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RESUMO

Considerando os principais tipos de cancer diagnosticados com mais frequéncia esta o cancer
de mama, que afeta principalmente as mulheres. Foram estimados em 2020 no Brasil, 66.280
novas ocorréncias de cancer de mama. A rapamicina (RAPA) é um farmaco que pode ser
empregado na terapia do cancer de mama, como inibidor da rede de sinalizacdo mecanistica do
mTOR membro da familia da proteina quinase relacionada a fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K), que é comumente desregulada no cancer de mama, especialmente em tumores ER-
positivos. Apesar da efetividade, este fA&rmaco € instavel, possui baixa solubilidade aquosa,
podendo promover resisténcia no tratamento mediante sua utilizacdo. Uma estratégia a ser
utilizada na tentativa de diminuir essa resisténcia ao tratamento € a associacdo com moléculas
com potencial antitumoral que atuem de forma sinérgica com a RAPA, como o trans-resveratrol
(RESV), que mantém a inibi¢do da sinalizagdo da proteina mTORC1, a0 mesmo tempo que
impede a regulacdo positiva da ativacdo de AKT e a autofagia, promovendo apoptose nas
células cancerigenas. Embora o RES apresente bioatividade, sua biodisponibilidade é baixa.
Desta forma, considerando as caracteristicas de ambas as moléculas, a coencapsulacdo em
sistemas nanoestruturados, como lipossomas, torna-se uma interessante ferramenta, pois, ndo
hd até o momento na literatura descrita a associacdo destas moléculas em sistemas
nanoestruturados. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar e avaliar
o0 potencial in vitro de lipossomas contendo RAPA e RESV na terapia do cancer de mama.
Utilizando a metodologia de homogeneizacdo de alta pressdo foi possivel obter lipossomas
acrescidos de RAPA e RESV, associados ou ndo, com diametro hidrodindmico na faixa de 75-
99 nm. Analises de NTA e microscopia eletrénica de transmissao sugerem tamanho aproximado
de 135nm e 100nm, respetivamente, para as diferentes composicoes estudadas. A eficiéncia de
encapsulagdo (EE%) das formulacBes obtidas foi de aproximadamente 63 a 76%. O indice de
polidispersdo das formulacdes foi menor que 0,250 e o potencial zeta na faixa de -15,40 a -
18,66 mV. O método analitico desenvolvido possibilitou analisar simultaneamente a RAPA e
0 RESV, apresentando-se linear, seletivo, robusto e preciso. No ensaio de liberagao in vitro,
apos 72h de ensaio, observou-se a liberacdo de 21,92 + 1,87% e 30,99 + 3,72% de RAPA e
RESV, respectivamente, associado nos lipossomas. Os ensaios de viabilidade celular
evidenciaram que a formulacdo de lipossomas vazios ndo apresentou citotoxicidade frente as
células MCF7 e que os lipossomas contendo os farmacos co-encapsulados apresentaram

citotoxicidade maior que para os farmacos livres. Os resultados de citometria de fluxo
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demonstraram a internalizacdo de 34,2% de lipossomas nas células da linhagem MCF-7. Em
conjunto, as abordagens desenvolvidas no presente estudo sugerem o potencial do sistema como
terapia adjuvante no tratamento do cancer de mama. Ensaios in vivo serdo necessarios para

melhor verificacdo da eficacia do sistema obtido.

Palavras chave: Rapamicina, Resveratrol, Lipossomas, Cancer de Mama.
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ABSTRACT
Among the main types of cancers most commonly diagnosed is breast cancer, covering mainly
women. In 2020, 66,280 new cases of breast cancer were estimated in Brazil. Rapamycin
(RAPA) is a drug that can be used in breast cancer therapy as an inhibitor of the mTOR
mechanistic signaling network, a member of the phosphatidylinositol 3-kinase protein kinase
family (PI3K), which is commonly deregulated in breast cancer, especially in ER-positive
tumors. Despite the effectiveness of RAPA in breast cancer, this drug is unstable, has low
aqueous solubility, and can promote resistance in the treatment through its use. One strategy to
be used in an attempt to reduce this resistance to treatment is the association with molecules
with antitumor potential that act synergistically with RAPA. Among these molecules, trans-
resveratrol (RESV) stands out, which maintains the inhibition of mTORCL1 protein signaling,
while preventing the upregulation of AKT activation and autophagy, promoting apoptosis in
cancer cells. Despite the bioactivity of RESV, its bioavailability is low. Thus, considering the
characteristics of both molecules, coencapsulation in nanostructured systems, them now there
is no literature associating these molecules in nanostructured systems such as liposomes,
becomes an interesting tool in antitumor therapy. In this sense, the objective of this work was
to develop, characterize and evaluate the in vitro potential of multifunctional liposomes
containing RAPA and RESV in breast cancer therapy. Using the high-pressure homogenization
methodology, it was possible to obtain liposomes added with RAPA and RESV, associated or
not, with a hydrodynamic diameter in the range of 75-99 nm. NTA and transmission electron
microscopy analyzes suggest an approximate size of 135nm and 100nm, respectively, for the
different compositions studied. The encapsulation efficiency (EE%) of the formulations
obtained was approximately 63 to 76%. The polydispersity index of the formulations was less
than 0.250 and the zeta potential ranged from -15.40 to -18.66 mV. The analytical method
developed made it possible to analyze the drug RAPA and RESV simultaneously, presenting
themselves as linear, selective, robust, and accurate. In the in vitro release assay after 72 hours
of testing, the release of 21.92 + 1.87% and 30.99 * 3.72% of RAPA and RESV associated in
the liposomes. Cell viability assays against a formulation of empty liposomes did not show
MCF7 cytotoxicity and the liposomes loaded with the drugs showed cytotoxicity similar to the
solution containing both drugs and higher than for the free drugs. In addition, flow cytometry
results demonstrated the cellular internalization of 34.2% of liposomes in MCF7 cells. Taken

together, the approaches developed in the present study suggest the potential of the system as
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adjuvant therapy in the treatment of breast cancer. In vivo assays will be necessary to better
verify the efficiency of the obtained system.

Keywords: Rapamycin, Resveratrol, Liposomes, Breast Cancer.
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1. INTRODUCAO
1.1. Cancer de Mama

O céncer é uma doenca causada por multiplos fatores de risco, tais como idade,
obesidade, alimentacdo inadequada, problemas enddcrinos, fatores ambientais,
comportamentais e principalmente heranca genética, os quais colaboram para que ocorram
mutacOes génicas na replicacdo celular, resultando no crescimento celular desordenado
chamado de neoplasia, que pode ser benigna ou maligna (INCA 2011; World Cancer Research
Fund/ American Institute for Cancer Research 2007). O tumor benigno normalmente possui
um crescimento lento, organizado, expansivo, com limite bem definido; portanto, ndo é
invasivo, mas pode deprimir tecidos e 6rgdos adjacentes, enquanto que o cancer maligno é
invasivo pode migrar, proliferar rapidamente, e causar metastase em outros 6rgéos e tecidos
(INCA, 2011).

Segundo Ferlay et al. (2019), o GLOBOCAN da Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer, estimou que por ano 9,6 milhGes de pessoas morrem por causa do cancer e
dentre os principais canceres mais comumente diagnosticados esta o cancer de mama (15%),
abrangendo principalmente as mulheres.

Considerando o periodo de 2020 a 2022, ha uma estimativa de 66.280 novos casos de
cancer de mama no Brasil por ano. Esse valor corresponde a 29% de casos novos de cancer,
quando contabilizada a estimativa do total de neoplasias (INCA, 2020).

A sobrevida média de mulheres acometidas pelo cancer de mama, apés cinco anos do
diagnostico, é de 61%, sendo que pode ser ainda menor a taxa de sobrevida em pacientes com
diagnostico de cancer de mama com metastase (DIAS et al.,2018; ACS, 2015).

O céancer de mama normalmente promove mais mortes, devido a dificuldade de
deteccdo da metéstase inicial, que favorece a invasdo para outros 6rgéos e tecidos, causando
assim severos danos e consequente morte da paciente (MARSDEN et al., 2012; ALLAN et al.,
2008). Contudo, destaca-se a importancia da realizacdo de exames precoces, tais como
mamografia e em alguns casos a biopsia, de forma a identificar o estagio da doenga e ter mais
chances de cura com a devida terapia (PASHAYAN et al., 2020; TRUFELLI et al., 2008).

Dentre os fatores de risco para o cancer de mama tem-se: predisposicdo genetica,
obesidade, po6s-menopausa, distrbios enddcrinos, ingestdo de alcool e sedentarismo
(INUMARU et al., 2011).
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O tratamento para o cancer de mama é complexo, podendo ser iniciado por intervencao
cirdrgica para realizacdo da mastectomia total ou parcial com remocao dos ganglios linfaticos
de regides adjuntas. Também pode incluir o tratamento radioterdpico, quimioterapico,
imunoterapico, terapias citotoxicas, hormonais, entre outras (TANAKA et al., 2009).

No caso do cancer de mama, ha divisdes por categoria baseadas em suas caracteristicas
clinicas, expressdo de marcadores tumorais e seu tipo histolégico (JAFARI et al. 2022, L1 et al.
2005).

A avaliacdo e identificacdo dos marcadores tumorais especificos auxiliam no
diagndstico e no tratamento do cancer de mama. Dentre 0s principais marcadores estdo: receptor
de estrdgeno (RE), receptor de progesterona (RP), receptor epidérmico humano 2 (HER2) e a
combinacdo destes marcadores como RE+ (RE+/ HER2-), HER2+ (RE-/HER2+), triplo
negativo (RE-RP-HER2-) e triplo positivo (RE+RP+HER2+), tornando assim subclassificacdes
bem especificas (JAFARI et al. 2022, BERTOS & PARK 2011).

Para cancer de mama que expressa marcadores RE é possivel utilizar o tratamento
hormonal ou anti-estrogénico, considerando os inibidores de aromatase ou antagonista de RE,
como o tamoxifeno, que reduzem consideravelmente possiveis reincidéncias e mortalidade que
podem ser causadas pela doenca (JORDAN; BRODIE, 2007). Quando o tratamento hormonal
torna resistente em casos positivos para receptores hormonais, ou até mesmo em cancer de
mama diagnosticado como triplo negativo, pode ser utilizada a quimioterapia que reduz o tumor
com relativa rapidez; em contrapartida, a paciente sofre muitos efeitos colaterais, pois
normalmente este tratamento destréi também as células saudaveis, sendo pouco seletivo a
neoplasias. Desta forma, justifica-se a necessidade de novos tratamentos ou adjuvantes com
maior seletividade as células tumorais (TESTA & MANO, 2010; MUSGROVE &
SUTHERLAND, 2009).

Dessa forma, a rapamicina (RAPA), € um farmaco promissor que atua na proteina
mTOR, especificamente no complexo mTOR1, um membro da familia da proteina quinase
relacionada a fosfatidilinositol 3- quinase (PI13K), que é comumente desregulada no cancer de
mama, especialmente em tumores RE positivos (OZATES et al.2021) (Figura 1).
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Fonte: https://www.abcam.com/rapamycin-dmso-solution-immunosuppressant-ab146591.html

Figura 1: Estrutura Quimica da Rapamicina.

1.2 Rapamicina e o sinergismo com trans-resveratrol

A RAPA é um antibiotico macrolideo lipofilico, originalmente isolado da bactéria
Streptomyces hygroscopicus em meados da década de 1970 a partir de amostras do solo
coletadas na regido de Rapa Nui, na Ilha de Pascoa, como parte de esforcos para identificar
novos agentes antimicrobianos. Além de suas propriedades antibidticas, verificou-se também
que este farmaco possui importantes propriedades imunossupressoras (HALFORD 2016;
DUMONT & SU 1996; SEHGAL et al.1975). As acBes imunoldgicas da RAPA ocorrem por
meio da acdo em sua proteina alvo, mTOR (Mammalian Target of Rapamycin). mTOR é uma
proteina quinase que regula o crescimento e a proliferacdo celular em resposta a mitdgenos,
fatores de crescimento, horménios e disponibilidade de nutrientes. Nessa via mTOR, o farmaco
RAPA atua como um agente imunomodulador terapéutico (IMT), impedindo a proliferacdo de
células T por meio da inibi¢do da expressao de IL-2, 4 e 15 (ARRIOLA & LAMMING 2016;
SEHGAL 1998; DUMONT & SU 1996).
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A RAPA esté4 atualmente aprovada para uso oral na forma farmacéutica de comprimidos
com a dosagem de 1mg ou 2mg, e em solucéo oral na concentracdo de 1mg/mL com o nome
comercial de Rapamune®. Sua biodisponibilidade oral é de 14%. E utilizada como um farmaco
imunossupressor na prevencao da rejeicao de transplantes de 6rgaos, tratamento de doentes com
linfangioleiomiomatose (LAM), uma doenga dos pulmdes progressiva e rara, que afeta
mulheres em idade fértil e como um adjuvante terapéutico apo6s a colocagdo de certos stents
coronarios (EMEA 2021; DUPONT & WARRENS 2003; MOSES et al.,2003).

Além de suas propriedades imunossupressoras, verificou-se que a RAPA também possui
atividade antinflamatdria, antifibrotica, antiproliferativa e antiangiogénica, sendo assim uma
alternativa promissora no tratamento do cancer de mama (SHAPIRA et al., 2006;
MONDESIRE, et al., 2004).

A proteina mTOR atua na formacdo de dois complexos, mMTORC1 e mTORC2. A
sinalizacdo de mTOR é conhecida por ser um regulador central do crescimento, proliferacéo,
metabolismo e sobrevivéncia celular, podendo ser ativada de forma irregular durante processos
celulares como formacao de tumor e angiogénese, causando doengas como cancer e diabetes
tipo 2. Esta funcao irregular de mTOR é um dos principais motivos na patogénese do cancer,
assim sendo, os processos oncogénicos de mTOR podem ser inibidos pela RAPA (SAXTON
& SABATINI 2017). A RAPA possui capacidade de formar um complexo intracelular com
FKBP-12 (FK506-binding Protein-12) que se liga ao dominio FRB (FKB12-rapamycin
binding) da proteina mTOR, que induz a apoptose celular e reduz os fatores de crescimento
tumoral (ARRIOLA & LAMMING 2016; LIU et al., 2012; ZHOU et al., 2010; LIU et al.,
2009). Estudos utilizando a RAPA para avaliar a concentragdo necessaria que inibe o
crescimento da célula de cancer de mama (MDA-MB-231) revelaram que apds 24h, a
concentracio de 100 nM de RAPA em contato com a célula MDA-MB-231 (5x10° cels/mL)
causou 85% de inibicdo da cascata e diminuicao da fase celular G1, demonstrando que a RAPA
possui uma atividade significativa sobre as células de cancer de mama (ADVANI et al., 2010;
SHAPIRA et al., 2006).

Apesar da efetividade da RAPA no cancer de mama, este farmaco € instavel, tém baixa
solubilidade aquosa e pode causar resisténcia ao tratamento, devido & ativacéo da sinalizacéo
AKT oncogénica e a regulacdo positiva da autofagia, que protege as células cancerosas da
apoptose (ZHANG et al., 2016; LIN et al., 2015; MITA et al., 2003).

Grande parte dos estudos sobre a via mTOR no tratamento do cancer é direcionado

principalmente a RAPA e seus derivados tais como everolimus e tensirolimus, que sdo
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conhecidos por inibir seletivamente mTORCL. Todavia, a eficicia da monoterapia da RAPA e
seus derivados é limitada, pois, a inibicdo de mTORC2 pela RAPA néo impede o aumento da
fosforilacdo da proteina AKT, favorecendo assim a resisténcia ao farmaco (FELDMAN et al.,
2009). Esta resisténcia pode ocorrer devido ao fato de que a RAPA néo bloqueia completamente
0 mMTORC1 e por consequéncia e incapaz de inibir efetivamente 0 mTORC?2 para desencadear
a ativacdo da sinalizacdo de AKT e atenuar a atividade antitumoral (HSIEH et al., 2010).

Num estudo de tratamento de mieloma mdultiplo (cAncer hematologico), observou-se
que a associacdo de RAPA com o composto resveratrol (RESV) foi eficaz em inibir a
proliferacdo e aumentar a apoptose celular, uma vez que o composto inibe de forma eficaz a
sinalizagdo de mTORC2 (JIN et al. 2018). ALAYEV et al. (2015) verificaram que
a combinacdo do RESV com a RAPA impede o mecanismo de resisténcia ao tratamento da
RAPA no cancer de mama, pois, mantém a inibicdo da sinalizagdo mTORC1, a0 mesmo tempo
que impede a regulacdo positiva da ativacdo de AKT promovendo apoptose nas células
cancerigenas. PARK et al. 2016 verificaram que o RESV induz a autofagia e inibe a atividade
do mTOR em células de cancer de mama da linhagem MCF-7.

O RESV (Figura 2) é um composto natural que em estudos apresentou varios efeitos
antitumorais, atuando desde a génese tumoral até a sua progresséo. Dentre os resultados obtidos
com o RESV estdo: o aprisionamento do ciclo celular levando as células tumorais a apoptose,
a acdo antioxidante prevenindo os danos no DNA das células saudaveis, a prevencdo da
expressao da sintese de éxido nitrico derivado da neoplasia e supressdo da atividade de ligacdo
no DNA do fator nuclear kB (NF-k B) em células cancerigenas. Este ¢ um fator de transcri¢ao
conhecido por upregulated em cénceres e pode impulsionar a transcricdo de genes que
promovem o crescimento tumoral. O RESV colabora para bloquear este crescimento e migracédo
do tumor (BENITEZ et al. 2009; CSAKI et al., 2009; ROY et al ., 2009; KALRA et al., 2008;
GARVIN et al., 2006; MURAKAMI et al., 2003; NAKAGAWA et al ., 2001; HOLMES-
MCNARY & BALDWIN 2000; TSAletal., 1999; CLEMENTE et al., 1998).
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Figura 2: Estrutura Quimica do Resveratrol.

Embora a bioatividade do RESV, sua biodisponibilidade é baixa (TOME-CARNEIRO
et al.2013). Uma melhor eficacia na entrega e ou efeito de agentes antineoplasicos tem sido
obtida com a utilizacdo de nanoparticulas naturais ou sintéticas, como lipossomas, o qual vem
se tornando uma area promissora na bio-nanomedicina. Sendo assim, justifica-se como
estratégia ao tratamento a associa¢do da RAPA com 0 RESV em sistemas nanoestruturados, de
forma a possibilitar a incorporacéo destes farmacos e aumentar a biodisponibilidade (WANG
& THANOU, 2010). Além disso, ha um grande interesse em compostos naturais bioativos para
quimioterapia e quimioprevencdo em varios tipos de cancer com um foco para o
desenvolvimento e consequente utilizacdo terapéutica de nanoformulagdes (NAVYA et al.
2019).

Estudos verificaram o papel citotoxico do resveratrol encapsulado em nanoparticulas
lipidicas sélidas (SLN) contra celulas de cancer de mama da linhagem MDA-MB-231 e
constataram uma diminuicéo da viabilidade celular, a indugdo da apoptose e a parada do ciclo
celular em GO/G1 (MEDINA-AGUILAR et al. 2016).

Meng et al. (2016) utilizaram RESV associado a paclitaxel em lipossomas e obtiveram

reversao da resisténcia do tratamento com paclitaxel em células de cancer de mama.

1.3 Lipossomas

A quimioterapia é um tratamento usado para muitos tipos de cancer. No entanto, tem

limitagdes significativas, como falta de especificidade, efeitos colaterais tdxicos e
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desenvolvimento de resisténcia a medicamentos. (BAKHSHAIESH et al. 2015; GHANBARI
et al. 2014).

A maioria dos farmacos para o tratamento quimioterapico contra neoplasias atua
sistemicamente de forma inespecifica. Essa biodistribuicdo do farmaco resulta em acao
farmacoldgica anticancer e também potencializa a ocorréncia de efeitos adversos. A terapia
combinada, usando a associacdo de diferentes farmacos, é utilizada como uma estratégia
sinergicamente favoravel para o tratamento do cancer. As vantagens da terapia combinada sdo
corroboradas por estudos clinicos que mostram efeitos sinérgicos com maior eficacia que
quando comparado a eficacia terapéutica de cada farmaco isolado (GHASEMI et al.2013,;
BORISY et al.2003). Embora a coadministracdo de farmacos quimioterdpicos potencialize a
acao antineoplasica, sua utilizacdo € principalmente prejudicada pela acédo inespecifica dos
farmacos nos tecidos onde prevalece o cancer, exigindo altas doses, porém com baixa
solubilidade e biodisponibilidade inadequada. Portanto, para reduzir as dificuldades associadas
as quimioterapias tradicionais e associacdes, é importante o desenvolvimento de um sistema de
liberacdo de farmacos que possa potencializar o efeito terapéutico dos farmacos e, reduzir ou
até mesmo evitar seus efeitos adversos (CAMERON et al., 2016)

Neste contexto, 0s sistemas nanoestruturados estdo sendo pesquisados para O
tratamento de neoplasias, dentre eles lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas, sistemas
poliméricos, micelas, dendrimeros, nanocapsulas, carreadores lipidicos nanoestruturados,
nanoesferas e sistemas inorganicos (WANG; THANOU, 2010).

Os lipossomas sdo vesiculas compostas por uma ou mais camadas concéntricas
lipidicas, denominadas como unilamelares ou multilamelares, com capacidade de encapsular
tanto farmacos hidrofilicos quanto lipofilicos. Esses carreadores tém recebido grande atencéo
no que diz respeito ao uso como sistemas de liberacéo de farmacos, uma vez que possuem alta
biocompatibilidade e longo tempo de circulagdo no organismo permitindo a administracédo de
doses muito menores do farmaco, resultando em diminui¢&o da cardiotoxicidade (MALAM et
al., 2009). Além disso, os lipossomas podem fornecer protecdo contra a fotodegradacéo de
varios farmacos e produtos bioquimicos, como por exemplo, o0 RESV encapsulado em
lipossomas permaneceu integro quando exposto a luz UV em comparagdo com o farmaco livre
(COIMBRA et al. 2011).

Os lipideos mais utilizados nas formulacGes de lipossomas séo as fosfatidilcolinas,
fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina, que tendem a formar uma bicamada estavel

em meio aquoso. Geralmente, as fosfatidilcolinas sdo mais utilizadas em estudos de formulagéo
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de lipossomas, devido a sua semelhanga estrutural com os fosfolipidios da membrana celular,
sendo um fosfolipideo interessante para ser usado no desenvolvimento de formulacGes
quimioterapicas, uma vez que pode favorecer o aumento da atividade antitumoral. Além disso,
apresentam estabilidade frente a variac6es de pH ou em meios salinos. Os fosfolipideos sdo
caracterizados por uma temperatura de transi¢do, na qual a membrana passa de uma fase sélida
para uma fase de cristal-liquido onde a cadeia de hidrocarbonetos do lipideo fica numa estrutura
molecular ordenada, com movimentos mais livres e os radicais hidrofilicos ficam agrupados de
forma a facilitar a hidratacdo destes (LLADO et al. 2014, BATISTA et al. 2007, LASIC 1998)

A quantidade de bicamadas fosfolipidicas afeta a quantidade farmaco a ser encapsulado
nos lipossomas. O tamanho do lipossoma pode variar de vesiculas muito pequenas (25 nm) a
grandes (2,5 um). Além disso, com base no tamanho e nimero de bicamadas, os lipossomas
sdo agrupados em dois tipos: vesiculas unilamelares e vesiculas multilamelares (MUV). As
vesiculas unilamelares também podem ser classificadas em dois subgrupos: vesiculas
unilamelares pequenas (SUV) e vesiculas unilamelares grandes (LUV). Em lipossomas
unilamelares, a vesicula tem uma Unica bicamada fosfolipidica esférica; em lipossomas
multilamelares, as vesiculas tém uma estrutura semelhante a cebola, ou seja, varias vesiculas
unilamelares serdo formadas dentro da outra vesicula, formando uma estrutura multilamelar de
esferas fosfolipidicas concéntricas separadas por moléculas de 4gua (AKBARZADEH et al.,
2013).

Os lipossomas apresentam varias caracteristicas distintas em comparacdo com outros
sistemas de liberacdo de farmacos, incluindo biocompatibilidade pois sua composicdo € similar
a da célula, capacidade de carregar compostos hidrofilicos e hidrofébicos e melhorar sua
solubilidade, capacidade de proteger de agentes externos as substancias encapsuladas, a
capacidade de reduzir a toxicidade do farmaco encapsulado e reduzir a quantidade a ser
administrada, além da capacidade de direcionamento ao local especifico e melhora na
penetracdo nos tecidos. Certamente, dentre os sistemas de entrega, os lipossomas sao o tipo de
nanoparticula mais versatil, uma vez que tém a capacidade de entregar varios compostos e
macromoléculas biologicamente ativas (MUKHERJEE et al., 2015, NASERI et al., 2015,
TORCHILIN et al., 2005).

Os lipossomas podem ser direcionados passivamente através de PEG para promover a
endocitose mediada por receptores ligantes de direcionamento ativos, tais como anticorpos,
peptideos, proteinas e carboidratos (ARGENZIANO et al., 2021).



26

Os sistemas co-delivery consistem na encapsulacdo de multiplas substancias
resultando em uma acgdo sinérgica, de forma que atuam por mecanismos de acao diferentes e
geram terapias inovadoras que sdo mais eficazes, menos invasivas e menos toxicas que as
convencionais (TORCHILIN, 2014; SRINIVASAN et al., 2015).

Estudos recentes indicam que as formulacfes com associacfes de farmacos em sistemas
baseados em lipossomas aumentam os efeitos antitumorais dos farmacos, pois os lipossomas
podem acumular-se no local do tumor pelo efeito de aumento da permeabilidade e retencéo (
EPR) e liberar uma quantidade de farmaco relativamente alta na célula tumoral, este fato, pode
sobrecarregar os mecanismos de efluxo de fa&rmaco das células cancerigenas, aumentando assim
o efeito antitumoral do farmaco e corroborando com a apoptose de células tumorais. Além
disso, o sistema co-delivery lipossomal de associacdo de farmacos quimioterapicos pode
destruir a resisténcia da célula cancerosas aos medicamentos (ELOY et al., 2016, ALAYEV et
al., 2015, LEE & NAN 2012, XIN et al., 2011)
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2.0 Justificativa

O céncer de mama é um dos principais problemas de satde publica mundial. Apesar
da existéncia de tratamentos para o cancer de mama, algumas barreiras precisam ser
solucionadas, tais como o diagndstico tardio na fase mais avancada e efeitos secundarios
indesejaveis causados pelos agentes quimioterapicos, resisténcia do tumor ao tratamento,
resultando em um tratamento inconveniente. Uma estratégia importante para atenuar ou impedir
a resisténcia tumoral aos tratamentos, é a associacdo de farmacos antitumorais que tenham
efeitos sinérgicos. Os sistemas co-delivery consistem em ferramentas capazes de promover a
encapsulacdo de multiplas substancias resultando em uma acdo sinérgica, representando,
portanto, terapias inovadoras que sdo mais eficazes, menos invasivas e menos toxicas que as
convencionais. Dentro deste contexto, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver,
caracterizar e avaliar o potencial do lipossomas co-delivery do farmaco RAPA e do RESV como
estratégia para facilitar a acdo sinérgica, possibilitando a liberacdo no local de acéo, reduzindo
efeitos colaterais e aumentando a eficacia terapéutica das moléculas na terapia do cancer de

mama.
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3.0 Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar o efeito biologico in vitro do sistema de lipossomas
para co-delivery de RAPA e RESV com potencial aplicacdo na terapia adjuvante do cancer de

mama.

3.1 Objetivos especificos

> Desenvolver e caracterizar os lipossomas incorporados com RAPA e/ou RESV;

> Desenvolver e validar metodologia analitica para quantificacdo da RAPA e do RESV
por Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

»  Avaliar a eficiéncia de incorporacao nos lipossomas de RAPA e/ou RESV;

»  Realizar estudos fisico-quimicos para caracterizacdo dos lipossomas: determinacdo do
diametro hidrodinamico médio, potencial zeta, eficiéncia de encapsulacdo, microscopia
eletrobnica de transmissdo, analise de calorimetria exploratoria diferencial e analise de
Rastreamento de Nanoparticulas (NTA);

»  Realizar estudos de liberagéo in vitro de RAPA e/ou RESV dos lipossomas;

»  Avaliar o efeito biologico in vitro da incorporacdo dos farmacos, RAPA e/ ou RESV em
lipossomas na viabilidade de células tumorais de mama;

»  Avaliar a internalizacdo celular dos lipossomas.
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4.0 Materiais e Métodos

4.1 Desenvolvimento dos Lipossomas com RAPA e/ou RESV

Os lipossomas foram preparados conforme Eloy et al. (2017) e Meng et al. (2016), com
adaptacdes. Fosfatidilcolina de soja (PC) e 1,2-distearoyl-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
[amino (polietileno glicol) -2000] (DSPE-PEG2000) foram adquiridos da Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL, EUA), colesterol (CH) Sigma®, a tocoferol (vitamina E), dcido ascorbico
(Vitamina C), RESV (Infinity Pharma) e RAPA (Hubei Vanz Pharm Co., Ltda). Para
desenvolver os lipossomas, verificou-se experimentalmente as raz6es molares (%) de 10:2:0,5,
10:2:1 e 10:2 de PC, CH e DSPE-PEG2000, respectivamente, sendo avaliada a estabilidade por
15 dias por meio da avaliagdo dos parametros de didametro hidrodindmico médio (DHM), indice
de polidisperséo (IPD), potencial zeta (PZ) e 0 aspecto da suspensdo. Apds determinar as razdes
molares de lipidios a serem utilizadas na preparacdo dos lipossomas, testou-se
experimentalmente diferentes concentracBes dos farmacos RAPA e RESV, até obter-se
lipossomas sem farmacos precipitados e com melhor eficiéncia de encapsulagéo.

Durante o desenvolvimento dos lipossomas, foi necessario adicionar 100 mM de
vitamina C e 70 nM de Vitamina E para proteger a PC do possivel stress oxidativo (MURIPITI
etal., 2019; RICHARD et al., 1997).

A técnica do preparo do lipossoma foi realizada conforme a metodologia de Brandl et
al. (1993), com adaptacdes e em parceria da startup LIPID Ingredients & Technologies
localizada em Ribeirdo Preto/SP. A técnica consistiu em realizar inicialmente uma dispersao
com todas as matérias-primas anteriormente citadas, tanto para desenvolver o lipossoma vazio
(LV), como para desenvolver o lipossoma com a RAPA e/ou RESV, utilizando um agitador
magnético a 60RPM e mantendo a temperatura da dispersao da suspensdo de 55°C a 60°C por
1h. Apds este periodo, a dispersio foi colocada no Ultra- Turrax® modelo T 25 marca IKA a
15.250 RPM com a temperatura de 60°C por 50 minutos, em seguida foram realizados 4 ciclos
nos lipossomas com o homogeneizador de alta pressdo Emulsiflex- C3, utilizando a presséo de
1500bar. Posteriormente, foi realizada a filtracdo do lipossoma utilizando um filtro de
Politetrafluoroetileno (PTFE) estéril de 0,22 um utilizado como processo de esterilizagdo do
lipossoma (BARNADAS-RODRIGUEZ R., SABES M. 2001, BRANDL et al. 1993,
BETAGERI et al.,1993).


https://pt.made-in-china.com/co_vanzpharm/
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4.2 Caracterizacao fisico-quimica das formulagdes

4.2.1 Determinagdo do diametro hidrodindmico médio (DHM), indice de Polidispers&o
(IPD) e Potencial Zeta (P2)

O DHM e o IPD das vesiculas foram determinados pela técnica de espalhamento
dindmico de luz (DLS) e o PZ pela técnica de mobilidade eletroforética utilizando o
equipamento Zetasizer Nano NS (Supplier-Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK). Ambas as
medidas foram realizadas a temperatura 25°C. As amostras de suspensao lipossomal foram
diluidas em agua ultra-purificada (1:10), homogeneizadas no vértex por 15 segundos mantidas
em vial fechado. Aproximadamente 900pL da amostra diluida foram inseridos na cubeta e
colocados na célula eletroforética. Para cada amostra foram realizadas 3 determinagcbes DHM,
IPD e PZ (NEMEN et al., 2011; BRAND et al 1993).

4.2.2 Estabilidade das Formulagtes

Para verificar a estabilidade das formulac@es foram realizadas analises de pH, DHM,
IPD e PZ nos tempos 1, 5, 10, 15, 30, 45 e 60 dias apds o preparo das formulagdes. Para o teor
de farmacos das formulacdes, as andlises foram realizadas nos tempos 1, 30 e 60 dias. As
formulacbes foram mantidas em refrigerador com temperatura de 2 a 8°C, durante todo o

periodo da andlise.

4.2.3 Desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica para quantificacdo de RAPA
e RESV utilizando CLAE

A validacdo da metodologia foi realizada conforme a RDC 166/17 (BRASIL, 2017) e
ICH (2005), sendo avaliados os seguintes parametros: seletividade, linearidade, precisao
intermediéria, repetibilidade, exatiddo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e robustez.
O equipamento empregado foi um CLAE do modelo Waters 2695 com detector de arranjo
de diodos (DAD). O método analitico validado foi utilizado para a quantificacdo de RAPA e
RESV em amostras de lipossoma total, no ensaio de eficiéncia de encapsulacao e liberagéo in
vitro. Realizou-se uma curva analitica de RAPA e RESV utilizando como solvente tampao

fosfato pH 7,4, mantendo os mesmos parametros cromatograficos, conforme a Tabela 1.
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Tabela 1 Parametros cromatogréaficos utilizados na validacdo analitica da RAPA e RESV

Solugio Aquosa com 2% de Acido Acético(A):
Fase Movel
Acetonitrila (B)

0 min a 3.09 min; 35% A: 65%B; 1mL/min

Tempo; Gradiente; ) ) )
3.10 min a 8.00min; 3% A: 97%B; 1,5mL/min

Fluxo
8.01 min a 10 min: 35% A: 65%B; 1,5mL/min
Tempo de corrida 10 minutos
Temperatura do Forno
40°C
de Coluna
Deteccéo
Onda)
Volume de Injecao 10pL
C18 Eclipse XDB 4,6mm x 250mm, 5um tamanho da
Coluna

particula.

4.2.4 Linearidade

A linearidade foi avaliada pela construcdo de trés curvas analiticas com sete niveis de
concentracdes da RAPA e do RESV em trés dias diferentes. Foram preparadas solugdes
padrdes nas seguintes concentra¢des tanto de RAPA como de RESV: 3,5 pg/mL, 4,0 pg/mL,
4,5 ng/mL, 5,0 pg/mL, 5,5 pg/mL, 6,0 pg/mL e 6,5 pg/mL utilizando-se acetonitrila como
diluente. Para cada concentracdo foram realizadas trés analises cromatograficas, nas quais as

amostras foram previamente filtradas em membranas de 0,45um antes de injetar no CLAE.

Realizou-se também a linearidade para quantificar os farmacos no ensaio de liberacéo
in vitro e foram construidas as curvas analiticas nas concentracdes de RAPA e RESV 0,6
pg/mL, 3,1 pg/mL, 6,3 pug/mL, 7,4 pg/mL e 9,3 pug/mL. A diluicdo das amostras foi em tampéo
fosfato (PBS) pH 7,40 com lauril sulfato a 2%. A partir dos valores médios das areas e das

concentragOes testadas para trés curvas foram determinadas a equagdo da reta com estudo de
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regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados e calculada por meio da analise da

variancia ANOVA, com nivel 0=0,05 (95% do intervalo de confiancga).

4.2.5 Seletividade

Realizou-se analises do lipossoma, da acetonitrila, do tampao fosfato pH 7,4 com lauril
sulfato de sodio (SDS) 2% e a fase mdvel para garantir que estes componentes nao interferem
nas analises quantitativas dos farmacos que foram analisadas no CLAE, nas condigdes
cromatograficas descritas na Tabela 1, com o objetivo de verificar alguma interferéncia dos

placebos nos cromatogramas dos farmacos.

4.2.6 Precisdo Intermediaria

A precisdo intermediaria foi realizada nas mesmas condic¢des, em dias diferentes e
consecutivos. A similaridade entre os resultados obtidos foi verificada, calculando-se o desvio

padrdo relativo (DPR) — Equacao 1, que deve ser menor que 5.

Equacao 1: DPR= (Desvio Padrdo/ Média das Concentracdes obtidas)*100

4.2.7 Exatidao

A exatidao foi determinada pela adicdo de RAPA e RESV no placebo do lipossoma
nas seguintes concentracbes: 4,0 pug/mL, 5,0 pg/mL e 6,0 pg/mL. As amostras foram
preparadas em triplicata. O grau de concordancia entre os resultados obtidos em relacéo aos
valores tedricos foi avaliado através do calculo de recuperacéo de acordo com a Equacéo 2:

Equacédo 2: Recuperagdo= (Concentracdo Média Experimental*100)/ Concentracdo
Tedrica

4.2.8 Limite de Deteccéo

O limite de deteccdo foi calculado baseado na obtencdo de trés curvas analiticas do
farmaco, a partir da férmula descrita na literatura (BRASIL, 2017), considerando o desvio
padrao do intercepto (o) e na inclinagdo da curva analitica. A formula usada para o calculo

esta representada na Equacéo 3:

Equacéo 3: Limite de Detecc¢do = 3,3 o/ (Inclinagdo da curva)
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4.2.9 Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo foi calculado baseado na obtengdo de trés curvas analiticas
dos farmacos e a partir da formula descrita na literatura (BRASIL, 2017), considerando o
desvio padrdo do intercepto (o) e na inclina¢do da curva analitica. A formula usada para o

calculo esta representada na Equacéo 4:

Equacéo 4: Limite de Detecgdao = 10 o/ (Inclinagdo da curva)

4.2.10 Robustez

A robustez € um parametro utilizado no desenvolvimento analitico para indicar a
capacidade que o método tem em resistir a pequenas variagdes nas condigdes analiticas
cromatogréficas nominais (BRASIL, 2017). Para avaliar a robustez do método, usou-se o
método proposto por Youden e Steiner (TAN; XU; ZHENG, 1995, YOUDEN 1975) que segue
nas tabelas 2 e 3. Este teste pode avaliar a robustez e também o impacto de cada variacédo
realizada nas andlises. Para determinar a mudanca de um fator, quatro valores correspondentes
a letras maiusculas foram encontrados e em letras minusculas, foi realizada uma comparacéao
das médias dos dois grupos. A Tabela 2 mostra quais fatores foram usados para determinar a
robustez. Fatores nominais de A a G com as letras mailsculas sdo correspondentes as
condi¢cdes nominais, as letras minasculas sdo correspondentes as condi¢fes variadas. Para

realizar a robustez, foram realizadas diversas variagdes, presentes nas tabelas 2 e 3:



Tabela 2: Condicdes cromatogréaficas que foram variadas.
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Fatores

NOMINAL

Variagdo

NOMINAL
Variagdo
NOMINAL
Variacéo
NOMINAL
Variacéo
NOMINAL
Variacéo
NOMINAL
Variacéo
NOMINAL
Variacéo

OO T T MmMmMmMOOUOOO0O W w

Condic¢des Nominais Condi¢des com VariacGes

C18 Eclipse XDB 4,6mm x 250mm, 5um
tamanho da particula.

C18 Zorbax Eclipse Plus 4,6mm x 250mm, 5um
tamanho da particula.

2,00%
1,90%
97:03
95:05
Ohaus
Marte
40
38
15
1,2
305,6 277,1
303 279

Elementos de Variacéo

Colunas cromatograficas

% Acido Acético fase
aquosa

Fase Movel

Balancas Analiticas

Temperatura do Forno

({9}
Fluxo (mL/min)

Comprimento de onda

(nm)

Tabela 3: Combinagdes realizadas das condi¢es nominais com as condigdes variaveis, as letras maitsculas de A a G

representam as condigdes Nominais e as respectivas letras mindsculas representam as condices varidveis.

Combinagdes de Condigdes Nominais com Condi¢des Varidveis

Nominais,

variaveis T U v X z w Y
A,a A A A A a a a a
B,b B B B b B B b b
C.c C C C C C C C C
D,d D D D d d d D D
E,e E e E e e E e E
Ff F f F F F f f F
G,g G g G G g G G g

Para calcular a mudanca de A para a, de B para b, e assim por diante, respectivamente,

utilizou-se a Equagao 5:

Equacdo 5: A/a = | (a soma de todos os resultados com A/4) - (a soma de todos os resultados
com a/4) |
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4.2.11 Avaliagdo da Eficiéncia de Encapsulacdo da RAPA e do RESV em Lipossomas

Para avaliacdo de eficiéncia de encapsulacao foi realizada a extracao do lipossoma com
o farmaco encapsulado do farmaco ndo encapsulado por cromatografia em gel na Sepharose
CL-4B. Foi adicionado 1mL do lipossoma total (antes da separacdo do farmaco ndo
encapsulado) na Sepharose CL-4B, e utilizou-se como fase movel tamp&o fosfato pH 7,4.
Foram coletadas 15 fragdes de ImL cada. Cada uma destas 15 fracGes foi separada e analisada.
As fracbes que apresentaram melhor IPD foram homogenizadas e quantificadas os farmacos

por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Para avaliar a quantidade total de farmaco no lipossoma utilizou-se método
devidamente validado conforme a metodologia descrita anteriormente no item 4.2.1
(FERNANDES et al., 2020; ELOY et al., 2017; GRABIELLE-MADELMONT et al., 2003).
Pesou-se aproximadamente 60mg do lipossoma com RAPA e/ou RESV e diluiu-se para 5mL
de acetonitrila. Colocou-se no ultrassom por 10 minutos para realizar a dissolucéo total dos
lipossomas, os quais foram analisados por CLAE conforme a metodologia anteriormente

validada. As analises foram realizadas em triplicata.
A eficiéncia de encapsulamento (EE) foi calculada de acordo com a equacao 6:

Equacdo 6: EE (%) = [(quantidade de farmaco na frac&o lipossdomica)*100] / (quantidade
total de farmaco encontrada no lipossoma total)

4.2.12 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A andlise de DSC usando o equipamento Thermal Analysis Workstation com o software
Thermal Analysis Workstation (Perkin Elmer, EUA). As formulacdes foram liofilizadas
(lipossoma vazio; lipossoma RAPA e/ou RESV), pesadas em cadinho de aluminio e aquecidas
de 32200 ° C a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min.

4.2.13 Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

O tamanho das particulas e a concentracéo dos lipossomas foram avaliadas pelo NTA,
utilizando o equipamento NanoSight NS300 (Malvern Instruments) que contém uma camara

de amostra e um laser de 638nm. Todas as amostras foram diluidas 1:1000 em agua Mili-Q.


https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/topics/materials-science/differential-scanning-calorimetry
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As medidas foram realizadas em triplicata a temperatura ambiente (25°C) (Fernandes et al.,
2020; Filipe et al., 2010).

4.2.14 Microscopia Eletronica de Transmisséao de Alta Resolugdo (HR-TEM)

As amostras de suspensao de lipossomas foram diluidas em &gua de forma que a
concentracdo final de lipidios se mantivesse em 0,5mg/mL. Apos, as amostras foram
colocadas na grade de cobre de 400mesh e mantidas em repouso para ocorrer a adsor¢ao, sendo
0 excesso retirado com auxilio de um papel de filtro. Em seguida, foi adicionado 3uL de uma
solucdo de acetato de uranila 2%(p/v) e, depois de 2 minutos o excesso foi removido e a
amostra submetida a secagem em temperatura ambiente. O procedimento com o agente de
contraste fora repetido novamente e as grades foram secas a temperatura ambiente para
posterior anélise. As andlises foram realizadas em microscopio JEOL modelo JEM-2100 com
tensdo de aceleracdo de 100 kV, disponivel no Laboratério de Microscopia Eletrénica (LME)
IQSC-USP, Séo Carlos.

4.2.15 Estudo de solubilidade da RAPA e do RESV

A solubilidade da RAPA e do RESV foi determinada no meio que foi utilizado para o ensaio
de liberacédo, sendo solugdes de tampéo fosfato (PBS, pH 7,4) contendo 1% ou 2% de lauril
sulfato de sddio. Foram adicionadas quantidades de 50mg de RAPA e RESV em 0,5mL do
meio e submetidas a agitacdo mecanica por 24 horas, em velocidade constante de 100RPM a
37°C e ao abrigo de luz. Apds este periodo, a solucao foi centrifugada a 13240 xg por 30 min e
o sobrenadante filtrado em membrana de acetato de celulose 0,45 um. Os sobrenadantes foram
diluidos, analisados pelo método de CLAE validado e quantificados a partir da equacédo da reta

para 0 meio testado. O teste foi realizado em triplicata (LIU et al.2013).

4.2.16 Ensaio de liberagéo in vitro da RAPA e RESV em lipossomas

O estudo in vitro do perfil de liberacdo, para avaliar a quantidade dos farmacos liberados
em relagdo ao tempo, foi desenvolvido e adaptado conforme estudos de Eloy e colaboradores
(2016) e estudos de Fernandes e colaboradores (2020). Foi utilizado o método com uma
membrana de dialise de 12-14kDa (Fisherbrand), previamente hidratada na solucéo receptora

constituida por tampéao fosfato pH 7,4 (PBS 1X) com 2% de lauril sulfato de sédio. Para cada
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mL das amostras de lipossoma com RAPA e/ou RESV, ou, das solu¢es com farmacos, foram

colocadas em uma pequena bolsa feita com a membrana de diélise sendo n=6 de cada amostra.

As bolsas de dialise foram transferidas para tubos de polipropileno (tubo falcon)
contendo 50 mL de uma solucéo receptora PBS (pH 7,4) com 2% de lauril sulfato de sddio para
garantir as sink conditions definidas no teste de solubilidade. Os tubos foram colocados em uma
incubadora de agitacao orbital (Nova técnica) mantendo a temperatura de 37 = 0,5°C e 100 rpm.
Durante 72h foram realizadas coletas de 1mL do meio receptor de cada amostra, realizando
logo em seguida a reposicdo do meio. Os tempos coletados foram 0Oh, 0,5h, 1h, 2h, 3h, 4h, 6h,
8h, 12h, 24h, 36h,48h e 72h. Apds a coleta as amostras foram analisadas por CLAE conforme

a metodologia validada.

Os dados obtidos foram analisados usando modelos matematicos e software estatistico

para caracterizar a cinética de liberacdo dos lipossomas obtidos.

5.0 Analise in vitro do perfil de citotoxicidade das formulacgdes lipossomais de RAPAe/ou
RESV

5.1 Cultivo Celular

Neste trabalho foi utilizada a linhagem tumoral de mama, MCF7 obtida comercialmente
a partir da colecdo de culturas celulares da American Type Culture Collection (ATCC). De uma
forma geral, as células foram cultivadas em meio DEMEM (Sigma) suplementado com 10% de
soro bovino fetal (Sigma) e 1% de Penicilina/ Streptomicina (Sigma) em frascos de cultura de
25 ou 75cm? de polietileno ou em placas de cultura, na densidade média de 1x10°, a 37°C, 5%
de CO2 e 90% de umidade, até atingirem confluéncia. Apos confluéncia, as células foram
dissociadas em solucdo tripsina (0,25%, m/v) (Sigma), plagueadas e mantidas nas condicdes

acima descritas para os estudos de viabilidade e internalizagdo celular.

5.2 Determinacao da viabilidade celular
O efeito in vitro das formulagdes na viabilidade celular foi na linhagem de cancer de mama
(MCF-7) utilizando o ensaio com resazurina. Neste procedimento, 4 x 10% células foram
semeadas em placas de 96 pogos e incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera com 5% de
CO.. Ap0s adesdo das células, o meio de cultivo foi substituido por 200 pL de meio de cultivo
incompleto (DMEM sem adigdo de soro fetal bovino (SFB) contendo as amostras diluidas nas

concentracdes de RAPA de 1, 2, 3, 5, 10 e 20 uM. O lipossoma vazio e o lipossoma contendo
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somente RESV foram diluidos nas mesmas propor¢des que os lipossomas contendo RAPA.
Pocos contendo somente meio de cultura e meio de cultura com DMSO (30% m/v) foram
utilizados como controles negativos e positivo, respectivamente. Apos 72 horas de tratamento,
0s pocos foram lavados com tampéo fosfato salino (PBS 1X), em seguida, foi adicionado 100
pL de meio de cultura contendo resazurina (0,01 mg/mL). As placas foram incubadas
novamente a 37°C, 5% de CO> por 3 horas. Apds esse periodo, a leitura da viabilidade celular
foi determinada em leitora de placas Biotek (modelo Synergy) utilizando o comprimento de
onda de excitacdo de 570 nm e emissdo de 600 nm. Os resultados foram expressos através da
viabilidade celular (%) e da concentragdo de substancia necessaria para produzir 50% de
reducdo de viabilidade celular (ICso). A anéalise estatistica dos resultados foi realizada em
Software GraphPad Prism® 8.0 utilizando ANOVA two-way seguido de pés-teste de Tukey,

amostras com valores de p <0,05 foram consideradas significativamente diferentes, n=8.

5.3 Analise da internalizacdo celular dos lipossomas por Citometria de Fluxo

A andlise da internalizagdo celular dos lipossomas foi realizada na linhagem celular MCF-
7 por citometria de fluxo. Para a realizacdo desta abordagem foi preparada uma formulacao de
lipossomas contendo o fluor6foro DiO (20 pg/mL) sem a incorporacdo de RAPA e RESV. A
formulacdo foi diluida 25 vezes para obtencdo de uma formulacdo com concentracdo de DiO
de 0,8 pg/mL. Para a execucdo do experimento, 2 x 10° células foram adicionadas em placa de
12 pogos, que foi incubada por 24 horas & 37°C e 5% CO2. Ap0s 24 horas, 0 meio de cultivo
foi substituido por meio de cultivo incompleto contendo a formulacdo diluida. Apds 24 horas
de incubacdo com a formulacéo, o meio de cultivo foi removido, o0s pog¢os lavados com PBS 1x
e as células dissociadas dos pogos com o uso de 100 pL de tripsina (0,25%, m/v). Em seguida,
a tripsina foi inativada com 300 pL de meio de cultivo completo. Foram adicionados 2 pL de
iodeto de propidio (50 pug/mL) em cada amostra, que foi imediatamente analisada em citdmetro
de fluxo (BD AccuriTM C6 flow cytometer, Singapore) utilizando os comprimentos de onda
de Aexcitagdo = 488 nm e A emissdo = 530 nm para o DiO e A excitacdo = 488 e A emissdao =

670 nm para o lodeto de propidio

6.0 Analises estatisticas

Foram realizados testes para determinar o tipo de distribuicdo dos dados e a
homogeneidade das variancias. Foram empregados para os testes paramétricos analise e

variancia seguida do teste de Tukey para analise dos resultados.
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7. Resultados e Discussao

7.1 Desenvolvimento dos lipossomas com RAPA e/ou RESV

No desenvolvimento dos lipossomas, foram realizados experimentos com diferentes
concentracdes de lipideos diluindo 1:10 as amostras em agua ultrapura. Foram verificados o
DHM, o IPD, o PZ na estabilidade da suspensdo lipossomal, mantendo as amostras na
temperatura de 2 a 8°C. A tabela 4 apresenta os resultados obtidos nesta primeira etapa do

desenvolvimento dos lipossomas.

Tabela 4: Diametro Hidrodinamico Médio (DHM); indice de Polidispersividade (IPD); Potencia Zeta (PZ) medidos apds
24horas, 30 dias e 60 dias do preparo da formulacéo.

Composicao dos DHM /1PD / PZ
Lipossomas .
( Razdes Apos 24h 30 dias 60 dias Etabilidade
Molares%o)
PC/CH (10:2) - 155,93 7,48/  295,9 £310,11/ 497,4+242,57/ Aumento do DHM e
200mg 0,357+0,004/ 0,526+0,148/  0,765+0,044 / IPD
5,83+0,668 2,27+1,241 0
PC/CH/ DESPEG 127,83+7,69/ 122,21+5,37/  118,43+2,64/ Manteve estavel por
PEG 2000 (10:2:0,5)  0,257+0,007/ 0,271+0,088/  0,263+0,012/ 2 meses
—100mg -26,30+0,668 -25,51+0,058 -25,27+0,668
PC/CH/ DESPEG 128,3+6,00/ Formulagdo Formulacdo = Houve precipitacdo
PEG 2000 0,389 £0,011/ Descartada Descartada apos 3 dias
(10:2:1)-100mg -34,33+0,784

O lipossoma PC/CH/ DESPEG PEG 2000 (10:2:0,5) foi o que apresentou melhor
estabilidade mantendo o DH, IPD e o PZ com valores préximos no tempo 24h, 30 dias e 60dias
apos o preparo da formulacdo, além do aspecto da suspensdo lipossomal. Este apresentou
concentracdo final de 6,67mg/mL de lipideo.

Um dos principais fosfolipidios utilizados na obtencdo de lipossomas é a
fosfatidilcolina de soja (PC), para a qual a organizacao das moléculas de fosfolipidios na agua
é impulsionada principalmente por um efeito hidrofébico, que organiza espacialmente as
moléculas de fosfolipidios anfifilicos para minimizar as interagcdes adversas de entropia entre a
cadeia acila hidrofobica e a fase aguosa circundante. Alem disso, a presenca do CH na bicamada
lipidica corrobora a estabilidade da vesicula (WALDE et al., 2007, LASIC &
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PAPAHADJOPOULOS 1998, KIRBY et al., 1980). O CH é uma molécula anfifilica que
também compde as membranas celulares, e possui maior ponto de fuséo, tornando a vesicula
lipossdbmica mais rigida dificultando a agregacdo entre elas (ALBUQUERQUE et al., 2018,
VIRDEN & BERG 1992). Apesar do lipossoma ser um sistema de entrega para farmacos
lipofilicos e hidrofilicos, verificou-se que apds sua entrada na circulagdo sistémica os
lipossomas podem ser desestabilizados por interacdes com fosfolipases e proteinas (LA-BECK
etal., 2021, BONTE & JULIANO 1986).

O DSPEG-PEG 2000 auxilia na formacdo e estabilidade das vesiculas e favorece para
um maior tempo de meia-vida dos farmacos, pois ele impede que o lipossoma seja opsonizado
pelos macrdfagos, permanecendo por mais tempo no sangue e principalmente nos tumores,
assim sendo, sdo chamados também de lipossomas estericamente estabilizados (NAG,
AWASTHI 2013, EMMANUEL et al., 2010). A estabilizacéo estérica de lipossomas envolve
a estabilizacdo fisica, quimica e bioldgica, com isso além do CH moléculas de DESPEG PEG
2000 se ligam covalentemente a PC na superficie dos lipossomas que reduz fortemente as forcas
de atracdo (van der Waals) entre as particulas e, aumenta as forcas repulsivas (estérica,
eletrostéatica e hidratacdo) (BELSITO et al., 2001).

A formulacdo PC/CH/ DESPEG PEG 2000 (10:2:1) apresentou precipitado com
aparéncia de um pd branco o qual possivelmente pode ser DESPEG PEG 2000, pois, a
formulacdo PC/CH/ DESPEG PEG 2000 (10:2:0,5) ndo apresentou precipitado e a Unica
diferenca na composicao entre uma e outra é a concentracdo do DESPEG PEG 2000. E possivel
que ocorra a precipitacdo de DESPEG PEG 2000, pois esta quantidade pode estar saturada em
relacdo a quantidade de PC e CH presentes nas vesiculas dos lipossomas, essencial para ocorrer
a ligacdo molecular entre a PC e o DESPEG PEG 2000 (CALVIN & WAFA 2019,
GARBUZENKO et al., 2005, EDWARDS et al., 1997).

A técnica de preparo deste lipossoma envolve homogeneizacdo de alta pressao,
comumente utilizada em escala industrial. O processo de homogeneizagéo inicia-se com 0 uso
de agitador magnético e turrax, que levam a formacdo de vesiculas multilamelares (MUV),
seguido pela passagem das amostras em homogeneizador de alta presséo, que promove reducao
para vesicula unilamelares (SUV) (WORSHAM et al., 2018, BARNADAS-RODRIGUEZ
R., SABES M. 2001, LAMPRECHT et al., 1999, BRANDL et al., 1993). Ap6s 0 processo de
homogenizagéo do lipossomas vazio realizamos analises para verificar o DHM e o IPD dos
lipossomas obtidos, por conseguinte obtivemos o0s seguintes resultados médios de 3 analises
DHM: 380,83nm e IPD: 0,416. O valor do DHM comprova ser amostra de vesiculas
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unilamelares grandes (LUV) as vesiculas que obtém esta determinacéo sdo na faixa de 100-
1000nm e o valor de IPD acima de 0,4 representa uma amostra heterogénea (KASSEM et al.,
2018; AKBARZADEH et al., 2013). Segue na figura 3 o grafico de distribuicdo de tamanho
obtido referente as trés analises realizadas do lipossomas vazio ap0s 0 processo de
homogeneizacdo no turrax. E, na 4 figura sdo apresentadas imagens das preparagdes

lipossomais desenvolvidas.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Fercent)

0.1 1 10 100 1000 10000

size (d.nm)

Figura 3: Distribuicdo de tamanho vesus % Intensidade para amostras do Lipossomas vazio apds 1h de homogeneizagio no
turrax

Figura 4: Sequencialmente: Lipossomas vazio; Lipossoma com RAPA; Lipossoma com RESV e Lipossoma com
RAPA e RESV.

Durante a preparagcdo dos lipossomas, com RESV, percebeu-se uma coloragdo
levemente amarelada que ocorria durante o preparo da formulacdo, e acentuava uma semana,
adquirindo coloracdo marrom. A PC é suscetivel a oxidacao lipidicaem meio aquoso e 0 RESV

pode conter em sua composicdo residuos de ions metélicos responsaveis pela formagéo de
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radicais livres, fato que potencializa o processo de oxidacao lipidica (CAl et al., 2013, CHING-
Y1 &TIMOTHY,1995).

Com isso, decidiu-se adicionar nas formulagdes como antioxidantes a vitamina E que
atua para impedir a peroxidacdo lipidica e a vitamina C, que potencializa esta a¢do no
microambiente do lipossoma, pois a vitamina C regenera a vitamina E no processo de
peroxidac&o lipidica que a vitamina E sofre na bicamada lipidica, durante o processo de preparo
dos lipossomas e até mesmo durante o armazenamento (SCARPA, 1984). Assim sendo, foi
realizado um teste experimental, em que produziu-se lipossomas somente com 10 mol% PC
(fosfatidilcolina de soja) gsp agua para injetaveis, e outro com 10mol% PC, 70nM vitamina E,
100mM vitamina C gsp agua para injetaveis (Figura 5). Verificou-se a estabilidade destas duas
formulacGes armazenadas nas temperaturas de 2°C a 8°C, considerando o aspecto da suspensdo
dos lipossomas, DH, IPD e PZ, diluindo 1:10 as amostras em agua ultrapura nos tempos de 24h

e 30 dias apds o preparo das formulagdes, conforme a tabela 5.

Figura 5: Lipossoma apos 24h do preparo respectivamente: composto de PC+Agua para Injetaveis e Lipossomas composto de
PC+ Vitamina E + Vitamina C +Agua para Injetaveis.
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Tabela 5: Diametro Hidrodinamico Médio (DHM); indice de Polidispersividade (IPD); Potencial Zeta (PZ)
medidos apds 24horas e 30 dias do preparo das formulacdes

DHM/IPD/PZ

Estabilidade
Composicao dos Lipossomas

Apos 24h 30 dias
PC (10M)+Agua para Injetaveis =~ 630,80+30,53/  765,3+267,22/

Ocorreu separacéo em 2
0,532+0,005/ 0,678 + 00,0537/

fases
13,940,142 -15,63+0,895
PC (10M)+ Vitamina E (70

132,7 + 9,00/ 160,5 + 7,67/
nM)+ VitaminaC (100 mM)+

Aspecto da supens&o
0,433 + 0,005/ 0,418 £ 0,007/

Agua para Injetaveis(q.s.p.) 15,46£0.498 15,76 + 0,262 lipossémica foi mantido.

Considerando a Figura 6, é possivel verificar diferentes aspectos visuais das suspensées
lipossdmicas, onde suspensdo com PC+ &gua para injetaveis apresenta uma coloracdo amarela

e levemente turva, enquanto a suspensdo PC +Vitamina E +Vitamina C+ &gua para injetaveis
apresenta uma coloragdo levemente esbranquicada e turva.

hey

F
»
-
[
-

Figura 6: Fotografia do aspecto das suspenses de lipossomas apds 30 dias do preparo constituidas de PC+ Vitamina E +
Vitamina C +4gua para injetaveis (& esquerda) e PC+Agua para injetaveis (2 direita).

Considerando a figura 6, é possivel verificar que ocorreu uma instabilidade do aspecto

do lipossoma composto somente por PC + agua para injetaveis. Pode-se observar também, na
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Tabela 5, 0 aumento do DHM de 630,80 nm para 765,30 nm, do IPD de 0,532 para 0,678 e do
PZ de +13,9 para -15,63. Considerando os relatérios de qualidade obtidos pelo software do
Zetasizer, tais resultados foram considerados inadequados, os quais podem ser justificados pela
presenca de particulas grandes e amostras muito polidispersas para analise de distribuicdo.

A vantagem de ter antioxidantes de fase lipidica e aquosa é que a vitamina C presente
na fase aquosa da suspenséo lipossomica, apesar de nédo ter acdo no processo de peroxidacao
lipidica, através de uma reacdo de oxi-reducdo, o ascorbato (Asc) consegue reduzir o radical
tocoferoxil (produzido para impedir a peroxidagao lipidica) regenerando assim o o tocoferol
(Vitamina E) (MURIPITI et al.,2019, BURSAC-MITROVIC et al., 2016, HONGLIAN et al.,
1999, RICHARD et al., 1997).

Assim sendo, foi possivel verificar experimentalmente que o lipossoma composto de
PC+Vitamina C+ Vitamina E + agua para injetaveis manteve a estabilidade durante o tempo de
30 dias, conforme verificado na tabela 5. E provavel que a presenca dos antioxidantes pode ter
impedido a peroxidacdo lipidica da PC favorecendo a estabilidade dos lipossomas em

comparacdo com a outra formulacdo composta apenas de PC+ agua para injetaveis.

7.2 Analises do diametro hidrodinamico médio (DHM), indice de Polidispersdo (IPD),
Potencial Zeta (PZ) e Estudo de Estabilidade

As formulagdes foram mantidas na temperatura de 2°C a 8°C durante 60 dias.
Realizaram-se anélises de DHM, IPD e PZ em diferentes tempos, nas amostras do lipossoma
vazio (LV), lipossoma com RAPA (LRAPA), lipossoma com RESV (LRESV) e lipossoma
com RAPA e RESV (LRR) diluindo 1:10 as amostras em agua Ultrapura. Estas analises foram

realizadas em triplicata e o resultado médio encontra-se na Tabela 6.
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Tabela 6: Valores de DHM, IPD e PZ obtidos dos lipossomas durante 60 dias.

Estudo de Estabilidade

Tempo LV LRAPA LRESV LRR
DHM IPD Pz DHM IPD Pz DHM IPD Pz DHM IPD Pz
(nm) (mV) (nm) (mV) (nm) (mV) (nm) (mV)
95,52 0,2083  -15,57 86,23 0,2323 -14,50 93,61 0,221 -17,41 72,70  0,2210 -17,37
1 dia + + + + + + + + + + + +

0481 0003 0153 0390 0008 0529 0990 0003 0257 1368 0003 0569

98,95 0,214 -14,50 85,77 0,2163 -17,87 93,41 0,229 -19,40 74,88 0,2190 -15,60
+ + + + + + + + + + + +

Sdias 33 0007 0656 1,095 0004 2515 2032 0007 0436 1423 0010 0265
9823 02187 -1507 87,82 0214  -1490 9588 0230  -1853 7372 02180  -1523

10 di + + + + + + + + + + + +
185 0245 0003 0153 1667 0008 0529 1687 0008 0351 1448 0,018 0,503
1001 0219 -1533 8695 0219  -1603 9552 02260 -1867 73,93 02187  -1573

15 di + + + + + + + + + + + +
'8 1090 0006 0416 1409 0008 0306 0505 0006 0153 1,385 0,003 0,115
99,09 02090 -1630 86,58 02233 -1500 9528 0227  -1910 7359 02187  -1530

30 di + + + + + + + + + + + +
1aS 0875 0002 0054 1279 0010 0557 0593 0006 0200 0897 0,004 0,436
102,03 0225 -1545 90,82 02469 -1534 97,03 072372 -1880 7543 02267  -1548

45 di + + + + + + + + + + + +
185 0231 0004 0048 0855 0020 0621 0033 0004 0340 0113 0,011 0,251
100,01 0252 -1563 89,97 02381 -1521 9815 02364 -1876 7426 02328  -1566

60 dias + + + + + + + + + + + +

0364 0012 0015 0523 0012 0204 0093 0014 0269 0412 0009 0211

Para os lipossomas, no periodo de 60 dias, obteve-se os seguintes valores médios
de DHM: LV-100nm; LRAPA-89,97nm, LRESV-98,15nm e LRR-74,26nm. As diferencas
dos tamanhos de particulas devem-se possivelmente ao processo de encapsulamento, pois
pode ocorrer uma reducdo na lamelaridade dos lipossomas. Conforme a entrada do farmaco
na estrutura fosfolipidica, as bicamadas sofrem rompimentos e se reorganizam, formando
novas vesiculas e encapsulando mais farmacos (ELOY et al., 2014, HOPE et al., 1985). Este
resultado do estudo de estabilidade realizado mostra que todos os lipossomas obtiveram DHM
< 100nm, caracterizando assim os lipossomas SUV como nanocarreadores alvo para agentes
quimioterapicos. SUVs com tamanhos < 20 —100 nm podem se acumular nos tumores bem
vascularizados por seu efeito de Permeabilidade e Retencdo Aumentada (EPR), em contraste
com os tecidos normais (HSIEH et al., 2020, STEICHEN et al., 2013, NAGAYASU et al.,
1999, BRANDL et al., 1993). As interacdes e a eficiéncia dos sistemas de liberag&o, tais como
a caracterizacdo é fundamental na avaliagdo para o controle de qualidade e a determinacdo da
estabilidade do sistema (BANERJE et al., 2016, He et al., 2012).
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Os valores obtidos de IPD de todos os lipossomas mantiveram-se na faixa de
0,200 a 0,250 e apresentaram caracteristicas monodispersas, pois valores maiores que 0,4 de
IPD indicam particulas heterogéneas (KASSEM et al., 2018, ZEISIG et al., 2016). Conforma
a figura 8, pode-se verificar que durante os 60 dias ndo foram detectadas grandes varia¢des no
IPD das formulagdes.

O PZ é um parémetro fisico-quimico que determina a forca das interacdes
intraparticulas e o valor <-30 mV ou> 30 mV é capaz de manter a repulsdo interparticula,
corroborando para uma suspensédo de lipossomas estavel. A presenca do DSPEG-PEG 2000
potencializa a carga negativa no PZ da particula. Além disso, é capaz de proteger a carga
lipidica potencializando assim a estabilidade do lipossoma. (SMITH et al.,, 2017,
HONARY & ZAHIR 2013, FREITAS & MULLER 1998). O PZ médio obtido conforme os
dados da Tabela 6 foram: LV -15,63mV; LRAPA -15,21mV; LRESV -18,76mV e LRR -
15,66mV.

Foram realizadas analises de teor de RAPA e RESV para as formulacGes
mantidas em estudo de estabilidade nos tempos 1, 30 e 60 dias. Comparando com o dia 01 que
foi analisado os teores iniciais dos farmacos nas suspensdes lipossdmicas em porcentagem
massa/massa com os seguintes resultados 0,043% para LRAPA, 0,025% para LRESV, e para
LRR a RAPA obteve 0,040% e o RESV 0,023%, quando comparados com 0s teores de
farmacos com 60 dias as maiores porcentagens de decréscimo de teores dos farmacos
analisados nas formulacgdes foram LRAPA com 3,26%, LRESV com 4,80%, LRR com RAPA
2,75% e RESV 4,65%.

Foi realizada uma andlise de variancia (ANOVA) seguida de teste Tukey
utilizando o software Graphpad Prism. Os dados analisados foram comparados em relacdo ao
dia 1 para todas as formulacdes e conforme as figuras 7, 8, 9, e 10 obtidos, ndo houveram
diferencas estatisticas significativas (p<0,05) em nenhum dos resultados obtidos na estabilidade

das formulacGes quando avaliados os respectivos parametros fisico-quimicos durante 60 dias.
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Figura 7: Diametro Hidrodindmico Médio (DHM) durante 60 dias no LV:Lipossoma Vazio; LRAPA: Lipossoma Rapamicina;
LRESV: Lipossoma Resveratrol; LRR: Lipossoma Rapamicina Resveratrol.

B HELRAPA LRESV HLRR

0.3-
: T

0.2

(]

o

0.1

0.0
THZSLS g TY2LUgLyg TeYeLugeg Tevsaegyeg

Tempo (dias)

Figura 8: Indice de Polidisperso (IPD) obtidos durante 60 dias no LV:Lipossoma Vazio; LRAPA: Lipossoma Rapamicina;
LRESV: Lipossoma Resveratrol; LRR: Lipossoma Rapamicina Resveratrol.
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Figura 9: Potencial Zeta (PZ) obtidos durante 60 dias para as formulagdes: LV:Lipossoma Vazio; LRAPA: Lipossoma
Rapamicina; LRESV: Lipossoma Resveratrol; LRR: Lipossoma Rapamicina Resveratrol.
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Figura 10: % de teor de fArmaco realizadas durante a estabilidade com 1, 30 e 60 dias nos: LRAPA: Lipossoma Rapamicina;
LRESV: Lipossoma Resveratrol; LRR: Lipossoma Rapamicina Resveratrol
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7.3 Desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica para quantificacdo de
RAPA e RESV utilizando CLAE

O método analitico utilizado para quantificagio do RESV e RAPA, conforme as
condic¢des cromatograficas da Tabela 1, permitiu a quantificacdo simultanea dos dois farmacos.
Os cromatogramas obtidos estdo demonstrados nas Figuras 11 e 13, com 0s respectivos
espectros em UV detectados pelo DAD (Figuras 12 e 14).
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Figura 11: Cromatograma do RESV com Tempo de Retencéo de 2.922 minutos deteccdo no comprimento de onda
de 305,7nm
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Figura 12: Espectro UV do Resveratrol obtido pelo detector DAD no CLAE.
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Figura 13: Cromatograma do RAPA com Tempo de Retencdo de 8.378 minutos deteccdo no comprimento de
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Figura 14: Espectro UV da RAPA obtido pelo detector DAD no CLAE.

7.3.1 Linearidade

A linearidade foi obtida a partir de solugdes com RAPA e RESV dissolvidos em
acetonitrila nas seguintes concentragdes: 3,50 pg/mL, 4,00 pg/mL, 4,50 pg/mL, 5,00 pg/mL,
5,50 pg/mL, 6,00 pg/mL e 6,50 pg/mL. Para cada concentracdo foram realizadas as analises
em triplicata (cada analise em dia diferente) e os resultados médios obtidos através das areas
cromatograficas foram utilizados para obter a curva analitica e os estudos de regressao linear a

partir do método dos minimos quadrados e a equacdo da regressdo linear representada por
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y=ax+b onde y = resposta medida; X = concentracgao; a = inclinacio da curva de calibragéo b =
intersecdo com o eixo y (BRASIL, 2017). Sendo assim, a curva analitica do RESV e da RAPA
para a validacdo do método, conforme as figuras 15 e 16 demonstraram linearidade no intervalo
de 3,50ug/mL a 6,50ug/mL resultando na equacao da regressdo linear y=67258x+659,33 com
R?=0,9976 para 0 RESV, e, para a RAPA a equacéo regressdo linear foi y=27285x+ 65,209
R?=0,9996.

= 67256x - 659,33
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Figura 15: Curva Analitica do RESV obtida por CLAE onde o eixo Y= &rea cromatografica e o eixo X
Concentra¢do em pg/mL.
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Figura 16: Curva Analitica do RAPA obtida por CLAE onde o eixo Y= &rea cromatogréafica e eixo X Concentragdo
em pg/mL.

Considerando a curva analitica desenvolvida para a quantificagdo em PBS pH 7,40 dos

farmacos para os ensaios de liberag&o in vitro nas concentracgdes de 0,6 pg/mL, 3,1 pg/mL, 6,3

pg/mL, 7,4 pg/mL e 9,3 pg/mL de RAPA e RESV resultou-se na seguinte equacdo de regressao
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linear y = 67586x - 2768,4 com R?= 1 para 0 RESV, e, para a RAPA a equagao regressio linear
foi y=31442x+ 5988,1 com R?=0,9991, demonstrado nos figura 17 e 18.
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Figura 17: Curva Analitica do RAPA obtida por CLAE para quantificacdo no ensaio de liberacdo in vitro onde o
eixo Y= area cromatogréfica e eixo X Concentra¢do em pg/mL.
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Figura 18: Curva Analitica do RESV obtida por CLAE para quantificagdo no ensaio de liberacéo in vitro onde o
eixo Y= area cromatogréfica e eixo X Concentra¢do em pg/mL.

7.3.2 Seletividade

Foram realizadas analises separadamente da acetonitrila, tampéo fosfato pH 7,4 com
lauril sulfato de sodio (SDS) 2% e lipossoma vazio. Os ensaios foram realizados em triplicata.
No cromatograma do lipossoma vazio houve a presenca de um pico no tempo de 2,611minutos

em 277,1nm (comprimento de onda de deteccdo da RAPA), apresentando um espectro de
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absorcdo maxima de 243,9 nm. O tempo de retengdo deste pico ndo permite interferéncia no
tempo de retencdo do pico da RAPA que aparece aproximadamente em 8 minutos, e este pico
cromatografico ndo foi detectado no comprimento de onda de deteccdo do RESV (305,6nm),
conforme mostra a figura 19. Portanto, nos cromatogramas nao foram observadas interferéncias

no pico do RESV e da RAPA conforme apresentam as figuras 19, 20, 21 e 22.
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Figura 19: Cromatograma da Acetonitrila sem interferentes em 277,1nm e 306,1nm.
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Figura 20: Cromatograma da Acetonitrila com PBS pH 7,4 e lauril sulfato de s6dio a 2% sem interferentes em
277,1nm e 305,6nm.



0.164
0.144
0.124
0.1104
% 0.084
0.064
0.044
0.024

1 SO S e

T L L T T L
0.00 1.00 200 3.00 400 5.00 6.00 7.00 2.00 9.00
Minutes

Figura 21: Cromatograma lipossoma vazio sem interferentes em 305,6nm.
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Figura 22: Cromatograma lipossoma vazio em 277,1 nm.

7.3.3 Exatidao
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Foram adicionadas amostras de RAPA e RESV no placebo do lipossoma nas

concentracdes de 4,0 pg/mL, 5,0 pg/mL e 6,0 pg/mL diluidas em acetonitrila. As amostras

foram analisadas em triplicata. Aplicando-se a Equacao 2, os resultados para RAPA e RESV

obtidos na recuperacdo estdo na faixa de 95% a 105% conforme preconizado em

BRASIL,2017 e ICH (2005), de acordo com as tabelas 7 e 8.



Tabela 7: Resultado obtidos nas analises de recuperacdo da RAPA

Concentracéo Concentragdo
Nominal (ug/mL)  obtida (ng/mL)
4,09
4,0 4,19
4,09
5,20
5,0 5,23
5,15
6,21
6,0 6,25
6,17

RAPAMICINA

% de

Recuperacéo

102,09
104,60
102,00
103,74
104,39
102,84
103,42
104,06
102,82

Média

102,90

103,66

103,44

Tabela 8: Resultado obtidos nas anélises de recuperagdo da RESV.

Concentragéo Concentragéo
Nominal (ug/mL) obtida (ng/mL)
4,15
4,0 4,01
4,09
5,02
5,0 5,13
5,18
6,23
6,0 6,27
6,22

7.3.4 Precisao Intermediaria

RESVERATROL

% de

Recuperacéo

103,51
100,10
102,05
100,22
102,33
103,42
103,84
104,41
103,60

Média

101,89

101,99

103,95

DP

1,48

0,78

0,62

DP

1,71

1,63

0,42

DPR

1,44

0,75

0,60

DPR

1,68

1,60

0,40
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Foram realizadas analises nas mesmas condicdes, em dias diferentes e consecutivos. A

precisdo foi verificada através dos resultados obtidos em porcentagem de recuperacao das

amostras analisadas na concentragdo de 5ug/mL, calculando-se o desvio padréo relativo

(DPR) que deve ser menor que 5 (Tabelas 9 e 10), com o DPR (Equacdo 1) menor que 5 das

recuperacgdes das anélises realizadas para 0 RESV e a RAPA.



Tabela 9: Precisdo Intermediaria do RESV obtidas em analises em diferentes dias.

Resveratrol

Precisao intermediaria

Precisdo (Dia A)

Precisdo (Dia B)

% Recuperacdo
103,99
99,84
101,22
101,31
103,21
101,05
100,42
102,54
103,21
101,75
101,34
103,33

Média

101,94

DP

1,30

DPR

1,27

Tabela 10: Precisdo Intermediaria do RESV obtidas em analises em diferentes dias.

Rapamicina

Precisao intermediaria

Precisdo (Dia A)

Precisdo (Dia B)

% Recuperagéo
103,55
101,96
102,48
99,95
100,02
103,18
100,13
100,32
100,99
103,44
102,97
101,25

Média

101,69

DP

1,41

DPR

1,49

7.3.5 Limite de Deteccao

O limite de deteccdo (LD) é utilizado para medir a sensibilidade do método, e
representa a menor quantidade de farmaco presente na amostra que pode ser detectado, mas

néo necessariamente quantificado (BRASIL, 2017) e considerando a Equacdo 3, foram obtidos

os valores de LD para RESV de 0,110 pg/mL e 0,100 pg/mL para RAPA.
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7.3.6 Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor quantidade de farmaco na amostra
que pode ser medido com precisdo, conforme o método aplicado (BRASIL, 2017). Aplicando
a Equacéo 4, foram obtidos os valores de LQ para RESV de 0,150 pg/mL e para RAPA de
0,130 pg/mL.

7.3.7 Robustez

Verificou-se a robustez do método para determinacdo de RESV e RAPA por CLAE,
aplicando o teste de Youden (YOUDEN E STEINER, 1975). Os resultados dos ensaios das
combinagbes das variacdes estdo descritos na tabela 11 e 12. O parametro que apresentou
maior interferéncia tanto para a RAPA como para 0 RESV estdo demonstrados nas tabelas 11
e 12, onde, foi o efeito B/b que representa a concentracao de &cido acético na solugdo aquosa
da fase moével onde o A= &cido acético 2% e a= 4cido acético 1,90%, enquanto que o efeito
D/d que representa a variacao nas balancas analiticas, teve menor interferéncia na robustez do
RESV, e o efeito A/a que representa a troca das colunas cromatogréaficas apresentou menor

interferéncia na robustez da RAPA.

Tabela 11: Robustez analitica do Resveratrol

Robustez Resveratrol

Efeito % Recuperagio % Recuperagio com as
Nominal (letras Variagoes (letras Interferéncia
maiusculas) minusculas)

Efeito Ala 99.22 98.93 0.2886

Efeito B/b 99.75 98.40 1.3444  Parametro que
mais inteferiu

Efeito C/c 99.19 98.96 0.2362

Efeito D/d 99.11 99.04 0.0627  Parametro que
menos inteferiu

Efeito E/e 98.98 99.17 0.1861

Efeito F/f 99.36 98.79 0.5623

Efeito G/g 99.23 98.92 0.3087
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Tabela 12: Robustez analitica da Rapamicina

Robustez Rapamicina

Efeito % Recuperacéo % Recuperacéo com as
Nominal (letras Variacoes (letras Interferéncia
mailsculas) mindsculas)
Efeito Ala Parametro que
98.95 99.23 0.2783  menos inteferiu
Efeito B/b Parametro gue
99.89 98.29 1.6041 mais inteferiu
Efeito C/c 99.23 98.95 0.2785
Efeito D/d 99.44 98.75 0.6928
Efeito E/e 98.94 99.24 0.2994
Efeito F/f 99.86 98.33 1.5269
Efeito G/g 98.75 99.43 0.6779

7.4 Avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo da RAPA e do RESV em Lipossomas

A eficiéncia de encapsulacdo representa a porcentagem de farmaco que
permanece somente dentro do lipossoma em relagdo a concentracdo total adicionada na
formulacéo e confirmada analiticamente (PERKINS et al., 1993).

Os valores médios encontrados nas andlises de teor total dos farmacos e na

eficiéncia de encapsulacdo estéo representados na tabela 13.

Tabela 13: Concentracéo total de fArmaco e eficiéncia de encapsulacéo (%).

. Teor total de Farmaco em % . 3
Formulages Eficiéncia de Encapsulacdo %
(peso/ volume)
LRAPA 0,043% + 0,0015 68,42% + 0,0188
LRESV 0,025% + 0,0009 76,13% + 0,0021
LRR RAPA =0,040% RESV=0,023 RAPA =58,87% + RESV =63,22%
+0,0025 % + 0,0017 0,0144 +0,0083

Nos resultados obtidos de teor total, obtivemos um decréscimo aproximado de
27% no valor do teor total da RAPA, tanto no LRAPA quanto no LRR, fato este que pode ter
ocorrido durante o processo de fabricagdo. A eficiéncia do processo de encapsulacdo do
farmaco de um lipossoma depende da otimizacdo de alguns pardmetros como a forga idnica e
0 pH da fase aquosa e a razdo molar do lipidio/farmaco, pois 0 aumento narazao lipidio/farmaco
pode ocorrer a reducédo da eficiéncia de encapsulacao e o excesso de farmaco durante a producao

dos lipossomas favorece a formacdo de cristais que ficam em suspensdo na fase aquosa ou
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podem sedimentar durante o processo de homogeneizagéo de alta presséo, os quais podem ficar
retidos nas tubulagc6es do equipamento (NAJLAH et al., 2019).

Eloy et al. (2016) observaram 73,31% na eficiéncia de encapsulacdo da RAPA em
lipossomas com tamanho de 136,95nm, utilizando a metodologia de hidratacdo do filme
lipidico para produzir o lipossoma. Chen et al. (2021) obtiveram lipossoma com RAPA no
tamanho de 100nm e 80% na eficiéncia de encapsulacdo da RAPA pelo método de injecdo de
etanol. Yoon et al. (2019) obtiveram 42% de eficiéncia de encapsulacdo da RAPA em
lipossomas com tamanho de particula de aproximadamente 155nm. Nandi et al. (2021)
observaram resultado de 80% de eficiéncia de encapsulacdo da RAPA em lipossomas numa
faixa de 170nm a 200nm de tamanho.

Meng et al. (2016) obtiveram 92% de eficiéncia encapsulacdo do RESV em lipossomas
com tamanho de particula médio de 50nm. VIJAYAKUMAR et al. (2016) observaram
eficiéncia de encapsulagéo de 79,47% para RESV em lipossomas peguilhados. Jagwani et al.
(2020) relataram eficiéncia de encapsulacdo de 78,14% do RESV em lipossomas com tamanho
de 145,8nm.

Os valores de eficiéncia de encapsulacéo observados para LRR foram menores quando
comparados aos valores de eficiéncia de encapsulagédo do LRAPA e LRESV. Este fato pode
ocorrer devido as caracteristicas lipofilicas das moléculas de RAPA e RESV, que podem
competir na interagdo molecular com a bicamada lipidica dos lipossomas (HE et al., 2016).

7.5 Anadlise de Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

O DSC é uma técnica utilizada para verificar os parametros termodindmicos dos
farmacos e dos lipossomas, 0s quais podem estar associados as intera¢es dos farmacos com o
sistema lipidico (DEMETZOS, 2008).

De acordo com as andlises de DSC (figuras 23 e 24), foi verificado um evento
endotérmico caracteristico em 185,93 e 267,05°C para RAPA e RESV, respectivamente,
atribuidos a fusdo dos farmacos. Adicionalmente, um evento exotérmico pode ser observado na
sequéncia, possivelmente atribuido a degradacgao dos farmacos (SURIE et al., 2021, JAGWANI
etal., 2020, ELOY et al., 2017, VIJAYAKUMAR et al., 2016, O'NEIL et al., 2014).

Nas analises de DSC para o lipossoma vazio verificou-se um evento endotérmico com

pico maximo em 183,03°C e um evento exotérmico com pico maximo em 205,58°C.


https://www-sciencedirect.ez87.periodicos.capes.gov.br/topics/materials-science/differential-scanning-calorimetry
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Para as formulacGes LRESV, LRAPA e LRR (RAPA e RESV), as respectivas anélises
de DSC apresentaram eventos endotérmicos e exotérmicos com picos de temperaturas andlogos
aos obtidos no lipossoma vazio, que podem serem verificados nas curvas presentes nas figuras
25, 26, 27, 28.

Apesar de ndo ser possivel distinguir eventos atribuidos a matriz e aos farmacos
lipossomais apenas observando as curvas de DSC, é possivel verificar uma variacéo na entalpia
delta H (AH) quando comparamos todos os sistemas avaliados. Os valores de AH atribuidos aos

eventos endotérmicos e exotérmicos sdo apresentados na tabela 14.

Tabela 14: Valores de AH obtidos nas analises de DSC.

RAPA RESV Lv LRAPA LRESV LRR
DH evento endotérmico (J/8) 204,72 239,05 67,90 84,25 94,64 124,31
DH evento exotérmico (J/g) - - '50,96 '73,26 '80,82 '93,70

A entalpia é quantidade maxima de energia térmica que pode ser transferida para um
composto quimico sofrer a mudanca de estado como sélido para liquido, ou seja, a fusdo de
uma substancia. Esta entalpia pode apresentar uma energia com resultado positivo para o evento
endotérmico, ou, uma carga negativa para o evento exotérmico, por exemplo uma degradacao
oxidativa ou decomposicdo (HOHNE et al., 2003). Mediante os valores de entalpia obtidos, é
possivel verificar um aumento da AH dos lipossomas contendo farmaco quando comparado ao
lipossoma vazio (LV), sendo os maiores valores obtidos para a amostra contendo os dois
farmacos, a RAPA e 0 RESV (LRR), tanto para o AH do evento endotérmico (124,31 J/g)
guanto para 0 AH do evento exotérmico (-93,70 J/g). Este aumento de AH possivelmente esta
associado a presenca dos farmacos na bicamada lipidica (BARRIOCANAL et al., 2004,
ONYESOM et al., 2013). Assim sendo, estes resultados sugerem 0 sucesso no processo de
encapsulacdo dos farmacos nos lipossomas, uma vez que a presenca dos farmacos nos
lipossomas exige maior energia para a ocorréncia dos eventos endotérmicos (fusdo dos

farmacos + matriz) e dos eventos exotérmicos (degradagdo dos farmacos + matriz).
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7.6 Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA) Nanosight NS300

Os lipossomas podem ser caracterizados tanto pela técnica de andlise de rastreamento
de nanoparticulas (NTA) como por espalhamento dindmico de luz (DLS) no estudo da
caracterizacdo lipossomal. Sua concentracdo de particulas deve ser avaliada para entender seu
desempenho em sistemas bioldgicos, como ensaios de viabilidade celular e citotoxicidade
(RIBEIRO et al., 2018).

A diferenca de medicdo entre o DLS e o NTA é que o DLS verifica a mudanca de
intensidade da luz espalhada durante 0 movimento Browniano das particulas e determina seu
coeficiente de difusdo, e o NTA calcula o coeficiente de difusdo com base nos movimentos
brownianos individuais das particulas. Por meio de sucessivas imagens de Opticas de video, o
NTA consegue emitir os dados de DHM e a quantidade de particulas por mL num sistema
(FILIPE et al., 2010, MALLOY & CARR 2006).

A Tabela 15 apresenta os valores médios das concentracfes de particulas e tamanhos
médios obtidos conforme as analises no NTA.

Tabela 15: Diametro Hidrodindmico Médio (DHM) e Concentracdo de Particulas realizadas no NTA.

Formulacdes | DHM (nm) Concentragdo (particulas/mL)
Lipossomas Vazio 145,8 + 6,00 1,43 x 10°
Lipossomas com RAPA 158,3 £ 0,90 5,34 x 108
Lipossomas com RESV 146,5 + 3,50 1,38 x 10°
Lipossomas com RESV e 135,0+1,00 3,17 x 108
RAPA

Os valores obtidos de DHM no NTA mostraram que os lipossomas com RAPA e RESV
apresentaram DHM menor quando comparado com as outras formulagGes, assim como nas
analises obtidas no DLS. Apesar disso, os resultados médios obtidos no DLS foram menores
quando comparado aos resultados de DHM obtidos no NTA.

Altas diferencas nas contagens de particulas diferentes podem ser explicadas
principalmente entre cada medicéo para a mesma amostra (RIBEIRO et al., 2018)

Em estudos de caracterizacdo de analises de nanoparticula realizado por Boyd,
Pichaimuthu e Cuenat (2011) que utilizaram trés técnicas de caracterizacdo para verificar a
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distribuicdo de tamanho e didmetro médio das particulas os autores encontraram diferenca
significativa entre as técnicas avaliadas.

Felipe, Hawe e Jiskoot (2010) realizaram a caracterizacdo de nanoparticulas através
dessas duas técnicas (NTA e DLS) e observaram que o NTA requer otimizacdo dos parametros
para uma analise confidvel. Apesar disso é uma ferramenta Gtil para complementar a analise
feita através do DLS.

7.7 Microscopia Eletrdnica de Transmissdo de Alta Resolucdo (HR-TEM)

A técnica de HR-TEM foi utilizada para fornecer informacGes mais detalhadas em
relacdo a morfologia dos lipossomas e tem como finalidade corroborar a caracterizacdo
mediante a avaliacdo do diametro, além da verificagdo de alteracbes relacionadas aos
fendmenos de agregacdo e fusdo das particulas. Entretanto, o processo de desidratagdo durante
0 preparo da amostra pode causar o encolhimento ou até mesmo distor¢do no diametro da
particula e o pré-tratamento da amostra com corantes especificos pode gerar artefatos que
causam alteracOes na estrutura original da vesicula (BIBI et al., 2011; PATIL & JADHAYV,
2014).

Na figura 29 estdo evidenciadas as formulacdes lipossomais com formato
aproximadamente esférico e com didmetro aproximado de 100nm o que corrobora os resultados

obtido pela técnica de dispersdo de luz dindmica (DLS) e NTA.

Fipossoma RAPA

~ Lipossoma RESY/RAPA ~

Figura 29: Imagem dos lipossomas obtidas na Microscopia Eletronica Transmissao.
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7.8 Estudo de Solubilidade RAPA e RESV

O estudo de solubilidade dos farmacos é necessario para definir as condi¢des sink para
realizacdo do ensaio de liberagéo in vitro, onde o volume do meio de liberacdo deve ser de trés
a dez vezes maior que o necessario para formar uma solucdo saturada (LIU et al., 2013).

A solubilidade da RAPA e do RESV foi verificada em solucdes de tampdo fosfato pH
7,4 com diferentes concentragdes de lauril sulfato de sédio (SDS) 1% e 2% e a quantidade de
RAPA e RESV solubilizadas foram expressos em porcentagem conforme demonstrado na
tabela 16. Foi verificado que o meio com tampéo fosfato pH 7,4 e SDS 2% apresenta maior

solubilidade principalmente da RAPA e para RESV.

Tabela 16: Resultados obtidos no teste de solubilidade

Meios de Liberacdo % [RAPA] | % [RESV]

Tampéo Fosfato 7,4 com | 0,75+0,031 | 0,94 + 0,078
1% SDS

Tampéo Fosfato 7,4 com | 1,26 £ 0,102 | 1,67 + 0,063
2% SDS

7.9 Ensaio de liberacgdo in vitro da RAPA e RESV em lipossomas

Para que um farmaco incorporado num sistema de liberacdo seja absorvido ap6s sua
administracdo, € necessario que ocorra a dissolucdo deste farmaco, ou seja, que suas moléculas
sejam liberadas da forma farmacéutica como uma dispersdao molecular. A dissolucdo pode ser
avaliada através de estudos matematicos da cinética do perfil de liberacédo in vitro do farmaco,
que é de suma importancia, pois visa determinar a velocidade e eficiéncia do processo de
interacdo entre a dissolucao, a difusdo e os mecanismos de erosdo, possibilitando, desta forma,
identificar as caracteristicas de determinada formulacdo em pHs semelhantes aos fisiol6gicos
(FREIBERG et al., 2004, RODRIGUES & SILVA, 2005).

Utilizou-se a solucéo receptora PBS pH 7,4 com SDS a 2% para este ensaio de liberagdo
in vitro feito por um periodo de 72h, e, as concentra¢bes dos farmacos expressadas em
porcentagem em relacdo a quantidade inicial de farmacos adicionadas na bolsa de dialise. Nos
resultados obtidos verificou-se que apos 0,5h de ensaio foram liberados: solucdo de RAPA livre
18,00£1,6%, solugéo de RESV livre 24,50 + 1,38% e solugéo de RAPA/RESV 14,18+1,09% e
19,24+1,09%. Apos 4 horas do ensaio as solugdes com farmacos livres atingiram o platd
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mantendo as seguintes concentra¢bes de farmacos até as 72h de ensaio: 90,15% + 1,09% da
solucdo de RAPA livre 87,24 + 2,03% da solugéo de RESV livre 82,38 + 1,52% de RAPA e
80,45 £ 1,76% de RESV na solucdo com os dois farmacos livres.

Nas formulacdes lipossdmicas foi possivel verificar uma liberagdo mais lenta, quando
comparadas as solugdes com farmacos livres. Verificou-se inicialmente as seguintes
concentragOes de farmacos com 1 h de ensaio: lipossomas RAPA 0,50 + 1,96%, lipossomas
RESV 0,72 £ 1,09% e lipossomas RAPA e RESV 0% e 0,35 * 3,44%, respectivamente. Para
os lipossomas com RAPA e RESV foi verificada a liberacéo inicial de RAPA no tempo 2h
sendo verificada a concentracdo de RAPA de 0,628+4,37%. Apos 72h de ensaio foram obtidas
as seguintes concentracdes de farmacos das formulacfes lipossémicas: lipossomas RAPA
23,71+5,22%, lipossomas RESV 32,60+7,91% e lipossomas RAPA/RESV 21,92+1,87% e
30,99+3,72% respectivamente. Nandi et al. 2020 demonstraram a liberacdo de 10% a 12% de
RAPA nos sistemas lipossomais peguilados obtidos em seus experimentos.

Os lipossomas peguilados apresentam uma liberacdo mais lenta, pois séo capazes de
reter o farmaco encapsulado por mais tempo, principalmente na circulacdo sanguinea,
favorecendo a liberacdo lenta no local de acdo (ELOY et al., 2016, PANWAR et al., 2010).

Os perfis de liberagdo das formulagdes lipossdmicas com a solugdes de farmacos livres
estéo representados nas figuras 30, 31 e 32.
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Figura 30 : Perfil de Liberacdo da RAPA livre e da RAPA lipossomal.
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Foi verificada a cinética de libera¢do dos lipossomas com associacdo RAPA/ RESV
utilizando os modelos matematicos de Ordem Zero, Primeira Ordem, Higuchi, Hixon &
Crowell, Korsmeyer-Peppas apresentado na tabela 17. Para esse estudo 0 modelo Korsmeyer-
Peppas foi considerado como mais adequado para o perfil de liberacdo da RAPA, e 0 modelo
de Primeira Ordem foi 0 mais adequado para o perfil de liberacdo do RESV. Estes modelos
matematicos foram definidos porque apresentaram os valores de coeficiente de determinacédo
(R?) mais préximos de 1,00, conforme demonstrado na tabela 17.

Tabela 17: Modelos matematicos e seus respectivos coeficientes de determinagdo R? utilizados para determinar a cinética de
liberagéo.

Rapamicina Resveratrol
Modelo k R? N K R? n
Ordem zero 0,0001 0,8586 0,0002 0,8531
Primeira ordem 0,0043 0,9395 0,0056 0,9873
Higuchi 2,5017 0,8666 3,099 0,8662
Hixson-Crowel 0,0014 0,9334 0,0018 0,9853
Korsmeyer-
Peppas 0,8858 0,9441 0,7848 0,7278 0,9829 0,8937

O modelo matematico descrito por Peppas de forma simplificada descreve os

mecanismos de liberacdo de farmacos a partir da equacao 7:

M
M

Equacéo 7: Equacdo definida por Korsmeyer-Peppas para cinética de liberacdo dos farmacos.

L=Kt"

o

Nesta equacdo 7 0 Mt representa a quantidade em mg do farmaco liberado no tempo t,
e 0 Mw € a quantidade total em mg de farmaco encapsulado, e K representa uma constante
cinética que incorpora as caracteristicas estruturais e geométricas do sistema de liberacao
controlada, e 0 n € o expoente da difusdo que caracteriza 0 mecanismo de transporte da liberagédo
do farmaco. Para a cinética de liberacdo de solutos a partir de sistemas intumescieis com
geometria esférica, o valor do expoente de liberagdo de n < 0,43 evidéncia que mecanismo de
liberacdo analisado é de difusdo do soluto através de camadas da matriz, também conhecido
como mecanismo de liberagao Fickiano ou “Caso I”. O valor de n = 0,85 adverte que a liberacédo

do soluto é controlada apenas pelo intumescimento/relaxacdo da cadeia polimérica, isto e,
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independentemente do tempo, e este mecanismo € conhecido como “Caso II” de transporte e,
quando 0,43 < n < 0,85, obtém-se um transporte ndo-Fickiano ou anémalo, onde ocorre a
superposicdo dos dois fendmenos, sendo que a liberacdo € controlada pela difusdo e
intumescimento, simultaneamente, e, para valores de n > 0,85 tem-se um super-caso Il de
transporte, no qual ocorre a contribuicdo simultanea de processos como difuséo,
intumescimento, relaxacdo e erosdo da matriz polimérica (BRUSCHI, 2015, PEPPAS &
SAHLIN 1989)

A cinética de liberacdo da RAPA a partir dos lipossomas apresentou n= 0,7848 e é
baseada num transporte ndo-Fickiano ou anémalo, onde a liberagéo é controlada pela ocorréncia
simultanea de difusdo dos farmacos no meio receptor e intumescimento das particulas
lipossomais. A adicdo de PEG a matriz possivelmente favoreceu maior nivel de organizacdo
estrutural, de forma que as taxas de difusdo do farmaco através dessa estrutura mais estavel e
organizada pode ter sido responsavel pela parcial liberagdo controlada por difusdo (ELOY et
al. ,2016).

Porém considerando o modelo cinético de Primeira Ordem obtido para RESV
lipossomal, este modelo € caracterizado por apresentar a liberacdo do farmaco de forma
proporcional a quantidade encapsulada no sistema de liberacdo utilizado, de modo que a
quantidade de farmaco liberada diminui conforme o tempo, e o grafico obtém o perfil com uma
caracteristica curva semi-logaritmica e a equacdo 8 é utilizada para descrever este modelo
matematico de primeira ordem. (BRUSCHI, 2015).

kot
23203

logM, = logM_, +
Equacdo 8: Equacdo utilizada para o modelo matematico cinético de primeira ordem.

Na equacdo 8 Mt representa a quantidade do farmaco liberado no tempo t, e 0 Mo € a

quantidade inicial de farmaco na solugdo, e K1 é a constante de liberagéo de primeira ordem.
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8.0 Analise in vitro do perfil de citotoxicidade das formulagdes lipossomais de RAPA
e/ou RESV.

Para verificar se a incorporacdo dos compostos RAPA e RESV em lipossomas é capaz
de potencializar o efeito biologico destes compostos, o efeito das formulacdes foi avaliado na
linhagem MCF7 e a viabilidade celular avaliada. Os resultados evidenciaram que de uma
maneira geral é possivel observar uma diminuicdo da viabilidade celular de forma dose-
dependente a partir de todos os tratamentos avaliados.

Os valores de 1Cso encontrados para os farmacos na sua forma livre foram de 5,67 uM
para RAPA, 51,75 uM para RESV e quando associados 5,051 pM e 22,99 uM para RAPA e
RESV, respectivamente (Tabela 18). Estes valores corroboram com a informacéo de que estes
farmacos quando associados promovem uma acao antitumoral na célula. Foi possivel ainda
verificar que RESV tem maior citotoxicidade quando associado a RAPA, pois, observamos uma
reducdo na concentracdo do ICso de RESV quando esta associado a RAPA, livres ou em
lipossomas (29,11 puM) comparado ao ICso de RESV livre ou RESV lipossomal (49,61 uM),
justificando assim a diferenca estatistica p>0,05 nas concentracdes do ICso de RESV ou LRESV
guando comparados com a associacdo RAPA e RESV livre ou lipossomal. Estudos reportam
que o farmaco RESV tem potencial de aumentar a atividade antitumoral da RAPA uma vez que
ambos os farmacos atuam na proteina mTOR e corroboram com o processo de inducéo da
apoptose celular (XIN et al., 2011; ALAYEV et al., 2015).

Fu et al. (2014) verificaram que 0 RESV nao é citotoxico para células de mama normais,
MCF10A, porém, para MCF7 a concentracdo de 40 UM de RESV reduziu aproximadamente
60% da viabilidade celular. Chen et al. 2019 verificou e reducdo aproximada de 50% das células
de MCF7 com 50 uM RESV.

A formulacdo com lipossomas vazio apresentou maior viabilidade celular (ver figura 31
e 32) e maior concentragdo necessaria para atingir 1Cso quando considerado em massa molar
de RAPA (29,97 uM ) e RESV ( 136,40 uM) e, comparado com a ICsg dos farmacos livres e
dos farmacos nos lipossomas, estes resultados demonstram que somente o lipossoma nao é
capaz de interferir na acdo antitumoral da RAPA e/ou RESV lipossomal, pois, apresentou
menor citotoxicidade que comparado aos farmacos livres RAPA e /ou RESV.

Os resultados ainda evidenciaram diferenga estatistica significativa p>0,05 para LRAP
quando comparado com o farmaco RAPA livre associado ou ndo ao RESV e também quando
comparado com o LRR, conforme os resultados obtidos na tabela 18 o valor de 1Cso da RAPA

livre (5,67 pM) é menor quando comparado com a RAPA nas formulacg@es lipossomais, assim
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sendo a RAPA livre é mais citotoxica que a LRAPA que LRR. Além disso, o farmaco RAPA
associado ao RESV (livre) apresentou maior citotoxicidade que as formulagdes lipossomais
com RAPA associada ao RESV ou ndo.

Em outro estudo, Xin et al. (2011) analisaram a associacdo de RAPA e RESV e
verificaram a 1Cso respectivamente em linhagens de células MCF-7, e para células MDA-MB-
231 resistentes ao tratamento da RAPA foi encontrado a ICso de 10 pM para RAPA e 10nM
RESV. Nandi et al. 2020 verificaram a reducdo da viabilidade de células de cancer de mama
BT-474 em concentracdes de RAPA acima de 40 pg/mL, enquanto Rouf et al. 2009 obtiveram
46,85% de morte das ceélulas MCF-7 na concentracdo de 25nM de RAPA em lipossomas
peguilados, e 66,02% de morte das células MCF-7 na mesma concentracdo de RAPA porém
em lipossomas ndo peguilados, ou seja, os lipossomas peguilados podem reduzir a
citotoxicidade. Em outro estudo a peguilacdo de lipossomas reduziu significativamente a taxa
de liberagdo do farmaco e também reduziu significativamente a poténcia de citotoxicidade em
linhagens de células MCF7 (75% para 25%) do anastrozol quando comparado com o farmaco
livre ap6s 72 h (SHAVI et al., 2016).

E importante ressaltar que as formulacbes lipossomais possuem uma cinética de
liberacdo prolongada, conforme observado no ensaio de liberagéo in vitro, e mesmo que estas
formulagdes obtenham valores de citotoxicidade maiores que os farmacos livres, 0s
lipossomas peguilados circulam por periodos prolongados e ndo sdo capturados pelas células
fagociticas do sistema do reticulo endotelial. A doxorrubicina lipossomal peguilada tem uma
meia-vida 30 a 90h na circulacdo sanguinea e atinge uma concentracdo cerca de 10 a 15 vezes
maior nos tecidos tumorais em comparagdo com os tecidos normais, o que indica que a
doxorrubicina lipossomal peguilada se acumula no tecido tumoral pelo aumento de
permeabilidade e o efeito de retencdo (EPR) (GABIZON et al., 2003).

Além disso, os tamanhos das particulas dos lipossomas 77 a 100nm corroboram
também para um efeito que facilita a permeabilidade passiva nos tumores, pois, faixa de 10 ~
200 nm s&o consideradas o tamanho ideal para alcancar o efeito EPR em tumores em formas
esféricas, podem alcangar melhores resultados de acimulo dentro dos tumores (WU, 2021,
CHEN et al., 2021, KALYANE et al., 2019, SUK et al., 2016, BLANCO et al., 2015,
TORCHILIN 2005).
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Tabela 18: Tabela com as concentracdes de ICso. LV: lipossoma vazio; LRAPA: lipossomas com RAPA; LRESV: lipossomas
com RESV; LRR: lipossomas com RAPA e RESV.

Formulacdes ICso [RAPA], UM ICs0 [RESV], UM
RAPA 5,684 -

RESV - 51,7514
RAPA+RESV 5,05p 4 22,99%n

LV 29,97 136,40

LRAPA 8,8231b,c -

LRESV - 49,61h,i

LRR 6,40c.4 29,11,

**As letras a,b,c,d,f,g,h,i representam as formulagc6es que houveram diferenca estatistica
significativa nos valores de ICsp.
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Figura 34: Viabilidade Celular nas concentragdes de 1,2,3,5,10,20 uM de RAPA. (*) diferenca estatistica LIP:
lipossomas
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8.1 Internalizacéo Celular por Citometria de Fluxo

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 marcagdo de células necrdticas/mortas. No caso dos
quadrantes Q3 e Q4 estdo as células vivas e estdo marcadas ou ndo com o DiO, respectivamente
(YEFIMOVA et al., 2012). Nas analises de internalizacdo dos lipossomas no periodo de 24h
nas células de linhagem MCF7 obtivemos um valor medio de 34,2 £ 1,90% de lipossomas
internalizados em células vivas (uptake celular) e aproximadamente 4% de lipossomas

internalizados em células mortas, conforme demonstrado na figura 35.
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Figura 35: Controle Negativo e Internalizagdo dos Lipossomas nas células MCF7. Q1: células mortas; Q2: Células
mortas com lipossomas internalizados, Q3: Células Vivas, Q4: Células vivas com lipossomas internalizados.

Diversos estudos relatam que a inclusdo de PEG na membrana do lipossoma também
inibe a absorcédo de lipossomas pelas células tumorais HeLa. (MAEKAWA-MATSUURA et
al., 2019). A endocitose pode ser influenciada pela carga dos lipossomas, estudos sugerem que
lipossomas peguilados carregados positivamente tiveram maior uptake celular que lipossomas
carregados negativamente contendo PEG (HATAKEYAMA et al., 2013, DUZGUNES & NIR
1999). Talvez fosse necessario a introducéo de ligantes alvos para corroborar com 0 aumento
do uptake celular (HATAKEYAMA et al. 2013).
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Eloy et al. 2017 em seus estudos sobre o uptake celular em lipossomas e
imunolipossomas em células da linhagem SKBR3 de cancer de mama, verificaram o uptake
celular de ambas as formulagdes com valores proximos a 90%, porém os imunolipossomas

indicaram ter maior uptake celular pela intensidade de fluorescéncia obtida na analise.

Em estudos com lipossomas peguilados contendo albumina ligada a paclitaxel,
verificou-se uptake em células de cancer de mama de 76,1 % para células da linhagem MCF7
e 85,3% para células MDA-MB-231 (OKAMOTO et al. 2019).

Yoon et al. (2019) observaram que captacdo celular dos lipossomas mediados pelo
receptor folato tiveram o dobro de aumento na uptake celular quando comparado com
lipossomas convencional em células de carcinoma urotelial 5637, HT1376.
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9.0 Conclusoes

Os lipossomas foram desenvolvidos pela técnica de homogeneizagédo de alta pressdo com as
sequintes razdes molares 10:2:2:10,5 sendo PC: CH: RESV: RAPA:DSPE-PEG2000
respectivamente, e para melhorar a estabilidade da suspensdo lipossomal adicionou-se
antioxidantes (100 mM de Vitamina C e 70nM de Vitamina E). Apresentaram estabilidade de
60 dias.

Os ensaios de caracterizacdo evidenciaram didmetro hidrodindmico médio de 74nm a 100nm
estes valores foram confirmados pelas analises de NTA e TEM-HR, o IPD manteve na faixa de

0,200 a 0,250 e 0 PZ de -15,63 a -18,76 para as formulaces lipossdmicas obtidas

O método de quantificacdo simultanea nos lipossomas de RAPA e RESV por CLAE DAD foi

validado e 0 mesmo apresentou-se linear, seletivo, com exatiddo e precisao além de robusto.

A eficiéncia de encapsulacdo nas formulacbes foi de 58,87% e 63,22% para RAPA/RESV
respectivamente associado no lipossoma, e, 68,42% de RAPA lipossomal, e 76,13% de RESV

lipossomal.

Nas andlises de DSC obtida das formulages lipossomais, foi observado o aumento nos valores
de entalpia indicou a presenca dos farmacos dispersos nas camadas fosfolipidicas dos

lipossomas.

Na liberacdo in vitro apds 72h do ensaio verificou-se que os lipossomas com associacdo RAPA/
RESV apresentam liberacéo prolongada com a cinética de liberacdo de Korsmeyer-Peppas para
o perfil de liberag&o prolongada da RAPA, e o modelo de Primeira Ordem para liberacdo do
RESV.

O lipossoma vazio ndo apresentou citotoxicidade quando comparados com os farmacos

lipossomais associados ou nao.

Nas analises de internalizacéo dos lipossomas nas células de linhagem MCF7 obtivemos o valor
médio de 34,2 + 1,90%.
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9.1 Consideracdes finais

Os lipossomas com a associacdo de RAPA elou RESV foram desenvolvidos
empregando a técnica de homogeneizacdo de alta pressdo, com a técnica que nao utiliza
solvente organico. Utilizou-se a &gua como um agente dispersor, uma estratégia importante na
quimica verde tornando assim um projeto mais sustentavel e também de facil escalonamento
industrial. As formulacdes lipossomais estericamente estabilizadas com RAPA e/ou RESV
apresentaram efeitos citotoxicos para células de cancer de mama, porém em menor poténcia
quando comparado com os farmacos livres. Uma vez que sdo formulagdes peguiladas de acéo
prolongada, talvez a adi¢do de um ligante num receptor especifico de célula de cancer de mama
permita melhor internalizacdo dos lipossomas nas células e consequentemente melhor
eficiéncia antitumoral. Ensaios in vivo serdo de fundamental importancia para elucidar o
potencial efeito antineoplasico das formulagdes lipossomais com RAPA e/ou RESV para

terapia do cancer de mama.
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