta por células, pois pequenos espagos em cinza podem ser visualizados entre elas.

Makky e colaboradores (2012) descreveram em seu trabalho que o uso de poli-L-lisina
(PLL) durante seus experimentos com QCM-D permitiu a formacdo de uma camada
policatidnica apropriada no sensor para adsorcao de células tumorais carregadas negativamente.
Portanto, e para confirmar que as alteracdes em f e D observadas nos experimentos anteriores
se deviam a interacdo dos lipossomas com as células e ndo a ligacdo dos lipossomas ao préprio
sensor, decidiu-se revestir a superficie dos sensores com PLL com o objetivo de melhorar a
adesao celular e evitar a presenca de espacos livres entre as células.

Foram realizadas varias experiéncias com o objetivo de otimizar o0 método. De fato,
foram testadas diferentes concentracdes e tempos de incubacdo de PLL e duas concentracdes
diferentes de células perfundidas até que uma camada homogénea de células PC3 fosse obtida
(Figura 38).

Figura 38: Micrografia representativa obtida por microscopia Optica (10X) da superficie de um sensor revestido
com ouro tratado com PLL ap6s a perfusdo de células PC3. Observou-se que toda a superficie do sensor é

completamente coberta por células cancerigenas.

Na etapa seguinte, os cristais revestidos com ouro foram incubados com e sem PLL e

entdo foram perfundidas as células. Como mostrado na Figura 39, foi obtida uma deposicao
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mais alta de células quando foram utilizados cristais revestidos com ouro incubados com PLL
(denotados por altos valores em D e baixos valores em f). No entanto, quando foram utilizados
cristais revestidos com ouro sem PLL, as células se depositaram no sensor, mas os valores para
D foram mais baixos e os valores para f mais altos do que ap6s a deposi¢do das células nos
cristais revestidos com ouro, incubados com PLL. Além disso, lipossomas ndo funcionalizados,
como esperado, ndo interagiram com as células depositadas nos cristais revestidos com ouro
incubados com PLL, mas as perfundidas através dos cristais revestidos com ouro livre de PLL
induziram mudancas em f e D, indicando interacéo lipossdmica, provavelmente com 0s espacos

entre as celulas que ndo estavam cobrindo completamente a superficie do sensor (Figura 31).

Figura 39: Representacdo dos resultados da QCM-D apéds a perfusdo de lipossomas ndo funcionalizados (seta
laranja) nas células PC3 introduzidas e perfundidas (seta verde) através de cristais revestidos a ouro incubados
com PLL (a esquerda) e um cristal revestido a ouro sem PLL (direita). Os valores de dissipacdo (eixo vermelho
linha-direita) foram maiores e os valores de frequéncia (eixo azul-esquerdo) muito mais baixos apds a deposicao
de células em cristais revestidos com ouro e incubados com PLL. A perfusdo de lipossomas induziu alterages em

f e D somente quando cristal de revestimento de ouro sem PLL foi perfundido. As perfusfes de PBS sdo indicadas

por uma seta azul.

Uma série de experimentos usando lipossomas ndo funcionalizados e funcionalizados
com transferrina foi entdo realizada para comparacdo. Ao definir as condi¢cdes do sensor 0s
lipossomas ndo funcionalizados foram perfundidos através do sistema e foram observadas
alteracdes na dissipacdo como consequéncia de sua deposi¢do na camada PC3. No entanto,
assim como no experimento anterior, com a perfusdo de PBS posteriormente, essas alteraces
foram revertidas, confirmando que uma forte intera¢cdo com o PC3 ndo ocorreu porque foram
'lavadas' da superficie da camada celular (Figura 40A). Quando os lipossomas funcionalizados
foram perfundidos, as alteracfes nos valores de frequéncia e dissipacdo persistiram apos a
perfusdo com PBS. De fato, como mostrado na figura 40B, eles ndo retornam ao nivel basal

apos a perfusdo das células.
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Figura 40: Representagdo dos resultados da QCM-D apés a perfusdo de lipossomas (seta laranja) e de células

PC3 (seta verde). A perfusdo de lipossomas ndo funcionalizados (A) levou a um aumento na dissipagdo e na

diminui¢do da frequéncia quase revertida apds a perfusdo de PBS. A perfusdo de lipossomas funcionalizados (b)

levou a um aumento significativo nos valores de dissipa¢do e a uma diminui¢cdo na frequéncia que foi mantida

apos a perfusdo de PBS, demonstrando sua interagdao com o PC3. As perfusdes de PBS sdo indicadas por setas

azuis.

Ao final do experimento, imagens de microscopia Gptica corroboraram a presenca de
células que cobrem todo o sensor; portanto, pode-se supor que as alteracfes na frequéncia e
dissipacdo observadas com os lipossomas funcionalizados podem ser devido as interacdes

lipossomos-células e ndo a interacdo potencial de os lipossomas com o proprio sensor (Figura

41).

Figura 41: Micrografias representativas obtidas por microscopia optica (10x) da superficie dos sensores apds a

perfusdo de lipossomas funcionalizados em células PC3. Observou-se que toda a superficie do sensor estava

completamente coberta por células cancerigenas.
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6. Conclusodes

Lipossomas carregados com docetaxel funcionalizados com transferrina foram obtidos
com sucesso através da técnica classica da hidratacdo filme lipidico. A eficiéncia de
encapsulacdo do DTX foi de aproximadamente 69 e 37% para os lipossomas com e sem
funcionalizacdo, respectivamente, e a eficiéncia de funcionalizagéo utilizando a transferrina foi
de 31%.

Os resultados demonstraram que o0s sistemas obtidos apresentaram tamanho
nanométrico. As andlises de didmetro médio de particula, indice de polidispersividade,
potencial zeta e NTA demonstraram que a presenca de docetaxel contribuiu para a reducdo do
tamanho da vesicula e estabilidade do sistema. Foi possivel comprovar a morfologia esférica
da vesicula, corroborando com o tamanho obtido pela técnica de dispersédo de luz dindmica por
meio da microscopia eletronica de transmisséo.

O método de validacdo proposto para 0 DTX demonstrou ser linear, preciso, exato,
robusto e adequado. Atraves deste método foi possivel determinar o perfil de liberagéo in vitro
do DTX.

Além disso, a técnica de funcionalizacdo utilizada foi adequada e através dos ensaios
de SDS-PAGE, dicroismo circular e espectroscopia de fluorescéncia comprovou-se a
integridade e estabilidade da transferrina ap0s o processo de conjugacéo com os lipossomas.

Adicionalmente, os estudos em cultura celular demonstraram os lipossomas
funcionalizados sdo menos tdxicos a célula normal do que os lipossomas nédo funcionalizados
no tempo de 48 horas. Além disso, foi possivel visualizar o uptake através das técnicas de
microscopia confocal e citometria de fluxo. Pode-se comprovar a interacdo desses sistemas com
0s receptores superexpressos na superficie da célula tumoral através da QCM-D.

Diante disso, conclui-se que o0s sistemas aqui desenvolvidos apresentaram
caracteristicas promissoras para entrega do docetaxel, porém estudos adicionais em modelo

celular tridimensional e in vivo sdo necessarios.
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