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RESUMO

O paclitaxel (PTX) é um agente quimioterapico usado no tratamento de varios tipos de
tumores solidos como cancer de prdstata, mama e ovario. Devido a sua baixa solubilidade
aquosa, 0 PTX (Taxol®) é formulado em um veiculo constituido por Cremophor EL® e alcool
desidratado. No entanto, reacOes de hipersensibilidade aguda, nefrotoxicidade e
neurotoxicidade, além de problemas de instabilidade fisico-quimica tém sido relatados com o
uso do Taxol®. Diante disso, 0 objetivo desse estudo foi desenvolver um novo sistema
lipossomal multifuncionalizado para veicular o PTX e avaliar a citotoxicidade em linhagens
tumorais de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231). Inicialmente foi desenvolvido e
validado um método analitico para quantificacdo do PTX por espectrofotometria derivada no
ultravioleta. O método apresentou linearidade adequada e permitiu a quantificacdo do PTX na
formulacdo com adequada precisdo, exatiddo e especificidade. As formulagGes propostas
foram compostas por dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE), hemisuccinato de colesterila
(CHEMS), e diestearoilfosfatidiletanolamina associado ao polietilenoglicol 2000 (DSPE-
PEG2000); ou por fosfatidilcolina de soja (SPC), DOPE, CHEMS e DSPE-PEG e preparadas
pelo método de hidratacdo do filme lipidico. A influéncia da composicéo lipidica qualitativa e
quantitativa (10 e 20 mM) e da concentragdo do PTX (0,5; 1,0 ou 20 mg/mL) nas
caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas foi avaliada. Uma reducdo no teor de
encapsulacdo foi verificada na formulacdo composta por DOPE:CHEMS:DSPE-PEG a
medida que a concentracdo de PTX foi aumentada (p<0,05), relacdo que ndo foi observada
para a formulagdo com SPC. A associagcdo com o PTX promoveu aumento significativo no
didmetro médio das vesiculas em comparacdo com a formulacdo sem PTX e 0 aumento na
concentracdo do farmaco também levou a um aumento no diametro. O potencial zeta de todas
as formulacGes apresentou valores proximos da neutralidade. Essa preparacao apresentou boa
estabilidade, com manutencdo do didmetro médio, teor de encapsulacdo e potencial zeta
durante 100 dias de armazenamento. Modificagdes da organizagdo supramolecular da DOPE
indicativas de mudancas de fase lamelar para ndo-lamelar em funcéo da reducgéo do pH foram
observadas nas preparagdes compostas por DOPE:CHEMS:DSPE-PEG. A incluséo da SPC
na bicamada, alterou a pH-sensibilidade do sistema e maior retencdo do PTX foi observada
em pH mais &cido quando comparada a formulacdo sem a SPC (p<0,05). A anélise
morfolégica demonstrou a existéncia de particulas esféricas regulares com diametros
heterogéneos para as formulagGes contendo ou ndo PTX. A atividade citotoxica in vitro

mostrou que o PTX associado aos lipossomas com folato (LpHSF-PTX) foi mais ativo que o



PTX encapsulado nos lipossomas sem associa¢do ao folato (LpHS-PTX) e que o PTX livre.
Em suma, esses resultados sugerem que os LpHSF-PTX representam uma alternativa

promissora para entrega intracelular do PTX no tratamento do cancer de mama.

Palavras-chave: Espectrofotometria derivada, paclitaxel, lipossomas, folato, cancer, pH-
sensibilidade.



ABSTRACT

Paclitaxel (PTX) is a chemotherapeutic agent used in the treatment against various solid
tumors such as prostate cancer, breast and epithelial ovarian carcinoma. Due to its low
aqueous solubility, PTX is prepared in a vehicle composed of Cremophor EL® and dehydrated
ethanol (Taxol®). However, acute hypersensitivity reactions, nephrotoxicity and
neurotoxicity, as well as problems of physical-chemical instability have been reported with
use of Taxol®. Thus, the purpose of this study was to develop a multifunctional liposomal
system to carrier PTX, and to evaluate its cytotoxicity in tumor cell lines breast cancer (MCF-
7 and MDA-MB-231). Firstly, an analytical method for quantification of PTX by derivative
ultraviolet spectrophotometry was developed and validated. The method showed adequate
linearity and allowed the quantification of PTX formulation with adequate precision, accuracy
and sensitivity. The proposed formulations were composed by
dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), cholesteryl hemisuccinate (CHEMS) and
distearoylphosphatidylethanolamine-polyethyleneglycol 2000 (DSPE-PEG) or soy
phosphatidylcholine (SPC), DOPE, CHEMS and DSPE-PEG and prepared by lipid film
hydration method. The influence of the qualitative and quantitative lipid composition (10 and
20mM), and the PTX concentration (0.5, 1.0 and 2.0 mg/mL) on the physicochemical
characteristics of liposomes was evaluated. A decrease in the encapsulation percentage was
observed in formulation composed DOPE:CHEMS:DSPE-PEG as the PTX concentration was
increased (p<0,05), however, this relation was not observed for formulations with SPC. The
PTX association caused a significant increase in the mean diameter of the vesicle compared to
the formulation without PTX and the increase in drug concentration also led to an increase in
mean diameter. The zeta potential for all formulations showed values near neutrality. This
preparation showed good stability, maintaining the average diameter, encapsulating
percentage and zeta potential over 100 days of storage. Alterations in the supramolecular
organization of DOPE indicative of changes in lamellar to non-lamellar phase due to pH
reduction in formulation made up DOPE:CHEMS:DSPE-PEG could be observed. The
inclusion of SPC in the bilayer decreased the pH sensitivity of this system and increased of
PTX retention in more acidic pH was observed as compared to the formulation without SPC
(p<0,05). Morphological analysis evidenced the existence of regular spherical vesicles with
heterogeneous diameters in formulations with and without PTX. The in vitro cytotoxicity
assay showed the PTX associated with liposomes folate-targeted (LpHSF-PTX) was more

active in PTX encapsulated than in non-targeted liposomes (LpHS-PTX) and PTX free. These



results suggest that the LpHSF-PTX represent a promising alternative for intracellular PTX

delivery in the treatment of breast cancer.

Keywords: Derivative spectrophotometry, paclitaxel, liposomes, folate-targeted, cancer, pH-

sensitivity.
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INTRODUCAO

Inicialmente, o cancer foi considerado uma doenca dos paises desenvolvidos e com
grandes recursos financeiros. Porém, nas Ultimas décadas vem ganhando uma dimensdo maior
em paises emergentes tornando-se um grave problema de saude pubica mundial (INCA,
2014). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) aponta o cancer como a segunda
maior causa de morte por doenca no pais e estima a ocorréncia de aproximadamente 580 mil
novos casos para o0 ano de 2014, validos também para 0 ano de 2015, sendo as regides sul e
sudeste detentoras das maiores taxas (INCA, 2014).

A quimioterapia € a modalidade terapéutica mais requerida para o tratamento do
cancer, porém, apresenta uma série de inconvenientes como os efeitos adversos comuns a
maioria dos antineoplasicos, decorrente da acdo inespecifica sobre as células normais e
neoplésicas (ALMEIDA et al., 2005; BRANDAO et al., 2010; DA SILVA et al., 2012). O
paclitaxel (PTX) é um dos quimioterapicos mais utilizados na terapia clinica sendo
direcionado contra varios tipos de tumores solidos incluindo cancer de prdstata, de cabeca e
pescoco, das células ndo-pequenas do pulmdo, carcinoma de ovario e cancer de mama
(GUCHELAAR et al.,, 1994; ROWINSKY; DONEHOWER, 1995). Devido sua baixa
solubilidade em agua (0,3 a 1,0 pug/mL), esse farmaco apresenta um baixo indice terapéutico e
limitacGes para o uso, principalmente a nivel parenteral (IQBAL et al., 2011; LIU et al.,
2011).

O Taxol® é a forma farmacéutica disponivel comercialmente do PTX que consiste em
uma dispersdo micelar desse farmaco em uma mistura de Cremophor EL (CrEL) e alcool
desidratado (HUREAUX et al., 2010; SCRIPTURE et al., 2005; GUCHELAAR et al., 1994).
No entanto, essa formulagdo vem mostrando problemas de estabilidade, incompatibilidade
com 0s componentes plasticos de cateteres e recipientes de armazenamento, além de diversos
efeitos adversos como reagOes de hipersensibilidade aguda, nefrotoxicidade e neurotoxicidade
em decorréncia da quantidade de CrEL requerida para tal formulacdo (PANCHAGNULA,
1998; SCRIPTURE et al., 2005; GELDERBLOM et al., 2001).

Em razdo disso, estudos vém sendo conduzidos no intuito de elaborar sistemas
transportadores alternativos para veicular o PTX. As formulagdes lipossomais contendo PTX
vém mostrando um alto teor de encapsulagéo para o farmaco e tém sido testadas com sucesso

em VArios experimentos in vitro e in vivo, quando comparadas com o Taxol®, exibindo baixa
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toxicidade e maior eficiéncia antitumoral (KOUDELKA; TURANEK, 2012). No entanto, a
instabilidade dos sistemas ainda € um problema recorrente.

A funcionalizacdo dos lipossomas com folato ¢ uma forma de aumentar o
direcionamento para as células neoplasicas, uma vez que as células tumorais humanas sao
capazes de expressar receptores de folato em quantidade bem superiores que os tecidos
normais (CONEY et al., 1991). Em células do cancer de ovario e de mama, essa expressao
chega a quase 90 e 43% dos casos humanos, respectivamente (PARKER et al., 2005). Por
outro lado a pH-sensibilidade ¢ uma propriedade que torna os lipossomas reativos frente a
mudancas no pH do ambiente em que se encontram. Em pH fisiol6gico esses lipossomas séo
estaveis e a exposicdo a um ambiente acido sdo capazes de sofrer desestabilizacdo das
vesiculas e, consequentemente, hé liberacdo do material encapsulado (SIMOES et al., 2004;
FERREIRA et al., 2013).

E sabido que, os lipossomas sdo potencialmente capazes de se concentrar em tecidos
tumorais em funcdo do efeito de permeacdo e retencdo aumentados, conhecido como efeito
EPR, que permite que particulas de 200 a 800 nm possam extravasar e se acumular no espacgo
intersticial das células tumorais (SAWANT; TORCHILIN, 2012; TORCHILIN, 2011;
MAEDA et al., 2000). Desse modo, esses lipossomas, uma vez extravasados se ligam aos
receptores de acido folico sendo posteriormente internalizados por endocitose. No interior do
endossoma, em consequéncia do pH acido o lipossoma é desestabilizado, liberando 0 PTX no
citoplasma, o qual se torna disponivel para atingir o sitio alvo de a¢do, os microttbulos.

Nesse contexto, visando contornar o problema da insolubilidade aquosa desse
farmaco, aumentar a eficacia terapéutica e reduzir os principais efeitos adversos associados ao
uso do Taxol®, o presente estudo teve como proposta o desenvolvimento de um novo sistema
lipossomal multifuncionalizado para veiculagdo do PTX associando propriedades de
circulacdo prolongada, pH-sensibilidade e direcionamento ativo mediante funcionalizacado
com folato.

Em funcdo da composicdo lipidica, pode-se esperar uma maior estabilidade do
sistema e em termos terapéuticos, vislumbra-se uma reducdo significativa da dose

administrada com menor incidéncia de efeitos adversos.
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REVISAO DA LITERATURA

1.1 Cancer

Cancer, conhecido cientificamente como neoplasia, € o termo utilizado para definir um
conjunto de mais de 200 doengas que apresentam em comum um crescimento anormal e
desordenado de células transformadas por mutacdo (ALMEIDA et al., 2005). Segundo a
OMS, em 2012, foram registrados aproximadamente 14,1 milhGes de novos casos dessa
doenca, com as maiores taxas concentradas na América do Norte, Oceania e parte da Europa.
Um aumento substancial no nimero de novos casos é ainda previsto, podendo chegar a 19,3
milhdes em 2025 (WHO, 2012).

No Brasil, dados do INCA (2014) apontam a ocorréncia de aproximadamente 580 mil
casos novos de cancer para o ano de 2014, validos também para o ano de 2015. Os tipos mais
incidentes, com exce¢do do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os canceres de
préostata e pulmdo para o sexo masculino, representando 22,8 e 5,4% dos novos casos,
respectivamente. Para o sexo feminino o cancer de mama, célon e reto e colo do Utero serdo
0s mais incidentes, representando juntos, cerca de 33% dos novos casos.

A proliferacdo e diferenciacdo celular sdo processos essenciais aos seres vivos uma
vez que, as células se organizam em tecidos para exercerem papeis especificos e vitais. Esses
dois processos sdo regulados por fatores internos e externos, que, integrados entre si,
garantem o desenvolvimento em niveis homeostaticos (BRASILEIRO-FILHO et al., 2011).

O ciclo celular de uma célula eucariota consiste em uma série de eventos regulados,
composto basicamente por quatro etapas. A fase Gi, na qual a célula encontra-se em intensa
sintese de RNA e proteinas, é a etapa em que a célula estd aumentada de tamanho e se
preparando para a duplicacdo do material genético, em resposta aos fatores de crescimento e
sinais internos. A fase S é a etapa em que ocorre a duplicacdo do DNA; G € a etapa na qual a
célula se prepara para realizar a mitose. Em seguida, a célula entra na etapa M onde ocorre a
mitose celular. Ha ainda a etapa Gy na qual a célula, apds deixar a mitose, permanece em
estado de repouso por periodo variado (KENNY et al., 2004; BRASILEIRO-FILHO et al.,
2011). Porém, e com frequéncia, surgem transtornos que afetam o controle desses
mecanismos levando aos disturbios de proliferacdo e diferenciacdo e, uma das consequéncias

€ 0 surgimento do cancer.
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O céncer pode ser considerado uma doenga gendmica, uma vez que, as células
tumorais sdo provenientes de células normais que sofreram mutacfes iniciais e levaram a
formacéo de clones que foram acumulando outras mutagdes até se tornarem malignas, em um
processo chamado carcinogénese (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Os genes que atuam na
formacdo das neoplasias séo principalmente os que, nas células normais, estdo envolvidos no
controle do ciclo celular, reparacdo do DNA danificado e apoptose, sendo eles, 0s genes
supressores de tumores e 0s oncogenes (PAUWELS et al., 1998).

Os chamados genes supressores de tumores atuam nos pontos de restricdes ou
checagem (G1/S e G,/M) durante o ciclo celular, dentre eles destaca-se o0 gene que estimula a
sintese da proteina p53. Os oncogenes sdo produtos da ativacdo dos proto-oncogenes que
estimulam a proliferacdo desordenada das células tumorais (PAUWELS et al., 1998).

Assim, quando ha alguma anormalidade ou alteracdo em um ou mais desses genes, as
celulas deixam de se comportar dentro dos limites fisioldgicos e possibilitam o surgimento
das neoplasias. Essas alteracGes podem ser causadas por fatores hereditarios e bioldgicos,
como por exemplo, virus, bactérias, parasitas; agentes quimicos e fisicos (PAUELS et al.,
1998; ALMEIDA et al., 2005).

As neoplasias ou tumores podem ser classificados em duas categorias: benignos e
malignos. Os tumores benignos caracterizam-se por apresentarem células bem diferenciadas
com crescimento lento e expansivo, bem unidas entre si. Nd&o promovem infiltragdo nos
tecidos vizinhos, formam uma massa geralmente esférica sendo, na maioria das vezes,
inofensivos ao organismo. Em contrapartida, os tumores malignos possuem células com
reducdo ou perda total de diferenciacdo, crescimento rapido, maior resisténcia a hipdxia,
motilidade consideravel devido a menor adesividade entre si e capacidade de originar
metastases, processo responsavel por até 90% da mortalidade associada ao cancer
(BRASILEIRO-FILHO et al., 2011; CHAFFER; WEINBERG, 2011).

Os tumores malignos solidos sdo estruturas semelhantes a &rgdos, porém
heterogéneos, com arquitetura complexa e algumas peculiaridades em relacdo ao tecido
normal. Com a alta taxa metabolica e de proliferacdo, as células neoplasicas necessitam de
nutrientes para a manutencdo de sua atividade. Assim, para garantir o suprimento sanguineo
adequado, induzem o desenvolvimento de uma nova rede vascular a partir de vasos
sanguineos pre-existentes e/ou de células tronco endoteliais circulantes, em um processo
chamado angiogénese, que contribui para o crescimento tumoral e metastase. Caso contrario,
a massa tumoral ndo poderia crescer mais do que 1 a 2 mm de diametro (CHUA et al., 2010;

JUN et al.,, 2010). Esses novos vasos sdo dilatados, tortuosos, com ramificacbes e néo
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possuem organizacdo em arteriolas, capilares e vénulas, porém compartilham caracteristicas
de todas essas estruturas. Suas paredes podem ter fenestracbes e membranas basais
descontinuas ou ausentes, alem de apresentarem deficiéncia de um sistema de vasos linfaticos
(Figura 1) (TREDAN et al., 2007).

Artéria

Ramificagdes
excessivas

Microvasos
dilatados
Capilares Resisténcia
“aumentada ao
" fluxo sanguineo

Terminacdes
vasculares
cegas
\ Compresséo
por células
tumorais
Revestimento
endotelial /
\Vasos incompleto Veia
linfaticos

Falta de vasos
linfaticos

TECIDO NORMAL TUMOR SOLIDO

FIGURA 1 - Representacdo esquematica do sistema vascular de um tecido normal (esquerda) e um tumor sélido
(direita). Em vermelho, estd representado o sangue arterial oxigenado. Em azul est4 representado o sangue
venoso pobre em oxigenacdo. Em verde estdo representados os vasos linfaticos (Adaptado de TREDAN et al.,
2007).

A angiogénese tumoral ocorre de forma répida e defeituosa apresentando certas
fenestracbes que tornam esse endotélio vascular descontinuo e com permeabilidade
aumentada a diversas moléculas (Figura 2). Os poros formados apresentam diametros que
variam de 200 a 800 nm, permitindo que macromoléculas deixem o leito vascular
acumulando-se no espago intersticial da regido tumoral. Além disso, nesse espaco ha o
aumento da pressdo intersticial e o retardo do extravasamento das macromoléculas
acumuladas, devido a auséncia de drenagem por um sistema linfatico adequado. Essa
arquitetura vascular alterada caracteriza um processo chamado efeito de permeabilidade e
retencdo aumentados, o efeito EPR. Todas essas alteracbes promovem o0 aumento da
permeabilidade desses vasos quando comparados com 0s normais, mostrando certa relevancia

para o tratamento com agentes quimioterapicos, uma vez que, os farmacos ganham acesso aos



33

tumores atraves da circulacdo sanguinea (MAEDA et al., 2000; TREDAN et al., 2007;
TORCHILIN, 2011; SAWANT; TORCHILIN, 2012).

Tecido Tumoral

“Poros” formados no endotélio vascular na regido tumoral
devido as juncdes endoteliais desorganizadas

Tecido Normal Tecido Normal

Vaso sanguineo . .
Juncdes endoteliais

estreitas
Macromoléculas

FIGURA 2 - Representacdo esquematica mostrando o aumento da permeabilidade e retencdo de
macromoléculas no espaco intersticial da regido tumoral por meio do efeito de permeabilidade e retengdo
aumentada (EPR) (Adaptado de SAWANT; TORCHILIN, 2012).

Outra caracteristica marcante dos tecidos tumorais reside no fato do pH extracelular
(pHe) ser mais acido que o pH do tecidos normais. O pH intracelular (pH;) de ambos os
tecidos é relativamente similar pois ha a necessidade de se manter um ambiente adequado as
varias atividades citoplasmaéticas. Essa diferenca entre o tecido normal e o tumoral pode ser
explicada pela mé organizagéo das estruturas vasculares das células tumorais que resulta em
um fluxo sanguineo heterogéneo e uma entrega de nutrientes ndo uniformes. Dessa forma, a
alta producdo de energia decorrente do aumento da taxa de glicélise anaerdbia leva um
aumento da producdo de &cido latico nas regides mal perfundidas, e uma vez que o fluxo
sanguineo é reduzido e insuficiente para remover o excesso de acido latico produzido, uma
reducdo do pH. ¢é detectada (FERREIRA et al., 2013).
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1.2 Tratamentos do Cancer

Atualmente, as modalidades mais requeridas para o tratamento do cancer incluem a
cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia, variando de acordo com o tipo e a gravidade da
doenca (SOUZA, 2004; ALMEIDA et al., 2005).

A cirurgia é considerada a forma mais eficaz de tratamento, principalmente quando o
tumor encontra-se em estagio inicial e ndo sofreu metastase. A radioterapia é comumente
associada a outras modalidades no intuito de incrementar a eficiéncia do tratamento e, mesmo
usada de forma isolada, pode diminuir o tamanho de tumores considerados grandes, a
recorréncia e sua respectiva chance de metastase (ALMEIDA et al., 2005).

Entretanto, em mais de 50% dos casos, as neoplasias se caracterizam por quadros
precoces de micrometastases, necessitando de terapias de abordagens sistémicas com o uso de
agentes antineoplasicos. Esse tipo de tratamento consiste no uso de compostos quimicos com
0 objetivo priméario de destruir as células neoplasicas. Porém, a maioria dos agentes
quimioterapicos atua de forma ndo especifica, lesionando tanto as células doentes quanto as
saudaveis, principalmente aquelas que apresentam rapido crescimento como as células
gastrintestinais, capilares e do sistema imunolégico. Fato que explica a maioria dos efeitos
colaterais causados ao organismo pela quimioterapia como alopecia, diarreia, nauseas,
vOmitos e maior suscetibilidade as infeccbes pela queda na imunidade (BRANDAO et al.,
2010; DA SILVA et al., 2012).

Nos ultimos 50 anos, a pesquisa de novos farmacos antineoplésicos introduziu no cenario
terapéutico cerca de 70 medicamentos (BRANDAO et al., 2010). Porém, os estudos nesse
campo ainda sdo vastos devido a necessidade de desenvolver medicamentos que apresentem
elevada eficécia antitumoral e baixa toxicidade garantindo um tratamento seguro ao paciente e
um indice terapéutico favoravel. Dentre os quimioterapicos obtidos de produtos naturais e,

atualmente, mais usados na terapéutica destacam-se 0s taxanos, como PTX.

1.3 Paclitaxel

O PTX foi o farmaco antineoplasico precursor da nova classe dos agentes

estabilizadores dos microtibulos, os chamados taxanos. Descoberto pelo Instituto Nacional do
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Céncer dos Estados Unidos, em 1971, esse farmaco foi resultado da investigacdo de mais de
12.000 compostos naturais para testes de atividade contra varios tipos de tumores
(ROWINSKY et al., 1992; CORREA, 1995; SINGLA et al., 2002).

Inicialmente, era obtido a partir do extrato da casca do teixo do Pacifico, 0 Taxus
brevifolia, da familia Taxaceae. Devido ao suprimento limitado dessa espécie, sua
disponibilidade no mercado farmacéutico foi retardada e, a partir de meados dos anos 80, o
PTX passou a ser obtido por semi-sintese de um precursor ndo citotoxico, a 10-
desacetilbacatina-Ill, extraido de teixos mais abundantes, como o Taxus baccata, que
apresenta o esqueleto basico do PTX (CORREA, 1995; SOUZA, 2004).

O PTX é um pseudoalcaléide diterpeno com férmula molecular C47Hs:NO14 (Figura 3)
e quimicamente conhecido como (2a, 5B, 7B, 108, 13a) -4, 10- Diaceoxi -13-{[2R, 3S)- 3-
(benzoil-amino)- 2-hidroxi-3-fenilpropanoil]oxi} -1,7-di-hidroxi-9-oxo0-5,20-epoxi-tax-11-
em-2-ilo. E altamente lipofilico e devido a indisponibilidade de grupos funcionais ionizaveis é
praticamente insolGvel em &gua (0,3 a 1,0 pg/mL), fato que contribui para sua baixa
biodisponibilidade e dificuldade de manipulacio em diferentes valores de pH
(PANCHAGNULA, 1988; IQBAL et al., 2011; LIU et al., 2011).

FIGURA 3 - Estrutura quimica do PTX.

Sua atividade antineoplasica foi comprovada contra varios tipos de tumores solidos
incluindo céncer de préstata, de cabeca e pescoco, das células ndo-pequenas do pulmao,

carcinoma do ovario e cancer de mama, sendo os dois ultimos, responsaveis por 22,9% dos
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tipos de cancer mais incidentes em mulheres no territorio brasileiro (GUCHELAAR et al.,
1994; ROWINSKY; DONEHOWER, 1995; INCA, 2014). Devido a sua eficacia, o PTX foi
desenvolvido e comercializado pela companhia norte-americana Bristol-Meyer Squibb com o
nome de Taxol®, durante a década de 90, e atualmente esta disponivel como medicamento em
mais de 60 paises (SOUZA, 2004).

O mecanismo de agdo do PTX esta relacionado com a estabilizag8o irreversivel dos
microtubulos. Essas estruturas sdo formadas por proteinas heterodiméricas compostas por
duas subunidades: o e PB-tubulina, de aproximadamente 440 aminoacidos cada uma. A
tubulina estd presente em todas as células eucariotas existindo sob a forma heterodimérica of
(livre) ou microtubular. As subunidades o ¢ B Sd0 organizadas entre si por ligacdes de
hidrogénio, sendo a formacédo dos microtabulos realizada pelo rearranjo regular em cilindros
flexiveis, obtidos em duas etapas: iniciacdo e elongacdo (Figura 4) (CORREA, 1995;
SOUZA, 2004; ZHANG et al., 2014).

Os microtubulos estdo envolvidos em diversas fungdes celulares como na manutencgao
da forma celular, transporte de organelas dentro das células, mobilidade, transducéo de sinais
e sao essenciais ao processo de divisao celular na formacéo do fuso mitotico. Estruturalmente,
sdo rearranjados em forma cilindrica, contendo 13 protofilamentos e apresentando um
didmetro de 24 nm (Figura 4). Todo processo de iniciacdo e elongacdo ocorre na presenca de
proteinas associadas aos microtibulos, Mg** e trifosfato de guanosina, sendo o processo
reversivel em presenca de Ca®* a 0°C (SOUZA, 2004; CORREA, 1995).

Em geral, essas estruturas ndo sdo estaticas e, depois de certo periodo de crescimento
atingem um equilibrio junto com a tubulina livre. Quando a concentracdo de tubulina livre
esta baixa, a polimerizacio espontanea nio ocorre (GUCHELAAR et al., 1994; CORREA,
1995; SOUZA, 2004).

O PTX por sua vez associa-se aos nticleos o e B tubulinas, através de uma intercalagao,
mais especificamente, por ligagdo ao grupo N terminal do aminoacido 31 da subunidade f,
tanto na presenga quanto na auséncia dos fatores essenciais a montagem dessas estruturas.
Essa ligacdo resulta em um disturbio na formagdo dos microtdbulos, que apresentam 12
protofilamentos e 22 nm de didmetro, os quais sdo resistentes a despolimerizacdo. Dessa
forma, o ciclo celular acaba sendo bloqueado em sua ultima fase, isto é, na fase G tardia e na
fase M, o que, por sua vez, impede a divisdo celular e consequentemente a proliferacdo das
células neoplésicas (Figura 4) (GUCHELLAR et al., 1994; CORREA, 1995; SINGLA et al.
2002).
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FIGURA 4 - Mecanismo de acdo do PTX. Formacdo, estrutura e estabilizacdo dos microtibulos por meio da
ligacdo com o PTX (SOUZA, 2004).

A forma farmacéutica comercialmente disponivel, Taxol®, consiste em uma disperséo
micelar do PTX em uma mistura de partes iguais de etanol desidratado e do diluente CrEL,
um derivado polietoxilado do 6leo de castor (GUCHELAAR et al., 1994; SCRIPTURE et al.,
2005; HUREAUX et al., 2010), sendo administrado por via intravenosa. Sua administracéo,
geralmente, segue um esquema terapéutico de doses entre 135 a 145 mg/m?, em infusdo de 3
ou 24 horas, a cada trés semanas (PANCHAGNULA, 1998). Entretanto, sua aplicacdo na
terapéutica tem gerado varios problemas de toxicidade e efeitos adversos, principalmente
devido a quantidade de CrEL requerida em sua formulacdo comercial.

O CrEL ¢ utilizado para solubilizar uma ampla variedade de farmacos hidrofobicos
incluindo anestésicos, sedativos, imunossupressores e agentes antineoplasicos. Porem, a
quantidade usada na administracdo, considerando a dose unica, varia entre 1,5 a 10 mL
(Tabela 1), com excecdo do PTX, cuja quantidade empregada é aproximadamente 26 mL
(GELDERBLOM et al., 2001; SCRIPTURE et al., 2005).
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TABELA 1 - Medicamentos que usam o CrEL em sua formulacdo (GELDERBLOM et al., 2001).

Agente Classe terapéutica Quantidade administrada® (mL)
Aplidina Antineoplasico ~1,5
C8KC Fotossensibilizador 55
Clanfenur Antineoplasico 10,3
Ciclosporina A Imunossupressor 3,5
Diazepam Sedativo 15
Didemnina B Antineoplasico 2,0
Paclitaxel Antineoplasico 25,8
Propofol Anestésico ~7,0
Teniposido Antineoplésico 1,5

®Quantidade média de CrEL administrada por paciente, considerando uma tnica administracio de dose.

A infusdo do CrEL, em quantidade relativamente alta, induz a producdo de histamina e
ativacdo de proteinas do complemento causando reacdo de hipersensibilidade aguda,
caraterizada por dispneia, erupcdes cutaneas, taquicardia, angioedema e anafilaxia sistémica
que pode levar a quadros clinicos potencialmente graves como parada cardiorrespiratoria e
colapso cardiaco (PANCHAGNULA, 1998; SZEBENI et al., 1998; GELDERBLOM et al.,
2001; MIELE et al., 2009). Estudos clinicos tém demonstrado que até 41% dos pacientes
experimentaram reacdes de hipersensibilidade aguda (IRIZARRY et al., 2009). Em virtude
disso, medidas profilaticas sdo adotadas durante o tratamento, com o uso combinado de anti-
histaminicos e corticosteroides, anteriormente e ao longo da infusdo, porém ndo garantem
total auséncia dessas reacfes (GELDERBLOM et al., 2001; KLOOVER et al., 2004).

Além disso, o CrEL tem a capacidade de lixiviar agentes plastificantes como o di(2-
etilhexil)ftalato (DEHP) das embalagens e de cateteres padrdes constituidos de cloreto de
polivinila (PVC). A quantidade de DEHP lixiviado depende da concentracdo de CrEL
administrado e pode causar quadros de hepatotoxicidade grave (GELDERBLOM et al., 2001;
DONAY; SEWELL, 2006).

A neuropatia periférica sensorial € a manifestacdo neurotoxica mais evidente em
decorréncia do uso do Taxol®, com risco maior em pacientes diabéticos. Esse efeito toxico
pode ser causado por dois mecanismos. O primeiro esta relacionado com a acdo do PTX sobre
0 cone neuronal dos neurénios periféricos, inibindo seu crescimento e movimentacdo por
meio da estabilizacdo dos microtubulos, resultando assim em gangliopatia e anaxopatia. O

segundo é dependente do CrEL, que atua através dos acidos graxos insaturados residuais e
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derivados etoxilados produzidos como resultado de sua peroxidacdo. Esses produtos podem
afetar diretamente os neurbnios e, principalmente, as células de Schwann, levando a
desmielinizacdo e degradacdo progressiva das células nervosas, causando neuropatia motora
com a paralizacdo e dorméncia dos membros, hipotensdo ortostatica e perda sensorial
periférica (GELDERBLOM et al., 2001; MIELKE et al., 2006).

Outras reacOes adversas proeminentes associadas ao uso do PTX incluem
mielossupressao, sob a forma de neutropenia grave, sendo recomendavel ajuste de doses.
Toxicidade cardiaca, com maior frequéncia bradicardia e casos mais raros como bloqueio da
conducéo atrioventricular e isquemia cardiaca (GUCHELAAR et al., 1994), bem como efeitos
colaterais comuns incluindo alopecia, mucosites e nduseas também s&o relatados.

Além dos efeitos adversos graves, o Taxol® apresenta sérios problemas em relacéo a
sua estabilidade quimica e fisica. Garantir a estabilidade em longo prazo dessa formulacédo é
um fator limitante para assegurar a eficacia e seguranca do tratamento ao paciente. Antes da
sua administracéo intravenosa, o Taxol®é previamente diluido em solucéo salina (NaCl 0,9%
p/v) ou solucdo de dextrose 5% p/v para uma concentracdo final de 0,3 a 1,2 mg/mL, o que
ocasiona a precipitacdo do farmaco, particularmente quando a concentracdo de PTX €
superior a 0,6 mg/mL nessas preparagdes. Dessa forma, terapias com esquemas de infusdes
mais lentas ou mesmo padronizacdo de doses necessitando dilui¢bes prévias sao dificultadas
devido a baixa estabilidade dessa formulacdo (GELDERBLOM et al., 2001; BURM, 2005).

Outra alteracdo notoéria exercida pelo CrEL foi observada no comportamento
farmacocinético do PTX. Esse veiculo apresenta um volume de distribuicdo muito pequeno e,
em concentracdes acima da concentracdo micelar critica, 0 PTX tende a permanecer mais
associado as micelas que associado as proteinas transportadoras ou mesmo na forma livre.
Dessa forma, o PTX passa a assumir uma farmacocinética distinta com valores de depuracéo
diminuido, substancialmente, com o aumento da dose do medicamento, em um fendmeno
conhecido como farmacocinética ndo-linear, particularmente evidente com regimes de infusdo
de pelo menos 3 horas. Como resultado disso, a percentagem total de PTX associado as
micelas € muito maior que o farmaco ndo ligado, tornando-o menos disponivel para o
metabolismo hepético e distribuicdo pelo organismo, principalmente nas regiGes tumorais
(SCRIPTURE et al., 2005).

Na tentativa de contornar esses inconvenientes, estudos vém sendo conduzidos em
busca de andlogos mais hidrossollveis através de modificages quimicas em sua molécula e
sintese de pro-farmacos (FENG et al., 2002; RYU et al., 2008; HUANG et al., 2013). Além

disso, novas abordagens farmacotécnicas utilizando sistemas de liberacdo de farmacos tém
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sido adotadas, destacando-se as ciclodextrinas (SHARMA et al., 1995; YU et al., 2013; JING
et al., 2013), micelas poliméricas (ZHANG et al., 2011), nanoparticulas (XU et al., 2005;
ZHAO et al.,, 2012) e lipossomas (CROSASSO et al., 2000; YANG et al., 2007a;
KOUDELKA et al., 2010).

O Abraxane® (ABI-007) é um exemplo de nanosistema que, atualmente, encontra-se
disponivel no mercado farmacéutico dos Estados Unidos. Consiste em um sistema coloidal
composto de nanoparticulas de albumina carreadoras do PTX. Foi aprovado em 2005 pelo
Food and Drug Adminstration (FDA), sendo direcionado e eficiente para o tratamento de
pacientes com cancer de mama metastatico e de células ndo-pequenas do pulmao. Estudos
pré-clinicos e clinicos mostraram que o ABI-007 foi significativamente menos toxicos que o
Taxol®, sendo a dose maxima tolerada 1,5 a 2 vezes maior que o tratamento convencional e o
volume de distribuicdo foi maximizado em uma extensdo de 5 vezes (MIELE et al., 2009;
SCRIPTURE et al., 2005).

1.4 Sistemas Nanoestruturados para Vetorizacdo de FArmacos

Os farmacos, sistematicamente, propiciam efeitos benéficos significativos, mas
também podem apresentar diversos efeitos colaterais associados ao seu uso, principalmente
em relacdo a dose administrada, como é o caso dos antineoplasicos. Em grande parte dos
estudos in vitro, essa classe de medicamentos mostra resultados eficazes, porém, seu uso
clinico em humanos age de forma indiscriminada sobre todas as células do organismo,
desencadeando efeitos deletérios. A aplicacdo terapéutica dessa classe de medicamentos vem
tentando alcancar o equilibrio entre a eficicia e toxicidade (KINGSLEY et al., 2006). Em
alguns casos, esses problemas surgem devido a baixa solubilidade aquosa desses compostos,
instabilidade em fluidos bioldgicos e, consequentemente, baixa biodisponibilidade,
necessitando assim, de maiores doses 0 que pode resultar em um tratamento com riscos
aumentados (RAWAT et al., 2006).

Em virtude disso, o emprego de sistemas nanoestruturados para vetorizagdo e
liberacdo de farmacos antineoplédsicos vem crescendo e ganhando destaque no ambito
farmacéutico. S8o chamados assim, pois sdo propositalmente projetados para apresentarem
didmetros que variam em média de 10 a 1000 nm. Apresentam diferentes composigdes e

propriedades biologicas, podendo carrear farmacos, genes e outras moléculas bioativas,
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adsorvidas ou conjugadas a suas estruturas (KOO et al., 2005; MOHANRAJ; CHEN, 2006;
SURI et al., 2007).

Esses sistemas oferecem vantagens quando comparados a outras formas farmacéuticas
convencionais, destacando: maior eficacia terapéutica, com liberagdo progressiva e controlada
da substancia; diminuicdo significativa da toxicidade associada ao farmaco ou mesmo dos
adjuvantes da formulagdo convencional, menor volume de circulagdo e consequentemente
reducdo das dosagens empregadas, capacidade de superar a resisténcia oferecida por algumas
barreiras biologicas e oferecer protecdo ao farmaco contra inativacdo quimica ou enzimatica;
além de promover direcionamento a determinados alvos (MOHANRAJ; CHEN, 2006).

Dentre os principais sistemas nanoestruturados estudados, os lipossomas ocupam lugar
de destaque como sistema transportador, por serem biocompativeis, ndo imunogénicos e
versateis estruturalmente em termos de tamanho, composicdo, carga superficial e fluidez de
membrana, além de possibilitar a associacdo de substancias hidrofilicas, lipofilicas e
anfifilicas (FREZARD et al., 2005; BATISTA et al., 2007; AKABARZADEH et al., 2013).

1.5 Lipossomas

1.5.1 Composigéo e Generalidades

Esses sistemas foram descritos pela primeira vez por Bangham e colaboradores (1965)
em um trabalho de investigacdo acerca da difusdo de ions através de membranas lipidicas
artificiais. Ao propor um modelo de membrana bioldgica, foi observado que alguns lipides,
em meio aquoso, se organizavam de forma espontanea em bicamadas formando vesiculas
esféricas que trés anos mais tarde foram reconhecidos como lipossomas (Figura 5).

O sucesso na incorporacdo de enzimas em lipossomas despertou interesse da
comunidade cientifica para a sua aplicacdo na medicina e farmacologia (SANTOS;
CASTANHO, 2002). Em 1971, Gregoriadis propds pela primeira vez a utilizacdo dos
lipossomas como sistema transportador de farmacos, iniciando o desenvolvimento nessa area.

Basicamente, os lipossomas s@o constituidos por fosfolipides, podendo ser de origem
natural, sintética ou semi-sintética (LASIC, 1988). Essas substancias caracterizam-se por

serem anfifilicas constituidas por uma molécula de glicerol ligada em uma das suas
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extremidades a um grupo fosfato, que por sua vez, esta ligado a um grupo de carater
hidrofilico como a colina, etanolamina, serina ou inositol. As hidroxilas remanescentes s&o
esterificadas por acidos graxos contendo de 10 a 24 atomos de carbono com zero a seis
ligacGes duplas (NEW, 1990).

Cavidade aquosa

Regido
hidrofilica

Bicamada 7
lipidica \
Regido
hidrofébica

FIGURA 5 - Representacdo esquematica da formacao e estrutura dos lipossomas a partir de moléculas lipidicas
em solucdo aquosa, evidenciando a cavidade aquosa no interior dos lipossomas e a bicamada lipidica (Adaptado
de BALAZN; GODBEY, 2011).

Os fosfolipides possuem uma propriedade intrinseca importante, a temperatura de
transicdo de fase (T). Quando a temperatura do meio € igual a T, a membrana dos lipossomas
passa de uma fase gel, na qual a cadeia hidrocarbonada dos lipides encontra-se em estado
ordenado, para uma fase cristal-liquido, onde suas moléculas ficam com movimentos mais
livres e os radicais hidrofilicos agrupados tornam-se completamente hidratados. Portanto,
diferentes membranas compostas por lipides distintos podem exibir diferentes niveis de
fluidez a uma mesma temperatura (LASIC, 1998; FREZARD, 2005).

Os esteroides, principalmente o colesterol, sio componentes importantes na maioria
das membranas naturais e sua incorporagdo nas membranas lipossomais causa modificacGes
importantes em suas propriedades. A presenca e a orientagdo das moléculas de colesterol
podem reduzir ou aumentar a fluidez das membranas fosfolipidicas. Na presenca de

fosfolipides de baixa T, o0 colesterol reduz a fluidez da membrana, enquanto para 0s
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fosfolipides com elevada T., o colesterol promove aumento na fluidez da membrana
(FREZARD et al., 2005).

Os lipossomas podem conter uma Unica bicamada lipidica, sendo classificado como
unilamelares de pequeno tamanho (SUV, do inglés small unilamellar vesicle) com diametro
variando entre 20 a 40 nm e, quando apresentam vesiculas com um didmetro médio superior a
100 nm s&o denominados unilamelares de grande tamanho (LUV, do inglés large unilamellar
vesicle). Ademais existem lipossomas que possuem bicamadas mdltiplas em torno do
compartimento aquoso interno e, portanto, sdo classificados como multilamelares (MLV, do
inglés multilamellar vesicle), englobando vesiculas com tamanho médio de 1000 nm (LASIC,
1998; SANTOS; CASTANHO, 2002).

Durante a evolugdo de seu emprego como carreadores, os lipossomas sofreram
algumas alteracdes possibilitando sua maior aplicabilidade na vetorizacéo de farmacos a alvos
especificos e diminuicdo da toxicidade. Dentro desse contexto, podem-se destacar 0s
lipossomas convencionais; lipossomas de circulacdo prolongada; lipossomas polimorficos,
como por exemplo, os lipossomas pH-sensiveis e os lipossomas sitio-especificos ou de

superficie modificada.

1.5.2 Lipossomas Convencionais e de Circulacdo Prolongada

Inicialmente, o desenvolvimento dos sistemas lipossomais encontrou alguns
obstaculos no ambito farmacéutico e farmacoldgico. A baixa encapsulacdo de farmacos e, as
instabilidades fisico-quimica e bioldgica foram os principais fatores limitantes para o
progresso desses sistemas como carreadores de farmacos (BATISTA et al., 2007).

A tecnologia baseada nos chamados lipossomas convencionais foi a primeira geragao
de lipossomas com aplicaces farmacéuticas. Esses sistemas sdo compostos, geralmente, por
fosfolipides naturais e neutros, além da adicdo eventual do colesterol, que contribuiu para
retardar a liberacdo das substéncias encapsuladas. Apesar dos avangos nesse campo, 0S
lipossomas convencionais tiveram aplicabilidade restrita quando administrados por via
sisttmica, pois eram rapidamente eliminados da circulagdo sanguinea. Estudos in vivo
mostraram que esses, apesar de serem semelhantes as membranas bioldgicas, eram
reconhecidos como corpo estranho e captados pelas células do sistema fagocitario

mononuclear (SFM), sendo direcionados rapidamente para tecidos ricos em suprimento de
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sangue e abundancia em células fagocitarias como figado, bago e medula dssea
(IMMORDINO et al., 2006; AKBARZADEH et al., 2013).

Na tentativa de contornar tal problema, alguns estudos incorporaram glicolipides a
superficie da membrana lipidica visando o “escape” dos lipossomas ao reconhecimento e
captacdo pelas células do SFM, possibilitando assim, uma permanéncia maior dos mesmos na
circulagdo sanguinea. E assim, foram introduzidos os chamados lipossomas de circulacéo
prolongada. A primeira estratégia estudada foi mediante a preparacdo de lipossomas
mimetizando a membrana dos eritrécitos. Nesse caso, a superficie lipossomal foi modificada
com componentes hidrofilicos naturais como o monossialogangliosideo GM1 (GABIZON;
PAPAHADOJOPOULOS, 1988; ALLEN; CHONN, 1987). Entretanto, o processo de
obtencdo dessas substancias evidenciava alguns inconvenientes como a fonte de extracéo,
proveniente do cérebro de gado, considerada inadequada para o uso farmacéutico, além dos
elevados custos do processo extrativo. Além disso, os resultados no aumento da meia-vida de
circulagcdo dos lipossomas recobertos com GM1 foram significativos apenas em modelos
experimentais com ratos (IMMORDINO et al., 2006).

Outros compostos capazes de conferir maior tempo de circulacdo sanguinea aos
lipossomas também foram investigados. Klibanov e seus colaboradores (1990) mostraram
que, a incorporacdo de um polimero hidrofilico, o polietilenoglicol (PEG), a membrana
lipossomal aumentava, com sucesso, 0 tempo de circulacdo sanguinea desse sistema. A
presenca de grupos volumosos hidrofilicos criados pelo PEG na superficie lipossomal resulta
em um efeito estérico a ligacdo das opsoninas, as quais sdo responsaveis por sinalizar os
lipossomas como corpo estranho, e impedindo assim, seu reconhecimento e captacdo pelas
células do SFM.

A modificacdo da superficie dos lipossomas com PEG pode ser conseguida de varias
maneiras: adsorcao fisica sobre as vesiculas; ligacdo covalente de grupos reativos a superficie
de lipossomas previamente formulados, mas o método mais amplamente utilizado é o
acoplamento desse polimero através de uma ligacdo cruzada com um lipide presente na
composicdo das vesiculas. Além do aumento da meia vida de circulagdo sanguinea dos
lipossomas, o PEG mostrou evitar agregagdo das vesiculas melhorando a estabilidade das
formulagdes (IMMORDINO et al., 2006).

De uma maneira geral, a presenca do PEG com massa molecular entre 1000 e 2000
Da, em concentragfes que variam de 5 a 10% da composi¢do dos lipossomas, é suficiente
para reduzir o reconhecimento pelas células do SFM e conferir maior estabilidade a esses
sistemas (ULRICH, 2002).
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Um exemplo de medicamento comercialmente disponivel que utiliza a tecnologia dos
lipossomas de circulagdo prolongada é o DOXIL®/Caelyx™, formulagdo contendo a
doxorrubicina, aprovada nos Estados Unidos e Europa para o tratamento do cancer no ovario
e sarcoma de Kaposi (CHARROIS; ALLEN, 2003; CHARROIS; ALLEN, 2004; KO et al.,
2013). Além de exibir um perfil de toxicidade melhorado em comparagdo com seu homologo
ndo lipossomal, esse medicamento mostrou uma progressdo mediana na sobrevida de
pacientes com cancer de ovario recorrente, quando comparado com tratamentos
convencionais a base de carboplatina e PTX (PUJADE-LAURAINE et al., 2010).

1.5.3 Lipossomas pH-sensiveis

Cada vez mais o foco das pesquisas em sistemas lipossomais tem sido no
desenvolvimento de estratégias que proporcionem, da melhor forma possivel, 0 aumento da
capacidade de mediar a entrega de farmacos em alvos cada vez mais especificos, incluindo
também, a liberacdo dessas substancias a nivel intracelular (BALAMURALIDHARA et al.,
2011). Esses estudos tém resultado em ferramentas importantes e eficientes na terapia com
farmacos e biomoléculas que exercem seus efeitos intracelularmente (FERREIRA et al.,
2013). Nesse contexto, surgiram os lipossomas polimorficos que apresentam capacidade de se
tornarem reativos e alterar sua estrutura frente alguma alteracdo, como, por exemplo, a
mudanca de pH (BATISTA et al., 2007). Os lipossomas pH-sensiveis, sao um dos exemplos
desses carreadores.

Os derivados da fosfatidiletanolamina (PE), como por exemplo, a
dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE), ao contrério da maioria dos fosfolipides, possuem uma
regido polar pequena e pouco hidratada, que ocupa um volume menor quando comparado com
sua respectiva cadeia de hidrocarbonetos, exibindo, portanto, uma organizagdo
supramolecular do tipo conica. Essa organizacdo favorece a formacdo de interacGes
intermoleculares entre grupos amina e fosfato da regido polar, o que explica a tendéncia
dessas moléculas em adquirir a fase hexagonal invertida (H;) ndo promovendo a formagéo
das vesiculas lipidicas. A formacdo de lipossomas com esses fosfolipides requer a adigéo de
agentes estabilizantes, como o hemisuccinato de colesterila (CHEMS) (Figura 6), os quais se
encontram sob a forma ionizada em pH fisioldgico. Esses estabilizantes se distribuem

homogeneamente entre as moléculas de PE e o aparecimento de repulsdes eletrostaticas entre
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0s grupamentos carboxilicos presentes no CHEMS e os grupos fosfatos presentes nos
fosfolipides favorece a organizacao lamelar e a formacéo das vesiculas (Figura 6) (SIMOES
et al., 2004).

Em pH fisiologico esses lipossomas sdo estaveis, e sua exposicdo em meios acidos
favorece a protonacdo dos agentes estabilizantes, e como consequéncia ocorre a
desestabilizacdo das vesiculas possibilitando a liberacdo do material carreado (OLIVEIRA et
al., 2000; SIMOES et al., 2004).

E descrito que, em média, o pH extracelular da regi&o tumoral, situa-se entre 6,0 e 7,0,
ao passo que, em tecidos normais e no sangue, esse valor é de aproximadamente 7,4. Porém,
os locais de maior acidez nos tumores sdo frequentemente os mais distantes da
microvasculatura tumoral, onde o0 acesso pelos lipossomas € mais dificultado
(BALAMURALIDHARA et al., 2011). Além disso, o pH do intersticio tumoral raramente cai
abaixo de 6,5 dificultando a desestabilizacdo dos lipossomas para liberacdo de seu contetdo
(FERREIRA et al., 2013).

Entretanto, ao ser internalizados na célula por endocitose, os lipossomas pH-sensiveis
sdo mantidos nos endossomas de estagios iniciais, onde o pH encontra-se a um valor proximo
de 6,5. O potencial desse sistema reside na sua capacidade de sofrer desestabilizagéo na fase
endossomal tardia, com duracdo de aproximadamente 10 a 15 minutos, onde o pH situa-se
entre 5,0 e 6,0. Nesse ponto, ocorre a liberagcdo do seu contetdo no interior do citoplasma,
além de evitar sua degradacéo a nivel lisossomal (KARANTH; MURTHY, 2007; FERREIRA
etal., 2013).

A liberacdo do contetdo dos lipossomas ao citoplasma tem sido proposta por trés
mecanismos hipotéticos: em primeiro lugar a desestabilizacdo das vesiculas sensiveis ao pH
tem a capacidade de desestabilizar a membrana endosémica, presumivelmente, através da
formacédo de poro; em segunda hipdtese, apos a desestabilizacdo dos lipossomas, as moléculas
carreadas se difundem para o citoplasma, e por ultimo, é proposto uma fusdo entre 0s
lipossomas e a membrana dos endossomas, proporcionando a liberagdo do conteudo
lipossomal (KARANTH; MURTHY, 2007).
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FIGURA 6 - (A) Estruturas quimicas do dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) e hemisuccinato de colesterila
(CHEMS). (B) Mudangas de fase desencadeadas por alteragdes no pH, em lipossomas pH-sensiveis compostos
por DOPE e CHEMS. Evidenciando que, & exposi¢do ao pH acido, as moléculas de CHEMS sofrem protonacéo,
promovendo a desestabilizacdo dos lipossomas (fase lamelar), formando as micelas invertidas (fase hexagonal
invertida (H,))). (Adaptado de FERREIRA et al., 2013).

A combinacdo das propriedades dos lipossomas de circulagdo prolongada e pH-
sensibilidade, vém mostrando ganhos de eficacia antitumoral e reducdo da toxicidade
associada a diversos antineoplasicos (TORCHILIN, 2005; ISHIDA et al.,, 2006; RANE;
PRABHAKAR, 2009). Leite e colaboradores (2009, 2012b), em estudos com lipossomas pH-
sensiveis de circulacdo prolongada contendo o antineoplasico cisplatina observaram, em
modelos animais, que esse sistema apresentou uma significativa redugdo da toxicidade,
exibindo aumento na dose letal (DLsp) e na dose maxima tolerada de aproximadamente duas e
trés vezes, respectivamente, quando comparado ao tratamento com cisplatina livre. O estudo
de atividade antitumoral demonstrou uma reducdo significativa do crescimento e volume
tumoral para o tratamento com os lipossomas em confronto com a cisplatina livre (LEITE et
al., 2012a).
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1.5.4 Lipossomas Sitio-especifico ou de Superficie Modificada

Os lipossomas podem se localizar em 6rgdos ou tecidos especificos de forma passiva
ou ativa. A captacdo passiva esta relacionada com elementos estruturais, fisiologicos e
processos anatdmicos. Na terapia do céncer, caracteristicas da regido tumoral, como a
presenca de poros no endotélio vascular, elevado fluxo sanguineo e auséncia de um sistema
linfatico eficiente, bem como o tamanho reduzido dos lipossomas, possibilitam o
extravasamento e retencdo dos mesmos na regido tumoral devido ao EPR aumentado
(BERTRAND et al., 2014).

Por outro lado, a captacdo ativa é alcancada pela utilizacdo dos lipossomas sitio-
especificos ou de superficie modificada, mediante insercéo de ligantes (MEDINA et al., 2004;
SURENDIRAN et al., 2008).

Esses sistemas caracterizam-se por possuir em suas superficies ligantes que atuam
reconhecendo de forma especifica moléculas de superficies ou receptores expressos em
determinados locais ou células (BATISTA et al., 2007; SAWANT; TORCHILIN, 2012). Os
ligantes largamente utilizados incluem peptideos, oligossacarideos, anticorpos, acidos
nucleicos e moléculas pequenas tais como vitaminas (BERTRAND et al., 2014).

Para a producdo de lipossomas de superficie modificada, o ligante deve ser especifico
para a regido de interesse, uma vez que a captacdo deve ser direcionada a um determinado
6rgdo ou tecido. Assim, ha a necessidade de procurar ligantes para 0s receptores ou
substancias que sejam superexpressos nas células acometidas por determinada doenca e que
sejam ausentes ou minimamente expressos em tecidos sadios (WANG; THANOU, 2010).

A descoberta sobre a expressdo do receptor para folato em algumas linhagens de
canceres humanos, como cancer de ovario e mama (CONEY et al., 1991), foi um marco
importante e possibilitou o direcionamento de vérias pesquisas. Parker e colaboradores
(2005), durante o desenvolvimento de folato em células tumorais e tecidos normais,
demonstraram uma expressdo aumentada desses receptores em células tumorais do rim,
bexiga, colo do utero, pancreas, tumores cerebrais, mama e ovario. Por outro lado, em tecidos
normais, essa expressao foi imensuravel ou expressa em valores muito baixos. Canceres como
alguns linfomas, cancer de prostata, pancreas, testiculo e figado ndo mostraram niveis

elevados de receptores de folato (ZWICKE et al., 2012). Essas evidéncias possibilitaram o
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uso dos receptores para folato como sitio para o direcionamento de farmacos as células
tumorais.

Diante desses resultados duas estratégias foram desenvolvidas para entrega de
farmacos mediada via receptor de folato. A primeira é por meio do acoplamento de anticorpos
monoclonais contra esses receptores, a segunda esta relacionada ao acoplamento do &cido
félico ou seus derivados folatados diretamente como ligante alvo (SUDIMACK; LEE, 2000).
Para a segunda estratégia, a ligacdo do folato ao lipossoma, geralmente, é realizada mediante
acoplamento as extremidades do PEG, que por sua vez estad ligado a um lipide formador da
bicamada lipidica. Desse modo, esse polimero ir4 atuar como um longo espagador permitindo
superar 0 impedimento estérico da superficie celular. Apds o reconhecimento do folato,
através da ligacdo especifica pelo receptor na célula tumoral, o lipossoma € internalizado e
direcionado ao endossoma, podendo liberar o farmaco a nivel intracelular, com posterior
regeneracdo dos receptores (JARACZ et al., 2005).

Em 2004, um estudo realizado no Instituto Avancado de Ciéncia e Tecnologia da
Coréia mostrou a eficiéncia de um nanosistema carreador de doxorrubicina utilizando o
direcionamento através de receptor para folato. A equipe produziu micelas poliméricas de
circulacdo prolongada funcionalizadas com folato, com didmetro médio em torno de 200 nm.
As células da linhagem KB, carcinoma bucal, positivas para o receptor de folato, mostraram
maior acimulo de doxorrubicina que as células A549, carcinoma de pulméo, negativas para
esse tipo de receptor. Por outro lado, a presenca de folato livre juntamente com o
nanosistema, inibiu o acimulo de doxorrubicina, mostrando haver competitividade pela
ligacdo aos receptores entre o folato livre e as micelas poliméricas funcionalizadas (YOO,;
PARK, 2004).

Além de proporcionar o direcionamento mais especifico de farmacos, estudos vém
mostrando, em certos casos, a capacidade de carreadores com superficie modificada em
superar, pelo menos parcialmente, a resisténcia a certos medicamentos (BERTRAND et al.,
2014; SAWANT; TORCHILIN, 2012).

1.6 Paclitaxel em Sistemas Lipossomais

Diante da atividade do PTX contra varios tipos de tumores e seus inconvenientes,

principalmente, em relacdo a formulagdo convencional, formulagdes livres do CrEL vem
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sendo pesquisadas na tentativa de aumentar a atividade antitumoral e reduzir a toxicidade
associada ao uso do Taxol®. Nesse contexto, os sistemas lipossomais tém sido alvo de varios
estudos, uma vez que os lipossomas fornecem um sistema adequado para a incorporacdo do
PTX nas bicamadas lipidicas, além de apresentar propriedades que os tornam biocompativeis,
imunogénicos e versateis (LUO et al., 2012; KOUDELKA; TURANEK, 2012).

Dentre as diversas formulages lipossomais propostas para veiculagdo do PTX,
diferentes abordagens tém sido utilizadas. Alguns estudos realizados em modelos

experimentais in vitro e in vivo estdo apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 — Estudos envolvendo o emprego de lipossomas na vetorizagdo do PTX.

Composicéo Estudo bioldgico e linhagem

(Razo molar) tumoral Resultados Obtidos Referéncia

Lipossomas Convencionais

Citotoxicidade in vitro (A90, Maior atividade citotdxica em

) ) Sharma;
Hey-1b, A121a, 9L, L1210, todas as linhagens avaliadas. )
PG:PC (1:9) i Straubinger,
B16F10, B16, Colon-26) e Aumento DMT ap0s 1994
toxicidade in vivo. administracéo ip e iv.
o ) o Maior atividade antitumoral e .
Atividade antitumoral in vivo ) ) Koshkina et
DLPC sobrevivéncia prolongada nos
(Renca). o al., 2001
animais.
Lipossomas de Circulacdo Prolongada
) o o Maior atividade citotdxica dos
Citotoxicidade in vitro (HT- ) ) )
EPC:PG:Chol: lipossomas peguilados apds 48
29, MeWo), estudos de ) 3 Crosasso et
DPPE-PEGsu o horas e tempo de circulagdo
farmacocinética e i o al., 2000
(9:1:2:0,7) o sanguinea maximizado em 5
biodistribuicéo in vivo.
vezes.
Citotoxicidade in vito (MDA-
MB-231, SK-BR-3), estudos Tempo de circulacdo aumentado
S100PC:Chol: L o
de farmacocinética, em 3,5 vezes. Diminuicéo da Yang et al.,
DSPEMPEG 009 o o ]
biodistribuicdo e atividade captacdo pelo RES e maior 2007a
(90:10:5)

antitumoral in vivo (MDA- atividade citotoxica in vivo.
MB-231).
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Continuacédo da Tabela 2. Estudos envolvendo o emprego de lipossomas na vetorizacdo do PTX para a terapia do

cancer.

HSPC:Chol:

Citotoxicidade in vitro
(C-26), estudos de

farmacocinética, biodistribuicéo

Biodistribui¢cdo aumentada em 3,6

vezes. Maior atividade antitumoral in

Yoshizawa et

DSPE-PEG (90:10:5) o ) o . ) al., 2011
e atividade antitumoral in vivo vivo que a formulagdo ndo peguilada.
(C-26).
Lipossomas pH-sensiveis
. o o Liberacdo mais eficiente
S100PC:Chol:Chol-Hz- Citotoxicidade in vitro o . y Chenetal.,
(in vitro) e maior captacéo pelas
MPEG000 (90:10:3) (MCF-7) ) . 2010
células tumorais.
Lipossomas de Superficie Modificada
DPPC:DMPG: . o
Citotoxicidade aumentada em 3,8
DSPE-mPEG:DSPE-PEG- . o o ] o Wau et al.,
Citotoxicidade in vitro (KB) vezes. Maior tempo de meia vida de
folato (85:5:9,5:4,5: ] 3 o 2006
) circulagdo. Melhor estabilidade.
0,05) — Ligante- folato
S100PC:Chol:DSPEMPEGq, L 3
Estudo in vitro de captagdo ; )
0:-Mal-DSPE-PEG,qq ul Captacdo celular maior para as
celular
(90:10:4:1) e incubado com células tumorais que apresentam o Yang etal.,
) (BT-474, SK-BR-3, MDA-MB-
Herceptin-DSPE-PEGq0 — receptor HER2 (BT-474 e SK-BR-3).  2007b
) 231) e estudos de . . .
Imunolipossomas — o Maior tempo de circulagéo.
L farmacocinética.
HerceptinTiolado
DLPE:DLPG (9:1) e adigéo, . . o
) . Citotoxicidade in vitro (CT-26), . y )
posterior, de acido . ) Maior acumulagéo no tecido tumoral.
o ensaio de biomarcador o
hilurénico 0,1 M (na . ] 3 Reducéo na producéo de citocinas o
B sanguineo, ensaio de producdo . . o Rivkin et al.,
proporgdo total de o o pro-inflamatodrias e atividade
de citocinas e atividade 2010

substancia lipidica) —
Modificado com Acido

Hialuronico®

antitumoral in vivo
(CT-26).

antitumoral 4 vezes maior quando

comparada ao Taxol®
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Continuacédo da Tabela 2. Estudos envolvendo o emprego de lipossomas na vetoriza¢do do PTX para a terapia do

cancer.
Magnetolipossoma
Atividade antitumoral in vivo
Aumento em cerca de 5 vezes do
HSPC:Chol: (EMT-6), estudos de o ] 3
T tempo de meia vida de circulagdo. Zhangetal.,
DCP:TOC biodistribuicdo,

Lo . Maior acumulo na regiéo tumoral. 2005
(62:31:7:2,5) e Fes0,.  farmacocinética e toxicidade . .
Menor toxicidade cardiaca.
aguda.

PG: Fosfatidilglicerol; PC: Fosfatidilcolina; DLPC: Dilauroilglicerol fosfatidilcolina; EPC: Fosfatidilcolina de
ovo; DPPE-PEGsy: Dipalmitoilfosfatidiletanolamina associada ao polietilenoglicol 5000; SPC: Fosfatidilcolina
de soja; DSPEmMPEG,y,: Dioleoilfosfatidiletanolamina associada ao metoxipolietilenoglicol 2000; DSPE-
PEG,0: Dioleoilfosfatidiletanolamina associada ao polietilenoglicol 2000; Chol: Colesterol; HSPC:
Fosfatidilcolina de soja hidrogenada; Sio0PC: Fosfatidilcolina de soja 100%; Chol-Hz-mPEG,q: Colesterol
ativado com hidrazina associado ao polietilenoglicol 2000; DPPC: Dipalmitoil fosfatidilcolina; DMPG:
Dimiristoil fosfatidilglicerol; DSPE-PEG-folato: Dioleoilfosfatidiletanolamina associada ao polietilenoglicol e
ao folato; Mal-DSPE-PEG,y: Dioleoilfosfatidiletanolamina associada ao polietilenoglicol 2000 derivatizado
com meleimide ; DLPE: 1,-didodecanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina; DLPG: 1,2-dilauroil-sn-glicero-3-
glicerol; DCP: Colesterol dicetilfosfato; TOC: a-tocoferol; Fe;04: Oxido de ferro; DMT: dose méxima tolerada;
i.v: intravenoso; i.p: intraperitoneal; RES: sistema reticulo endotelial; #: Acido Hialurdnico se liga ao receptores
CD44 e CD168 — altamente express@es em algumas células tumorais.

No cenario farmacéutico mundial, a Unica formulacdo lipossomal contendo PTX e
comercialmente disponivel é a Lipusu®, compostas por lipossomas convencionais, aprovado
na China, a qual trouxe como beneficio uma menor toxicidade em comparacéo ao Taxol®; no
entanto, a eficacia antitumoral mostrou resposta similar ao tratamento convencional
(KOUDELA; TURANEK, 2012).

1.7 Caracterizacao Fisica e Fisico-Quimica dos Lipossomas

Devido a sua natureza coloidal e complexidade de constituintes, os sistemas
veiculares, como lipossomas, necessitam de um conhecimento amplo de suas caracteristicas e
estruturas na tentativa de desenvolver sistemas adequados para a entrega de farmacos.
Geralmente, a caracterizacdo fisica e fisico-quimica € complexa sendo necessarias varias
técnicas de andlises. A avaliacdo dessas caracteristicas envolve: distribuicdo de tamanho das
vesiculas, potencial zeta ou carga superficial das particulas, determinac¢do da concentragdo do
farmaco associado aos lipossomas, analise morfoldgica e estrutural; e liberacdo do farmaco a
partir dos lipossomas (MULLER-GOYMANN, 2004; BEIJA et al., 2012).



53

1.7.1 Diametro Médio das Vesiculas Lipossomais

A obtencdo de lipossomas com didmetros reduzidos e distribuicdo homogénea é um
parametro de fundamental importancia para garantia da estabilidade de prateleira dessa forma
farmacéutica e determinante no seu comportamento farmacocinético. Varios estudos utilizam
lipossomas homogéneos com didmetro médio que varia entre 50 a 150 nm. Esse intervalo de
tamanho ¢é o ponto medio que combina eficiéncia de encapsulacdo, estabilidade do sistema e
capacidade de extravasamento através dos vasos sanguineos (LASIC, 1988).

As técnicas mais comumente utilizadas para analise do diametro e distribuicdo de
particulas incluem: técnicas de espalhamento de luz como a espectroscopia de correlacdo de
fétons (PCS) (BERGER et al., 2001; INGEBRIGTSEN; BRANDL, 2002) e microscopia,
como a microscopia eletronica de transmissdo e microscopia de forga atobmica (KANNO et al.,
2002; RUOZI et al., 2007), sendo que essas Ultimas ainda permitem avaliar a morfologia e
estrutura dos nanosistemas.

No presente trabalho, a técnica utilizada para avaliar a distribuicdo de tamanho foi a
PCS, a qual se baseia na anélise do movimento browniano das particulas. Um feixe de laser
incidente atravessa a amostra, de modo que as particulas dispersas no meio consigam espalhar
a luz. Esse espalhamento esté relacionado com o movimento browniano das particulas onde a
intensidade da luz espalhada por essas, forma um padrdo de movimento. Assim, é possivel,
mediante dispersdo da luz, determinar o didmetro médio das particulas. Particulas menores
sdo capazes de se movimentar mais rapidamente causando rapidas modificacdes no
espalhamento da luz. Por outro lado, particulas com diametros maiores, possuem menores
coeficientes de difusdo, resultando em menores flutuacbes na intensidade do espalhamento da
luz (HASKELL,1998).

1.7.2 Potencial Zeta

O potencial zeta influencia diretamente a estabilidade de preparagdes lipossomais,
contribuindo ou ndo para a formacdo de agregados. A medida do potencial zeta € o método

mais utilizado para estimar a carga superficial e interagBes repulsivas entre particulas de um
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coloide, sendo comumente utilizada para inferir sobre a estabilidade desse tipo de sistema
(CASALS et al., 2003).

A carga existente na fronteira entre a superficie de uma particula individual e seus ions
associados, no plano de cisalhamento, é definida como potencial zeta. A carga ndo pode ser
medida diretamente, porém, pode-se estimar a grandeza da carga elétrica mediante medida de
mobilidade eletroforética das particulas ao serem submetidas a aplicacdo de um determinado
campo elétrico (HONARY; ZAHIR, 2013a; HONARY; ZAHIR, 2013b). Para a determinacao
do potencial zeta as amostras sdo submetidas a incidéncia de um feixe de luz e aplicacdo de
um campo elétrico de forgas conhecidas. As particulas carregadas se deslocam com
velocidades distintas, dependendo da carga superficial, ocasionando deslocamentos da
frequéncia do feixe de luz incidente. Os espectros de frequéncia gerados sdo utilizados para
calcular a velocidade de deslocamento, que por sua vez, é convertida em valores de
mobilidade. Quanto maior a carga superficial, maior sera a velocidade com que as particulas
deslocam em direcdo aos eletrodos de carga oposta (MALVERN INSTRUMENTS, 1996).

A magnitude deste potencial permite uma avaliacdo da estabilidade das particulas em
suspensdo, considerando que, se todas as particulas apresentarem um valor altamente positivo
ou negativo, elas irdo repelir umas as outras evitando agregacao. Preparacdes apresentando
um potencial zeta inferior a = 10 mV séo geralmente instaveis, enquanto valores superiores a
+ 30 mV conferem uma boa estabilidade. A agregacéo das particulas ocorre quando as forcas
de atracdo do tipo Van der Waals sdo maiores que as forcas de repulsdo eletrostaticas
(MORA-HUERTAS et al., 2010).

O potencial de superficie também pode influenciar a resposta biolégica do farmaco.
Na circulacdo sistémica, as particulas convencionais sdo rapidamente capturadas pelas células
do SFM quando o diametro e a carga superficial sdo aumentados (MORA-HUERTAS et al.,
2010).

1.7.3 Taxa de Encapsulacéo

A eficacia dos lipossomas in vivo e suas propriedades fisico-quimicas dependem da
quantidade de substancia encapsulada. A determinacdo da taxa de encapsulagdo refere-se a
quantificacdo do percentual do farmaco retido nos lipossomas em relacéo a quantidade inicial
empregada. Essa quantificacdo é realizada ap0s a separacdo do farmaco ndo encapsulado
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empregando-se métodos de purificacdo da preparagdo lipossomal, como a centrifugacdo, a
didlise ou a cromatografia de gel filtracdo. Os lipossomas purificados sdo posteriormente
desestabilizados com a adicdo de um agente surfactante, como por exemplo, o Triton X-100,
ou alcool isopropilico, liberando-se o farmaco encapsulado, o qual é quantificado pelo uso de
método especifico.

E importante obter altas taxas de encapsulacdo, especialmente quando o farmaco
possui doses elevadas ou quando ndo é possivel o reaproveitamento do farmaco néo
encapsulado. A relacdo farmaco/lipide também deve ser maximizada, uma vez que determina
a quantidade de lipide administrada ao paciente. Assim, quanto menor a quantidade de lipide
veiculada, menores serdo os riscos de efeitos colaterais associados ao uso da formulagéo
lipossomal (FREZARD et al., 2005).

1.7.4 Analise Morfol6gica

Conhecer a morfologia de um sistema nanocarreador implica em avaliar as particulas
individualmente e sua vizinhanca em termos de rigidez, agregacao, a forma de associagédo
com o farmaco ou outro substrato dentre outros aspectos (PICAS et al., 2012). Para tal,
técnicas microscopicas como a microscopia de transmissdo eletrbnica (TEM) e de forca
atdbmica (AFM) tém sido utilizadas para caracterizar a estrutura de sistemas lipossomais
(NAKANQO et al., 2008; MINEMATSU et al., 2011).

Em particular, a TEM fornece informacdes sobre tamanho, distribui¢cdo e morfologia,
porém os lipossomas podem sofrer perturbacfes em sua estrutura desencadeada pelas
condicdes de alto vacuo e processos de coloracdo. Nos ultimos anos, a AFM vem ganhando
atencdo na caracterizacdo de lipossomas, sendo, portanto, a técnica utilizada no presente
estudo. A AFM permite a obtencdo de resultados em resolugdo dimensional de
aproximadamente 1A em diversas amostras, inclusive bioldgicas, sob diferentes condicdes
ambientais e sem a necessidade de procedimentos sofisticados de preparo das amostras. Dessa
forma, tornam as analises mais rapidas e de facil execucéo, principalmente usando amostras
em seu estado nativo (RUOZI et al., 2007). No entanto, a AFM requer a adsorcdo dos
lipossomas em substratos e desse modo, por geralmente serem membranas fluidas, sdo
deformadas como formas planares. Por outro lado, as areas de superficies refletem, com certa

fidelidade, o tamanho e estruturas reais desses sistemas (KANNO et al., 2002).
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O principio bésico de funcionamento da AFM envolve a forca de interacdo entre uma
sonda e a amostra, fornecendo informagbes importantes de distribuicdo de didmetro,
organizacdo estrutural e outros. A figura 7 mostra um diagrama esquematico da configuracédo
de um microscopio de AFM. O elemento principal € uma sonda extremamente fina, uma
ponta em forma de pirdmide, ligado a um suporte (alavanca), também conhecido como
cantilever, que estd em contato com a superficie da amostra e que se movimenta em trés
dimensdes em relacdo & mesma. A medida que a sonda se aproxima de determinada amostra,
surgem forcas de interacdo sonda-amostra as quais fazem o cantilever defletir. Essa deflexéo é
detectada por um sinal laser através de um fotodetector e todo o sistema € monitorado
digitalmente, convertendo os dados topograficos da superficie da amostra (SITTERBERG et
al., 2010).

Pequenas forcas de interacdo sonda-amostra atrativas e repulsivas, em intensidade de
nano-Newtons podem ser medidas. Dessa forma, a longas distancias, essas interacGes
praticamente ndo existem. A medida que a sonda se aproxima da amostra, forcas atrativas
passam a atuar, aumentando com a aproximacado da sonda até que a separacdo seja de ordem
inter-atdbmica. Nesse ponto, surgem forcas eletrostaticas repulsivas sugerindo contato fisico
entre a sonda e a superficie da amostra (SITTERBERG et al., 2010).

Detector
Cantilever

sample = / A

Amostra

— Anélise = ~Feedback =
‘

Monitoramento

Imagem Digitalizada

FIGURA 7 - (A) Esquema de configuragdo de um microscépio de forca atdmica. O sistema de cantilever-sonda
determina a resolucdo e a qualidade das imagens obtidas. (B) Sistema cantilever — ponta tipica de uma sonda
usada em AFM (Adaptado de SITTERBERG et al., 2010).
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Baseando nessas forgas interativas, a AFM pode trabalhar em trés diferentes modos de
operacdo, sendo elas: I) contato, no qual a sonda fica permanentemente em contato com a
superficie da amostra. As interacdes por forcas repulsivas permitem obter imagens com alta
resolucdo, ao nivel atbmico, porém o atrito constante pode danificar a superficie da amostra,
obtendo imagens distorcidas. 1) Contato intermitente propicia o contato sonda-amostra
apenas em fragcdes de segundos, ou seja, com regime de forgas alternando entre atrativas e
repulsivas, conseguindo altas resolu¢des sem deformacdo da amostra, possibilitando analise
de amostras menos resistentes como membranas, células e os lipossomas. I11) O modo nao
contato trabalha com regime apenas onde a forca € atrativa, apresentando resolugdo limitada
apesar da vantagem de n&o danificar a amostra (SITTERBERG et al., 2010).

1.7.5 Caracterizacdo da Organizacdo Supramolecular dos Lipossomas por Espalhamento de
Raios-X a Baixo Angulo

As membranas lipossomais podem exibir diferentes niveis de fluidez de acordo com a
composicdo dos seus fosfolipides. Em sua fase cristal-liqguido as membranas possuem um
comportamento de fase complexo que depende tanto da concentracdo dos lipides quanto da
temperatura em que estdo sendo formadas, influenciando sua estabilidade e a liberacdo do
contetdo carreado (FREZARD, 2005; NAGLE; TRISTAM-NAGLE, 2000).

As transicdes que ocorrem naturalmente ou em funcéao de alguns fosfolipides presentes
nas biomembranas, passando da fase lamelar (bicamada estavel) para outras fases néo
lamelares tem sido objeto de investigacdo dos pesquisadores pela suposi¢do da existéncia de
uma relacdo entre este comportamento termodinamico dos lipides e o processo de liberacéo
intracelular de farmacos mediado por lipossomas (FATTAL et al., 2004).

Estruturas bem ordenadas como as bicamadas lipidicas conseguem espalhar uma
radiacdo incidente, como 0s raios-X, de uma forma “especular” onde um féton de uma tinica
direcdo de entrada encontra-se disperso em uma unica orientagdo de saida. Assim, o padrdo de
dispersdo bidimensional resultante pode ser usado para determinar a estrutura do elemento de
dispersdo (DONG; BOYD, 2011).

As transicOes de fases dos lipides, sua organizacdo supramolecular e o perfil das
bicamadas lipidicas, portanto, podem ser analisados a partir do padrdo de dispersdo de raios-X

(NASEDKIN et al., 2013) em diferentes condi¢des experimentais.
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A técnica de difracdo de raios-X consiste basicamente em um feixe de raios-X
monocromatico que incide sobre uma amostra e um detector instalado em um gonidémetro,
que varre o angulo de espalhamento e faz a contagem do numero de fotons da radiacéo
espalhada para cada angulo, gerando assim, o espectro de difracdo. A intensidade do
espalhamento de raios-X produzidos por uma determinada amostra é uma funcdo do angulo
de espalhamento. As informacdes estruturais de como os atomos estdo dispostos em um
conjunto, a distancia e o angulo intermolecular podem ser obtidos através da intensidade de
dispersdo dos raios-X em funcéo do angulo 6 (DONG; BOYD, 2011).

O espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS), é usado para detectar
espalhamento em angulos 6 < 10° o que corresponde a distancias inter-planares com
dimens6es nanométricas. O SAXS tem sido objeto de estudos para os sistemas lipossomais no
intuito de elucidar propriedades como a dindmica de automontagem de lipossomas a partir de
micelas e suas interacdes com diversas moléculas (LOPEZ et al., 2002; WEISS et al., 2005),
os efeitos da carga de farmacos sobre a estrutura das vesiculas (SALVATI et al., 2007) e o
mecanismo de liberacdo das moléculas e farmacos carreados mediante mudancas estruturais
dos lipossomas em resposta a um estimulo, como os lipossomas pH-sensiveis (SILVA et al.,
2011).

Na figura 8 é possivel observar uma representacdo esquematica dos parametros
estruturais das moléculas de DOPE organizadas na forma hexagonal (H,;) e na forma lamelar
(L). Os modelos de célula unitaria apresentados foram construidos a partir do espalhamento
de raios-X e transformada de Fourrier (TURNER; GRUNER, 1992). No corte transversal da
estrutura hexagonal, d corresponde ao espacamento hexagonal; dmax 0 comprimento maior da
cadeia lipidica; dy;;, 0 comprimento menor da cadeia lipidica e R,y a medida de raio do centro
aquoso. Para os lipossomas organizados na fase lamelar, d corresponde a espessura da lamela;

dw, a espessura da por¢do hidrofilica e d,, a espessura da bicamada.
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(a) Fase Hexagonal (Hy)) (b) Fase Lamelar

FIGURA 8 - Representacdo esquematica das moléculas de DOPE organizadas na fase hexagonal (H,;) e na fase
lamelar (L) segundo TURNER e GRUNER, 1992,

Quando a amostra em questdo € perfeitamente organizada em nivel atdbmico, o
espectro de raios-X obtido contém um perfil de difracdo altamente definido, chamada de
reflexdes de Bragg. Nesse caso, ha um espalhamento cooperativo onde todas as unidades
espalhantes estdo em fase (MERTINS, 2008).

A intensidade difratada pode ser assumida como uma funcéo do vetor de espalhamento
g, que representa a mudanca no vetor de onda do feixe difratado. O médulo do vetor de onda
é dado por:

q =4z senb/ Ao

Como no espalhamento de luz, o vetor de onda q esta relacionado com o tamanho da
amostra observada e para 0 SAXS obtém-se informagdes dimensionais de estruturas
significativamente maiores do que as dimensfes atbmicas. Portanto, o dominio tipico dessa
técnica compreende valores de g menores do que 0,1 A™ (6 = 1°). Equivalentemente, a lei de

Bragg pode ser escrita como:

q=n(2z/ d)
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Onde n é um numero inteiro e d € a separacdo entre dois planos espalhantes. Quando
existe uma série de planos igualmente espacados, a intensidade espalhada 1(q) é quase zero,
exceto onde a lei de Bragg é satisfeita. Nesse caso, a difracdo fornece uma série de picos
igualmente espacados a uma distancia de 2z/d ao longo da direcdo normal dos planos
(MERTINS, 2008).

Se uma amostra possui muitos microdominios, com diversas orientagdes distribuidas
aleatoriamente, as condicGes de Bragg serdo satisfeitas para todos os valores de n e sera
possivel a observacdo simultanea de todos os possiveis picos de difracdo. A intensidade de
espalhamento medida no detector varia somente com a magnitude de g e ndo com sua diregao.
Assim, o perfil de espalhamento é representado por um gréafico de intensidade em funcdo de q
(MERTINS, 2008).

Um padrdo de espalhamento com raz@es de distancias intermoleculares iguaisa 1, 2, 3,
4,..., infere que as moléculas dos lipides estdo organizadas na fase lamelar; para razdes iguais
al,V3,2,V7,3,V12....a organizag¢do sugerida ¢ a hexagonal e para razoes iguais a 1, V2,3,

2, \/5, \/6, \/8, 3 ..., a organizacao e sugestiva de cubica (SEDDON, 1990).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar uma formulacéo de lipossomas pH-sensiveis de circulacéo
prolongada funcionalizada com folato contendo PTX e avaliar sua potencial utilizacdo no

tratamento do cancer de mama.

Objetivos Especificos

o Desenvolver e validar um método analitico para o doseamento do PTX em
formulag6es lipossomais por espectrofotometria derivada no ultravioleta.

o Avaliar a influéncia da composicdo lipidica quali e quantitativa e a
concentracdo de PTX nas caracteristicas fisico-quimicas (didametro médio, distribuicdo de
tamanho das vesiculas, indice de polidispersdo, teor de encapsulacdo e potencial zeta) das
formulagbes propostas;

o Avaliar a influéncia da composicdo lipidica nas propriedades de pH-
sensibilidade e organizacao supramolecular dos lipossomas;

o Caracterizar a formulacdo lipossomal escolhida do ponto de vista morfoldgico
através da microscopia de forca atdmica;

o Avaliar a estabilidade preliminar da formulacéo lipossomal,

o Avaliar a citotoxicidade in vitro da formulacdo lipossomal em linhagens
celulares de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) e células normais (L929).






CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO
UTILIZANDO A ESPECTROFOTOMETRIA DERIVADA NA REGIAO DO
ULTRAVIOLETA PARA O DOSEAMENTO DO PACLITAXEL
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de métodos analiticos que permitem quantificar farmacos em
matérias-primas e produtos acabados é fundamental para o controle de qualidade no &mbito
das pesquisas e na indstria farmacéutica (NOVAKOVA et al., 2008).

A escolha do método de quantificacdo baseia-se em varios fatores que incluem
estrutura e caracteristicas do farmaco, pureza, quantidade da amostra, disponibilidade de
instrumentos e equipamentos, rapidez, custo reduzido, bem como etapas de preparo da
amostra. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) associada a diferentes tipos de
detectores tem representado o método de escolha para o desenvolvimento dos principais
métodos analiticos e bioanaliticos (RAO et al., 2005).

Nesse contexto, para garantir que as caracteristicas de desempenho do método
analitico sejam entendidas e para demonstrar que 0 mesmo é cientificamente coerente, sdo
necessarias algumas verificacbes que, coletivamente, sdo conhecidas como validacdo. A
validacdo de um método estabelece, mediante estudos sistematicos, que 0 mesmo é adequado
a finalidade requerida, ou seja, suas caracteristicas de desempenho sdo capazes de produzir
resultados correspondentes as necessidades do questionamento analitico, assegurando a
confiabilidade dos resultados. No Brasil, a validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos é
regulamentada pela Resolucdo Especifica n°® 899, publicada em 2 de junho de 2003
(ANVISA, 2003), enquanto, as diretrizes da Conferéncia Internacional de Padronizagdo de
Requerimentos Técnicos para Registro de Produtos Farmacéuticos de Uso Humano
(International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use) estabelecem os critérios para a validacdo de métodos
analiticos no ambito internacional (ICH, 2005). Os parametros fundamentais de avaliacdo
considerados durante a validacdo de um método analitico sdo especificidade, linearidade,
exatidao, preciséo, robustez e limites de deteccdo e quantificacao.

A CLAE é o método analitico preconizado para o doseamento do PTX e o mais
utilizado, de acordo com a literatura, na quantificacdo desse farmaco em amostras biologicas,
matéria-prima e produto acabado (HUIZING et al., 1995; MARTIN et al., 1998; CIUTARU et
al., 2004; BADEA et al., 2004; MITTAL et al., 2007; USP32, 2008). Apesar das vantagens
indubitaveis da CLAE, essa apresenta algumas limitagdes como alto custo de instrumentacdo
e operacao, tempo relativamente longo para analise e necessidade de experiéncia no manuseio

do equipamento e processamento de amostras (TAVARES et al., 2012).
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Os métodos espectrofotométricos associados ao tratamento de dados tém sido
frequentemente utilizados na quantificagdo de farmacos devido sua disponibilidade de
instrumentacdo, simplicidade e rapidez. A melhor técnica para esse fim é a derivacdo das
curvas espectrofotométricas de absorbancias versus comprimento de onda conhecida como
espectrofotometria derivada na regido do ultravioleta (ED-UV) (MARKOVIC et al., 2010) .

Essa técnica permite revelar detalhes espectrais que ndo sdo observados em um
espectro normal, conseguindo assim, contornar um problema analitico classico que é a
sobreposicdo das bandas eletrénicas da espectrofotometria convencional na regido do
ultravioleta. A transformacdo do espectro classico ou de ordem zero através da derivacéo do
mesmo pela técnica de ED-UV possibilita a separacdo de sinais sobrepostos e a melhor
individualizacdo dos constituintes da amostra pelo aumento do ndmero de bandas de
absorcéo, obedecendo a Lei de Beer-Lambert (PASCHOAL et al., 2003; DONATO et al.,
2010). Desse modo, a ED-UV permite determinar simultaneamente dois ou mais farmacos, ou
mesmo uma substancia que sofra a interferéncia de outros componentes presentes na amostra,
sem tratamento prévio da mesma (DONATO et al., 2010; BRAGA et al., 2012; OJEDA;
ROJAS, 2013).

Diversas técnicas ou métodos de derivada sdo encontrados na literatura para a
quantificacdo de farmacos: zero pico, ponto de anula¢do, derivada da calibracdo de espectros,
calibracdo multiderivada, dentre outras. A técnica do ponto de anulagdo ou zero crossing é a
mais utilizada, permitindo quantificar uma determinada substancia em um dado comprimento
de onda em que a derivada dos outros componentes da formulacdo apresenta valor igual a
zero ou nao significativo, e vice-versa (DONATO et al., 2010; OJEDA; ROJAS, 2013).

A ED-UV apresenta maior sensibilidade e maior seletividade quando comparada a
espectrofotometria convencional. O aumento da seletividade deve-se a separacdo das bandas
sobrepostas, enquanto o aumento da sensibilidade € atribuido a amplificacdo do sinal da
derivada e diminuicdo do ruido. Pardmetros instrumentais como a ordem da derivada, o
incremento do delta lambda (AA) na qual a derivada ¢ obtida, a suavizagdo e a escolha do
ponto de anulacdo devem ser otimizados e usados com cautela para se obter uma boa
resolucdo da banda espectral e uma boa seletividade e sensibilidade do método (EL-SAYED;
EL-SALEM, 2005; DONATO et al., 2010; OJEDA; ROJAS, 2013).

Trabalhos recentes vém mostrando a eficiéncia da espectrofotometria derivada para
determinacdo de farmacos, eliminando a interferéncia de outros farmacos presentes, produtos

de degradacéo e excipientes das formulagdes convencionais e nanoestruturadas (MARTINS et
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al., 2007; DASTIDAR; SA, 2009; PATEL et al., 2010; MALIPATIL et al., 2011; BRAGA et
al., 2012; TAVARES et al., 2012).

Até 0 momento, ndo existem relatos na literatura que reportem a quantificacdo do PTX
por ED-UV. Assim, nessa primeira parte do estudo foi desenvolvido e validado um método
espectrofotométrico usando a derivada na regido do ultravioleta, para quantificagdo do PTX

em formulagdes lipossomais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

2.1.1 Reagentes

O PTX foi fornecido pela Quiral Quimica do Brasil S/A (Juiz de Fora, Brasil) com
pureza maior que 97%. O metanol foi obtido da Isofar (Rio de Janeiro, Brasil) e ProQuimios
(Rio de Janeiro, Brasil), o alcool isopropilico foi adquirido também pela Isofar (Rio de
Janeiro, Brasil). As demais substancias utilizadas foram de grau reagente, sem purificacdo

adicional.

2.1.2 Equipamentos e condic¢des de analise

O espectrofotdmetro utilizado foi 0 modelo UV-6300 PC com feixe duplo e largura de
banda correspondente a 0,5; 1; 2 e 4 nm da marca ALLCROM, monitorado por um
computador utilizando o software UV-Vis Analyst. Para a leitura, foi utilizado cubeta de
quartzo de caminho Optico correspondente a 1 cm e 0s espectros de varredura na regido do
ultravioleta foram obtidos em comprimento de onda (A) de 200 a 400 nm. Em seguida, o
espectro de ordem zero foi submetido a conversdo para obtencdo da primeira derivada
(dA/dA) com AL igual a 2 nm e fator de escala igual a 1, sendo o A igual a 246 nm escolhido
como o ponto de anulagdo ou zero crossing. Esse A foi escolhido, uma vez que, a absor¢ao
para os componentes da matriz lipossomal é nula diferentemente da observada para o PTX.
As analises foram realizadas a temperatura ambiente, aproximadamente 25°C, ap0s o aparelho
ter sido zerado com metanol.

Foram utilizados também balanca analitica Mettler Toledo® (modelo AB 204),
centrifuga de bancada refrigerada Sigma® (modelo 4k-15) e medidor de pH de bancada digital
Tecnopom® (modelo mPA210).
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2.2 Métodos

2.2.1 Especificidade

Com o objetivo de verificar a interferéncia dos componentes dos lipossomas na analise
quantitativa do PTX, foi feita uma comparacdo do espectro de ordem zero obtido para uma
solugdo de PTX (15 pg/mL), com o espectro de ordem zero obtido para a formulagéo de
lipossomas brancos (LpHS, isentos de PTX). Os lipossomas foram compostos por
DOPE/CHEMS/DSPE-PEG, razdo molar 5,7:3,8:0,5 e preparados pelo método de hidratacéo
do filme lipidico. Ap6s preparacao, os LpHS foram submetidos a centrifugagdo a 3000 rpm, a
4°C, por 10 minutos, para eliminacdo de possiveis residuos de titanio da sonda de sonicagao.

Os lipossomas foram solubilizados em alcool isopropilico, na propor¢do volumétrica
de 1:3 e, posteriormente, diluidos em metanol para um volume final de 1,5 mL, até a maxima
concentracdo lipidica utilizada nas condicGes de trabalho (20 mM). Em seguida, as varreduras
das solugdes correspondentes aos LpHS e ao PTX na regido do ultravioleta (200 a 400 nm)
foram obtidas, verificando as sobreposicGes das bandas espectrais. Posteriormente, 0s
espectros derivativos foram obtidos a partir dos espectros de ordem zero até otimizagdo do
ponto de anulacdo para os espectros dos LpHS, mantendo uma boa resolucdo das bandas

espectrais bem como boa seletividade e sensibilidade do método.

2.2.2 Linearidade

Para a determinacdo da linearidade do método por ED-UV foi construida uma curva
de calibragdo apresentando oito pontos relativos a diferentes concentragdes de solucbes de
PTX em metanol, preparadas e analisadas em triplicatas, ou seja, trés curvas foram obtidas em
trés dias diferentes.

Inicialmente, preparou-se uma solucdo estoque padrdo contendo 200 pg/mL de PTX,
solubilizando-se aproximadamente 10 mg do farmaco, exatamente pesados, em 25 mL de
metanol. Essa preparagédo foi transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 50
mL e o volume foi completado com metanol, seguido da homogeneizacdo. A partir dessa
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solucdo, aliquotas de 0,15; 0,30; 0,45; 0,60; 0,75; 0,90; 1,05 e 1,20 mL foram transferidas
para baldes volumétricos de 10 mL. Em seguida, o volume de cada baldo foi completado com
metanol, para obtencdo das respectivas concentracdes: 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, e 24 pg/mL. As
solucdes foram analisadas no espectrofotdmetro utilizando as condi¢bes descritas no item
2.1.2. A curva de calibragdo foi construida a partir dos valores de dA/dA x concentragdo de
PTX (ug/mL).

2.2.3 Precisao

Para a determinacdo da precisdo intra-dias foram preparadas seis solugbes de PTX 15
pg/mL (correspondente a 100% da concentragdo do teste) em metanol, a partir de uma
solucgéo estoque de 200 pg/mL, as quais foram analisadas mediante as condi¢fes descritas no
item 2.1.2. Para a determinacdo da precisao inter-dias, solucdes idénticas as anteriores foram
preparadas dois dias ap6s a analise da precisdo intra-dias e analisadas conforme descrito.

A precisdo foi expressa como o desvio padréo relativo (DPR%) das concentragdes

médias determinadas (CMD), dado pela férmula:

DPR = DP/CMD x 100

onde DP é o desvio padrdo das CMD (ANVISA, 2003).

2.2.4 Exatidao

Para a determinagdo da exatiddo foram adicionadas solucdes de PTX as formula¢bes
de LpHS, previamente preparados, em trés concentracdes diferentes sendo: 12 pg/mL (baixa
concentracdo), 15 pg/mL (média concentracdo) e 18 pg/mL (alta concentracdo). Todas as
amostras foram preparadas em triplicatas (n = 9) e posteriormente analisadas mediante

condigdes descritas no item 2.1.2.
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A exatiddo foi expressa pela relacdo entre a CMD e a concentragdo tedrica (CT)

correspondente, de acordo com a seguinte formula:

Exatiddo = CMD/CT x 100.

2.2.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada mediante mudanca da fonte fornecedora do metanol
(ProQuimios e Isofar) e da acidez do mesmo pela adi¢do de 0,1 mL de uma solucéo de &cido
cloridrico a 0,1 M em 50 mL de metanol. Para determinacdo, foram preparadas solucfes de
PTX 15 pg/mL a partir de uma solucdo estoque de PTX a 200 pg/mL pela transferéncia de
0,75 mL dessa solucéo para balGes volumétricos de 10 mL. Em seguida o volume do balao foi
completado com metanol, de acordo com cada alteracdo no parametro e analisados de acordo
com o item 2.1.2.

Os resultados da robustez foram expressos como a média da concentracdo do analito e
0 DPR%.

2.2.6 Limites de Deteccdo e Quantificacdo

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados por meio de calculos
matematicos baseados na média das trés curvas de calibracdo utilizando as seguintes

equac0es, respectivamente:

LD = 3.30/IC

LO = 106/IC

onde, LD ¢ o limite de detecgdo estimado (ng/mL); LQ € o limite de quantificagdo estimado

(ug/mL); o é o desvio padrdo médio obtido por meio da curva de calibracdo e IC é a

inclinacdo da curva de calibrag&o.
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2.2.7 Andlise Estatistica

A linearidade do método foi avaliada mediante o calculo da regressdo linear pelo
método dos minimos quadrados e pelo coeficiente de correlacdo linear (r). Para avaliar a
qualidade do ajuste do modelo utilizou-se a anélise de variancia (ANOVA). Os outros
parametros foram verificados por andlise do DP, DPR e Recuperacdo Média como
preconizados pela RDC n° 899 (ANVISA, 2003) e ICH (ICH, 2005). As médias obtidas no
teste de precisdo bem como o coeficiente de variacdo entre as médias obtido no teste de
robustez foram analisados pelo teste t de Student, utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.
Para todas as analises adotou-se o intervalo de confianca de 95% e as diferencas foram

consideradas significativas quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05 (p<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificacdo de substancias atraves de métodos analiticos € um processo baseado
em dados quantitativos, e por isso, € de extrema importancia verificar a qualidade dos
resultados com o objetivo de garantir confiabilidade. Ao propor um método analitico
inexistente nos compéndios oficiais, sempre € necessario que esse método passe por um
conjunto de critérios conhecidos como validacdo (ANVISA, 2003).

No processo de validacéo, é importante detectar erros sistematicos dos procedimentos
analiticos e oferecer evidéncias comprovadas que o método é capaz de realizar, de forma
adequada, aquilo que se pretende. E isso consiste em realizar uma série de ensaios analiticos e
estudos que comparem o0s resultados obtidos com os critérios pré-estabelecidos por
regulamentacdes nacionais e/ou internacionais. Dessa forma, 0 método proposto nesse estudo
para a quantificacdo do PTX foi desenvolvido e validado segundo os critérios estabelecidos
pela RDC n° 899 de 2003 e as diretrizes da ICH de 2005, em termos de especificidade,

linearidade, precisdo, exatiddo, robustez e limites de quantificacdo e deteccéo.

3.1 Especificidade

A especificidade é a capacidade do método analitico em diferenciar e quantificar,
exatamente, um determinado composto em presenca de outros componentes como impurezas,
produtos de degradacdo e componentes da matriz (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

Os espectros de ordem zero no ultravioleta mostraram um pico maximo de absorcao
para a solugdo de PTX em 227 nm e para 0os componentes dos LpHS em, aproximadamente,
210 nm. Na figura 9, observa-se que as bandas de transi¢do eletrdnica do espectro de ordem
zero dos LpHS se sobrepdem as do farmaco. Nao foi encontrado um A nos referidos espectros
em que esses interferentes tivessem absorcdo desprezivel, impossibilitando a determinacéo do
PTX na presenga da matriz lipossomal, uma vez que, pode levar um aumento da absorgéo
desse farmaco (PASCHOAL et al., 2003). Portanto, 0 método classico da espectrofotometria

na regido do UV néo pode ser aplicado para a determinacdo do PTX presente nessa matriz.



73

® LpHS
o
c PTX
«©
o
S
o
@
o
<
0,0 . : . 1 - ——
200 250 300 350 400

A (nm)

FIGURA 9 - Espectro de absorcdo de ordem zero obtido na regido do ultravioleta (200 a 400 nm) para uma

solucdo do PTX 15 pg/mL e lipossomas brancos (LpHS) em metanol.

Na busca de métodos analiticos para quantificacdo de substdncias em matrizes
complexas, a ED-UV tem se mostrado eficiente para a determinacao de principios ativos (EL-
SAYED; EL-SALEM, 2005). Como j& mencionado, a ED-UV é uma técnica que permite a
deteccdo simultanea de dois ou mais compostos na mesma amostra, Ou mesmo um composto
que sofre interferéncia de outros constituintes da formulacdo mediante sobreposicdo das
bandas espectrais, sem a necessidade de separacGes prévias (PASCHOAL et al., 2003;
DONATO et al., 2010; BRAGA et al., 2012; OJEDA; ROJAS, 2013), como ocorreu com 0
PTX no referido sistema lipossomal. Portanto, a derivacdo do espectro possibilita melhorar a
resolucédo, separando sinais sobrepostos e, consequentemente, eliminar possiveis interferentes
dos componentes lipidicos.

A primeira derivada (dA/dA) € a razdo entre a variacdo da absorbdncia versus o
variacdo do comprimento de onda (DONATO et al.,, 2010). Na figura 10 observa-se o
espectro da dA/dA com AA igual a 2, faixa de varredura de 200 a 400 nm e fator de escala 1.

Os dados demonstraram a anulacdo da interferéncia dos componentes do LpHS no A igual a
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246 nm, e auséncia de anulagdo para a solugdo de PTX nesse mesmo A, o que possibilita a

detec¢do apenas para o farmaco em questdo.
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FIGURA 10 - Espectro de absor¢do de primeira derivada obtido para uma solu¢do do PTX 15 pg/mL e dos
(LpHS) em metanol, utilizando AA =2 nm e fator de escala 1. A seta com o comprimento de onda indica o ponto

de anulacdo para os componentes dos lipossomas.

Com a finalidade de aprimorar a técnica empregada, alguns parametros podem ser
ajustados experimentalmente como fator de escala e o AL (TAVARES et al., 2012). De acordo
com Donato e colaboradores (2010) a otimizagdo do AA reflete em uma melhor seletividade,
alta sensibilidade e adequacdo sinal ruido, uma vez que este afeta a forma do espectro da
derivada. A fim de avaliar a influéncia do A\ sobre o espectro da derivada, esse pardmetro foi
alterado para 4 ¢ 8, mantendo a dA/dA com faixa de varredura de 200 a 400 nm e fator de
escala 1.No entanto os resultados mostraram uma perda de resolucdo espectral com
diminuicdo da amplitude do sinal e perda do ponto de anulagdo (Figura 11) que,
possivelmente, pode prejudicar a sensibilidade do método quando comparado com o AA igual

az2.
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FIGURA 11 - Espectro de absor¢do de primeira derivada obtido para uma solu¢do do PTX 15 pg/mL e dos

lipossomas brancos (LpHS) em metanol, utilizando fator de escala 1 ¢ AL =4 nm (A) e AL = 8 nm (B).

Resultados semelhantes foram observados durante a quantificacdo do lopinavir e

ritonavir em uma formulagdo farmacéutica. Ao aumentar o valor de AA de 2 para 4 foi

relatado uma diminuicéo da frequéncia de onda dos espectros e consequentemente dos pontos

de anulacéo que possibilitava a quantificacdo dos farmacos (DONATO et al., 2010).
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O fator de escala altera apenas a amplitude da onda dos espectros (DONATO et al.,
2010). Segundo Toral e colaboradores (2002) o valor do fator de escala deve ser avaliado a
fim de evitar o efeito de distor¢do nos espectros, sendo considerado um parametro mais
visual. Nesse estudo, adotou-se fator de escala igual a 1, uma vez que, visualmente, 0s
espectros apresentaram boa resolucdo e adequada relagao sinal-ruido.

Para utilizacdo do presente método na quantificagdo do PTX nas formulacbes
desenvolvidas nesse estudo, foram realizadas andlises da especificidade para formulacbes
lipossomais mediante a inclusdo do DSPE-PEG-folato e da fosfatidilcolina de soja (SPC), e 0s
resultados mostraram que esses componentes ndo promoveram interferéncia da especificidade
do método pelas condi¢des propostas (ANEXO A).

Portanto, para assegurar a eliminacdo dos interferentes dos componentes lipidicos,
foram estabelecidos os seguintes critérios para o método analitico: primeira derivada (dA/dA),
com AA igual a 2 nm, fator de escala 1 e o ponto de anulagdo para o LpHS em A igual a 246

nm.

3.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada por meio da curva analitica e esta relacionada a capacidade
do método em demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentragdo do analito na amostra, de acordo com um intervalo especificado (ANVISA,
2003).

A curva analitica para o método, resultante da média de trés curvas padrdo construida
a partir das oito concentracGes analisadas, em dias diferentes esta representada na Figura 12.
Os dados foram ajustados por andlise de regressdo linear e a equacdo da reta obtida foi y =
0,00097x + 0,00038 com coeficiente de determinacdo linear (r%) igual a 0,9991. Uma
correlacdo linear (r) igual a 0,9995 foi obtida entre a amplitude dos picos em 246 nm e a

concentrac¢ao correspondente de PTX no intervalo de 3,0 a 24,0 ng/mL.
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FIGURA 12 - Representacéo grafica da curva analitica para doseamento do PTX obtida pelo método ED-UV,
com a equagdo da reta, o valor do coeficiente de determinacéo linear (r?) e valor de correlagdo linear (r). Os

valores de dA/dA,46 o fOoram expressos em modulo.

Essa correlacdo linear mostra que o método segue a linearidade no intervalo proposto,
estando de acordo com as especificacdes exigidas pela RDC n° 899 (ANVISA, 2003) e pelo
ICH (ICH, 2005), que estabelecem linearidade a um método analitico quando sua correlacdo
linear é superior a 0,99.

A ANOVA dos resultados obtidos (Tabela 3) demonstrou uma regressao altamente
significativa. Ademais, nao foi observado desvio da linearidade, uma vez que, o valore de F

calculado foi menor do que o valor de F critico no nivel de 95% de confianca.
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TABELA 3 - Andlise de variancia dos dados de linearidade do método de doseamento do PTX por ED-UV.

Fonte de Variagéo Som,a- Qraus de Méd’ia. Valores de F
Quadriética Liberdade Quadratica F calculado F critico
Regresséo 0,000572 1 0,000572 165046,82 4,41°
Residuos 0,000178 18 0,0000000347 - -
Desvio da Linearidade 0,0000715 6 0,0000119 1,345 2,99°
Erro Puro 0,000106 12 0,00000886 - -
Total 0,00075 19 - - -

#Valor tedrico baseado no teste de ANOVA.

3.3 Precisao

Um método preciso é aquele que apresenta um grau adequado de concordancia entre
os resultados de andlises individuais, em idénticas condi¢des de ensaio (ANVISA, 2003; ICH,
2005).

A precisdo é determinada pela repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade. Nesse estudo, esse parametro foi avaliado pelos estudos de repetibilidade
(precisdo intra-dia) e precisdo intermediaria (precisdo inter-dias). A primeira é a concordancia
entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo, sendo verificada por no minimo seis
determinacfes a 100%. A precisdo inter-dias € a concordancia entre os resultados do mesmo
laboratorio, mas obtidos em dias diferentes com analistas e/ou equipamentos diferentes
(ANVISA, 2003).

Na tabela 4 estdo apresentados os valores das concentracfes determinadas com DP e
DPR% relativos as seis solu¢des de PTX 15 pg/mL analisadas em um mesmo dia e em dias
diferentes, respectivamente. Em ambos os casos, os valores de DPR foram inferiores a 5%
conforme preconizado pela ANVISA (2003), e a 2% como é estabelecido pelo ICH (2005),
indicando precisdo adequada ao método analitico proposto em termos de precisdo intra-
corridas e inter-corridas. Além disso, o teste t de Student revelou resultados semelhantes (p =
0,77) para as CMD nos dias 1 e 2.
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TABELA 4 - Determinacdo da precisdo intra-dia e inter-dias para o método de doseamento do PTX por ED-UV.

Concentrag&o . CMD* + DPR* (%)
) . Concentracgéao b
Nominal Dia dA/dlsgnm™ DP
Calculada (ug/mL)
(Mg/mL) (Mg/mL) Intra-dia Inter-dias
0,0152 15,3
0,0151 15,2
0,0151 15,2
1 152+0,1 0,7
0,0150 15,1
0,0152 15,3
0,0153 15,4
15,0 0,6
0,0150 15,1
0,0152 15,3
0,0151 15,2
2 152+0,1 0,6
0,0152 15,3
0,0152 15,3
0,0151 15,2

Concentracdo Média Determinada

®Desvio Padrio

“Desvio Padréo Relativo

*Qs valores de dA/dA,46 nm foram expressos em modulo

3.4 Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro
(ANVISA, 2003).

A exatiddo do método foi estabelecida pelo teste de recuperacdo do analito e 0s
resultados estdo expressos na tabela 5. Para todas as concentracdes analisadas a faixa de
recuperacdo media do PTX ficou compreendida entre 100,4 a 101,3 %, e 0 maior DPR foi de
1,3 %. Esses dados comprovam boa exatiddo para o método proposto, sugerindo que
pequenas variagbes da concentracdo de PTX, poderdo ser prontamente quantificadas. Além
disso, a faixa de recuperagdo média do PTX ficou compreendida nos intervalos estabelecidos
pelo ICH (2005) e ANVISA (2003), sendo de 98 a 102% e 95 a 105%, respectivamente.



80

TABELA 5 - Determinacédo da exatiddo do método de doseamento do PTX por ED-UV.

Concentragéo Concentragéo CMD*+ .
] N b Recuperagéo b
Nominal dA/dAa6nm Observada DP ) DP DPR® (%0)
Média (%)
(hg/mL) (ug/mL) (hg/mL)
0,0122 12
12,0 0,0121 121 12,1+0,2 100,4 0.2 13
0,0119 119
0,0150 151
15,0 0,0150 15.1 151+0,1 100,7 01 0,4
0,0151 15.2
0,0181 183
18,0 0,0179 18.1 18,2+0,2 101,3 0.2 0,9
0,0182 18.4

Concentracdo Média Determinada

*Desvio Padrio

“Desvio Padrio Relativo

*Qs valores de dA/dA,46 nm fOram expressos em maédulo

3.5 Robustez

A capacidade de um método analitico em resistir a pequenas e deliberadas variacfes
dos parametros analiticos é conhecida como robustez (ANVISA, 2003). Um método é
considerado robusto quando, os valores de DPR séo inferiores a 2% (ICH, 2005) ou 5%
(ANVISA, 2013) e a faixa de recuperacdo média do analito fica compreendida entre 98 e
102% (ICH, 2005) ou 95 a 105% (ANVISA, 2013).

A tabela 6 apresenta os resultados obtidos apos alteracdo do fornecedor do metanol e
alteracdo da acidez do solvente por adicdo de 0,1 mL de HCI 0,1 M. Em ambos os casos, 0s
valores de DPR foram inferiores a 2% e a recuperagdo média do analito foi em torno de
100%. Além disso, a analise dos dados pelo teste t de Student mostrou valores de p iguais a
0,64 e 0,85 para variacdo do fornecedor de metanol e mudanga de acidez, respectivamente,

demonstrando que 0 método € robusto para as condic¢des analisadas.
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TABELA 6 - Determinacéo da robustez do método de doseamento do PTX por ED-UV.

Concentracéo R Concentracéo CMD? B
] Parametro . b Recuperagéo b DPR®
Nominal dA/dAs6nm Calculada + DP o DP
Alterado Média (%0) (%)
(Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
0,0152 15,3
0,0151 15,2
Metanol 0,0151 15,2
o 152+0,1 101,5 0,7 0,7
ProQuimios 0,0150 15,1
0,0152 15,3
0,0153 154
0,0151 15,2
0,0148 14,9
Metanol 0,0151 15,2
15 15,1+0,2 100,7 1,0 1,0
Isofar 0,0149 15,0
0,0152 15,3
0,0151 15,2
0,0150 15,1
Metanol
0,0152 15,2
ProQuimios
. 0,0149 15,0
acrescido de 151+0,2 100,8 1,0 0,9
0,0152 12,3
0,1 mL de
0,0151 15,2
HCI 0,1 M
0,0149 15,0

#Concentracdo Média Determinada

®Desvio Padrio

°Desvio Padréo Relativo

*Valores de dA/dAy46 o foram expressos em modulo

3.6 Limites de Deteccéo e Quantificacéo

O limite de detecgdo € o menor valor de concentragdo da substancia em analise
possivel de ser detectada, porém ndo quantificado de forma precisa e exata (ANVISA, 2003).
Empregando-se os devidos calculos, o LD obtido para o PTX foi igual 0,99 pug/mL. Portanto,
valores de concentragdes desse farmaco igual ou superiores ao LD foram diferenciados do
ruido do equipamento e detectados (ANVISA, 2003).

Por outro lado, o limite de quantificacdo de um método de analise reflete a menor

concentracdo da substancia em analise que possa ser medida precisa e exatamente, utilizando
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um determinado procedimento analito (ANVISA, 2003). Nesse sentido, o LQ foi igual a
3,3ug/mL. Como consequéncia, valores de concentracdo de PTX igual ou superior ao valor
estimado sdo quantificados com precisdo e exatiddo aceitdveis pelo método proposto,
demonstrando boa sensibilidade ao mesmo (ANVISA, 2003).

Dessa forma, o método por ED-UV proposto para o doseamento do PTX na
formulacdo lipossomal apresentou especificidade em relagdo aos componentes dos
lipossomas, linearidade na faixa de 3,0 a 24,0 pg/mL, precisdo em termos de repetibilidade e
precisdo intermedidria, exatiddo e robustez, conforme as diretrizes estabelecidas pela RDC n°
899 (ANVISA, 2003) e pela ICH (2005); além de boa sensibilidade, mediante analises dos
limites de deteccdo e quantificacao.
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4 CONCLUSAO

Até o presente momento, ndo ha descricdo na literatura de um método analitico por
espectrofotometria derivada de primeira ordem para a quantificagdo do PTX em formulagoes
lipossomais compostas por DOPE:CHEMS:DESPE-PEG. Diante disso, um novo método de
ED-UV, usando a dA/dA, foi desenvolvido para a determinagdo desse farmaco nesse sistema
lipossomal. O método desenvolvido foi capaz de eliminar os interferentes dos componentes
lipossomais, permitindo a quantificacdo do PTX nas formulagbes com adequada preciséo,
exatidao e sensibilidade. Esse método é uma alternativa simples, rapida e menos onerosa em
comparacdo com a CLAE, preconizada como método farmacopeico, sendo facilmente

aplicado na determinacdo do PTX encapsulado em nanocarreadores.



CAPITULO 2

DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA E
AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DE FORMULACOES LIPOSSOMAIS
CONTENDO PACLITAXEL
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1 INTRODUCAO

Embora apresente atividade antitumoral comprovada contra varios tipos de tumores
s6lidos, a utilizagdo clinica do Taxol® tem sido limitada em funcdo da toxicidade induzida
pelo CrEL, dos problemas relacionados com a alteracdo da farmacocinética do PTX e de
instabilidade fisico-quimica comumente associada & formulacéo do Taxol® (GUCHELAAR et
al.,, 1994; ROWINSKY; DONEHOWER, 1995; PANCHAGNULA, 1988; SOUZA, 2004,
SCRIPTURE et al., 2005; MIELKE et al., 2006; ZHANG et al., 2014). Na tentativa de evitar
esses inconvenientes, diferentes formulacdes lipossomais tém sido propostas, possibilitando
assim reduzir a toxicidade associada ao tratamento convencional; garantir uma associacao
maior do PTX a sistemas aquosos; melhorar a liberacdo do PTX; aumentar sua concentracéo
efetiva na regido tumoral e, consequentemente, melhorar o indice terapéutico desse farmaco
(CROSASSO et al., 2000; YANG et al., 2007a; WU et al., 2006; RIVKIN et al., 2010; LUO
etal., 2012; FENG; MUMPER, 2013).

As formulagdes lipossomais contendo PTX tém sido desenvolvidas e testadas com
sucesso em varios modelos experimentais in vitro e in vivo, quando comparadas ao Taxol®,
exibindo baixa toxicidade e maior eficiéncia antitumoral (KOUDELA et al., 2010). As
primeiras formulacdes testadas foram o0s lipossomas convencionais que, apesar de
apresentarem eficiéncia no encapsulamento do PTX, mostraram o inconveniente de serem
capturados pelas células do SFM sendo eliminados da corrente sanguinea antes de
desencadearem suas acdes. Além disso, apresentaram estabilidade de armazenamento limitada
(SHIEH et al., 1997).

Com os avancos no conhecimento da biologia tumoral e na tentativa de tornar os
lipossomas mais especificos e direcionados para as células neoplésicas, estudos tém focado na
funcionalidade e reatividade dos lipossomas contendo PTX. A insercdo de um polimero inerte
e biocompativel, o PEG, na superficie dos lipossomas possibilitou a formagdo de uma camada
protetora e hidrofilica que resultou no aumento da meia vida de circulagdo sanguinea desses
sistemas minimizando o sequestro e a captura dos lipossomas pelas células do SFM. Yang e
colaboradores (2007a) durante o desenvolvimento de uma formulacdo lipossomal de
circulacdo prolongada composta por S;p0PC, Chol e DSPE-PEG, numa razdo molar de
90:10:0,5, conseguiram uma melhoria na solubilidade aquosa do PTX, para cerca de 3,4

mg/mL. Além disso, estudos in vivo demonstraram um tempo maior na meia-vida de
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circulagcdo sanguinea desses lipossomas em compara¢do aos convencionais e uma maior
efetividade na inibicao do crescimento tumoral quando comparado ao tratamento com Taxol®.

O desenvolvimento de lipossomas mais especificos e direcionados para as células
tumorais, principalmente no ambito da entrega de farmacos no interior das células também
tem sido reportado. Esses sistemas sdo projetados mediante modificacdo de sua superficie
com ligantes especificos para moléculas presentes nas células neoplasicas e/ou de sua
reatividade frente a alteracdo do pH, temperatura, dentre outros.

Wu e colaboradores (2006) desenvolveram uma formulacdo de lipossomas de
circulacdo prolongada funcionalizada com folato contento PTX. Esta formulagdo foi
composta de DPPC, DMPG, DSPE-PEG e DSPE-PEG-folato em uma razdo molar de
85,5:9,5:4,5:0,5, respectivamente, e mostrou uma eficiéncia de encapsulacdo de 98% e
atividade citotoxica 3,8 vezes maior em compara¢do com os lipossomas ndo funcionalizados,
para a linhagem de carcinoma bucal, células KB. Esse resultado foi possivel, uma vez que,
algumas linhagens tumorais humanas apresentam superexpressao de receptores para folato. E,
por outro lado, em tecidos normais essa expressdo € minima ou inexistente, possibilitando
assim o reconhecimento especifico dos lipossomas apenas pelas células tumorais (CONEY et
al., 1991; PARKER et al., 2005).

O sistema lipossomal pH-sensivel desenvolvido por Rane e Prabhakar (2009)
composto por Phospolipon 90G® (fosfatidilcolina), DOPE e CHEMS em uma razdo molar de
8:2:2, respectivamente, demonstrou uma alta eficiéncia de encapsulacdo (94%) para o PTX,
com liberacdo de 96% do contetido ap06s exposicdo das vesiculas a um pH igual a 5.

Nesse contexto, a encapsulacdo do PTX em um nanocarreador lipidico multifuncional
combinando as trés estratégias: circulacdo prolongada, pH-sensibilidade e o direcionamento
ativo via receptor de acido fdlico, pode ser uma alternativa para aumentar a estabilidade, a
eficicia terapéutica do PTX bem como reduzir a toxicidade e os efeitos adversos associados
ao uso do Taxol®. Portanto, nessa etapa do estudo, o objetivo foi desenvolver e caracterizar
lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada recobertos com folato contendo o PTX
(LpHSFT-PTX), bem como avaliar sua citotoxicidade in vitro em linhagens tumorais de
cancer de mama (MDA-MB-231 e MCF-7) e em linhagem de fibroblasto (L929).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

2.1.1 Reagentes

Diestearoilfosfatidiletanolamina associada ao polietilenoglicol 2000 e folato (DSPE-
PEG-folato) foi fornecido pela Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA).
Dioleilfosfatidiletanolamina  (DOPE), diestearoilfosfatidiletanolamina  associada ao
polietilenoglicol 2000 (DSPE-PEG) e fosfatidilcolina de soja (SPC) foram adquiridos da
Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Alemanha). Hemisuccinato de colesterila (CHEMS) foi
adquirida pela Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). O PTX foi fornecido pela Quiral
Quimica do Brasil S/A (Juiz de Fora, Brasil). O &cido félico (AF) foi adquirido pela Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemanha). O hidréxido de s6dio (NaOH) e o cloreto de sédio (NaCl)
foram obtidos pela Vetec® Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil). O CrEL® foi adquirido
da BASF (Ludwigshafen, Alemanha).

O cloroférmio foi adquirido pela Vetec® Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil).
O metanol e o alcool isopropilico foram fornecidos pela ISOFAR (Rio de Janeiro). O etanol
desidratado e o éacido cloridrico (HCI) foram obtidos pela ProQuimios (Rio de Janeiro,
Brasil).

Para os estudos de citotoxicidade in vitro, 0 meio DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium) foi obtido da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA). O meio RPMI (Roswell
Park Memorial Institute) 1640 com glicose e L-glutamina foi adquirido da American Type
Culture Collection (ATCC) (Manassas, EUA). O soro fetal bovino (SFB),
metiltiazoltetrazdlio [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-brometo  de
tetrazolio (MTT), estreptomicina 100 pg/mL, penicilina 100 UI/mL foram adquiridos pela
Gibco® Life Technologies (Carlsbad, EUA).

As seguintes linhagens celulares foram utilizadas: MCF-7 e MDA-MB-231, adquiridas
da ATCC e cedidas pela Prof® Dr2 Monica Cristina de Oliveira da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal de Minas Gerais; e L929 foi fornecida pela Prof? Dr2 Helen Rodrigues
Martins do Laboratério de Doencas Parasitdrias do Departamento de Farméacia da

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri.



88

2.1.2 Equipamentos

Para essa etapa do estudo foram utilizados os seguintes equipamentos: balanga
analitica Mettler Toledo® (modelo 4k-15); centrifuga de bancada refrigerada Sigma® (modelo
4k-15); medidor de pH de bancada digital Tecnopom® (modelo mPA210); evaporador
rotativo Fisaton® (modelo 801) acoplado & bomba de vacuo Prismatec® (modelo 131b);
agitador de bancada do tipo vértex Velp®; desrruptor de células ultrassénico Unique® (modelo
R2D091109); leitor de ELISA Molecular Devices SpectraMax Plus 384 UV/VIS acoplado ao
software SoftMax® Pro 5.4; microscopio de forca atdmica Multimode e Dimension 300
monitorado por controlador Nanoscope llla; espectrofotdmetro ALLCROM® (modelo o
modelo UV-6300 PC), zetametro Zetasizer (modelo 3000HS) e ultracentrifuga Beckman
Coulter Optima (modelo L-80).

2.2 Métodos

2.2.1 Desenvolvimento Farmacotécnico das Formulagfes Lipossomais

Diferentes preparacdes de lipossomas foram propostas a fim de alcancar uma
formulacdo de LpHSF-PTX adequada em termos de didametro médio, indice de polidispersao,
distribuicdo do tamanho das vesiculas, potencial zeta e teor de encapsulacdo do PTX. Para
isso, a etapa de desenvolvimento inicial da formulagéo foi realizada sem a adicdo do DSPE-
PEG-folato em funcdo do seu alto custo. Posteriormente, a partir da formulacéo escolhida, o
DSPE-PEG-folato foi adicionado a esta em uma propor¢do de 0,5% para os estudos de
estabilidade e atividade citotoxica. A composicao lipidica, a razdo molar e a concentragéo de

PTX para cada formulacéo proposta encontram-se descritas na Tabela 7.
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TABELA 7 — Composicao lipidica, razdo molar e concentracdo do PTX para as formulagGes propostas.
Concentracdo Total de  Concentracdo de PTX

Composicao Razao Molar Lipide (mM) (mg/mL)

1,0

DOPE:CHEMS:DSPE-PEG 5,7:3,8:0,5 20 20
0,5

DOPE:CHEMS:DSPE-PEG 5,7:3,8:0,5 10 1,0
2,0

1,0

SPC:DOPE:CHEMS:DSPE-PEG 2,0:4,5:3,0:0,5 20 20

DOPE: Dioleilfosfatidiletanolamina; CHEMS: Hemisuccinato de colesterila; DSPE-PEG:
diestearoilfosfatidiletanolamina associada ao polietilenoglicol 2000; SPC: Fosfatidilcolina de soja.

Todas as formulacdes foram preparadas pelo método de hidratacdo do filme lipidico,
também conhecido como método de Bangham (Figura 13). Inicialmente, os lipides foram
dissolvidos em cloroférmio e aliquotas dessas solucdes, juntamente com a solucdo do PTX
em cloroférmio, foram transferidas para um baldo de fundo redondo. Em seguida, utilizando
um evaporador rotativo e sob pressdo reduzida o cloroférmio foi removido da mistura até a
formacdo de um filme lipidico. Uma solugdo de NaOH 456 mM foi adicionada ao filme em
quantidade suficiente para ionizacdo do CHEMS e entdo o filme lipidico foi hidratado com
solucdo de NaCl 0,9% (p/v) e submetido a agitacdo vigorosa, em vortex, até obtencdo de uma
dispersdo homogénea de lipossomas MLV.

Posteriormente, a dispersdo foi submetida a calibracdo do tamanho mediante
sonicacdo, usando sonda de titanio, por um periodo de 5 minutos a uma poténcia de 100 W.
Para isso, os lipossomas foram transferidos para um tubo de ensaio de vidro e adaptado em
um recipiente com banho de gelo, para evitar o superaquecimento da dispersdo durante o
tempo de sonicacao.

Em sequéncia, a fracdo de PTX ndo encapsulada nos lipossomas, insoltvel no meio,
juntamente com possiveis particulas de titanio liberados pela sonda, foram separados
mediante centrifugagdo a 3000 rpm por 10 minutos e a 4°C (SANTOS; CASTANHO, 2002;
YANG et al., 2007a). O sobrenadante contendo o PTX encapsulado nos lipossomas foi entéo,

cuidadosamente, separado e em seguida armazenado em geladeira a 4°C.
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Sonda de Titanio
Ultrassom

FIGURA 13 — Etapas de Preparacdo dos Lipossomas: (A) Remocéo do cloroférmio por evaporador rotativo sob
pressao reduzida. (B) Formacdo do filme lipidico. (C) Hidratacdo do filme lipidico. (D) Calibracdo do tamanho

das vesiculas por sonicagdo (Fonte: Préprio Autor).

2.2.2 Caracterizagdo Fisico-Quimica dos Lipossomas

2.2.2.1 Diametro Medio e Distribui¢do do Tamanho das Vesiculas

O diametro médio e a distribuicdo do tamanho das vesiculas (indice de polidispersao)
foram determinados por PCS, a 25° C a um angulo de 90°, utilizando um contador de
particulas com raio laser monocromatico (Zetasizer 3000HS, Malvern Instruments,
Inglaterra). As diferentes formulacGes lipossomais foram diluidas 25 vezes em agua Mili-Q,
previamente filtrada em filtro de 0,45 um, até que se obtivesse contagem adequada de
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particulas. As determinagdes foram realizadas em triplicatas e os resultados foram expressos

como a média = DP.

2.2.2.2 Determinagdo do Potencial Zeta (()

O potencial zeta das dispersdes coloidais foi determinado pela técnica de
espalhamento dindmico da luz associado a analise de mobilidade eletroforética das vesiculas a
um angulo de 90° e a temperatura de 25°C utilizando o equipamento Zetasizer 3000HS. As
amostras foram diluidas 250 vezes em solucdo de NaCl 0,9% (p/v). As determinagdes foram

realizadas em triplicatas e os resultados foram expressos em com a média = DP.

2.2.2.3 Determinacéo do Teor de Encapsulacdo do PTX

O teor de encapsulacdo (TE) do PTX nos lipossomas foi determinado pelo método
analitico de ED-UV, previamente validado como descrito no capitulo 1. Inicialmente, as
vesiculas lipossomais foram rompidas usando alcool isopropilico numa proporcdo equivalente
a 1:3 (LEITE et al., 2012a), e posteriormente, a preparacdo foi diluida em metanol. A
quantificagdo do PTX foi determinada nos lipossomas antes (lipossomas ndo purificados (Lps.
Total)) e ap6s a centrifugacdo (lipossomas purificados (Lps. Purificado)). O TE do PTX, foi

entdo calculado de acordo com a seguinte equacao:

TE = ([PTX] Lps.Purificado/[PTX] Lps.TotaI) x 100.

Os resultados foram expressos como a média + desvio padréo e as determinacdes

realizadas em triplicatas.
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2.2.3 Andlise da Organizagdo Supramolecular

A analise da organizacdo supramolecular dos lipossomas foi realizada utilizando a
técnica de SAXS. Para esses estudos, foram preparados lipossomas contendo PTX e

lipossomas brancos das seguintes composi¢des e razdes de lipides:

e DOPE:CHEMS:DSPE-PEG (5,7:3,8:0,5)
e SPC:DOPE:CHEMS:DSPE-PEG (2,0:4,5:3,0:0,5)

As andlises de SAXS foram realizadas usando os pellets dos lipossomas. Assim, apds
0 processo de preparacdo dos mesmos como descrito no item 2.2.1, ImL de cada formulacdo
foi submetida a ultracentrifugacdo a 150.000 x g por 90 minutos a 4°C em ultracentrifuga
Beckman Coulter Optima L-80 (Indiandpolis, EUA). Em seguida o sobrenadante foi
descartado e um volume de solucéo de NaCl 0,9% (p/v) ou meio RPMI, ambos em pH 7,4 ou
5,0, igual ao do sobrenadante, foi novamente adicionado aos pellets. Posteriormente, as
amostras foram agitadas em vortex, para a ressuspensdo dos lipossomas e, em seguida, foram
submetidas, novamente a ultracentrifugacdo nas mesmas condices anteriormente descritas.
Finalmente, os sobrenadantes foram descartados e os pellets das amostras reservados para
analises por SAXS (Figura 14).

NaCl 0,9% (p/v) ou meio
RPMIl apH7,40u5,0

e £\

Sobrenadante l . Sobrenadante
—_— e - _—
Ultracentrifugagao Ressuspensao D Ultracentrifugacgao
SAXS
Lipossomas em Pellets Lipossomas Pellets

NaCl 0,9% (p/v)

FIGURA 14 — Processo de preparo das amostras dos lipossomas utilizadas nas analises por SAXS.

As medidas de SAXS foram realizadas no Laboratorio Nacional de Luz Sincroton
(LNLS) em Campinas (SP), na linha D1B-SAXS-1. Foi utilizado um comprimento de onda
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fixo (A = 1,488 nm). O detector Pilatus 100 k foi posicionado a 1 m da amostra e a regido em
espaco reciproco variou de Qmin = 0,15 nm™ até gma = 4,0nm™. As amostras foram
depositadas em anéis de metal, os quais foram vedados por um filme de poliimida (Kapton®)
e acoplados a um sistema de aquecimento DSC-Linkam.

A formula utilizada para o calculo das distancias intermoleculares foi: d = 2n/q. Antes
da anélise das amostras, o substrato foi avaliado quanto a sua interferéncia nas medidas a
serem realizadas e constatou-se que ele ndo contribuiu com nenhum pico de difracdo nas

condicdes analisadas.

2.2.4 Avaliacdo da pH-sensibilidade

A liberacdo do PTX a partir dos lipossomas compostos por DOPE:CHEMS:DSPE-
PEG e SPC:DOPE:CHEMS:DSPE-PEG foi avaliada em diferentes valores de pH a fim de
confirmar a propriedade de sensibilidade frente a variacdes do pH. Inicialmente os lipossomas
foram preparados como descrito no item 2.2.1 e aliquotas de 1mL de cada formulagdo foram
adicionadas em oito diferentes tubos Falcon. Em seguida, utilizando um pHmetro e volume
conhecido de HCI 0,01 M ou NaOH 0,01 M (ambos em solugdo de NaCl 0,9% (p/v)), o pH
das formulacgdes foi ajustado para os seguintes valores: 7,4; 7,2; 7,0; 6,8; 6,5; 6,0; 5,5e 5,0 e
incubados em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, os tubos foram
submetidos a centrifugacdo a 3000 rpm durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo o
PTX encapsulado nos lipossomas foi, cuidadosamente, separado do precipitado (fracdo de
PTX liberada e insolivel no meio). Finalmente, o sobrenadante foi diluido e submetido a
quantificacdo por ED-UV. As anélises foram realizadas em triplicatas e os valores expressos
como a média + DP da porcentagem de retencdo do PTX em relacdo a formulagdo inicial, ou

seja, sem alteracao do pH.

2.2.5 Analise Morfologica

A analise morfoldgica dos lipossomas foi realizada por microscopia de varredura por

sonda mecanica, utilizando a técnica de AFM.
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Essas analises foram realizadas em lipossomas contendo PTX e lipossomas brancos.
Foram utilizados os equipamentos Multimode e Dimension 300, ambos monitorados por
controlador Nanoscope Illa, do Centro Tecnoldgico de Minas Gerais (CETEC, MG). Os
experimentos foram conduzidos a temperatura ambiente, operando em modo de contato
intermitente (tapping mode), utilizando sondas de silicio (Nanosensors) de comprimento de
228 pm, com uma frequéncia de ressonancia de 75-98 kHz, forga constante de 29-61 N/m e
raio de curvatura de 5a 10 nm.

Aproximadamente 10 puL de cada amostra foram depositados sobre a superficie de
mica clivada no momento do uso. As amostras, logo apds a deposi¢do na superficie da mica,
foram secas utilizando jatos de argonio. A varredura foi realizada com velocidade de 1 Hz e
resolucdo de 512 x 512 pixels. A analise das amostras foi realizada utilizando o programa de
analise (Section Analysis). Um minimo de dez imagens de cada amostra foi analisado para
assegurar reprodutibilidade dos resultados.

Os resultados foram expressos como a média = DP de 100 particulas analisadas.

2.2.6 Estudo de Estabilidade Preliminar

Foram preparados trés lotes de lipossomas compostos por DOPE:CHEMS:DESPE-
PEG:DSPE-PEG-folato na seguinte proporcédo 5,7: 3,8: 0,45: 0,05 em concentracdo total de
lipides igual a 10 mM e 0,5 mg/mL de PTX, conforme descrito no item 2.2.1. Cada lote foi
armazenado em frasco de vidro @mbar e mantido a 4°C. As formulagdes lipossomais foram
caracterizadas nos periodos de tempos iguais a 0, 7, 15, 30, 60, 100 e 150 dias em termos
didmetro médio das vesiculas, indice de polidispersao, potencial zeta, teor de encapsulacao
como descrito no item 2.2.2 e o pH também foi monitorado nos diferentes tempos utilizando-

se um pH-metro de bancada. Todos os resultados foram expressos como a média = DP.
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2.2.7 Estudos de Citotoxicidade in vitro

2.2.7.1 Cultivo das Linhagens Celulares

Os estudos de atividade in vitro foram conduzidos contra células normais e
neoplasicas. L929 (fibroblastos de rato) foi cultivada em meio RPMI 1640, suplementado
com 10% de SFB, glutamina 200 mM e antibidticos (estreptomicina 100 pg/mL e penicilina
100 Ul/mL). MCF-7 e MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama humano) foram cultivadas
em meio DMEM suplementado com 10% de SFB (v/v) e antibioticos (estreptomicina 100
pg/mL e penicilina 100 UI/mL). Todas as culturas foram mantidas em garrafas de cultivo T75

em uma estufa umidificada em ambiente de 5% de gas carbdnico (CO;) a 37°C.

2.2.7.2 Avaliacdo da Viabilidade Celular pelo Ensaio de Metabolizacdo do
Metiltiazoltetrazolico (MTT).

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do MTT, baseado na reducdo do sal
tetrazélio a cristais de formazan pela acdo da enzima succinato desidrogenase presente na
mitocondria de células vidveis (MOSMANN, 1983). Aliquotas das células MCF-7 (2,5x10*
células/mL), MDA-MB-231 (2,0x10* células/mL) ou L929 (1x10° células/mL) foram
semeadas em placas de 96 pocos. As células foram pré-incubadas por 24 horas em atmosfera
de 5% de CO, a 37°C para permitir a adaptacdo antes da adi¢cdo das formulacdes testadas.

Para o ensaio de citotoxicidade foram preparadas as seguintes formulagdes:
lipossomas contendo PTX 0,5 mg/mL composta por DOPE:CHEMS:DSPE-PEG (5,7:3,8:0,5)
e sua respectiva formulagcdo branco (sem PTX); lipossomas contendo PTX 0,5 mg/mL
composta por DOPE:CHEMS:DSPE-PEG:DSPE-PEG-folato (5,7:3,8:0,45:0,05) e sua
respectiva formulacdo branco (sem PTX) e solucdo de PTX livre 6,0 mg/mL dissolvido em
etanol desidratado:CrEL (1:1).

Seis grupos de tratamento foram avaliados, sendo: solu¢éo de PTX livre (PTX livre),
lipossomas contendo PTX sem adi¢do de folato (LpHS-PTX) e seu respectivo lipossoma

branco (LpHS); lipossomas contendo PTX e folato (LpHSF-PTX) e seu respectivo lipossoma
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branco (LpHSF) e o LpHSF-PTX com pré-tratamento com AF 1 mM (LpHSF-PTX + AF).
Para 0 pré-tratamento com AF, 4 uL de solugdo de AF 50 nM em NaOH 0,01 M foram
adicionados a cada poco, e entdo as placas foram incubadas em atmosfera de 5% de CO, a
37°C, durante 1 hora, anteriormente ao tratamento.

As formulag6es contendo PTX foram adicionadas aos pocos (20 L) em concentragdes
de 500; 100; 20; 4; 0,8 € 0,16 nM de PTX.

Apdbs o tratamento, as placas foram incubadas por 48 horas em atmosfera de 5% de
CO, a 37°C. Passado esse periodo, 20 pL de solugdo de MTT a 5 mg/mL foram adicionados a
cada poco. As placas foram novamente incubadas em atmosfera de 5% de CO, a 37°C, por 4
horas e entdo o meio foi removido e substituido por 200 uL. de HCI 0,04 M em alcool
isopropilico. A viabilidade celular foi estimada pela medida da taxa de reducdo do MTT,
mediante avaliacdo da absorbancia dos cristais de formazan, em comprimento de onda igual a
595 nm.

Os grupos controle foram constituidos por tratamento com LpHS, LpHSF, etanol
desidratado:CrEL (1:1), AF 1 mM e um grupo mantido apenas com meio de cultura. Os
valores de absorbancia obtidos dos po¢os nos quais as células foram mantidas apenas no meio
de cultura, sem tratamento, foram considerados como 100% de viabilidade celular para
calculo da porcentagem de alteracdo da viabilidade celular induzida pelos tratamentos. Os
resultados foram expressos como porcentagem de viabilidade em relacdo ao controle das
células. Todas as amostras foram testadas em sextuplicata, em trés experimentos
independentes.

Posteriormente, a concentracdo de PTX necesséaria para promover 50% de inibicdo da
viabilidade celular (ICsg) nas linhagens celulares estudadas foi determinada. O célculo do

indice de seletividade (IS) foi calculado mediante a seguinte equacao:

IS = CCs0 L929/ IC50 MCF-7 ou MDA-MB-231

onde, CCsp é a concentragao citotoxica para a linhagem L929.
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2.2.8 Andlise Estatistica

Todos os dados foram expressos com média + desvio padrdo. Para a verificacdo da
normalidade e homocedasticidade da variancia utilizou-se os testes de Lilliefors e Bartlett,
respectivamente. As varidveis que ndo apresentaram distribuicdo normal foram transformadas,
quando adequadas, pelas equacbes: y = log variavel; y = log (variavel +1); y = raiz ou y = raiz
(variavel +1). Os dados da caracterizacdo fisico-quimica, analise da pH-sensibilidade e estudo
de estabilidade foram testados por ANOVA seguida de um pds-teste de Tukey. Os dados de
didmetro e altura dos lipossomas, obtidos através da AFM, foram comparados pelo teste t de
Student. Para os dados dos experimentos de citotoxicidade in vitro realizou-se ANOVA com
pos-teste de Bonferroni. Um modelo de regressdo nao-linear foi utilizado para determinar os
valores de IC50. Para todas as andlises foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0, adotou-
se o intervalo de confianca de 95% e as diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05 (p<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os lipossomas tém mostrado grande aplicabilidade para a vetorizacdo de farmacos
antineopléasicos, como o PTX, em virtude de sua versatilidade e biocompatibilidade, além de
melhorar a estabilidade, farmacocinética e biodistribuicdo dessa classe de medicamentos
(CROSASSO et al., 2000; MAMOT et al., 2003; YANG et al., 2007a; BATISTA et al., 2007,
ZHAO et al., 2012; KOUDELKA; TURANEK, 2012).

Dessa forma, o presente estudo buscou desenvolver uma formulagdo lipossomal
multifuncionalizada para vetorizacdo do PTX que possibilitasse ganhos em comparacao ao
Taxol® e que combinasse trés estratégias: circulagdo prolongada, pH-sensibilidade e o
direcionamento ativo via receptor de &cido fdlico. O delineamento desse tipo de nanosistema
exige consideracdes importantes em relacdo aos parametros quimicos e fisico-quimicos, uma
vez que, podem influenciar na estabilidade fisico-quimica e nas propriedades bioldgicas in
vivo e in vitro da formulacdo (MOHANRAJ; CHEN, 2006).

3.1 Desenvolvimento Farmacotécnico das Formulagdes Lipossomais

3.1.1 Otimizacéo da Etapa de Sonicacéo

A otimizacdo de uma formulacdo lipossomal bem como a estabilidade da substancia
encapsulada podem ser influenciada por diversos parametros tais como: a composi¢do e
concentracdo dos lipides empregados, a concentracdo da substdncia encapsulada (razédo
lipide/farmaco), o meio de hidratacdo, 0 método de preparo, fatores mecénicos relacionados
aos instrumentos utilizados na preparacdo, dentre outros (LAPINSKI et al., 2007,
MOHANRAJ; CHEN, 2006; FREZARD et al., 2005). Nesse sentido, no intuito de
desenvolver uma formulacdo lipossomal na qual o PTX apresentasse boa estabilidade,
elevado teor e caracteristicas adequadas para futuras aplicac@es clinicas, inicialmente avaliou-
se a influéncia dos parametros (concentracdo do PTX, da concentragdo e composicao lipidica,
0 tempo e a energia da sonicacdo empregados no processo de calibracdo do tamanho das

vesiculas) nas caracteristicas fisico-quimicas das formulagoes.
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Apos a analise de estudos envolvendo o desenvolvimento de lipossomas pH-sensiveis
para carrear diferentes moléculas bioativas e farmacos (SOARES et al., 2011; LEITE et al.,
2012a; DE BARROS et al., 2013; LOPES et al., 2013), foi proposta, inicialmente, uma
formulacdo lipossomal com composicdo lipidica DOPE:CHEMS:DSPE-PEG com razédo
molar igual a 5,7:3,8:0,5.

A etapa inicial do estudo consistiu na determinagdo do tempo minimo de sonicacdo
(energia fornecida ao sistema) necessario para a reducdo do tamanho das particulas. Foram
preparados 4 mL de uma formulacdo de lipossomas branco constituidos por DOPE:CHEMS
na proporcéao de (5,7:3,8), a qual foi submetida a diferentes condi¢fes de sonicacdo (Tabela
8). O diametro meédio e indice de polidispersdo das formulacdes foram avaliados em cada
condicdo apresentada. Os resultados mostraram uma diminuicdo no didmetro médio das
vesiculas a medida que houve aumento no tempo de sonicacdo, entretanto, a partir de 5
minutos (300 segundos) o indice de polidispersdo da formulagdo voltou a sofrer um ligeiro
aumento (Tabela 8). Diante disso, o tempo de 5 minutos e 20% da poténcia de 500 W foi

selecionado para a calibracdo do tamanho das vesiculas para os estudos subsequentes.

TABELA 8 — Condi¢bes para a padronizacdo do tempo de sonicacdo necessario para a reducdo do tamanho dos
lipossomas.

Poténcia (W)®  Tempo de Sonicagéo (s) Enseig%;?n]:g/erﬁifﬁ) a0 Diéme(;r;)médio IP°
20% 0 0 371,2 0,60
20% 30 750 180,1 0,36
20% 120 3000 140,6 0,32
20% 180 4500 138,0 0,27
20% 300 7500 1255 0,28
20% 480 12000 123,3 0,31
20% 600 15000 120,2 0,31

A poténcia fornecida pelo sonicador Unique@ é de 500 W. A energia fornecida ao sistema foi calculada pela
equacdo da energia ultrassonica EA = (P x T)/V, onde, EA é energia fornecia ao sistema (J/mL), P é a poténcia
utilizada (W), T o tempo de sonicagéo (s) e V é o volume da formulagio (mL). “indice de Polidisperséo.
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3.1.2 Influéncia da Composicdo e Concentracdo Lipidica e Concentracdo de PTX

Inicialmente, formulagdes lipossomais constituidas por DOPE:CHEMS:DSPE-PEG
com concentracao lipidica total equivalente a 20 mM, concentracdes de PTX igual a 1,0 e 2,0
mg/mL bem como formulagdes sem PTX foram preparadas. Os resultados da caracterizacdo
fisico-quimica dessas formulacGes sdo mostrados na Tabela 9. Pode-se observar que a
associacdo do PTX a membrana lipidica ocasionou um aumento significativo (p<0,05) no
didmetro das vesiculas quando comparado a preparagdo sem PTX. Além disso, 0 aumento da
concentracdo do farmaco também levou a um aumento do didmetro meédio. As formulacGes
contendo PTX apresentaram indices de polidispersdo superiores a 0,3, caracterizando sistemas
heterodispersos (RAWAT et al., 2006), entretanto, esses valores sé foram significativos para
as formulagdes contendo PTX a 2,0 mg/mL em comparacdo as demais formulagdes.

Em relacdo ao teor de encapsulagdo, uma reducdo significativa (p<0,05), de
aproximadamente 38%, foi observada com o aumento da concentracdo de PTX de 1,0 para
2,0 mg/mL. Todas as formulacdes analisadas, contendo ou ndo PTX, apresentaram potencial

zeta proximo da neutralidade.
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TABELA 9- Diametro médio, indice de polidispersdo, concentracdo de PTX encapsulada, teor de encapsulagao
e potencial zeta das formulacdes lipossomais compostas por DOPE:CHEMS:DSPE-PEG e
SPC:DOPE:CHEMS:DSPE-PEG na concentracéo lipidica total de 20 mM contendo ou ndo PTX".

3 Concentracao
Concentracéo Diametro Indice de de PTX Teor de .
b 4 - ~ ~ Potencial Zeta
inicial de PTX Medio £ DP Polidispers@o = encapsulada Encapsulagdo + (©) £ DP (mV)
(mg/mL) (nm) DP +DP DP (%)
(mg/mL)
DOPE:CHEMS:DSPE-PEG
- 1249+24 0,25 + 0,003 - - +3,7x1.2
1,0 192,3 + 22,4 0,38+ 0,003 0,93+0,1 92,0+94 +12+24
2,0 259,0 + 13,9® 0,65 +0,17% 1,2%0,2 56,8 + 3,8 +2,7+13
SPC.DOPE.CHEMS:DSPE-PEG
- 114,0+6,8 0,24 £ 0,02 - - -1,0+£3,8
1,0 185,3+7,3 0,37 £ 0,06 092+04 90,9+6,0 +3,8x1,2
2,0 384,0+437%  080£02" 1,73+0,3 83,7 +3,2° +1,1%2,6

*Valores expressos com média + desvio padrdo (n = 3). *Representa diferenca significativa em relacdo aos
lipossomas brancos. "Representa diferenca significativa em relagdo a formulacio de concentracdo inicial igual a
1,0 mg/mL. “Representa diferenca significativa em relagdo a formulagdo com concentragéo inicial de PTX igual
a 2,0 mg/mL e composic¢do lipidica DOPE:CHEMS:DSPE-PEG 20 mM

Na busca pelo delineamento de uma formulacdo promissora para aplicabilidade
clinica, uma consideracao relevante € a maximizacao da razdo entre a quantidade de farmaco
encapsulado em relagdo & quantidade de substancia lipidica usada (FREZARD et al., 2005).
Isso reflete diretamente na quantidade de substancia perdida durante o processo de producéo,
as quais, muitas vezes, nao sao passiveis de reaproveitamento, e na quantidade de substancia
lipidica a ser administrada ao paciente.

Dados da literatura tém mostrado que a inclusdo de algumas moléculas lipidicas
derivadas da fosfatidilcolina proporciona abertura de espagos na bicamada lipidica e
possivelmente facilitam a acomodagéo de uma maior quantidade de substancias na bicamada
(ZHAO; FENG, 2005; KAN et al., 2011; KOUDELKA; TURANEK, 2012).
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Dessa forma, foram desenvolvidas formulagdes lipossomais compostas por
SPC:DOPE:CHEMS:DSPE-PEG com a mesma concentracdo lipidica total e concentracfes de
PTX (Tabela 9).

Diferentemente da formulacdo composta por DOPE:CHEMS:DSPE-PEG, a inclusédo
da SPC promoveu um aumento significativo no teor de encapsulacdo para o PTX a medida
que houve o aumento da concentragdo do mesmo para 2,0mg/mL (p<0,05). No entanto,
embora ganhos no teor de encapsulacdo tenham sido verificados a associacdo de 2,0mg/mL de
PTX promoveu o aumento significativo (p<0,05) no diametro meédio das vesiculas
lipossomais, quando comparado com a formulagdo DOPE:CHEMS:DSPE-PEGyy para a
mesma concentracdo do farmaco. Além disso, o indice de polidispersao obtido variou de 0,64
a 1,0. Valores do potencial zeta préximos da neutralidade, variando de -1,0 e +3,8 mV, foram
obtidos em todas as formulagdes analisadas. Ao analisar a concentracdo de PTX 1mg/mL nas
duas composicOes propostas, ndo se observou diferenca nos parametros analisados (Tabela 9).

Pela andlise de distribuicdo do tamanho das vesiculas (Tabela 10) pode-se observar
que as formulacbes sem PTX apresentaram aproximadamente 100% das vesiculas com
diametro inferior a 200 nm. No entanto, nas preparacdes contendo PTX, foi observada uma
distribuicdo heterogénea do tamanho das vesiculas quando comparada a formulagdo de
lipossomas branco (p<0,05). E possivel verificar ainda nas formulagdes contendo SPC e 2,0
mg/mL de PTX uma reducdo significativa na porcentagem de vesiculas com didmetro inferior
a 300 nm acompanhada de aumento significativo no percentual de particulas com tamanho
maior que 500 nm (aproximadamente 60%) em ambas as composi¢Ges analisadas.
Distribuicdo de tamanho semelhante foi observada em todas as faixas analisadas para as duas
formulag6es (com e sem SPC) na concentracdo de PTX igual a 1,0 mg/mL.
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TABELA 10- Distribuicdo de tamanho das vesiculas das formulagbes lipossomais compostas por
DOPE:CHEMS:DSPE-PEG e SPC:DOPE:CHEMS:DSPE-PEG na concentracdo lipidica total de 20 mM

contendo ou ndo PTX".

Distribuicdo dos Tamanhos das Vesiculas (%0)
Concentracao inicial de
PTX (mg/mL)

<200nm <300nm 300 - 500nm >500nm
DOPE:CHEMS:DSPE-PEG
- 96,7+2,9 99,2+ 0,6 0,5+0,7 0,0
1,0 46,4 + 6,6 51,8 +5,9° 32,7+5,8° 15,5 + 3,3
2,0 37,6 +3,8® 39,7+ 2,7 1,4 +2,3° 58,0 + 4,8%
SPC:DOPE:CHEMS:DSPE-PEG
- 98,6 +1,8 99,6 + 0,6 0,4+0,6 0,0
1,0 55,6 + 7,9° 66,7 + 13,1° 26,0+ 7,9 73+65
2.0 22,3+ 10% 22,1 +2,0% 18,6 + 15,1 59,5+ 17,1%

*Valores expressos com média * desvio padrdo (n = 3). *Representa diferenca significativa em relacdo aos
lipossomas brancos. "Representa diferenca significativa em relacéo a formulacéo de concentracéo inicial igual a
1,0 mg/mL. “Representa diferenca significativa em relagdo a formulagdo com concentragéo inicial de PTX igual
a 2,0 mg/mL e composic¢do lipidica DOPE:CHEMS:DSPE-PEG 20 mM.

Outra estratégia para maximizar a relacdo entre farmaco encapsulado e quantidade de
substancia lipidica veiculada, bem como obter uma formulacdo que apresente uma maior
proporcdo de particulas com tamanho menor que 300 nm, foi o preparo de formulagdes
compostas por DOPE:CHEMS:DSPE-PEG com concentracdo lipidica total igual a 10 mM. Os
resultados da caracterizacdo fisico-quimica dessas formulacGes podem ser visto na tabela 11.
Em relacdo ao diametro médio das vesiculas, a incorporacdo de PTX promoveu um aumento
de aproximadamente 1,5, 2 e 3 vezes para as formula¢des com concentracao inicial de PTX de
0,5, 1,0 e 2,0 mg/mL, respectivamente, quando comparado & preparacdo sem PTX. N&o houve
diferenga significativa para o indice de polidisperséo entre as formula¢des. Embora os valores
de potencial zeta obtidos sejam superiores a 0,3 nas formulagdes sem PTX e contendo 0,5
mg/mL, estudos prévios tem demonstrando valores semelhantes ao se utilizar a técnica de
sonicagdo para reducdo do tamanho das vesiculas (HENEY et al., 2010). Potencial zeta com

valores de cargas proximos da neutralidade foram novamente detectados..
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Em relacdo ao teor de encapsulacdo do farmaco, o aumento da concentracao inicial de
PTX para 1,0 e 2,0 mg/mL promoveu uma reducdo significativa (p<0,05) desse pardametro em
aproximadamente 25 e 40%, respectivamente, quando comparada com a formulacdo contendo
0,5 mg/mL de PTX. Em relacéo a distribui¢do do tamanho das vesiculas, é possivel verificar a
presenca de grupos heterogéneos em rela¢do ao didmetro quando ha a associagdo com PTX,
correlacionando com os valores do indice de polidispersdo que foram maiores que 0,3.
Entretanto, € possivel perceber que, aproximadamente 90% das particulas da formulacdo com
concentracdo inicial de PTX igual a 0,5 mg/mL, apresentavam didmetro menor que 300 nm, o

que ndo foi observado para as outras formulagdes (Tabela 12).

TABELA 11- Diametro médio, indice de polidispersdo, concentracdo de PTX encapsulada, teor de
encapsulacdo e potencial zeta das formulagdes lipossomais compostas por DOPE:CHEMS:DSPE- PEG na

concentracao lipidica total de 10 mM contendo ou ndo PTX".

Concentracao indice de Concentracao Teor de
inicial de Diédmetro Médio Polidisoersio de PTX Encansulacio Potencial Zeta
PTX + DP (nm) N [‘)’P encapsulada+ '\ Dpp (%% (©) £ DP (mV)
(mg/mL) - DP (mg/mL) B
- 132,8£11,8 0,34 +0,13 - - -2,7+1,0
0,5 188,9 + 9,4° 0,35+ 0,05 0,45+ 0,02 96,8+1,5 +2,7+£272
1,0 257,0 + 54,0° 0,40x+0,17 0,73+0,1 71,9 + 6,4 +4,1+£1,0
2,0 389,2 + 153,5° 0,67 +0,31 1,27 0,2 60,9 9,8 +3,6 £2,0

*Valores expressos com média + desvio padrdo (n = 3). *Representa diferenca significativa em relacdo aos
lipossomas brancos. "Representa diferenca significativa em relagdo a formulagdo de concentraco inicial de PTX
igual a 1,0 mg/mL.
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TABELA 12— Distribuicdo de tamanho das vesiculas das formulagdes lipossomais compostas por
DOPE:CHEMS:DSPE-PEG na concentracdo lipidica total de 10 mM contendo ou ndo PTX.

Concentracéo Distribui¢do dos Tamanhos das Vesiculas (%)
inicial de PTX
(mg/mL) <200nm <300nm 300 — 500nm >500nm
- 100+ 0 100+ 0 0 0
0,5 72,2 +95° 91,3+ 8,9 6,8 +5,4 2,0 £3,4
1,0 21,3 +8,4%® 26,0 + 9,8% 42,9 + 16,2%® 30,5 + 23,4
2,0 16,2 + 5,2%¢ 18,4 + 6,2% 23,2 + 26,5% 58,4 + 32,5%

*Valores expressos com média + desvio padrdo (n = 3). *Representa diferenca significativa em relacdo aos
lipossomas brancos. "Representa diferenca significativa em relagdo a formulagdo de concentracéo inicial de PTX
igual a 0,5 mg/mL.°Representa diferenca significativa em relagdo a formulagdo com concentracéo inicial de PTX
igual a 1,0 mg/mL.

Teoricamente, taxas de encapsulacdo préximas de 100% podem ser obtidas com
substancias lipofilicas, uma vez que sdo incorporadas na bicamada dos lipossomas
(FREZARD et al., 2005), como é o caso da molécula do PTX. Porém esses valores podem
variar de acordo com a composicao quali e quantitativa dos lipides, bem como o método de
preparo escolhido.

Tem sido relatado que a capacidade maxima de encapsulacdo para o PTX em
formulacdes lipossomas situa-se em torno de 3 a 4% em mol da composicdo, e, a medida que
aumenta a concentracao inicial desse farmaco hd uma perturbagdo da estrutura da bicamada
da qual o PTX é forcado para fora (KOUDELKA et al.,, 2010; KAN et al.,, 2011).
Possivelmente, isso pode ter acontecido com as formulacdes compostas por
DOPE:CHEMS:DSPE-PEG, onde houve reducdo no teor de encapsulacdo a medida que a
concentracdo inicial do PTX era aumentada. No entanto, alguns lipides insaturados e
lisolipides em funcdo da forma estrutural que apresentam, aliado a baixa temperatura de
transicdo de fase, proporcionam aumento da fluidez da bicamada lipidica, criando novos
espagos conhecidos como “bolsas”, nas quais a molécula hidrofébica do PTX pode se
acomodar e promover 0 aumento de seu teor de encapsulagdo (KAN et al., 2011,
KOUDELKA; TURANEK, 2012).

Considerando as formulagGes onde a SPC foi incluida em sua composi¢do, ao
aumentar a concentracdo inicial do PTX para 2,0 mg/mL ndo foi observada uma reducdo

significativa no teor de encapsulacdo para o farmaco. Dessa forma, possivelmente, essas
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“bolsas” podem ter sido criadas pelas moléculas de SPC por ser um lipide que apresenta em
sua cadeia acil quatro insaturagdes (Figura 15), possibilitando um teor de encapsulagdo para o

PTX relativamente alto, quando h& o0 aumento da concentracéo inicial desse farmaco.
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FIGURA 15 - Estrutura quimica da Fosfatidilcolina de soja (SPC) (AVANTI, 2014). Disponivel em

<http://avantilipids.com/>.

Resultados semelhantes com teor de encapsulagdo para o PTX em torno de 90% foram
obtidos por Rane e Prabhaker (2009) durante o desenvolvimento de formulacdes lipossomais
pH-sensiveis pelo método de hidratacdo do filme lipidico com solucéo de dextrose 5% (p/v),
com composicBes lipidicas equivalentes a SPC:DOPE:CHEMS (8:2:2) e calibracdo do
tamanho das vesiculas por sonicacdo. Em outro estudo, utilizando o mesmo método de
producdo, entretanto com meio de hidratacdo distinto, Heney e colaboradores (2010) também
conseguiram altos teores de encapsulacdo para esse farmaco, aproximadamente 96%, com
formulac6es que combinavam dimiristoilglicerolfosfatitilcolina (DMPC) e DPPC, e DMPG.

As alteracBes fisicas como agregacao das vesiculas, fusdo entre bicamadas lipidicas e
extravasamento de farmacos sdo fatores que afetam a vida Gtil de uma formulacéo lipossomal
(MORA-HUERTAS et al., 2010). A importancia de determinar o potencial zeta nas amostras
lipossomais estd na possibilidade de inferir tanto sobre a estabilidade fisico-quimica, no
reconhecimento e distribuicédo das vesiculas na circulagdo sanguinea quanto na interacdo entre
os lipossomas e os farmacos neles carreados (ULRICH, 2002).

O potencial zeta para todas as formulagdes desenvolvidas situou-se em torno da
neutralidade. Esses achados podem ser justificados pela presenca do PEGjpp0 Na composicao
dos lipossomas. As cadeias longas desse polimero exercem efeitos sobre as cargas superficiais
dos lipossomas, neutralizando-as (HASHIZAKI et al., 2003; MOMEKOVA et al., 2007) e,

juntamente com sua resisténcia hidrodindmica, confere as vesiculas pouca mobilidade
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eletroforética, no campo elétrico aplicado, implicando em potencial zeta proximo a
neutralidade (DE BARROS et al., 2013).

De uma forma geral, a fronteira entre sistemas coloidais estaveis e ndo estaveis é
definido com valor de potencial zeta igual a £30 mV. Sistemas com valores de potencial zeta
acima de +30 mV e abaixo de -30 mV séo considerados mais estaveis devido as forcas de
repulsdo eletrostatica entre as particulas (MORA-HUERTAS et al., 2010). A presenc¢a do
PEG ¢ capaz de formar uma densa “nuvem conformacional” em torno da superficie das
vesiculas e proporcionar o efeito de impedimento estérico desfavorecendo os fendmenos de
agregacao (ISHIDA et al., 2002; KIM et al., 2009).

Os resultados de potencial zeta encontrados no presente trabalho mostram
concordancia com os obtidos para lipossomas contendo PTX desenvolvidos por Koudelka e
colaboradores (2010) com valores proximos a -7,0 mV. Embora com composicdo lipidica
diferente, 0 PEGyn00, associado aos fosfolipides, estava presente na formulacdo em 5%.
Outros estudos envolvendo a mesma propor¢do e composic¢do lipidica das formulagtes
empregadas nesse trabalho, com presenca do PEGjpo em 5%, porém carreando outros
farmacos, mostraram valores de potencial zeta entre +2,3 e -1,6 mV (DE BARROS et al.,
2013; LOPES et al., 2013; LEITE et al., 2012a).

Além disso, tem sido demonstrado que particulas carregadas podem ser eliminadas
mais rapidamente da circulagdo sanguinea. Ao passo que, sistemas constituidos por
fosfolipides peguilados proporcionam a capacidade de evitar o reconhecimento das vesiculas
pelas células do SFM promovendo o aumento no tempo de circulacdo no sangue e melhor
biodistribuicdo das mesmas (ISHIDA et al., 2001; ISHIDA et al., 2002). A combinacdo das
propriedades de circulacdo prolongada e prevencdo de fenbmenos de agregacao das vesiculas
tém sido conseguidas com a utilizacdo do PEG entre 5 a 10% da composicao lipidica de
formulac@es lipossomais (MOMEKOVA et al., 2007; WOODLE, 1995). Dessa forma, pelos
resultados de potencial zeta evidenciados espera-se que a formulacdo pretendida possa
apresentar estabilidade de prateleira e propriedades bioldgicas adequadas.

O diametro das vesiculas lipossomais é outro parametro extremamente relevante para
0 carreamento de agentes antitumorais. Embora o sistema proposto no presente trabalho
caracterize um sistema multifuncionalizado, é importante considerar que tais sistemas também
tendem a se acumular nos tecidos tumorais devido ao efeito EPR. Como previamente relatado,
esse efeito é decorrente de diferencas anatdmicas entre tecidos normais e tumorais. E bastante
conhecido que as formulagdes lipossomais usadas com a finalidade de carrear antineoplasicos

devem apresentar, em media, vesiculas pequenas para melhor eficécia terapéutica e cumprir
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requisitos de seguranga e ao paciente, uma vez que lipossomas com didmetro acima de 5 pm
entrando na circulacdo sanguinea podem desencadear quadros de embolia (ANTUNES, 2004;
TORCHILIN, 2005). As particulas de tamanho entre 100 e 150 nm tém o acumulo
preferencial na regido tumoral devido o efeito EPR (TORCHILIN, 2005), entretanto, em
funcdo da angiogénese defeituosa, 0s poros existentes nas paredes dos vasos da regido
tumoral podem permitir a passagem dos lipossomas de até 400 nm de didmetro (FERREIRA
et al., 2013). Assim, para garantir o extravasamento eficiente dos lipossomas por estas
fenestracOes esses devem apresentar diametro muito menor que 400 nm (DANHIER et al.,
2010).

Todas as formulacdes analisadas apresentaram diametro médio inferior a 400 nm, no
entanto, pdde-se observar um aumento significativo do diametro médio das vesiculas
associado ao aumento da quantidade de farmaco (Tabela 10). Esse fato pode ser explicado
pelas caracteristicas da molécula do PTX, a qual é altamente lipofilica e volumosa tendendo-
se a acomodar na bicamada dos lipossomas (KOUDELKA; TURANEK, 2012). Ao ser
incorporado na bicamada, o PTX, por ser uma molécula com grande volume, necessita de
mais espaco para se acomodar e assim “empurra” as moléculas lipidicas umas contra as
outras, promovendo expansdo das mesmas, principalmente de lipides insaturados que séo
mais compressiveis e menos rigidos (ZHAO; FENG, 2005), possibilitando, dessa forma, o
aumento no didmetro das vesiculas a medida que ha o aumento da encapsulacéo do PTX.

No presente estudo, embora as formulacdes contendo PTX ndo tenham apresentado
indices de polidispersao inferiores a 0,3, caracteristicos de sistemas monodispersos (RAWAT
et al., 2006), os melhores indices encontraram-se na fronteira desse valor para preparaces
com concentracdo de farmaco menor ou igual a 1,0 mg/mL. Possivelmente, a explicacdo para
a dificuldade de obter formulacdes com indices de polidispersdo inferiores a 0,3, pode estar
relacionada com a distribuicdo bimodal das populacdes das vesiculas obtidas por sonicacao,
verificado principalmente com sonicacdo moderada (WOODBURY et al., 2006; LAPINSKI
et al., 2007). Esse método utiliza a energia acustica, principalmente por meio de uma sonda,
para promover o rompimento das vesiculas maiores em vesiculas menores, podendo estas ser
uni ou multilamelares. Dessa forma, ha grande variabilidade no tamanho final dos lipossomas
podendo apresentar populacfes de didmetros distintos, umas mais expressivas que a outra,
refletindo assim em um sistema polidisperso (WOODBURY et al., 2006).

Diante disso, a analise de distribuicdo de tamanho de particulas torna-se extremamente
importante. No presente estudo, a formulagdo composta por DOPE:CHEMS:DSPE-PEG de
concentracdo lipidica total a 10 mM e concentracdo inicial de PTX igual a 0,5 mg/mL
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mostrou melhor distribuicdo de tamanho das vesiculas quando comparado as demais
formulagdes. Como mencionado, cerca de 91% das vesiculas apresentavam didmetro inferior
a 300 nm e apenas 2% com diametro superior a 500 nm, sendo o maior tamanho observado de
aproximadamente 600 nm. Por apresentar caracteristicas adequadas de tamanho, distribuicao

e ainda um IP préximo de 0,3 essa formulacao foi a escolhida para os estudos subsequentes.

3.2 Anélise Preliminar da Organizagdo Supramolecular

Nesse estudo, a analise da organizacao supramolecular dos lipossomas compostos por
DOPE:CHEMS:DSPE-PEG e SPC:DOPE:CHEMS:DSPE-PEG foi realizada pela técnica de
SAXS, no intuito de investigar modificacdes no padréo de organizagéo das fases lamelares e
ndo lamelares dos lipossomas em funcdo da composicdo lipidica. Dados da literatura tém
demonstrado que é possivel induzir transicbes ndo lamelares isotermicamente a partir de
pequenas mudancas nas condicdes fisico-quimicas tais como pH, hidratacdo e concentracdo
de sais (SEDDON, 1990).

Inicialmente, foi investigado o efeito do pH (7,4 e 5,0) sobre a organizacao
supramolecular das moléculas de DOPE nos lipossomas compostos — por
DOPE:CHEMS:DSPE-PEG contendo PTX. Os difratogramas de SAXS foram adquiridos em
temperatura de 30°C. Para todos os experimentos a periodicidade das reflexdes de Bragg foi
calculada por intermédio da formula d = 2z/q. Na Figura 16 estdo apresentados 0s espectros
de SAXS das amostras preparadas em solucao de NaCl 0,9% (p/v) pH 7,4 e em pH 5,0. Para
as amostras em pH 7,4 é possivel constatar a presenca de trés picos bem definidos localizados
em g iguais a 0,657; 1,332 e 1,991 nm™, os quais correspondem a espacamentos de rede (d)
iguais 9,56; 5,71 e 4,71 nm com razdes de reflexdo de Bragg, em torno de 1, 2 e 3, indicando
a organizacgdo das moléculas de DOPE numa fase lamelar.

Pela analise do difratograma dessa mesma amostra preparada em NaCl 0,9% (p/v) pH
5,0 é possivel perceber mudancas estruturais significativas em relacdo a amostra em pH 7,4.
Observa-se um pico em ¢ igual a 0,606 para o qual ndo se encontrou associa¢do. Um dominio
que compreende os picos localizados em q iguais a 0,851; 1,2058; 1,4338 e 1,7548 nm™ para
os quais foram identificadas razdes de reflexdes de Bragg iguais a 1, \/2, Ve 2, indicando, a
organizacdo das moléculas de DOPE em fase cubica. Estudos prévios utilizando difragdo de
raio-X dispersiva de energia (EDXD) tém demonstrado um perfil de organizagdo estrutural
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semelhante para lipossomas brancos compostos por DOPE:CHEMS nos mesmos valores de
pH analisados (SILVA et al., 2011).
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FIGURA 16 — Espectro de SAXS obtidos para os lipossomas DOPE:CHEMS:DSPE-PEG contendo PTX
preparados em NaCl 0,9% (p/v) pH 7,4 (preto) e 5,0 (vermelho). Os indices representados nos picos
correspondem a padrdes de reflexdo de Bragg para fases lamelar (vermelho) e cubica (preto).

Os espectros de SAXS para as formulagbes  compostas  por
SPC:DOPE:CHEMS:DSPE-PEG branco e com PTX preparadas em NaCl 0,9% pH 7,4 e 5,0
estdo apresentados na figura 17. Foi possivel observar varios picos em diferentes valores de q,
no entanto, ndo foram detectados dominios caracteristicos de razdes de reflexdo de Bragg.
Razdes incompletas sugestivas de fase lamelar foram obtidas, porém outros estudos precisam
ser conduzidos para confirmar essa hipotese. Para a formulacdo de lipossomas branco, apenas
0 espectro da formulacgao preparado em NaCl 0,9% (p/v) pH 5,0 foi apresentado, uma vez que
o mesmo perfil foi obtido para ambos valores de pH analisados. Pelo difratograma, pode-se
verificar picos em q iguais a 0,530 e 1,062 nm™, os quais correspondem a espacamentos de
rede iguais a 11,8 e 5,9 nm, indicando reflexdes de Bragg em torno de 1 e 2 e sugerindo a
organizacdo das moléculas de DOPE na fase lamelar (Figura 17). Essa formulagdo também

foi avaliada em meio de cultura RPMI pH 7,4 e 5,0 (Figura 18). Em pH 7,4 dois dominios
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foram detectados. O primeiro, considerando os picos em q igual a 0,6737; 1,3156 e 2,0082
nm™ com espacamentos de rede iguais a 9,33; 5,52 e 3,13 nm. O segundo correlacionando os
picos em q igual a 1,1382; 2,2784 e 3,7312 nm™, os quais correspondem a espacamentos de
rede iguais a 5,52; 2,75 e 1,83 nm. Ambos os dominios caracterizam um padrdo de reflexéao
de Bragg em torno de 1, 2 e 3 demonstrando organizagdo molecular da DOPE em fase
lamelar. Em pH 5,0 foram localizados picos em q iguais a 1,4929; 2,9119 e 4,3647 nm™ para
os quais foram identificados razdes de reflexdes de Bragg em torno de 1, 2 e 3 demonstrando
auséncia de alteracdo mesmo apdés reducdo do pH. Com o intuito de confirmar se esse efeito
era decorrente da presenca do PTX na bicamada, lipossomas branco em pH 5,0 também foram
avaliados (Figura 18). Nessas amostras, pode-se localizar dois picos em q igual a 0,547 e
1,104 nm™ correspondentes a espacamento de rede iguais a 11,48 e 5,69 nm e razdes de

reflexdo de Bragg 1 e 2.
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FIGURA 17 — Espectro SAXS dos lipossomas compostos por SPC:DOPE:CHEMS:DSPE-PEG contendo PTX
(vermelho e azul) e branco (preto) preparados em solucdo de NaCl 0,9% (p/v). Os indices representados nos

picos correspondem a padrdes de reflexdo de Bragg para fase lamelar (vermelho).
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FIGURA 18 - Espectro SAXS dos lipossomas compostos por SPC:DOPE:CHEMS:DSPE-PEG contendo PTX
(vermelho e azul) e branco (preto) preparados em meio RPMI. Os indices representados nos picos correspondem

a padr@es de reflexdo de Bragg para fase lamelar (vermelho)

Como ja mencionado, em contraste com a maioria dos outros fosfolipides, a PE e seus
derivados apresenta uma cabeca polar pouco hidratada que ocupa um menor volume quando
comparado com sua cadeia de hidrocarbonetos exibindo uma forma de cone para suas
moléculas. Esse tipo de organizacdo das moléculas da PE favorece a formacao de interagdes
intermoleculares (ligacGes de hidrogénio) entre os grupamentos amina e fosfato da regido
polar desse fosfolipide, que implica na tendéncia dessas moléculas em adquirir a fase
hexagonal invertida acima da temperatura de transicdo de fase, impossibilitando a formacéo
de vesiculas. Logo, para que as vesiculas lipossomais possam ser formadas, é necessaria a
intercalacdo de moléculas anfifilicas que contém um grupo acido protonavel, e que sejam
negativamente carregados em pH fisiologico. A sucessiva aproximacdo dessas moléculas,
como € o caso do CHEMS, constitui a base para 0 mecanismo da pH-sensibilidade. A carga
negativa da molécula anfifilica proporciona uma repulsao eletrostatica entre essa molécula e o
grupo fosfato do lipide estabilizando-as, proporcionando assim a formacéo das vesiculas que
se encontram na fase lamelar (SIMOES et al., 2004; KARANTH: MURTHY, 2007;
FERREIRA et al., 2013).
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A anélise por SAXS dos lipossomas compostos por DOPE:CHEMS:DSPE-PEG em
solugéo de NaCl 0,9% (p/v) pH 7,4 mostrou razdes de reflexdo de Bragg correspondendo a
fase lamelar dos lipossomas, confirmando tal dindmica de estabilizacéo entre as moléculas de
DOPE e CHEMS e, consequentemente, a formacéo das vesiculas lipossomais. Em solucéo de
NaCl 0,9% (p/v) a pH 5,0, a acidificagdo desencadeia a protona¢do dos grupos carboxilicos do
CHEMS reduzindo seu efeito estabilizador, caracterizando a desestabilizacdo da bicamada
lipidica e o aparecimento de fases ndo lamelares. Embora o PTX apresente alta lipofilia e alta
afinidade pela bicamada lipidica, esses resultados demonstram que a presenc¢a do farmaco nao
impede o aparecimento de fases ndo lamelares da DOPE em pH 5,0, sugerindo que ndo ha
alteracdo em relacdo a propriedade de pH-sensibilidade da vesiculas.

N&o ha relatos na literatura de estudos envolvendo analise por SAXS para formulagdes
lipossomais pH-sensiveis carreando o PTX. Como previamente relatado, Silva e
colaboradores (2011) durante o desenvolvimento de lipossomas pH-sensiveis compostos por
DOPE e CHEMS (6:4) para veicular um complexo formado por DNA plasmideal e
ciclodextrina, avaliaram a organizacdo supramolecular das vesiculas pela técnica de EDXD.
Foi verificado que, os lipossomas em tampdo com pH igual a 7,4 apresentaram padrbes de
reflexdo de Bragg caracterizando estruturas em fase lamelar. Em pH 5,0, as andlises por
EDXD revelaram padrées de reflexdo de Bragg que correspondiam a fase hexagonal,
mostrando assim, a transicdo da fase lamelar para a hexagonal, em funcéo da reducdo do pH
em favorecimento da ioniza¢do do CHEMS, que promove a desestabilizacdo das vesiculas.

Por outro lado, independente do pH analisado, todas as formulaces contendo SPC na
composicdo, com ou sem PTX, apresentaram razdes de reflexdo de Bragg indicativas de
organizacdo supramolecular das moléculas da DOPE em fase lamelar. Diante desses
resultados pode-se inferir que, possivelmente, a presenca de SPC na bicamada esteja
conferindo maior estabilidade ao sistema impedindo a transicao para fases hexagonal e cubica
em pH mais baixo. Esses achados poderdo resultar em reducdo da pH-sensibilidade do
sistema, 0 que podera comprometer o objetivo da formulagdo proposta. Dados da literatura
tém sugerido que a presenca de SPC na bicamada lipidica em associacdo com DOPE
realmente ocasiona uma reducdo da pH-sensibilidade dos sistemas corroborando os dados
descritos acima (ISHIDA et al., 2006).
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3.3 Avaliacao da pH-sensibilidade

Com base nos resultados de difracdo de raio-X e no intuito de avaliar a pH-
sensibilidade das formulacdes nas diferentes composicGes lipidicas, o0s sistemas foram
submetidos a alteractes de pH (7,4 a 5,0) . Os resultados do estudo de pH-sensibilidade estdo
mostrados na figura 19.

A medida que o pH é gradativamente diminuido, o PTX é liberado das vesiculas
lipossomais em ambas formulac6es analisadas. Entretanto, é possivel perceber que, a partir do
pH 6,8 a formulacdo contendo DOPE:CHEMS:DSPE-PEG tem um liberagdo maior de PTX
(p<0,05), chegando a liberar quase 30% a mais do farmaco em pH equivalente a 5,0 (p<0,05),

em comparagdo com a formulacdo contendo SPC em sua composicao.
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FIGURA 19 — Perfil de retencdo do PTX (%) em diferentes valores de pH. (*) Representa diferenga
significativa entre as formulagBes considerando o mesmo pH analisado. DOPE: Dioleilfosfatidiletanolamina;
CHEMS: Hemisuccinato de colesterila; DSPE-PEG: diestearoilfosfatidiletanolamina associada ao

polietilenoglicol 2000; SPC: Fosfatidilcolina de soja.
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Além disso, considerando o pH inicial igual a 7,4, a liberacdo do farmaco foi
significativamente diferente a partir do pH 6,8 para a formulagdo sem SPC (p<0,05) e, a partir
do pH 6,0 para a formulacéo contendo SPC (p<0,05).

A um pH igual a 5,0, foi possivel perceber que, apenas cerca de 30% do PTX ficou
retido nas vesiculas da formulacdo lipossomal, indicando boa liberagdo do farmaco a medida
que o pH decai. Essa taxa de liberacdo pode ser favorével a entrega de droga que atua no
interior das células, como € o caso do PTX, pois, uma vez internalizados, os lipossomas
podem ser direcionados aos endossomas, 0s quais criam, na fase tardia, um ambiente onde o
pH pode chegar a valores entre 6,0 e 5,0 (KARANTH; MURTHY, 2007).

A avaliagcdo da pH-sensibilidade das formulages corrobora os dados obtidos por
SAXS, sugerindo uma possivel alteracdo da pH-sensibilidade em func¢éo da reducédo da razao
molar da DOPE apo6s incorporacdo de SPC. Ishida e colaboradores (2006), durante o
desenvolvimento de lipossomas pH-sensiveis contendo doxorrubicina, investigaram o efeito
da fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC) e Chol sobre a pH-sensibilidade das vesiculas.
Para esse estudo foi realizado uma série de testes, variando o pH do meio estudado em uma
faixa de 7,5 a 4,5, sendo considerados como controles positivo e negativo as formulacdes
compostas por DOPE:CHEMS (6:4) e HSPC:Chol (2:1), respectivamente. A formulagio
composta por DOPE:HSPC:CHEMS:Chol na propor¢do de (3:3:2:2) ndo mostrou pH-
sensibilidade em funcéo da acidificacdo do meio, pequena sensibilidade foi detectada quando
a proporc¢do dos lipides foi mudada para (4:2:2:2) e um extensiva sensibilidade ao pH foi
observada quando essa proporcdao era de (6:0:2:2), dessa forma, mostraram que a
sensibilidade da formulagdo ao pH acido é aumentada com o acréscimo da porcentagem molar
de DOPE e diminuigdo de HSPC.

Essa possivel diminuicdo da pH-sensibilidade pode ser atribuida ao fato da
fosfatidilcolina (PC) apresentar areas moleculares aproximadamente equivalentes para o
grupo polar e sua cadeia de hidrocarboneto, que assumem uma estrutura molecular cilindrica
e leva a formagdo da fase lamelar, caracterizando bicamadas (Figura 20) (FATTAL et al.,
2004). Dessa forma, possivelmente, pode haver uma estabilizacdo da fase lamelar, pela
presenca da SPC juntamente com os outros lipides, mantendo a formagdo, em certa

proporcao, das vesiculas mesmo com a diminuicéo do pH.
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FIGURA 20 — Estruturas moleculares tipicas de lipides e suas organizag@es: (A) Estrutura molecular do tipo

cilindro caracteristica dos derivados de fosfatidilcolina (PC) levando & organizagdo lamelar. (B) Estrutura

molecular do tipo cone caracteristica dos derivados de fosfatidiletanolamina (PE) (Ex. DOPE) levando a

organizacdo hexagonal invertida (H,;). (C) Organizacdo lamelar das moléculas de DOPE ap06s estabilizagdo na

presenca de CHEMS, em pH fisioldgico (Adaptado de FATTAL et al., 2004).
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3.4 Analise Morfoldgica

Para o desenvolvimento de formulacdes lipossomais é fundamental conhecer a forma,
estrutura, morfologia e a distribuicdo de tamanho das vesiculas para inferir sobre sua
aplicabilidade no campo farmacéutico (RUOZI et al., 2007). Nesse contexto, a AFM foi
utilizada para avaliar essas caracteristicas nas formulacdes lipossomais. A mica foi utilizada
como suporte para as amostras, por ser um mineral com plano basal e clivagem muito fécil
apresentando superficie atomicamente plana. A superficie exposta é hidrofilica e apresenta
cargas negativas.

Foram analisadas aliquotas das formulagdes de LpHS e a formulacdo de lipossomas
contendo PTX a 0,5 mg/mL compostas por DOPE:CHEMS:DSPE-PEG na concentracéo total
de lipides igual a 10 mM.

A analise da formulacdo LpHS demonstrou a presenca de vesiculas com formato
esférico e regular em um fundo liso, a superficie da mica, sem indicativo de possiveis
agregados de vesiculas, porém, com didmetros heterogéneos, como pode ser visualizado na
figura 21 (A e B).

A figura 22 mostra a distribuicdo de tamanho das vesiculas obtida em contagem de
100 particulas para 10 diferentes campos. O diametro dos LpHS obtido por AFM variou de
70,3 a 213,2 nm, apresentando média equivalente a 128,3 + 33,7 nm e a altura média igual a
14,5 =+ 1,3 nm (Figura 23). A avaliacdo da relacdo diametro/altura demonstrou uma relagéo de
8,8 £+ 2,5, sugerindo a presenca de estruturas achatadas. Em relacdo ao didametro médio e o
indice de polidispersdo dessa mesma amostra obtida por PCS, seus valores foram 132,8 + 11,8

nm e 0,34 + 0,13, respectivamente.
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FIGURA 21 - Imagem dos lipossomas branco obtida por AFM. Em (A), imagem em altura (1,5 pm X 1,5 um) e

em (B), visdo tridimensional das vesiculas (1,5 pm X 1,5 pm).
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FIGURA 22 — Gréafico com a distribuicdo dos diametros das vesiculas da formulagao de lipossomas branco
obtidos por AFM.
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FIGURA 23 — Imagem de altura (A) e perfil topogréafico (B) de lipossomas branco obtidos por AFM.

A analise dos lipossomas contendo PTX mostrou, novamente, estruturas com formato
esférico regular. No entanto, é possivel perceber uma maior heterogeneidade entre o didametro
das vesiculas, em comparacdo aos lipossomas brancos (Figura 24 A e B). A distribuicdo de
tamanho das vesiculas obtida para contagem de 100 particulas em 10 diferentes campos para
os lipossomas contendo PTX é mostrada na figura 25. Foi observado um aumento no
diametro médio das vesiculas para 156,5 + 52,5 nm e a altura variou entre 10,8 a 21,9 nm,

apresentando média equivalente a 17,2 £ 2,3 nm.
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A avaliacdo da relacdo didmetro/altura foi de 9,2 + 3,1, demonstrando, mais uma vez, a
possibilidade de vesiculas mais achatadas (Figura 26). O diametro médio e o indice de
polidispersdo dessa mesma amostra obtida por PCS foram 188,9 + 0,4 nm e 0,35 + 0,05,

respectivamente.

A

view angle

/L light angle
Y

FIGURA 24 — Imagem dos lipossomas contendo PTX obtida por AFM. Em (A), imagem em amplitude (1,0 um

X 1,0 um) e em (B), visdo tridimensional das vesiculas (1,5 pm X 1,5 um).
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FIGURA 25 - Grafico com a distribuigdo dos diametros das vesiculas da formulacéo de lipossomas contendo
PTX obtidos por AFM.
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FIGURA 26 — Imagem de altura (A) e perfil topografico (B) de lipossomas contendo PTX obtidos por AFM

Considerando que, para analise dos lipossomas por AFM, é necessario que as
vesiculas sejam adsorvidas sobre a mica sofrendo deformacdo em estruturas mais planares, o
didmetro obtido por AFM é uma aproximagdo do didmetro das vesiculas em solugéo,
refletindo com certa fidelidade o tamanho real das vesiculas lipossomais (KANNO et al.,
2002). Entretanto, a analise de diametro médio por PSC ndo mostrou diferenca daqueles

obtidos por AFM. Apesar de obter resultados para o didmetro médio das vesiculas em
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solucéo, a técnica de PCS mede o raio/didmetro hidrodindmico das particulas, considerando
uma parte da dupla camada elétrica que as particulas assumem quando em solucdo (AKBARI
etal., 2011).

Como ja mencionado, a relacdo diametro/altura observada sugere a existéncia de
vesiculas achatadas, possivelmente, resultado do processo de deposi¢do dos lipossomas sobre
a superficie da mica, com a perda do conteido aquoso interno ap6s a secagem da amostra e
achatamento proporcionado pela forca que a sonda exerce durante sua interacdo com a
amostra. A andlise morfolégica por AFM de lipossomas compostos por
DOPE:CHEMS:DSPE-PEG carreando o acido dietileno gadolinio também mostrou uma
relagdo didmetro/altura proximo a 9 sugerindo a mesma hipétese de vesiculas achatadas
(SOARES et al., 2011). Ha relatos que, aparentemente, uma Unica bicamada lipidica tem
mostrado altura equivalente entre 6,0 a 7,5 nm (JASS et al., 2000; NAKANO et al., 2008).
Nesse contexto, a altura média equivalente a 14,5 nm para os lipossomas sem associa¢do ao
PTX, sugere a possibilidade de empilhamento de duas bicamadas na superficie da mica, uma
inferior e outra superior, como é demonstrado no esquema da Figura 27. Apesar da altura e do
didmetro das vesiculas da formulacdo contendo PTX ser maiores que a LpHS possivelmente
em funcdo da presenca da molécula volumosa do PTX na bicamada lipidica, pode-se dizer
que a capacidade de achatamento e empilhamento ndo foi alterada pela presenga do farmaco.
A relacdo didmetro/altura obtida para a formulacdo contendo PTX foi semelhante aquela
obtida para LpHS. Além disso, a presenca de vesiculas com alturas variaveis sugere a
existéncia de LUV e MLV, uma vez que o método de producdo por Bangham, combinado
com calibracdo por sonicacdo, proporciona a formacdo de vesiculas uni e multilamelares
(WOODBURY et al., 2006; LAPINSKI et al., 2007).

Mica

|<— Clivada

FIGURA 27 — Modelo esquematico de lipossomas adsorvidos na superficie da mica, antes e ap6s 0 contato com
a sonda (Adaptado de NAKANO et al., 2008).
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3.5 Estudo de Estabilidade Preliminar

Para uma formulagdo lipossomal ser considerada efetiva como um sistema de
vetorizacdo de farmaco é extremamente importante que o0s lipossomas mantenham-se
suficientemente estaveis por um periodo de tempo razoavel, desde sua producdo até a
administracdo (SHARMA; SHARMA, 1997). Durante a estocagem, as vesiculas lipossomais
podem sofrer tanto alteracGes fisicas quanto quimicas. As mudancas fisicas incluem fusao e
agregacdo das vesiculas e extravasamento do farmaco encapsulado, enquanto as quimicas
incluem oxidacdo dos fosfolipides que contem cadeias de &cidos graxos insaturados e
hidrolise das ligacdes ésteres dos fosfolipides que se encontram em dispersfes aquosas. Todas
essas alteracfes podem levar a perda do material encapsulado e das caracteristicas necessarias
a formulacdo destinadas a administracdo parenteral influenciando a performance in vivo da
formulagdo (CHOW; HEATH, 1995; SHARMA; SHARMA, 1997; TORCHILIN, 2005). A
maioria dos problemas de instabilidade € mais pronunciada em formulacbes lipossomais
compostas por moléculas de baixo peso molecular e farmacos sollveis em dgua (GULATI et
al., 1998).

Considerando essas questbes, a formulacdo composta por DOPE:CHEMS:DSPE-
PEG:DSPE-PEG-folato (5,7:3,8:0,45:0,05) a 10 mM e 0,5 mg/mL de PTX foi verificada
guanto a estabilidade durante 150 dias de armazenamento em termos de teor de encapsulacéo,
diametro médio, distribuicdo de tamanho das vesiculas, indice de polidispersao, potencial zeta
e pH. Os resultados para as caracteristicas fisico-quimicas para as formulacGes
DOPE:CHEMS:DSPE-PEG e  DOPE:CHEMS:DSPE-PEG:DSPE-PEG-folato ~ com
concentracdo total lipidica igual a 10 mM sdo mostrados na tabela 13, e ndo foi observada

diferenca significativa para os parametros considerando as duas formulacdes.
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TABELA 13- Diametro médio, indice de polidispersdo, concentracdo de PTX encapsulada, teor de
encapsulacdo e potencial zeta das formulacGes lipossomais compostas por DOPE:CHEMS:DSPE- PEG e
DOPE:CHEMS:DSPE-PEG-folato na concentraco lipidica total de 10 mM e 0,5 mg/mL de PTX.

i Concentracéo
Concentracao Diametro Indice de de PTX Teor de .
b - - ~ ~ Potencial Zeta
inicial de PTX Meédio = DP Polidispersdo + encapsulada Encapsulacdo + (©) £ DP (mV)
(mg/mL) (nm) DP +DP DP (%)
(mg/mL)
DOPE:CHEMS:DSPE-PEG
0,5 188,9+ 9,4 0,35+ 0,05 0,45 £ 0,02 96,8+15 +2,7+22
DOPE:CHEMS:DSPE-PEG:DSPE-PEG-folato
0,5 186,0 £ 12,7 0,33+0,01 0,43 +0,02 929+47 +30+1,1

*Valores expressos com média £ desvio padrdo (n = 3)

Conforme mostrado na figura 28, a incorporacdo do PTX na bicamada lipidica foi
bastante estadvel durante o periodo de armazenamento, sofrendo um decaimento de 15%
(p<0,05) no 150° dia. A boa estabilidade em termos de retencdo do PTX pode ser explicada
em funcdo do carater lipofilico da molécula (log P = 6,9) (NEJATPOUR et al., 2011) que
permite uma maior interacdo com os fosfolipides da bicamada lipidica, e, por sua vez, tende a
retardar a liberacdo do farmaco durante o armazenamento. Além disso, durante o periodo de
armazenamento o pH da formulagdo manteve-se estavel, em torno de 7,1, possivelmente
contribuindo para o aprisionamento do farmaco nas bicamadas das vesiculas, um vez que, a
fase lamelar dos lipossomas € mantida nessa faixa de pH, como foi mostrado pelos dados de

SAXS e avaliagio da pH-sensibilidade.
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FIGURA 28 — Perfil de retencdo do PTX observado durante o periodo de armazenamento de 150 dias. (*)
Representam diferenca significativa em rela¢do ao dia 0 (n = 3).

O potencial zeta das formulacdes também ndo sofreu alteracdes (p > 0,05), se
mostrando estavel durante o armazenamento e préximo da neutralidade (Figura 29). Como ja
relatado, esse valor de carga proximo a neutralidade se deve a presenca do DSPE-PEGyqo que
contribui para estabilizacdo das cargas das vesiculas, mesmo em presenca do CHEMS que
confere uma carga negativa a superficie dos lipossomas. Valores de mobilidade eletroforética
baixo e, automaticamente, potencial zeta proximo a neutralidade sdo verificados a partir da
utilizacdo do DSPE-PEG na concentracdo de 5% (WOODLE et al., 1995), estando coerente
com os resultados obtidos.
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FIGURA 29 - Variacdo do potencial zeta durante o armazenamento por 150 dias. ND = zeta ndo determinado
para o dia 100 (n = 3).

A figura 30 mostra os resultados de didmetro médio e indice de polidispersdo
avaliados ao longo de 150 dias. Em relacdo ao didmetro médio das vesiculas nenhuma
alteracdo foi observada durante 100 dias de avaliacdo. No entanto, um aumento no didmetro
médio em cerca de 20%, significativamente diferente do dia inicial do estudo, foi verificado
para 0 150° dia (p<0,05). O indice de polidispersdo também manteve inalterado até o 100° dia
e no 150° dia foi possivel verificar aumento significativo (p<0,05), variando de 0,32 para
0,55. No que diz respeito a distribuicdo de tamanho, cerca de 83% das vesiculas
apresentaram diametro menor que 300 nm no 150° dia, mostrando uma diminuicao inferior a
4% em relacdo ao dia zero (86,4%). Vale ressaltar ainda que, menos de 5% das vesiculas
exibiram diametro maior que 500 nm no Ultimo dia de analise, sendo o maior diametro

verificado em torno de 850 nm (0,2%).
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FIGURA 30 — Didmetro médio (barra) e indice de polidispersdo (ponto) avaliado durante o periodo de
armazenamento de 150 dias. (*) Representam diferenca significativa para o didmetro médio e o indice de
polidispersdo em relacdo ao dia 0 (n = 3).

Os resultados evidenciam uma boa estabilidade para a formulacdo em termos de
didametro médio e indice de polidispersdo das vesiculas durante 100 dias de armazenamento,
gue podem ser explicados devido a presenca do PEG nas formulacdes lipossomais. Segundo
Blume e Cevc (1990) as cadeias do PEG séo flexiveis e com mobilidade suficiente a ponto de
apresentarem uma densa “nuvem conformacional” que resulta no surgimento de forgas
estéricas e dindmicas entre o interior de suas cabecas polares e se estendem até a regido
interfacial, entre o interior da membrana hidrofébica e a solucdo circundante. Logo, como ja
descrito, essa “nuvem conformacional” proporciona um efeito estérico para as vesiculas
impedindo suas aproximacdes e assim desfavorecendo os fendmenos fisicos de agregacéao e
fusdo, os quais, quando acontecem, contribuem para o aumento no diametro das vesiculas
lipossomais durante a estocagem (ISHIDA et al.,, 2002; KIM et al., 2009). Além disso,
Perkins e colaboradores (2000) durante uma investigacdo acerca da estabilidade de particulas
contendo lipides peguilados com diferentes cadeias lipidicas associadas ao PEG e PEGsggo,
concluiram que as vesiculas mais estaveis eram compostas pelo DSPE-PEG. Dessa forma,
possivelmente, esse efeito protetor das cadeias do PEG, pode ter contribuido para a

estabilidade fisica das vesiculas lipossomais desse estudo.
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Como considerado anteriormente, apesar do aumento do didmetro médio e indice de
polidispersdo para o 150° dia de armazenamento, grande parte das particulas ainda
permaneceram com diametro menor que 300 nm. Esse aumento pode ser justificado por
eventual agregacdo ou fusao das particulas que levaram a formacéo de pequenos agregados de
vesiculas com didmetro maior que 300 nm.

A estabilidade de formulagdes lipossomais contendo PTX descrita na literatura tem
sido variada. Ha relatos de formulacdes que se mantiveram estaveis, em armazenamento a
4°C, por cerca de dois meses e outras que mantiveram suas caracteristicas fisico-quimicas por
menos de 24 horas de armazenamento (SHARMA et al., 1994; CROSASSO et al., 2000;
IMMORDINO et al., 2003; YANG et al., 2007a; YANG et al., 2007b; KOUDELKA,
TURANEK, 2012). Dessa forma, pelos resultados explanados um ganho significativo em
termos de estabilidade foi obtido com a formulacdo composta por DOPE:CHEMS:DSPE-
PEG:DSPE-PEG-folato.

3.6 Estudos de Citotoxicidade in vitro

A quimioterapia é uma das modalidades terapéuticas mais requeridas para o
tratamento do cancer. Entretanto, grande parte dos agentes quimioterapicos age de forma
indiscriminada atingindo as células tumorais e saudaveis, principalmente as de crescimento
rapido. Nesse contexto, sistemas para entrega de farmacos mediado por ligantes especificos
desempenham um papel essencial na tentativa de contornar essa situacdo (KIM et al., 2008;
BRANDAO et al., 2010; DA SILVA et al., 2012).

Os receptores para folato sdo frequentemente superexpressos em varios tipos de
tumores malignos como endométrio, ovario, mama e cérebro, e ausente ou pouco expresso em
células normais, tornando um atrativo para a entrega sitio-especifico de farmacos (GABIZON
et al., 2004; PARKER et al., 2005; KIM et al., 2008). Dessa forma, para investigar se a
citotoxicidade do PTX seria afetada pela sua encapsulacdo em formulagdes lipossomais pH-
sensiveis de circulacdo prolongada recobertas ou ndo por folato, foi utilizado o ensaio de
metabolizacdo do MTT para avaliar a viabilidade celular. O ensaio € baseado na conversao do
MTT a cristais de formazan pela redutase mitocondrial presente na mitocondria das células
viaveis. Dessa forma, a viabilidade de células normais (L929) e neoplasicas (MCF-7 e MDA-
MB-231) foi investigada ap6s incubacéo, por 48 horas, com solucdo de PTX livre (PTX
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livre), com PTX encapsulado em lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada
recobertos com folato (LpHSF-PTX) e lipossomas sem a presenca desse ligante (LpHS-PTX).
Para verificar a citotoxicidade da matriz da formulagdo, as células foram tratadas com as
formulag@es brancas (LpHSF e LpHS).

Os dados obtidos para as linhagens normal (L929) e tumoral (MCF-7 e MDA-MB-
231), expressos como porcentagem da viabilidade celular, sdo mostrados nas figuras 31 e 32,
respectivamente. Os valores de 1Cs, para todas as linhagens sdo apresentados nas tabelas 14.

E possivel perceber que, para todas as linhagens celulares, as formulaces brancas
testadas (LpSH e LpHSF) ndo mostraram atividade citotdxica expressiva. Esses dados
indicam que estas formulacBes apresentam citotoxicidade desprezivel quando comparadas
com as formulagbes contendo o farmaco. Vale ressaltar também que a viabilidade celular
testada para o solvente do PTX livre (etanol desidratado: CrEL) foi de aproximadamente
100% para todas as linhagens estudadas.

Considerando a linhagem de células normais (L929), aumento da atividade citotoxica
(p<0,001) foi observado para a formulacdo do PTX livre nas duas concentracdes mais altas
testadas (100 e 500 nM), comparada com as demais formulagdes. Lin e colaboradores (2012)
ao desenvolverem um hidrogel termossensivel para liberagdo sustentada do PTX, em
conjugacdo com poli(e-caprolactona)-polietilenoglicol-poli(¢-caprolactona), avaliaram sua
citotoxicidade pelo método do MTT nas linhagens celulares tumorais MFC-7 e HepG-2
(linhagem de tumor de figado) e na linhagem de célula normal L929. Como resultados,
verificaram que as células normais exibiram uma citotoxicidade reduzida em comparacdo as
linhagens tumorais, tanto para o PTX livre quanto para a formulacdo contendo o farmaco.
Nessa oportunidade eles atribuiram essa resposta as células normais (L929), possivelmente,

em funcédo da extensdo reduzida de captacdo celular para o PTX.
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FIGURA 31 - Viabilidade celular mediada pelo ensaio do MTT para PTX livre, LpHS-PTX, LpHS, LpHSF-
PTX, LpHSF e LpHSF-PTX + AF em células da linhagem L929 apds 48 horas de tratamento. (*) Representa
diferenca significativa em relacdo ao LpHS-PTX, LpHSF-PTX e LpHSF-PTX + AF (p<0,001). (°) Representam
diferenga significativa em relacdo ao LpHSF-PTX e LpHSF-PTX + AF (p<0,001). Dados expressos com média
+ desvio padrdo de trés experimentos independentes. As formulagbes brancas foram diluidas na mesma

proporcao que as contendo PTX.
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FIGURA 32 - Viabilidade celular mediada pelo ensaio do MTT para PTX Livre, LpHS-PTX, LpHS, LpHSF-
PTX, LpHSF e LpHSF-PTX + AF em células das linhagens tumorais MFC-7 e MDA-MB-231 apds 48 horas de
tratamento. (*) Representa diferenca significativa em relacéo ao PTX livre (p<0,01) e (°) Representam diferenca
significativa em relacdo ao PTX livre (p<0,01), LpHS-PTX e LpHSF-PTX + AF (p<0,05). Dados expressos com
média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. As formulagfes brancas foram diluidas na mesma

proporc¢do que as contendo PTX.
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TABELA 14 — Valores de ICs, calculados para as linhagens de células tumorais e normais®.

ICa (LM) ICs (M) ICso (M) 'Ca ("M)
Linhagem Celular o iH o w LpHSF-PTX + AF
PTX livre LpHS-PTX LpHSF-PTX
(ImM)
MCF-7 660,7 £ 42,5 214,1 £ 16,7 97,695 357,8 £ 59,0
MDA-MB-231 689,3 £ 32,8 183,1 + 36,6 157 £ 1,4 449,9+ 11,2
L929 25733+5766  1257,5+810 4177 + 1038,2

*Valores expressos com média + desvio padrdo (n = 3).

Para os tratamentos associados ao PTX, considerando as linhagens celulares tumorais,
uma reducdo da viabilidade celular foi observada a medida que a concentracdo de PTX foi
aumentada. Para as linhagens celulares tumorais, a atividade citotoxica observada apos o
tratamento com PTX livre foi bastante semelhante. A ICs, determinada foi igual a 660,7 +
42,5 e 689,3 £ 32,8 nM para MCF-7 e MDA-MB-231, respectivamente. Resultados obtidos
para 0 PTX livre corroboram outros previamente descritos (YANG et al., 2007a; TRICKLER
et al., 2008; JAIN et al., 2012; GU et al., 2012). Considerando o tratamento com a formulacao
de LpHS-PTX foi possivel verificar para a linhagem MFC-7 que em todas as concentracdes
testadas, exceto a menor, a viabilidade metabolica celular foi significativamente reduzida em
comparacdo com PTX livre (p<0,01). Por outro lado, para as células MDA-MB-321 essa
diferenca somente foi verificada para as concentracGes de 20, 100 e 500 nM (p<0,01). O valor
das ICsy para as células MCF-7 e MBA-MB-231 foram 214,1+6,7 e 183,1+ 36,6 nM,
respectivamente, demonstrando maior efetividade citotoxica da formulacdo LpHS-PTX em
comparacgdo ao PTX livre.

Esse aumento na citotoxicidade observado apo6s tratamento com LpHS-PTX sugere
maior captacdo das vesiculas lipossomais que o PTX na sua forma livre. De fato, no estudo
conduzido por Gu e colaboradores (2012) para investigar a captacdo de nanocarreadores para
0 PTX através da quantificacdo por CLAE, observou-se que uma maior quantidade de PTX
associado aos nanocarreadores foi captada pelas células MCF-7 do que para o PTX livre
(dissolvido em etanol). Além disso, tem sido sugerido que os lipososomas pH-sensiveis sao
captados e internalizados de uma maneira mais eficiente se comparada ao farmaco livre
(FATTAL et al., 2004). Portanto, é sugestivo que, os LpSH-PTX favorecem a captacéo

celular do farmaco, estando as células mais susceptiveis & agdo do PTX.
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Em relagdo ao tratamento via direcionamento por receptores de folato, pode-se
observar que a atividade citotdéxica dos LpHSF-PTX foi significativamente maior do que a
observada tanto para o PTX livre quanto para a formulacdo ndo funcionalizada com PTX
(LpSH-PTX), considerando as duas linhagens tumorais. Esses resultados podem ser
explicados pela presencga do receptor para folato na membrana das células MFC-7 e MDA-
MB-231 (MEIER et al., 2010), que contribui para maior captacdo dos lipossomas em fungéo
da ligacéo do &cido folico associado ao DSPE-PEG. Ao ser reconhecido, o acido fdlico se liga
a esses receptores com alta afinidade e depois séo internalizados aos endossomas
(SUDIMACK; LEE, 2000; LU; LOW, 2002). Tardiamente, o pH no interior dessas vesiculas
atingem valores préximos de 5,0 que irdo favorecer a desestabilizacdo dos lipossomas pH-
sensiveis liberando o PTX, o qual ficara disponivel para desencadear sua acdo biologica.

Vaérios estudos vém relatando o crescente interesse no delineamento de sistemas para
vetorizacdo de farmacos com ligantes para os receptores de folato. Steves e Lee (2003)
mostraram que uma emulsdo carreando PTX e funcionalizada com folato foi muito mais
citotoxica para células tumorais KB, que superexpressam receptores para folato, que a
emulsdo ndo funcionalizada. Nesse mesmo contexto Wu e colaboradores (2006) mostraram
que lipossomas compostos por DPPC:DMPG:DSPE-PEG:DSPE-PEG-folato
(8,5:0,95:0,45:0,05) carreando o PTX foram 3,8 vezes mais citotoxicos que os lipossomas que
ndo continham folato, para células KB. Todas essas evidéncias mostraram que o
direcionamento via receptor de folato aumenta a captacdo das vesiculas lipossomais pelas
células que apresentam esses receptores, possibilitando assim maior liberacdo do PTX e
atividade citotoxica.

Ha indicios que, em se tratando de conjugados direcionados a captacao via receptor de
folato, o nimero total de conjugados internalizados é proporcional a quantidade de expressdo
desses receptores pela célula. Em média, as células internalizam os conjugados a uma taxa de
aproximadamente 1 a 2 x 10° moléculas/célula/hora (LU; LOW et al., 2002). Dessa forma,
possivelmente, percebe-se uma maior expressdo de receptor para folato nas células MDA-
MB-231, uma vez que, a ICsy para essa célula foi, aproximadamente, 6 vezes menor que a
apresentada por MCF-7, indicando maior atividade citotoxica. De fato, essa diferenca é
qualitativamente sugerida por Jhavieri e colaboradores (2004) através uma analise em
Western blot dos niveis dos receptores de folato em um painel com oito tipos de linhagens
celulares de tumor de mama (MCF-7, ZR-75-1, SK-BR-3, MDA-MB-435, MDA-MB-231,
MDA-MB-453, T47D e MDA-MB-468), duas linhagens de células mamarias normais e
imortalizadas (MCF-10 e HS578T-BST) e uma linhagem celular priméaria normal de célula
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maméria (HMEC). Adicionalmente, Garin-Chesa e colaboradores (1993), durante um ensaio
imuno-histoquimico para verificar a expressdo dos receptores de folato em uma série de
linhagens de carcinoma humano, conseguiram detectar a expressdo desse receptor em MDA-
MB-231 e, apesar de ndo apresentarem reatividade para a MCF-7, eles ressaltam que essas
expressam os receptores para folato em quantidade menor.

Para demonstrar que a presenca do folato nas preparac6es tem um papel importante na
captacdo das vesiculas pelas células tumorais, essas foram submetidas a uma etapa de pre-
tratamento pela adicdo de AF a 1mM por um periodo de 1 hora antes do tratamento com a
formulacdo de LpSHF-PTX. Os resultados mostraram, para as duas linhagens, aumento na
viabilidade celular para todas as concentragcfes frente ao pré-tratamento com AF, sugerindo,
desse modo, que o AF livre € capaz de saturar os receptores da superficie das células,
diminuindo a captacdo lipossomal e, consequentemente a atividade citotoxica do PTX
associado a essa formulacdo. Saul e colaboradores (2003) também verificaram essa relacdo de
saturacdo dos receptores celulares através da inclusdo prévia de AF livre durante a captacdo
da doxorrubicina associada a lipossomas funcionalizados com folato. Nesse contexto, eles
mostraram que o pré-tratamento com AF livre diminuiu a captacdo dos lipossomas pelas
células KB e HelLa (cancer cervical), o que ndo foi observado para células C6 (glioma), isso
porque, as primeiras superexpressavam receptores para folato, o que ndo era observado para
as células C6. Nos lipossomas desenvolvidos por Wu e colaborados (2006) essa diminuicéo
na captacdo lipossomal também foi verificada, e os valores de ICsy para as células KB
passaram de 0,048 puM para 0,151 puM, mostrando a dependéncia do receptor livre para
captacdo dos lipossomas funcionalizados.

Por fim, um importante critério a ser estabelecido para possiveis aplicagdes clinicas de
uma formulacdo é determinar a possivel auséncia de efeitos tdxicos sobre as células normais
do hospedeiro, comparado a atividade contra as células doentes. Essa analise pode ser obtida
pelo célculo do indice de seletividade, que indica a seletividade de um composto ou
formulacéo entre uma linhagem neoplésica e uma normal (NAKAMURA et al., 2006). Os

valores de IS para as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 sdo mostrados na tabela 15.
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TABELA 15 — indice de seletividade calculado para as linhagens de células tumorais*.

indice de Seletividade PTX livre LpHS-PTX LpHSF-PTX
MCF-7 39 5,9 42,8
MDA-MB-231 3,7 6,9 265,2

*Valores expressos com média + desvio padrao (n = 3).

A formulacdo LpHS-PTX demonstrou ser, em média, cerca de 6,5 vezes mais ativa
contra as células tumorais do que células normais. Entretanto, quando associada ao folato
(LpHSF-PTX), o indice de seletividade para MFC-7 e MDA-MB-231 aumenta cerca de 7,2 e
38,4 vezes, respectivamente, indicando toxicidade muito baixa para células normais (L929) e
efetividade contra as células tumorais. Essas observacGes reforcam a maior atividade
citotoxica para a formulacdo LpHSF-PTX e a diferenca de expressdo de receptores para folato
entre as linhagens como discutido anteriormente e verificado por estudo prévio (GARIN-
CHESA et al., 1993). Dessa forma, o uso da formulacdo de LpHSF-PTX pode ser uma
estratégia promissora para transportar o PTX e permitir sua administracdo intravenosa na

terapia tumoral.
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4 CONCLUSOES

No presente estudo foram desenvolvidas e caracterizadas formulagdes lipossomais
com diferentes concentracdes de PTX e com diferentes composic¢des quali e quantitativas de
lipides. Durante o delineamento farmacotécnico, preparacfes com tamanho adequado para
administracdo intravenosa foram obtidas com as diferentes composi¢Ges estudadas. No
entanto, considerando que o objetivo do presente estudo foca no desenvolvimento de um
sistema multifuncionalizado mediante pH-sensibilidade e ligacdo de receptores de folato, a
partir das analises de SAXS e pH-sensibilidade, constatou-se que a inclusdo da SPC na
bicamada promoveu alteracdo na propriedade da pH sensibilidade da formulacdo. Por outro
lado, os espectros de SAXS para a formulagdo composta por DOPE:CHEMS:DSPE-PEG
mostraram que as vesiculas lipossomais mantinham a fase lamelar em pH 7,4 enquanto a
reducdo do pH para 5,0 resultou em transicdo para fases ndo lamelares. Esses achados foram
confirmados pelo estudo de pH sensibilidade, no qual a reducdo do pH resultou em
desestabilizacdo das vesiculas com consequente liberacdo do PTX. Com base nesses dados e
nos resultados obtidos no estudo de desenvolvimento, a formulacdo composta por
DOPE:CHEMS:DSPE-PEG na concentracao lipidica total de 10 mM e 0,5 mg/mL de PTX foi
considerada a mais adequada pois apresentou cerca de 97% de teor de encapsulacdo, didametro
médio e indice de polidispersdo de 188,9 nm e 0,35, respectivamente. Além disso, mais de
90% da populacdo de vesiculas apresentaram tamanho inferior a 300 nm. Diante dessas
caracteristicas promissoras, essa formulacao foi selecionada para os estudos de estabilidade de
armazenamento e citotoxicidade in vitro.

Por meio da andlise morfologica por AFM, foi observado que as vesiculas
lipossomais apresentavam formato esférico regular sem indicativos de agregacdo das mesmas.
Os resultados para diametro médio e a distribuicdo de tamanho das vesiculas mostraram
semelhan¢a com os resultados obtidos por PCS, mostrando diametro medio inferior a 200 nm
e uma distribuicdo heterogénea das vesiculas. Além disso, foi possivel indicar pela altura que
os lipossomas sofriam um achatamento durante a adsorgdo na mica e contato com a sonda de
analise.

A formulacdo LpHSF-PTX (10 mM e 0,5 mg/mL) apresentou teor de encapsulacéo de
aproximadamente 93%, potencial zeta igual a +3,0 mV, didmetro médio e indice de
polidisperséo equivalentes a 186,0 nm e 0,33, respectivamente. Essa formulagdo mostrou ser

estavel nos 100 primeiros dias, mostrando ligeiro aumento no didmetro médio e indice de
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polidispersdo a partir do centésimo dia. No 150° dia de analise, uma diminui¢do na retencéo
do PTX, aproximadamente, 14% de liberacdo foi observada.

O ensaio de citotoxicidade mostrou que a encapsulacdo do PTX em LpHS ou LpHSF
ndo prejudicou o seu efeito citotoxico. No entanto, a formulacdo LpHSF-PTX mostrou maior
atividade citotoxica quando comparada com os demais grupos testados, evidenciando que a
associacao com folato promoveu o aumento da captacdo das vesiculas pelas células tumorais.
A atividade citotdxica foi menor para a linhagem tumoral MCF-7, uma vez que essa expressa
menor quantidade de receptores para folato que a linhagem MDA-MB-231. Além disso, essa
formulacdo mostrou ser altamente seletiva para as linhagens tumorais (IS iguais a 265 e 42,8
para as linhagens MDA-MB-231 e MCF-7, respectivamente).

Dessa forma, ganhos importantes em termos de estabilidade e citotoxicidade foram
obtidos no presente estudo. Essa nova formulacdo multifuncionalizada representa uma
alternativa interessante e promissora para administracdo intravenosa do PTX no tratamento do
cancer, com possibilidade de maior eficacia quando comparada ao tratamento convencional

com Taxol®.
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5 PERSPECTIVAS

Com base nos resultados do presente trabalho, pode-se propor algumas perspectivas, a

saber:

o Realizar estudos complementares na tentativa de esclarecer os mecanismos de
citotoxicidade dos LpHSF-PTX.

o Avaliar a organizagao supramolecular da formulacéo
SPC:DOPE:CHEMS:DSPE-PEG.

o Avaliar a atividade antitumoral em modelo experimental de tumor de mama.

o Avaliar a toxicidade in vivo.

o Avaliar a biodistribuicéo e o perfil farmacocinético dos LpHSF-PTX.
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ANEXOS

Anexo A — Espectros de absorc¢éo de primeira derivado obtido para uma solucgéo de

PTX, lipossomas brancos contendo SPC e lipossomas branco contendo DSPE-PEG-

folato
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Espectros de absorcdo de primeira derivada obtidos para uma solugdo do PTX 15 pg/mL e dos lipossomas
brancos compostos por DOPE:CHEMS:DSPE-PEG:DSPE-PEG-folato (A) e SPC:DOPE:CHEMS:DSPE-PEG
(B) em metanol, utilizando AA = 2 nm e fator de escala 1. A seta com o comprimento de onda indica o ponto de

anulacdo para os componentes dos lipossomas.
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