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RESUMO

O cancer é um relevante problema de saude coletiva, constituindo-se na segunda
principal causa geral de morte por doenca no mundo. A quimioterapia é a modalidade
de tratamento do cancer mais utilizada. Porém, a maioria dos agentes antineoplasicos
causa inumeros efeitos toxicos, 0 que torna necessaria a busca por novas estratégias
terapéuticas. Evidéncias epidemioldgicas levaram ao inicio da investigacdo da
atividade citotoxica de cardenolideos, e tendo em vista seu efeito diferenciado em
células saudaveis, essa classe vem sendo amplamente estudada quanto a
possibilidade de uso no tratamento do cancer. A proposta desse estudo consistiu na
busca por alternativa para veiculacdo do cardenolideo glicoevatromonosideo com as
hidroxilas da glicose peracetiladas (GEVGP), que apresenta alta lipofilia, permitindo
sua encapsulacdo em lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada (LpHS-
GEVGP). O didmetro médio das vesiculas foi de 182,2 + 2,7 nm, o indice de
polidispersédo igual a 0,36 e o potencial zeta préximo a neutralidade, permitindo a
aplicacao dessa formulagcéo para os estudos in vivo. O teor de GEVGP encapsulado
foi de 75,0 + 7,0%. A avaliacdo da estabilidade de armazenamento dos lipossomas a
4 °C comprovou a manutencdo das caracteristicas fisico-quimicas da formulagéo por
no minimo 30 dias. Os estudos de pH-sensibilidade dos lipossomas contendo GEVGP
mostraram uma perda da caracteristica de pH-sensibilidade do nanossistema, que
pode ser explicada pela alteracéo da estrutura da bicamada lipidica devido a presenca
de GEVGP. A citotoxicidade dos lipossomas contendo o cardenolideo foi avaliada em
trés diferentes linhagens celulares tumorais de mama (triplo negativa MDA-MB-231,
ER positiva MCF-7 e HERZ2 positiva SKBR3) e uma linhagem de células ndo-pequenas
de cancer de pulmédo (A549), pelo ensaio de Sulforrodamina B e demonstraram
grande potencial citotéxico. Adicionalmente, a citotoxicidade dos lipossomas foi
avaliada em fibroblastos humanos nao-tumorais. A formulagcdo mostrou-se seletiva
para células tumorais em relagéo a células ndo-tumorais humanas. Estudos in vitro a
longo prazo confirmaram que LpHS-GEVGP diminuem a capacidade de crescimento
das células tumorais sobreviventes apds o tratamento, bem como a formacéo de
colonias a partir dessas células. A avaliacdo da atividade antitumoral, por analise de
variacdo do volume tumoral demonstrou que LpHS-GEVGP nas doses de 1,0 e 2,0

mg/kg apresentaram capacidade semelhante ao paclitaxel na dose de 10 mg/kg, de



inibir o crescimento do tumor de pulm&o em camundongos Balb/c nude. Diante do
exposto, os LpHS-GEVGP apresentam-se como uma formulacdo promissora para o
tratamento do cancer de mama e pulmao, ja que permitiu a administracao sistémica
do GEVGP, demonstrou alto potencial citotoxico e seletividade, eficacia antitumoral
superior ao paclitaxel e auséncia de sinais de toxicidade a partir de um estudo

preliminar.

Palavras-chave: Cancer. Lipossomas. Cardenolideo. Citotoxicidade. Atividade

antitumoral.



ABSTRACT

Cancer is an important public health problem, being the second cause of death in the
world. Chemotherapy is the most commonly used cancer treatment modality. However,
most antineoplastic agents cause innumerable toxic effects, which makes it necessary
to search for new therapeutic strategies. Epidemiological evidence has led to the
initiation of the investigation of the cytotoxic activity of cardenolides, and in view of their
differentiated effect on healthy cells, this class has been widely studied regarding the
possibility of use in the treatment of cancer. The aim of this study was to search for an
alternative for the cancer treatment, by means of the synthesis of glucoevatromonoside
with peracetylated glucose hydroxyl groups (GEVPG), which has high lipophilicity,
allowing its entrapment in long-circulating and pH-sensitive liposomes (SpHL-
GEVPG). The mean diameter of the vesicles was of 182.2 + 2.7 nm, the polydispersity
index was equal to 0.36 and the zeta potential close to neutrality, allowing the
application of this formulation for in vivo studies. The liposomes encapsulated GEVPG
content was equal to 75,0 + 7,0%. The evaluation of the storage stability of the
liposomes at 4 ° C confirmed the maintenance of the physical chemical characteristics
of the formulation for at least 30 days. pH-sensitivity studies of the liposomal
formulation containing GEVPG showed a reduction of the sensitivity when submitted
to acid pH, which can be explained by the alteration of the lipid bilayer structure by the
GEVPG. The cytotoxic activity of liposomes containing cardenolide against three
different human breast tumor cell lines (triple negative breast cancer MDA-MB-231,
ER positive MCF-7 and HER 2 positive SKBR3) and human non-small cell lung cancer
cells (A549) was evaluated by the Sulforhodamine B assay and demonstrated a high
cytotoxic potential. In addition, the cytotoxic activity of liposomes was evaluated in non-
tumor human fibroblasts. SpHL-GEVPG was selective for tumor cells relative to human
non-tumor cells. Long-term in vitro studies have confirmed that SpHL-GEVPG
decrease the growth capacity of surviving tumor cells after treatment, as well the
formation of colonies from these cells. The evaluation of antitumoral efficacy of the
treatment with SpHL-GEVPG using Balb/c nude female mice bearing A549 tumor
showed that the treatment with SpHL-GEVPG at doses 1.0 and 2.0 mg / kg had similar
capacity at dose of paclitaxel at the 10 mg / kg dose, to inhibit lung tumor growth.

Considering the above, SpHL-GEVPG is a promising formulation for the treatment of



breast and lung cancer, since it allowed the systemic administration of GEVPG,
demonstrated high cytotoxic potential and selectivity, antitumor activity similar to

paclitaxel and absence of signs toxicity from a preliminary study.

Keywords: Cancer. Liposomes. Cardenolides. Cytotoxicity. Antitumor activity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Caracteristicas das células tuUmOraisS...........ccccceeeeeeeeeeeeeeciciiieiveeee
Figura 2 - Origem dos farmacos anticancer aprovados para uso entre 1930 a
p2 0 o Rt O USRS
Figura 3 - Estrutura quimica de glicosideo cardiaco.............cccccevviiieeiieeenniiinnenn.
Figura 4 - Estrutura quimica da digOXiNa..........ccuvreriieeaiiiiiiiieee e
Figura 5 - Mecanismo da acéo cardiotonica dos cardenolideos.........................
Figura 6 - Estrutura quimica do glicoevatromonosideo (GEV)........cccccceeeeeeeeeeen.n.
Figura 7 - Estrutura quimica do glicoevatromonosideo com as hidroxilas da
glicose peracetiladas (GEVGP)........couiiiiiiii e
Figura 8 - Representacdo esquematica da estrutura de lipossomas....................
Figura 9 - Representacdo esquematica de alguns fosfolipides...........ccccoeeeeeeenn.
Figura 10 - Classificacé@o de lipossomas de acordo com o didmetro e o nUmero
de bicamadas das VESICUIAS.............cuvviiiiiiiii e
Figura 11 - Efeito EPR. Vasculatura em tecido n&o-tumoral com células
endoteliais firmemente justapostas permitindo apenas a passagem do
farmaco livre (A), vasculatura na regido tumoral com fenestracdes permitindo
0 extravasamento dos liPOSSOMAS (B)........uuuuuiiiiiiiiiiiiiieieieeee e
Figura 12 - Classificacdo dos lipossomas quanto a composicdo quimica.
Lipossomas convencionais (A); lipossomas de superficie modificada com
anticorpo direcionado (B); lipossomas de circulacdo prolongada (C);
lipossomas polimorficos (D): lipossomas pH-sensiveis (1) e lipossomas
(o= 11 [0] 01 (o0 1S3 (2 PP PP TPPPPPP
Figura 13 - Estrutura quimica da distearoilfosfatidiletanolamina acoplada ao
polietilenoglicol 2000 (DSPE-PEG2000). ... . cteeeetteieieieeiiiiiniiiiaaaaeeseeeeeeeeeeeeeenenns
Figura 14 - Estrutura quimica das moléculas de DOPE (A) e CHEMS (B)........
Figura 15 - Representacdo esquematica da formacéo das fases lamelar e
hexagonal da molécula de DOPE..........ccccooiiiiiiiiiieieeeer e,
Figura 16 - Esquema de preparo dos LpHS-GEVGP...........cccoviviiiiiiviviiiine,
Figura 17 - Sobreposicéo de perfis cromatograficos obtidos para solucao de
GEVGP (em azul) e lipossomas brancos (LpHS brancos, em vermelho)..........

17

22
23
25
25
28

29

30

30

31

32

33

34
34

36
44



Figura 18 - Representacdo grafica da curva de calibracdo para o

doseamento de GEVGP obtida pelo método de CLAE...........ccoevvvvvvviiniceennnnn.

Figura 19 - Estudo de liberagdo de GEVGP a partir dos LpHS-GEVGP em

pH 5 (linha azul) e 7,4 (linhavermelna).............ooooiiiiiiiiii s

Figura 20 - Avaliacdo in vitro a longo prazo das células da linhagem A549
sobreviventes apos tratamentos com GEVGP, LpHS-GEVGP e PTX........cccveuee...
Figura 21 - Parametros relativos de CPD de células sobreviventes apos
tratamento com GEVGP, LpHS-GEVGP € PTX ...
Figura 22 — Efeito dos tratamentos com GEVGP, LpHS-GEVGP e PTX sobre a
capacidade das células tumorais da linhagem A549 formarem colonias...............
Figura 23 — Variacdo do volume tumoral (%) de camundongos Balb/c nude
fémeas portadores de carcinoma de pulm&o da linhagem A549, durante
tratamento com LpHS brancos, PTX e LpHS-GEVGP em diferentes doses.........
Figura 24 - Fotomicrografias do tumor representativas de cada grupo de
camundongos Balb/c nude fémeas portadores de tumor de pulmé&o da linhagem
celular A549 e submetidos a diferentes tratamentos.............eeeeeeiiiieiiiienneeine
Figura 25 - Fotomicrografias do baco representativas de cada grupo de
camundongos Balb/c nude fémeas portadores de tumor de pulméao da linhagem
celular A549 e submetidos a diferentes tratamentos............ueeeeeeiiiieeieieeeeeeiie
Figura 26 - Fotomicrografias do figado representativas de cada grupo de
camundongos Balb/c nude fémeas portadores de tumor de pulmé&o da linhagem
celular A549 e submetidos a diferentes tratamentos............ueeeeeeiiiieeieieeeeeeiie
Figura 27 - Fotomicrografias dos rins representativas de cada grupo de
camundongos Balb/c nude fémeas portadores de tumor de pulmé&o da linhagem
celular A549 e submetidos a diferentes tratamentos.............eeeeeeiiiieeieiiiiniine

67

68

69

71

73

74

75



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Classificacdo das principais geninas encontradas em glicosideos
cardiacos de acordo com o padréo de SUbSHItUICAO............evieeiieiieeeeeeieieeeeeeeiia,
Tabela 2 - Gradiente de eluicéo utilizado nas andlises de GEVGP por CLAE.....
Tabela 3 - Preparo das curvas analiticas para avaliacdo da linearidade do
método de doseamento de GEVGP por CLAE.........cooiiiiiiiiiiiieeeee e
Tabela 4 - Valores de Clso de GEV e GEVGP para diferentes linhagens
CEIUIAIES TUMOTAIS. ...ttt e et e e e e e e ee e e e e e e s s s s snnanes
Tabela 5 - Determinacdo da precisédo intradia e interdia do método de
doseamento de GEVGP POr CLAE ...ttt
Tabela 6 - Determinacdo da exatiddo do método de doseamento de GEVGP
PO CLAE ..o e
Tabela 7 - Determinacdo da robustez do método de doseamento de GEVGP
POI CLAE . ... e e e e e e e e et et e e s
Tabela 8 - Caracteristicas quimicas e fisico-quimicas dos LpHS-GEVGP..........
Tabela 9 - Estudo de estabilidade dos LpHS-GEVGP ao longo do tempo...........
Tabela 10 - Valores de Clso de GEVGP, LpHS-GEVGP, DXR e PTX para
diferentes liNhagens CEIUIAIES. ..........eeiiiii e
Tabela 11 - Valores de IS para diferentes linhagens celulares tumorais em
relacdo a cultura primaria de fibroblastos ndo-tumorais de gengiva humana......
Tabela 12 - VRT e IC do tumor de camundongos Balb/c nude fémeas
portadores de carcinoma de pulméo da linhagem A549, apés tratamento com
LpHS brancos, PTX e LpHS-GEVGP em diferentes doses............cccccvvvvvvvienneee.

24
40

42

53

56

57

58

59

61

64

65



ACN
BRCA 1
BRCA 2
CHEMS
Clso
CLAE
CPCNP
CPD

DOPE
DSPE-MPEG2000

EPR

ER
GEV
GEVGP

HER2

LD
LpHS brancos

LpHS-GEVGP

LQ

Na*K*ATPase
PC

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Acetonitrila

Breast cancer 1

Breast cancer 2

Hemisuccinato de colesterila

Concentracdo inibitéria de 50% do crescimento celular
Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Cancer de pulmao de células ndo pequenas

Duplicacdo cumulativa da populacdo, (do inglés
Cumulative Population Doubling)
Dioleilfosfatidiletanolamina
Distearoilfosfatidiletanolamina acoplada ao metoxi-

polietilenoglicol 2000

Efeito de permeabilidade e retengéo aumentadas
Receptor de estrogeno (do inglés, estrogen receptor)
Glicoevatromonosideo

Glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose
peracetiladas

Receptor do fator de crescimento humano 2 (do inglés,
Human Epidermal growth factor Receptor-type 2)
Insuficiéncia cardiaca congestiva

indice de polidispers&o

indice de seletividade

Limite de deteccao

Lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada
brancos

Lipossomas pH-sensiveis de circulagdo prolongada
contendo glicoevatromonosideo com as hidroxilas da
glicose peracetiladas

Limite de quantificacao

Bomba sédio-potassio

Fosfatidilcolina



PE
PEG
PR

PZ
SE
SFB
SFM
TE

Fosfatidiletanolamina

Polietilenoglicol

Receptor de progesterona (do inglés, progesterone
receptor)

Potencial zeta

Solucéo estoque de GEVGP

Soro fetal bovino

Sistema fagocitario mononuclear

Teor de encapsulacao



SUMARIO

L INTRODUGAO. ... .ottt en e, 15
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......cocuiiiiiirieisieieieie et iseenerene s 17
A R 02 1o [o] = PP PP P PPPPURPPPPPPRN 17
P2 N R OF= g [od =T e [N 0 = Tt o = DU PP PUURPRTR 18
2.1.2 CANCEr d€ PUIME0D.....cuuiiiiiiiiiiiiiiii et 19
2.2 Diagnostico e tratamento dO CANCEr.........cceeeviiiiieieeiee e a e 20

2.3 Contribuicdo dos produtos naturais como fonte de farmacos
=g A o= 1o o= PP UOURPRRR 21
2.4 GlicOSIAEOS CArdiACOS. .. uuuuiiiiiiiiiiiiieee e e e e e e e e e e e eaaaaaaaaeaeaaeeans 23

2.4.1 Glicosideos cardiacos e seu uso na insuficiéncia cardiaca

(odo ] Yo T=2S] {1V VPSS 24
2.4.2 Potencial citotoxico e anticancer de cardenolideos...........ccccccevvivvineen. 26
2.4.3 Bioprospecc¢ao de novos cardenolideosS. ......ccoooviieiiiieiiiiiiiiieeeeeiieeenn 27
P BT o Yo 17T o 4 = 1S 29
S OBUIETIVOS. ...ttt et e e e ettt e e e e e et e e e e e e eee s 37
3.1 ODJELIVOS GEIAL..cci i 37
3.2 ObjetivoS ESPECITICOS . uiiiiiiiiiiiiii i 37
4 MATERIAL E METODOS......coiiiiite ettt ere e saennns 39
Y = LT - | PP 39
4.2 Desenvolvimento e validacdo do método analitico para doseamento de

GEVGP POI CLAE. ..t e e 40
4.2.1CondicOes CromatografiCas......ccccouiiuueiiiieiiiiiiiie e 40
4.2.2 ESPECIfICIdAUE.......coeieeeeeeeeeee e e 41
A4.2.3 LINCAIUAUE. .....co i e e e e e e e e e e e e 41
e =T o3 13- Lo TSP 42
ST =€ 1 £ o - Lo 42
A.2.6 RODUSTEZ. ... e e e e e e 43
4.2.7 Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificagdo.............cccceevvvvvvvrnnnnnnn. 43
4.3 Preparo doS LPHS-GEVGP........ccciiiiiiiiiiiiiee e 43
4.4 Caracterizagdo quimica e fisico-quimica dos LpHS GEVGP..................... 45

4.4.1 Determinac@o do didmetro, IP @ PZ........oovvviiiiiiii e 45



4.4.2 Determinacédo do TE de GEVGP em LpHS-GEVGP.........cooovvvvvvviiiicennnn. 45

4.5 Estudo de estabilidade dos LPHS-GEVGP.......ccccoviiiiiiiiiiiiiieeee e 45
4.6 Estudo de liberagdo de GEVGP a partir dos LpHS-GEVGP..............ccec..... 46
A7 ESTUAOS 1N VITIO . iiiiiiiiiiiiiiiiieis ettt e e e e e e e e e e e e e e e e aaee e neeeeas 46
4.7.1 CUltUras CEIUIAIES.......coiiiii i 46
4.7.2 Avaliacdo daviabilidade celular pelo ensaio de SulforrodaminaB....... 47
A.7.3 SeletiVIdAUe......ccoieeeeee e 48
4.7.4 Duplicagdo cumulativa da pOPUIAGAD.......c.cevveeiieeeiiiiiiiiiiieeeeeee e 48
4.7.5 ENSAIO ClONOQENICO...uuutiiiiiiie i e e e e e e e e e e e e e e eaaeaaenes 49
A8 ESTUAOS IN VIVO..iiiiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e e e e e ens 49
B0 2N 1 0 = VPRSP 49
4.8.2 Implante das células A549 em animais Balb/C nude............cccccvvvvveeenn.n. 50
4.8.3 Tratamento dOS ANIMAIS......ccicuuuriiiiiiiiiiiiiiee e ee e e e e e e eeeee e e eeeees 50
4.8.4 Avaliacdo da atividade antitumoral...........ccccceeieiiiiiieeieeeeeccceeeeeee 51
4.8.4.1Volumetumoral € PeS0 d0S ANIMAIS.......cuuuruiiiiiiiieeeeeeeieereeeereeeeiieennnn s 51
4.8.4.2 Avaliacao histopatOlOQiCaA. ....uuvrrrrrririiiiiirieiie e e 51
4.9 ANAlISE ESTALISTICA. . iiiiii i i 52
5 RESULTADOS E DISCUSSAO.......oci it 53
5.1 Avaliacao da citotoxicidade de GEV e GEVGP por SulforrodaminaB...... 53
5.2 Validacdo do método analitico para doseamento de GEVGP por CLAE... 54
5.2. 1 ESPECITICIAAUR. .....uiiiiiiiiiiieeeeee ettt 54
5.2.2 LiN@ANidade. . ...ttt e e 55
LR o =T o] 17 T PRSPPI 56
A B b€ 1 Lo =T USSP 57
5.2 5 RODUSTEZ...eeece e e e e e e e e eee 57
5.2.6 Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacao...............ccccccvvvvvvvnnnnnn. 59
5.3 Caracterizagcdo quimica e fisico-quimica dos LpHS-GEVGP..................... 59
5.4 Estudo de estabilidade dos LPHS-GEVGP...........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e, 60
5.5 Estudo de liberagdo de GEVGP a partir dos LpHS-GEVGP....................... 62
5.6 ESTUAOS IN VIO ..ot e e e e e e e e e eeeeeens 63
5.6.1 Avaliacédo daviabilidade celular pelo ensaio de SulforrodaminaB....... 63
5.6.2 SeletiVIHAUE. ......ccc et a e e e e aa e 65

5.6.3 Duplicag&o cumulativa da populagao..........cccoeevviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 66



5.6.4 ENSAI0 CIONOQGENICO....ciiiiiiiiiiiiiiiiie s et e e e e e e e e e 69

5.7 ESTUAOS IN VIVO ..ottt e e e e e e e e e e e e e e aaann 70
5.7.1 Avaliagédo da atividade antitumoral.............oooooiiiiiiiiiieeeeeee 70
5.7.1.1 Volume tumoral € peS0 dOS 8NIMAIS.........ccvrrrrerrrmrrrmniiiiaaeeareeeeeeeeeeeeeens 70
5.7.1.2 Avaliac80 NiStOPALOIOGICA. . uvvvrerrriiiiiieieeeeeee ettt e e e e 72
B CONCLUSOES. ...ttt ee e 77
T PERSPECTIV A S . .o 79

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cooieeeeee e, 80



15

1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacado Mundial de Saude (OMS), o cancer deve ser analisado como
um relevante problema de saude coletiva, responsavel por uma a cada seis mortes no
mundo. Mais de 14 milhdes de pessoas desenvolvem cancer anualmente e, para 2030
sao esperados 21 milhdes de novos casos (WHO, 2017). Isso decorre, principalmente,
devido a maior exposi¢do dos individuos a fatores de riscos cancerigenos, como o

tabaco, alcool e a ma alimentacéo (INCA, 2017).

A anamnese e 0 exame fisico sdo a base para o diagndstico clinico e constituem os
elementos orientadores para indicacdo de exames complementares. Os sintomas
clinicos de cancer variam de acordo com o tipo, a hatureza e a localizacdo deste nos

diferentes tecidos e, em muitos casos, sdo ndo-caracteristicos (INCA, 2017).

O tratamento do cancer pode ser feito mediante excisdo cirurgica, radioterapia,
guimioterapia e imunoterapia. O valor relativo de cada um depende do tipo de tumor
e da progressdo da doenca (RANG et al., 2011). A quimioterapia tem como alvo
principal a diviséo celular e € a alternativa terapéutica mais usada, sendo administrada
como monoterapia ou associada a outras formas de tratamento. Contudo, a maioria
dos agentes antineoplasicos atua de forma néo especifica, lesando também células
nao-tumorais (ALMEIDA et al., 2005; RANG et al., 2011). Sendo assim, um dos

maiores desafios no desenvolvimento de farmacos é a identificacdo de agentes
antitumorais eficazes, especificos e seguros (ALMEIDA et al., 2005).

Evidéncias epidemioldgicas levaram ao inicio da investigacdo da atividade citotoxica
de cardenolideos (SHIRATORI, 1967). Varios estudos in vitro relatam os efeitos
citotéxicos desses compostos em células tumorais. Por outro lado, em células nédo-
tumorais, os cardenolideos apresentam baixa citotoxicidade. O mecanismo pelo qual
esses compostos exercem tais efeitos ainda néo foi completamente elucidado, mas
varios estudos vém sendo feitos com esse objetivo (PRASSAS; DIAMANDIS, 2008;
SCHNEIDER et al., 2017a).

O uso de diversos nanossistemas, incluindo os lipossomas, tem se mostrado uma
excelente estratégia de veiculacdo de agentes antineoplasicos, uma vez que permitem
o direcionamento de farmacos, aumentando sua concentracdo na regido tumoral,
diminuindo a toxicidade sistémica e aumentando a eficacia antitumoral (FERREIRA et
al., 2013).
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Sabe-se que cardenolideos, como a digoxina, apresentam um indice terapéutico
extremamente baixo, e seu uso deve ser monitorado com cuidado (HAUPTMAN;
KELLY, 1999). Tendo em vista a potencial atividade anticancer, seu efeito diferenciado
em células saudaveis e a toxicidade conhecida desses compostos, um derivado de
cardenolideo foi selecionado para ser encapsulado em lipossomas, objetivando

direcionamento a regiao tumoral e diminuicdo da toxicidade sistémica.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Cancer

Céancer é o nome dado a um conjunto de doencas que tem em comum a proliferacdo
celular anormal, descontrolada e auténoma, geralmente com perda ou reducéo de
diferenciacdo, em consequéncia de alteracdes em genes e proteinas que regulam a
multiplicacdo e a diferenciacdo das células (BRASILEIRO-FILHO, 2014). Com o
crescimento descontrolado, essas células com capacidade de disseminar-se a tecidos
e orgaos, podem ser muito agressivas, levando a formacéo de tumores malignos que
podem ganhar uma via de disseminacao e, assim chegar a sitios distantes originando
neles novos tumores (metastases) (BRASILEIRO-FILHO, 2014; INCA, 2017; WHO,
2017).

Diante da proliferacdo ilimitada dessas células, ha uma maior necessidade de
suprimento energético, levando a formacéo de novos vasos sanguineos ao redor do
tumor (angiogénese). Além disso, as células tumorais séo caracterizadas por sua
autossuficiéncia para o0s sinais de crescimento, insensibilidade aos sinais
antiproliferativos, resisténcia a morte celular, potencial ilimitado de replicacao, invasao
tecidual e capacidade de sofrer metastase, mutacdo e instabilidade genbmica,
inflamacédo induzida pelos tumores, e duas outras caracteristicas ainda emergentes,
gue sdo desregulacdo energética celular e evasdo ao sistema imune (Figura 1)
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Figura 1 — Caracteristicas das células tumorais

Autossuficiéncia em sinais proliferativos Insensibilidade aos sinais antiproliferativos
Desregulagéo energética celular @ ‘ ¥ *,
A y 2
g % .
> " < Replicagio ilimitada

"o %
s — 4 k T Z
Mutagao e instabilidade genémica o Indugao de inflamacao pelos tumores

Fonte: adaptado de HANAHAN; WEINBERG, 2011, p.668.




18

As causas do cancer sao variadas, podendo ser externas e internas ao organismo,
estando ambas inter-relacionadas. As causas externas estdo associadas a 80% dos
casos de cancer e relacionam-se ao meio ambiente, no qual encontramos um grande
namero de fatores de riscos, tais como tabagismo, alcoolismo, ma alimentacéo,
sedentarismo, alto indice de massa corporal, exposicdo solar e utilizacdo de
medicamentos. As causas internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-
determinadas, e sao raros 0s casos de cancer que se devem exclusivamente a fatores
hereditérios (INCA, 2017).

O cancer € um enorme problema de saude publica em todas as regides e grupos
socioeconémicos (WHO, 2017). A estimativa mundial apontou que dos 14 milhdes de
novos casos estimados de cancer, mais de 60% ocorreram em paises em
desenvolvimento (GLOBOCAN, 2012). O cancer € a segunda principal causa de morte
no mundo, com um total de 8,8 milhdes de Obitos ocorridos em 2015, sendo
aproximadamente 70% dessas mortes ocorridas, nesses mesmos paises (WHO,
2017). Os tipos mais incidentes, a excec¢do do cancer de pele do tipo ndo melanoma,
sdo os canceres de pulmao, prostata, intestino e estbmago em homens e 0s canceres

de mama, intestino, pulméao e colo do utero entre as mulheres (WHO, 2017).
2.1.1 Cancer de mama

O céancer de mama é o tipo de cancer mais incidente em mulheres no mundo, depois
do de pele ndo melanoma, com cerca de 1,6 milhdes de casos por ano e mais de 500
mil ébitos anuais, sendo uma das principais causas de morte por cancer entre elas
(GLOBOCAN, 2012; NUNEZ et al., 2016). O risco de desenvolver a doenca aumenta
principalmente com a idade, historico familiar (90% dos casos estao relacionados as
mutacbes nos genes BRCA 1 e BRCA 2), fatores hormonais, alcoolismo,
sedentarismo e tabagismo (ACS, 2017; BRASILEIRO-FILHO, 2014).

O cancer de mama é considerado uma doenca heterogénea que exibe uma variedade
de comportamentos clinicos, prognosticos e histologias (AMATO et al., 2012). O
carcinoma mamario é a neoplasia maligna visceral mais frequente em mulheres, com
cerca de um milh&o de novos casos diagnosticados anualmente. Quanto a localizac&o
e extensao, os carcinomas da mama sao classificados como in situ ou invasivo, sendo

divididos em ductal ou lobular, principalmente. O carcinoma in situ se restringe aos
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ductos mamarios, e distingue-se do carcinoma invasivo pela auséncia de invasao
estromal (BRASILEIRO-FILHO, 2014). Se diagnosticado no estadio inicial, o
carcinoma in situ é facilmente curavel (NUNEZ et al., 2016). O tipo mais frequente de
cancer de mama € o carcinoma ductal invasivo, que corresponde a cerca de 80% dos
casos de tumores de mama invasivo e, por ser muito agressivo, apresenta uma
sobrevida estimada de cinco anos para 60% das pacientes (BRASILEIRO-FILHO,
2014).

O cancer de mama é clinicamente categorizado com base na existéncia de
marcadores imunohistoquimicos tais como: receptor de estrogeno (ER), receptor de
progesterona (PR) e receptor do fator de crescimento epidermal humano 2 (HER2). A
classificacdo é feita em trés tipos: cancer de mama do tipo HR* (ER* e PR*), cancer
de mama do tipo HER2* (HER2", ER" e PR") e cancer de mama triplo negativo (ER,
PR e HERZ2). Os dois primeiros tipos podem ser tratados por terapia direcionada ao
receptor. Ja para o tipo triplo negativo é necessario o uso de farmacos citototoxicos
(TANG et al., 2016).

2.1.2 Cancer de pulméao

O céancer de pulméo é o cancer mais incidente no mundo, com cerca de 1,8 milhdes
de novos casos por ano, colocando-se entre as causas mais comuns de morte por
neoplasias malignas (GLOBOCAN, 2012; NAGASAKA; GADGEEL, 2017). Sua
incidéncia vem crescendo nos ultimos 60 anos, coincidindo com o0 aumento na
producado de tabaco e no consumo de cigarros. Além do tabagismo, que € a principal
causa do cancer de pulmdo, a poluicdo atmosférica, que contém inUmeras
substancias carcinogénicas, como arsénio, cobre, cadmio e hidrocarbonetos
derivados da queima de fésseis, parece ser responsavel por cerca de 1 a 2% das
neoplasias pulmonares malignas (BRASILEIRO-FILHO, 2014).

A taxa de mortalidade por cancer de pulmao é alta, comparada aos outros tipos de
cancer, uma vez que apenas 15% dos casos de cancer de pulméo séo diagnosticados
em estadios iniciais, permitindo a cura (LIAM et al., 2015). A estimativa mundial
apontou um nuamero de 1,5 milh6es de Obitos por cancer de pulméo por ano, que
equivale a mais de 85% dos casos incidentes (GLOBOCAN, 2012; WHO, 2017).
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Na pratica clinica, as neoplasias pulmonares séo divididas em dois grupos: cancer de
pulméo de células pequenas (CPCP, em portugués e SCLC, small cell lung cancer,
em inglés) e cancer de pulmao de células ndo pequenas (CPCNP, em portugués e
NSCLC, non-small cell lung cancer, em inglés), sendo que o Ultimo constitui 85% dos
casos (NAGASAKA; GADGEEL, 2017). O carcinoma de pulméao de células pequenas
€ 0 de pior prognostico, com curso clinico agressivo e sobrevida média de cerca de
um ano apés o diagnéstico (BRASILEIRO-FILHO, 2014). CPCNP €& um grupo
heterogéneo composto de trés tipos histopatolégicos principais e distintos, a saber:
carcinoma epidermoide, adenocarcinoma e carcinoma de grandes células (INCA,
2017). O carcinoma epidermoide € o tipo mais frequente, correspondendo a cerca de
40% dos casos de tumores pulmonares. Além disso, € o tipo mais associado ao
tabagismo, mais comum em homens e de melhor prognéstico. O adenocarcinoma é o
tumor pulmonar mais frequente em mulheres, cuja associacdo com o tabagismo é
menos importante. O carcinoma de grandes células é o tipo menos frequente de
carcinoma pulmonar, que apresenta comportamento altamente agressivo, evoluindo
rapidamente para obito (BRASILEIRO-FILHO, 2014).

Quanto ao estadiamento (extensédo da lesdo neoplasica), o cancer de pulméao pode
ser classificado em quatro estadios (estadio I, I, Il e V). Tumores restritos aos
pulmdes, nos estadios | ou Il, devem ser tratados com ressecc¢ao cirirgica, com alta
chance de cura e sobrevida em cinco anos estimada de 62 e 47%, respectivamente
(NOVAES et al., 2008). Enquanto que nos estadios Ill e 1V, onde a doenca ja esta
disseminada a outras regifes, os pacientes ndo se beneficiam com a cirurgia e a
sobrevida média esperada para a maioria dos pacientes € baixa (LIAM et al., 2015;
NOVAES et al., 2008).

2.2 Diagnostico e tratamento do cancer

A anamnese e 0 exame fisico sdo a base para o diagnostico clinico e constituem os
elementos orientadores para indicagcéo de exames complementares, que visam avaliar
o tumor primario, as fungdes organicas, a ocorréncia simultanea de outras doencas e
a extensdo da doenca neoplasica, para orientacdo do tratamento a ser utilizado e

prognostico da doencga (INCA, 2017).
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O tratamento do cancer pode ser feito mediante excisdo cirargica, radioterapia,
imunoterapia e quimioterapia. O valor relativo de cada um depende do tipo de tumor
e do estadio de desenvolvimento (RANG et al.,, 2011). A aplicagcdo isolada ou a
associacao de tais modalidades tem maximizado as chances de cura ou controle da
doenca (ALMEIDA et al., 2005).

A cirurgia é considerada a forma mais eficaz de tratamento, principalmente quando o
tumor estad em estadio inicial e ndo apresenta metastases. A terapia radioativa €
frequentemente combinada com a cirurgia com o objetivo de aumentar a eficiéncia do
tratamento. A terapia com farmacos citotoxicos € a técnica mais usada e pode ser
administrada como monoterapia ou associada a outras formas de tratamento.
Consiste na administracdo de medicamentos que induzem a morte das células
tumorais por diversos mecanismos, impedindo o crescimento do tumor e a invasao de
outros tecidos (ALMEIDA et al., 2005).

No entanto, a maioria dos agentes antineoplasicos atua de forma ndo especifica,
tendo como alvo principal a divisdo celular. Assim, esses agentes lesam também
células ndo-tumorais, particularmente as que possuem elevada taxa de replicacao,
como as gastrointestinais, capilares e as do sistema imunoldgico, causando inGmeros
efeitos toxicos (RANG et al., 2011).

Os agentes antineoplasicos sao mais efetivos em combinacdo e podem demonstrar
efeitos sinérgicos por meio de interagdes bioquimicas. E mais efetiva a combinacéo
de farmacos que apresentam mecanismos de acgdo distintos e cujas principais
toxicidades ndo se superpdem. Os farmacos citotoxicos devem ser utilizados nas
doses méaximas toleraveis, devendo ser administrados o mais frequentemente
possivel para desestimular novo crescimento tumoral e maximizar a intensidade da
dose. Com isso, um dos maiores desafios da terapia consiste no ajuste da dose para
obter o resultado terapéutico desejado sem que ocorra toxicidade (CHABNER et al.,
2010).

2.3 Contribuic&o dos produtos naturais como fonte de farmacos anticancer

O papel dos produtos naturais como fonte de medicamentos é conhecido desde a

antiguidade. A natureza € uma fonte interessante de novos candidatos a farmacos
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com uma enorme diversidade quimica encontrada em milhdes de espécies de plantas,

animais, organismos marinhos e microrganismos (ROCHA, 2001).

Estudos recentes indicaram que dos 207 farmacos aprovados para o tratamento de
cancer, de 1930 a 2014, 77% deles sédo de origem natural ou derivados (Figura 2)
(NEWMAN; CRAGG, 2016). Dentre esses se destacam a vimblastina, vincristina,
paclitaxel, docetaxel, irinotecano, topotecano, etoposideo, tenoposideo e
doxorrubicina (AMIN et al., 2009; NEWMAN; CRAGG, 2016).

Figura 2 - Origem dos farmacos anticancer aprovados para uso entre 1930 a
2014, n =160

S*/MN

S/MN

N = produto natural inalterado; DN = derivado de produto natural; S* = firmaco sintético com
grupo farmacoférico derivado de produto natural; S/IMN e S*/MN = mimetizam produto natural.
Fonte: adaptado de NEWMAN; CRAGG, 2016, p. 654.

As plantas se destacam como uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de
um grande numero de farmacos. Das 250 mil espécies existentes de plantas, apenas
6% foram estudadas quanto ao seu potencial biolégico e 15% quanto aos seus
constituintes quimicos, tornando-se fundamental novas pesquisas para melhor
explorar o potencial medicinal dessas espécies. E, gracas aos avanc¢os ha quimica
organica sao possiveis modificacdes na estrutura dos produtos naturais, permitindo o
desenvolvimento de novos farmacos mais efetivos e menos toxicos para o tratamento
das doencas (FAKIM, 2006; RATES; BRIDI, 2010).
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2.4 Glicosideos cardiacos

Os glicosideos cardiacos ou digitalicos sdo exemplos de compostos encontrados em
plantas, que vém sendo usados desde 1775 devido a sua a¢do no musculo cardiaco.
Evidéncias epidemioldgicas levaram ao inicio da investigacdo da atividade citotoxica
desses compostos e, tendo em vista seu efeito diferenciado em células saudaveis,

essa classe vem sendo amplamente estudada quanto a possibilidade de uso no
tratamento do cancer (NEWMAN et al., 2008; STENKVIST et al., 1979).

Os cardenolideos séo constituidos por um nucleo esteroidal e um anel lactdnico de
cinco membros, conjuntamente denominados de porcdo aglicona ou genina. Esses
compostos sdo encontrados na nhatureza principalmente na forma de glicosideos
cardiacos, onde a porgao osidica € geralmente ligada a posigédo 33-OH do nucleo
esteroidal (Figura 3). O anel lactdnico a,B-insaturado de cinco membros é ligado a
posicdo C-17. A aglicona apresenta geralmente como caracteristica a juncéo cis entre
os anéis A-B e C-D e os anéis B-C encontram-se fusionados na conformacao trans
(RATES; BRIDI, 2010).

Figura 3 - Estrutura quimica de glicosideo cardiaco

ACUCAT =

A porcéo aglicona dos cardenolideos € nomeada de acordo com o padrdo da posi¢ao
5 e as substituicbes em R1 e Rz (Tabela 1) (KREIS et al., 1998; KREIS, 2017).
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Tabela 1 - Classificacao das principais geninas encontradas em glicosideos

cardiacos de acordo com o padrao de substituicao

Aglicona Ri1 R2 Posicdo 5
Digitoxigenina H H H
Gitoxigenina H OH H
Digoxigenina OH H H
Diginatigenina OH OH H
Gitaloxigenina H O-CHO H
Oleandrigenina H OCOCHs; H
Uzarigenina H H H (a)
Canarigenina H H AN
Xismalogenina H H A55

Fonte: adaptado de KREIS, 2017, p.967.

Uma grande variedade de agucares pode estar ligada na posicdo 33-OH da aglicona.
Os mais comuns séao glicose, digitoxose, diginose, fucose, ramnose e digitalose
(RATES; BRIDI, 2010). A cadeia lateral de agucares, ligada na posicao 3p-OH, nao é
fundamental para a atividade de glicosideos cardiacos, mas afeta principalmente a
sua farmacocinética (PRASSAS; DIAMANDIS, 2008).

2.4.1 Glicosideos cardiacos e seu uso nainsuficiéncia cardiaca congestiva (ICC)

Os glicosideos cardiacos sédo caracterizados pela poderosa acdo que exercem no
musculo cardiaco, sendo agentes de primeira linha para a terapia da ICC (NEWMAN
et al., 2008). O uso desses € também indicado na profilaxia e tratamento de algumas
arritmias, como a fibrilacdo atrial e taquicardia atrial paroxistica e, ainda, no tratamento
do choque cardiogénico (RATES; BRIDI, 2010).

O principal glicosideo cardiaco utilizado terapeuticamente € a digoxina (Figura 4),
sendo o mais prescrito no mundo. Apresenta um indice terapéutico extremamente
baixo e seu uso deve ser monitorado com cuidado pelas dosagens de seus niveis
séricos. O nivel sérico 6timo é de 0,5 a 1,0 ng/mL. Este é alcangcado com uma dose
prescrita de 0,125 mg a 0,25 mg/dia, tomada por via oral. Sua eliminag&o ocorre entre
36-48 horas, em pacientes com funcao renal normal, resultando numa perda de cerca

de um terco da sua concentracao corporal por dia (HAUPTMAN; KELLY, 1999).
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Figura 4 - Estrutura quimica da digoxina

=
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O mecanismo de acdo cardiotdnica (Figura 5) se d& pela inibicdo da enzima
Na*K*ATPase (bomba sodio-potassio), resultando na elevacdo da concentracdo
intracelular de Na* nos cardiomiocitos, que estimulard outro carreador responsavel
pela troca de Na* pelo Ca?* (BARRETO, 2000). O Ca?* disponivel provoca o aumento
da forca contratil cardiaca, uma vez que se liga as proteinas contrateis actina e
miosina do musculo cardiaco (RAHIMTOOLA; TAK, 1996). Além do efeito inotropico
positivo, os cardenolideos produzem aumento do fluxo sanguineo, diminuicdo da
resisténcia vascular, dilatacdo venosa e reducdo da pressdo venosa central e da
frequéncia cardiaca (RATES; BRIDI, 2010).

Figura 5 - Mecanismo da acao cardioténica dos cardenolideos
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Fonte: adaptado de GURE et al., 2017, p. 6.
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2.4.2 Potencial citotoxico e anticancer de cardenolideos

Na década de 60 surgiram as primeiras evidéncias do efeito de inibicado da proliferacéo
de células tumorais por cardenolideos (SHIRATORI, 1967). Quase duas décadas
depois, pesquisadores perceberam que as células tumorais de mama das mulheres
que faziam tratamento concomitante com cardenolideos, apresentavam
caracteristicas mais benignas do que as células tumorais de pacientes que nao
receberam os digitalicos. Além disso, a recorréncia do tumor em mulheres tratadas
com cardenolideos também era menor (STENKVIST et al., 1979). Um estudo com
9.271 pacientes que faziam uso de digitoxina estabeleceu uma correlacdo positiva
entre altas concentracfes plasmaticas desse farmaco e risco reduzido de leucemia e
canceres do trato urinario, sugerindo um importante efeito anticancer pelos
cardenolideos (HAUX, 2001).

Vérios trabalhos relatam os efeitos antiproliferativo e apoptotico dos cardenolideos em
linhagens tumorais humanas de mama (KOMETIANI, 2005; LOPEZ-LAZARO et al.
2005; BIELAWSKI, 2006), prostata (McCONKEY et al., 2000; YEH et al., 2003),
pancreas (NEWMAN et al., 2007), pulmdes (FRESE et al., 2006; MIJATOVIC et al.,
2006, SCHNEIDER et al., 2017a; XUE et al., 2014), rins (LOPEZ-LAZARO et al.,
2005), além de melanomas (LOPEZ-LAZARO et al., 2005; NEWMAN et al., 2006),
leucemias (WATABE et al., 1997; RAGHAVENDRA et al., 2007) e neuroblastomas
(KULIKQV et al., 2007). O mecanismo pelo qual esses compostos exercem tais efeitos
ainda ndo foi completamente elucidado, mas varios estudos vém sendo realizados
com esse objetivo (PRASSAS; DIAMANDIS, 2008). Além da interacdo com a
Na*K*ATPase, multiplas vias de sinalizacdo sao potencialmente ativadas ou inibidas
por cardenolideos e, alguns estudos indicaram alvos intracelulares envolvidos nos
efeitos antiproliferativos desses compostos. J4 se sabe que cardenolideos podem
induzir morte celular por apoptose, autofagia, anoikis e morte celular imunogénica,
dependendo do tipo de célula e das caracteristicas quimicas (SCHNEIDER et al.,
2017a). Por outro lado, em células ndo-tumorais, os cardenolideos ndo apresentam
citotoxicidade ap0s inibicdo da Na*K*ATPase, o que sugere uma seletividade desses
compostos em relacdo as células tumorais, ja que essas naturalmente apresentam
maior expressao de Na*K*ATPase, alvo primario de cardenolideos (SCHNEIDER et
al., 2017a; NEWMAN et al., 2008).
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Embora in vitro, tenham sido estudadas amplamente as propriedades citotoxicas dos
cardenolideos, poucos relatos evidenciaram a sua atividade antitumoral em modelos
in vivo (MIJATOVIC, 2012). Dados recentes sugerem que de fato, existe uma
diferenca na composi¢éo das subunidades a e B da Na*K*ATPase, que é dependente
do tipo celular. A subunidade a1, por exemplo, € superexpressa em alguns tipos de
cancer, como CPCNP, carcinoma renal, glioma e melanona e a a3 em carcinoma de
c6lon. Em roedores, as subunidades a2, a3 e a4 sao sensiveis aos cardenolideos e a
subunidade a1 é resistente (SCHNEIDER et al.,, 2017a). Essa diferenca das
subunidades pode explicar a sensibilidade diferencial dependente do tipo celular e da

espécie animal, para cardenolideos (NEWMAN et al., 2008).

Modelos xenograficos de carcinoma hepatico (HAN et al., 2007), CPCNP (MIJATOVIC
et al., 2006), neuroblastoma (LOPEZ-LAZRA et al., 2005), retinoblastoma (ANTCZAK
et al., 2009) e cancer de préstata (GAYED et al., 2012) tém sido usados para avaliacédo
da atividade antitumoral de cardenolideos e, esses compostos produziram significativa
redugéo do volume tumoral e aumento da sobrevida dos animais xenoenxertados
(NEWMAN et al., 2008). Alguns cardenolideos ja estdo nas fases | e Il de estudos
clinicos, como a digoxina (MENGER et al., 2013), extratos de Nerium oleander
(SLINGERLAND et al., 2013) e o cardenolideo semissintético UNBS1450 (VAN
QUAQUEBEKE et al., 2005), sendo avaliados isoladamente ou em associagdo com
guimioterapia e imunoterapia, em cancer de mama, préstata, pulmao, cabeca e
pescoco, entre outros (SCHNEIDER et al., 2017a). Sabe-se que, além de ser eficaz,
um promissor agente antineoplasico deve induzir morte seletivamente em células
tumorais (MONTANO et al.,2014). Tendo em vista a expresséo diferenciada da
Na*K*ATPase em células tumorais, torna-se fundamental a busca por novos
cardenolideos, a fim de se encontrar um composto que seja potencialmente citotoxico

em células tumorais e ndo nocivo as células saudaveis.
2.4.3 Bioprospecc¢éao de novos cardenolideos

Digoxina, digitoxina, ouabaina e oleandrina, sdo alguns dos cardenolideos que tém
apresentado potencial agdo anticancer em varios tipos de tumor (BIELAWSKI, 2006).
Porém, devido ao baixo indice terapéutico, o uso desses como anticancerigenos pode
se tornar limitado. Estudos recentes mostraram que pequenas modificacdes

estruturais no nucleo esteroidal ou na cadeia osidica de cardenolideos podem levar a
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aumento da atividade citotoxica e diminui¢éo da toxicidade sistémica (KAUSHIK et al.,
2017).

O cardenolideo semissintético UNBS1450, derivado de 2-oxovoruscarina apresentou
maior citotoxicidade que o cardenolideo isolado da espécie de planta Calotropis
procera. UNBS1450 apresentou Clso (concentragdo inibitoria de 50% do crescimento
celular) entre 10 a 50 nM em 58 linhagens celulares tumorais humanas de 11
diferentes tipos histopatologicos, sendo selecionado para a avaliacéo clinica de fase |
(VAN QUAQUEBEKE et al., 2005).

Uma triagem feita com 64 cardenolideos de origem vegetal e semissintética, obtidos
por semissintese quimica ou biotransformacdo fungica, avaliou a citotoxicidade
desses compostos em duas linhagens celulares tumorais humanas. O
glicoevatromonosideo (GEV) apresentou maior citotoxicidade em carcinoma de
pulmdo humano (A549), com um valor de Clso de 19 nM, sendo sete vezes mais
citotoxico que a digoxina (Clso de 134 nM) e dezenove vezes mais citotoxico que a
digitoxina (Clso de 369 nM), confirmando que alterac¢des estruturais nos cardenolideos,
podem potencializar sua atividade citotoxica em linhagens tumorais (CARVALHO,
2012).

O GEV (Figura 6) pode ser extraido da espécie de planta em extingdo Digitalis mariana
ssp. heywoodii. Pode também ser obtido por reacdo de biotransformacéo usando
culturas de células da planta Digitalis lanata e por semissintese, ambas a partir do
evatromonosideo. A sintese quimica total ndo é possivel economicamente, devido a
estrutura quimica complexa do GEV (MUNKERT et al., 2017).

Figura 6 - Estrutura quimica do glicoevatromonosideo (GEV)
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O derivado do GEV apresentando as hidroxilas da glicose peracetiladas (GEVGP)
(Figura 7), (MUNKERT et al., 2017), foi também selecionado para esse estudo. GEV
e GEVGP sao poucos soluveis em agua e necessitam do uso de uma estratégia
farmacotécnica, como a sua incorporacdo em lipossomas, permitindo a veiculagéo e

administracdo endovenosa desses compostos.

Figura 7 - Estrutura quimica do glicoevatromonosideo com as hidroxilas da
glicose peracetiladas (GEVGP)

A DAc

A s

iy b,

MY _‘}.'\-n..

2.5 Lipossomas

Os lipossomas sédo vesiculas esféricas formadas por lipides anfifilicos, geralmente
fosfolipides, que em meio aquoso se organizam espontaneamente em bicamadas
circundando uma cavidade aquosa interna (Figura 8) (LASIC, 1998). Essas vesiculas
sdo biocompativeis, biodegradaveis e tém a capacidade de encapsular substancias
lipofilicas e hidrofilicas, na membrana lipidica e no compartimento aquoso,
respectivamente (TORCHILIN, 2005; BOZZUTO; MOLINARI, 2015).
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Figura 8 - Representacdo esquematica da estrutura de lipossomas
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Fonte: adaptado de BOZZUTO; MOLINARI, 2015, p. 976.

Os fosfolipides podem ser de origem natural, sintética ou semissintética. Essas
substancias anfifilicas possuem uma cabeca hidrofilica e duas cadeias hidrofébicas
apolares. A estrutura quimica geral de um fosfolipide apresenta um glicerol, cujas
funcdes alcoois foram esterificadas por duas cadeias longas de acidos graxos e um
acido fosférico. A porcao polar do fosfolipide € o &cido fosforico e esse, pode ainda
ser esterificado por moléculas como colina, etanolamina, serina e glicerol, originando
os fosfolipides fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS) e

fosfatidilglicerol (PG), respectivamente (Figura 9) (MONTEIRO et al., 2014).

Figura 9 - Representacao esquematica de alguns fosfolipides
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Fonte: adaptado de KRAFT et al., 2014, p. 32.
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Os fosfolipides que constituem os lipossomas podem se organizar em uma unica ou
em multiplas bicamadas lipidicas circundando a cavidade aquosa interna, originando
vesiculas unilamelares e multilamelares, respectivamente. Os lipossomas podem ser
classificados de acordo com o didmetro e numero de bicamadas em vesiculas
unilamelares pequenas (SUV), com diametro entre 25-100 nm; vesiculas unilamelares
grandes (LUV), com diametro superior a 100 nm e vesiculas multilamelares (MLV),
com diametro entre 1-5 pm (Figura 10) (LOPES et al., 2013).

Figura 10 - Classificacédo de lipossomas de acordo com o didametro e o numero

de bicamadas das vesiculas

Fonte: adaptado de LASIC, 1998, p. 308.

Os lipossomas tém ganhado papel de destaque nos ultimos tempos no tratamento do
cancer, pois tém a capacidade de transportar farmacos para as células tumorais, em
funcdo do seu tamanho reduzido e da fisiopatologia Unica dos tumores. Os vasos
sanguineos presentes nos tecidos tumorais possuem fenestracdes entre as células
endoteliais adjacentes de tamanho até 800 nm. Além disso, na regido tumoral a
drenagem linfatica ndo € adequada, levando ao acumulo das vesiculas. Esse aumento
da permeabilidade e acumulo preferencial dos lipossomas na regido tumoral, é
conhecido como efeito de permeabilidade e retencdo aumentadas (Enhanced
Permeability Retention - EPR) (Figura 11). Assim lipossomas com didmetro de até 400

nm apresentam direcionamento passivo a regido tumoral, com acumulo e liberagéo
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do seu conteldo nesse local, diminuindo a toxicidade sistémica e aumentando a
eficacia antitumoral (FERREIRA et al., 2013).

Figura 11 - Efeito EPR. Vasculatura em tecido ndo-tumoral com células
endoteliais firmemente justapostas permitindo apenas a passagem do
farmaco livre (A), vasculatura na regido tumoral com fenestracdes

permitindo o extravasamento dos lipossomas (B)
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Fonte: adaptado de FERREIRA et al., 2013, p. 3.

Com relacdo a composi¢cdo quimica e o mecanismo de liberacdo intracelular, os
lipossomas podem ser classificados como convencionais, de superficie modificada,
de circulacdo prolongada e polimérficos, incluindo nessa ultima, os lipossomas pH-
sensiveis, termossensiveis e catibnicos (Figura 12) (TORCHILIN, 2005).
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Figura 12 - Classificacdo dos lipossomas quanto a composi¢ao quimica.
Lipossomas convencionais (A); lipossomas de superficie modificada com
anticorpo direcionado (B); lipossomas de circulagéo prolongada (C);
lipossomas polimérficos (D): lipossomas pH-sensiveis (1) e lipossomas

cationicos (2)

anticorpo cadeias de PEG

farmaco lipofilico

—» [ipide catidnico
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lipide pH sensivel

Fonte: adaptado de TORCHILIN, 2005, p. 146.

Os lipossomas convencionais sdo 0s mais simples, constituidos basicamente por
fosfolipides e colesterol. Ap6s administracdo por via endovenosa, esses lipossomas
sao rapidamente removidos da circulacdo sistémica, devido a adsorcao das opsoninas
em sua superficie e, consequentemente reconhecimento pelo sistema fagocitario
mononuclear (SFM). Assim, o0 uso desses lipossomas fica restrito a casos em que se
deseja o acumulo do farmaco em érgdos como baco, figado e medula 6Ossea,
comprometendo sua aplicagdo em outras doencas. Um avanco na area da
nanotecnologia levou ao desenvolvimento dos lipossomas de circulagéo prolongada
ou furtivos, com a incorporacao de um polimero hidrofilico, como o polietilenoglicol
(PEG), na superficie do lipossoma que funciona como uma barreira estérica para a
adesdo das opsoninas, retardando a sua depuracdo da circulacdo sanguinea
(TORCHILIN, 2005; IMMORDINO, 2006). O DSPE-PEG2000 (Figura 13) é um
fosfolipide associado ao PEG que vem sendo muito utilizado como constituinte das

formulagdes lipossomais para esse proposito (ULRICH, 2002).
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Figura 13 - Estrutura quimica da distearoilfosfatidiletanolamina acoplada ao
polietilenoglicol 2000 (DSPE-PEG2000)
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Lipossomas contendo oleandrina, digoxina e digitoxina, constituidos por derivados de
PC, colesterol e DSPE-PEG apresentaram menor toxicidade, direcionamento a regiao
tumoral e maior eficacia antitumoral, quando comparado aos cardenolideos
administrados na forma livre (HODGINS, 2004). Em geral, os lipossomas
convencionais e de liberacdo prolongada podem apresentar uma liberacdo lenta do
seu conteudo e auséncia de atividade fusogénica. Desta forma, a inclusdo de lipides
com propriedades fusogénicas na superficie dos lipossomas, resulta nos chamados
lipossomas pH-sensiveis ou polimérficos, que quando submetidos a um meio acido,
como no interior dos endossomas e no tecido tumoral, sdo capazes de interagir e
promover a fusdo ou desestabilizacdo da membrana alvo, liberando seu contetdo
diretamente no citoplasma celular. Esses lipossomas pH-sensiveis tém sido
preparados com a combinacdo de PE ou seus derivados e um agente estabilizante
que contém um grupo acido, exemplificados pela dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE)
e pelo hemisuccinato de colesterila (CHEMS), respectivamente (Figura 14)
(FERREIRA et al., 2013).

Figura 14 — Estrutura quimica das moléculas de DOPE (A) e CHEMS (B)
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Diferentemente da maioria dos fosfolipides, a molécula de DOPE requer um agente
estabilizante para se organizar em bicamada. A explicacéo para isso € que a molécula
de DOPE possui uma cabeca polar pequena e pouco hidratada, que ocupa um
pequeno volume comparado com o0 ocupado pelas respectivas cadeias de
hidrocarbonetos, resultando assim, em uma organizacdo geometrica molecular do tipo
cone, que favorece interacdes eletrostaticas e/ou formacéao de ligacdes de hidrogénio
entre o grupo amino e o fosfato da cadeia polar, justificando a forte tendéncia das
moléculas de DOPE em se organizarem sob a forma hexagonal invertida (Hi). Quando
ocorre a desprotonacdo do acido carboxilico das moléculas de CHEMS, resultando
em uma repulsdo eletrostatica entre os grupos fosfato e carboxilato, das moléculas de
DOPE e do CHEMS, respectivamente, favorecendo a organizacao lamelar do sistema
(Figura 15). Adicionado a isso, a presenca do colesterol aumenta a estabilidade das
vesiculas por reduzir a permeabilidade da membrana lipidica quando associado a
fosfolipide que apresenta baixa temperatura de transicdo de fase principal, como € o
caso da DOPE. Enquanto em pH fisiolégico os lipossomas permanecem estaveis, a
acidificacdo resulta na protonacdo das moléculas de CHEMS, levando a
desestabilizac&o lipossomal, uma vez que as moléculas da DOPE retomam a forma
Hi, liberando o conteudo das vesiculas (FERREIRA et al., 2013).
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Figura 15 - Representacdo esquematica da formacéao das fases lamelar e

hexagonal da molécula de DOPE
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Fonte: adaptado de FERREIRA et al., 2013, p. 6.

Diante disso, 0 uso de lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada contendo
GEV ou GEVGP pode ser uma alternativa promissora para o aumento da eficacia
antitumoral e reducao da toxicidade sistémica, uma vez que essas vesiculas tém um
direcionamento passivo para a regido tumoral pelo efeito EPR e uma liberacao
preferencial do seu contelddo na regido tumoral devido ao pH menor nesse ambiente
comparado as regiées nao-tumorais. Inicialmente, lipossomas contendo GEV foram
preparados, porém nao apresentaram estabilidade fisico-quimica. Sendo assim,
optou-se por encapsular o GEVGP, que por apresentar maior lipofilia, pode favorecer
interagcbes com a bicamada lipidica dos lipossomas, facilitando o processo de

encapsulacao.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos geral

Preparar e caracterizar, do ponto de vista quimico e fisico-quimico, uma formulagéo
de lipossomas pH-sensiveis de circulacao prolongada contendo
glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas (LpHS-GEVGP),

assim como investigar a sua potencial acao citotoxica e antitumoral.
3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a citotoxicidade de GEV e GEVGP livres, em linhagens de células tumorais
humanas (MDA-MB-231, MCF-7 e A549).

- Validar o método analitico para doseamento de GEVGP por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

- Desenvolver os LpHS- GEVGP.

- Caracterizar os LpHS-GEVGP mediante a determinagédo do diametro, potencial zeta

(P2), indice de polidisperséo (IP) e teor de encapsulacéo (TE).
- Estudar a estabilidade quimica e fisico-quimica da formulacédo de LpHS-GEVGP.

- Avaliar a liberacdo de GEVGP, em pH 5 e 7,4, a partir da formulacdo de LpHS-
GEVGP.

- Avaliar a citotoxicidade de GEVGP e LpHS-GEVGP em linhagens de células tumorais
humanas de mama (SKBR-3, MDA-MB-231 e MCF-7).

- Avaliar a citotoxicidade de GEVGP e LpHS-GEVGP em linhagem de células tumorais

humanas de pulméo (A549).

- Avaliar a seletividade do GEVGP e LpHS-GEVGP para células tumorais em relacéo

a cultura primaria de fibroblastos humanos saudaveis.

- Avaliar o efeito antiproliferativo a longo prazo do GEVGP e LpHS-GEVGP, por meio

do ensaio de duplicagdo cumulativa da populacdo (CPD), em células A549.
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- Avaliar e quantificar as células que readquirem capacidade proliferativa apos
tratamento com GEVGP e LpHS-GEVGP, por meio do ensaio de sobrevivéncia

clonogénica em células A549.

- Avaliar a atividade antitumoral dos LpHS-GEVGP em camundongos Balb/c nude
acometidos pelo tumor de pulmdo da linhagem humana A549, por meio de

determinacao do volume tumoral e analises histopatologicas.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

O GEV e o0 GEVGP foram cedidos gentilmente pelo Professor Dr. Rodrigo Maia de
Pa&dua, do Laboratério de Farmacognosia e Fitoquimica da Faculdade de Farmacia
da UFMG (Belo Horizonte, Brasil). O acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina
etanosulfénico (HEPES), bicarbonato de sddio, CHEMS e a tripsina foram obtidos da
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Os lipides DOPE e DSPE-mPEG2000 foram
adquiridos da Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Alemanha). A acetonitrila (ACN) de grau
analitico para CLAE, o cloreto de sédio e o fosfato de sodio dibasico heptahidratado
foram obtidos da Merck (Frankfurter, Alemanha). DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium), McCoy, MEM (Minimum Essential Medium Eagle), sulforrodamina B e Tris
base foram adquiridos da Sigma Aldrich (St Louis, EUA). Cloroférmio P.A., tween 80
e dimetilsulfoxido (DMSO) P.A. foram adquiridos da Synth (S&o Paulo, Brasil). Alcool
isopropilico de grau analitico para CLAE, fosfato de potassio monobasico anidro P.A
e hidroxido de sédio (NaOH) foram adquiridos da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de
Janeiro, Brasil). Células das linhagens tumorais MCF-7 (ATCC® HTB22™), MDA-MB-
231 (ATCC® HTB26™), SKBR-3 (ATCC® HTB30™) e A549 (ATCC® CCL185™)
foram adquiridas da ATCC (Manassas, EUA). Fibroblastos humanos néo-tumorais
oriundos de cultura priméria de tecido gengival foram isolados pela Dra. Ariadne Cruz
e cedidos gentilmente pela Professora Dra. Claudia Maria Oliveira Simdes da
Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo aprovado no Comité de Etica em
Pesquisa da UFSC, numero 021/2009). O soro fetal bovino (SFB) foi adquirido da
Gibco® Life Technologies (Carlsbad, EUA). A solucdo de xilazina (Dopaser® 2%) foi
adquirida da Hertape Calier (Juatuba, Brasil). A solugcéo de cloridrato de ketamina
(Dopalen® 10%) foi fornecida pela Vetbrands Agroline (Campo Grande, Brasil). Os
animais Balb/c nude fémeas foram adquiridos no Biotério da Faculdade de Medicina

da USP (Sao Paulo, Brasil). As demais substancias utilizadas foram de grau analitico.
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4.2 Desenvolvimento e validacdo do método analitico para doseamento de
GEVGP por CLAE

A validacéo foi realizada para demonstrar que o método analitico produz resultados
confidveis e é adequado a finalidade a que se destina. Os parametros considerados
para a validacdo do método de doseamento de GEVGP por CLAE foram
especificidade, linearidade, precisdo, exatidéo, robustez, limite de deteccéo e limite
de quantificacdo (ANVISA, 2003).

4.2.1 Condigdes cromatograficas

Foi utilizado um equipamento Agilent 1260 Infinity, composto por uma bomba modelo
G1311B, auto-injetor G1329B, forno de coluna G1316A e detector G4212B (Agilent
Technologies, Santa Clara, EUA), monitorado por um computador utilizando um
software Agilent OpenLab CDS EZChrom®. Partindo de trabalho anterior, foram
modificadas as condicbes cromatograficas, para o desenvolvimento do método
analitico de doseamento de GEVGP (PADUA, 2003). Para separacéo foi utilizado
como fase estacionaria uma coluna LiChrospher® RP-18 250-4,6mm (5 pm)
LiChrocart® Merck. A fase mdvel utilizada era constituida por ACN e agua, eluicédo
gradiente (Tabela 2), em fluxo de 1mL/minuto. O volume das injecfes foi de 10 uL e
o tempo de corrida de 16 minutos. O material eluido foi detectado em comprimento de

onda igual a 220 nm, a 40 °C.

Tabela 2 - Gradiente de eluicdo utilizado nas andalises de GEVGP por CLAE

Tempo (minutos) ACN (%) Agua (%)
0 30 70
6 95 5
12 95 5
12,5 30 70

16 30 70
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4.2.2 Especificidade

Para determinacdo da possivel interferéncia dos componentes lipidicos na
quantificacdo de GEVGP, comparou-se o cromatograma obtido para uma solucao de
GEVGP (6 pg/mL), com o cromatograma obtido apds solubilizacdo de lipossomas
brancos (na auséncia de GEVGP). A especificidade do método foi realizada por meio

da sobreposicao e analise dos cromatogramas obtidos.
4.2.3 Linearidade

Para a determinacdo da linearidade foi construida uma curva padrdo composta de
cinco pontos referentes as diferentes concentracdes da solucdo de GEVGP em ACN,
preparadas em triplicata. Inicialmente, foi preparada uma solucéo estoque (SE) de 200
png/mL de GEVGP, solubilizando-se 2 mg de GEVGP em 10 mL de ACN, em balédo
volumétrico. A partir dessa solucdo, foram realizadas diluicbes para se obter as
solucbes de trabalho em cinco niveis de concentracdo de GEVGP (Tabela 3). As
solucbes foram analisadas em triplicata por CLAE, utilizando-se as condi¢coes
descritas no item 4.2.1. As areas dos picos foram registradas e utilizadas para a
construcdo da curva analitica. Os valores dispersos (outliers) foram avaliados pelo
teste de residuo padronizado de Jacknife. A equacéo da reta foi determinada pelo
método dos minimos quadrados, com verificacdo prévia das premissas de
normalidade (Teste de Ryan-Joiner) e homocedasticidade (Teste de Levene
modificado) (ANVISA, 2003). Os testes foram realizados em planilhas do software
Microsoft Excel® (SOUZA; JUNQUEIRA, 2005; SOUZA, 2007). Para avaliacdo da
linearidade do método analitico, o coeficiente de correlacao (r), o coeficiente angular
(b) e o coeficiente linear (a) foram estimados (ANVISA, 2003).
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Tabela 3 - Preparo das curvas analiticas para avaliacao da linearidade do
método de doseamento de GEVGP por CLAE

Intervalo (%) Volume da SE ACN g.s.p. (mL) Concentracéo de
(L) GEVGP (ug/mL)
33,3 50 5 2
66,7 100 5 4
100 150 5 6
133,3 200 5 8
166,7 250 5 10

4.2.4 Precisao

A precisao do método foi determinada em um mesmo dia (intradia ou repetibilidade) e
em dias diferentes (interdia ou precisdo intermediaria) conforme descrito a seguir
(ANVISA, 2003). A partir de uma SE de GEVGP 200 pg/ mL foram preparadas
solucbes de GEVGP, em triplicata, a 2 pg/mL (menor concentracdo), 6 ug/mL
(concentracdo média) e 10 pug/mL (maior concentracdo) em ACN, as quais foram
injetadas em cromatdgrafo liquido, utilizando as condi¢des descritas no item 4.2.1. A
precisdo do método analitico foi demonstrada pela dispersdao dos resultados,

calculando-se o desvio padrao relativo (DPR), dado pela férmula:

P
x 100

DPR =
CMD

onde, DP é o desvio padrdo e CMD, a concentracdo média determinada. A precisédo
do método foi demonstrada pela obtencdo de valores de DPR inferiores a 5%
(ANVISA, 2003).

4.2.5 Exatidao

Foi adicionado aos lipossomas brancos (LpHS brancos), quantidade de SE de GEVGP
200 pg/ mL, para obter em triplicata, solu¢gbes de LpHS brancos contendo GEVGP a

2 pg/mL (menor concentracdo), 6 pg/mL (concentracdo média) e 10 pg/mL (maior
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concentracdo). Os resultados da exatiddo foram expressos em porcentagem de
recuperacdo de GEVGP adicionado ao LpHS brancos, conforme a férmula:

GEVGP exp.

recuperagdo de GEVGP (%) = CEVGP teo 100

onde, GEVGPexp. € a concentracdo de GEVGP determinada experimentalmente e
GEVGPwo. € a concentracdo tedrica de GEVGP adicionada a amostra. A faixa
aceitavel adotada foi entre 98% a 102% (GREEN, 1996).

4.2.6 Robustez

A avaliacdo da robustez do método foi realizada alterando o fluxo da fase moével em +
10% e a temperatura da coluna em + 12,5%. A partir da SE de GEVGP 200 pg/mL
foram preparadas solu¢cbes na concentracdo de trabalho (6 pg/mL), que foram
analisadas alterando as condi¢cdes cromatograficas propostas neste item. Os
resultados foram expressos como a média da concentracdo do GEVGP, sendo a faixa
aceitavel adotada de 95% a 105% (ANVISA, 2003).

4.2.7 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacéo (LQ)
A determinacéo do LD e LQ foi realizada com base nas férmulas a seguir:

. 3,3 DPa
- IC

_ 10 DPa
O IC

onde, LD é o limite de detec¢do estimado (ug/mL), LQ € o limite de quantificacao
estimado (ug/mL), DPa € o desvio padrdo do coeficiente linear (a) e IC é a inclinacéo
da curva de calibragéo (b) (ANVISA, 2003).

4.3 Preparo dos LpHS-GEVGP

Os lipossomas foram preparados pela técnica de hidratacdo do filme lipidico
(BANGHAM, 1965), seguido de reducdo do tamanho por sonicacdo (Figura 16).
Aliquotas cloroférmicas de DOPE, CHEMS, DSPE-mPEG:2000 (concentracao lipidica

total igual a 10 mM; razdo molar igual a 5,7:3,8:0,5, respectivamente) foram
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transferidas para um baldo de fundo redondo e submetidas a evaporacéao do solvente
em rotavapor da marca Buchi Labortechnik AG, modelo R-210, acoplado a uma
bomba de vacuo de mesma marca, modelo V-700 (Flawil, Suica), em banho maria a
30 °C e rotacdo de 150 rpm. Em seguida, adicionou-se ao filme lipidico, uma solucao
de NaOH (0,228 M), para promover ionizagdo completa das moléculas de CHEMS. O
filme lipidico contendo NaOH foi solubilizado em cloroférmio e em seguida foi
adicionada a solugdo cloroformica contendo GEVGP (concentragdo final de 0,5
mg/mL), a fim de evitar a hidrélise em pH basico dos grupos hidroxila acetilados e/ou
abertura do anel lactbnico do derivado cardenolideo. A mistura foi novamente
submetida a evaporacao sob as mesmas condicdes. O filme lipidico final foi hidratado
a temperatura ambiente com solugdo de NaCl 0,9% (p/v) mediante agitacdo em
vortex. Os LpHS brancos foram preparados nas mesmas condi¢cfes descritas acima,
sem adicdo de GEVGP e a hidratagcdo com solucdo de NaCl 0,9% (p/v) foi realizada
logo apds a adicdo de NaOH. A reducdo do tamanho das vesiculas multilamelares foi
realizada mediante sonicacédo no sonicador da marca Cole Parmer® modelo CPX500,
durante 5 minutos em amplitude de 21%. O material ndo encapsulado foi removido
por centrifugacdo na centrifuga baby Thermo Scientific® modelo 11210801, a 5000

rpm por 1 minuto.

Figura 16 - Esquema de preparo dos LpHS-GEVGP

Adicso de NaOH (0,228 M) e

Aliquotas cloroférmicas solucdo cloroférmica de
DOPE:CHEMS:DSPE-PEG GEVGF (concentracdo final de
(5,7:3,6:0,5) 10mM 0.5 mg/mL de lipossoma)
: ."f;;'} B n =
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Filme lipidico
Evaporacéo do solvente
30 °C, 150 rpm
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Hidratacdo do filme lipidico

Evaporacdo do solvente com NaCl 0,3 % (p/v)

30 °C, 150 rpm

Fonte: adaptado de LOPES, 2014, p. 72.



45

4.4 Caracterizacdo quimica e fisico-quimica dos LpHS-GEVGP

Os lipossomas foram caracterizados quanto ao diametro, IP, PZ e TE conforme
descri¢cOes abaixo.

4.4.1 Determinagéo do diametro, IP e PZ

O diametro e o IP das vesiculas foram determinados pela técnica de espalhamento
dindmico da luz (DLS) utilizando o equipamento Malvern Zeta Sizer nano series ZS90
(Malvern, Inglaterra). As medidas foram efetuadas a temperatura ambiente, a 25 °C,
utilizando um angulo de incidéncia do laser de 90°. O PZ das vesiculas foi determinado
por DLS associado a mobilidade eletroforética utilizando o mesmo equipamento. Para
a realizacdo de ambas as medidas, 50 pL de lipossomas foram diluidos em 1 mL de
solucdo de NaCl 0,9% (p/v) filtrada em 0,45 um. As medidas foram feitas em triplicata

e o0s resultados foram apresentados como a média + desvio padrao.
4.4.2 Determinacao do TE de GEVGP em LpHS-GEVGP

A determinagdo da porcentagem de GEVGP encapsulado em LpHS-GEVGP foi
realizada por CLAE, empregando as condi¢gdes descritas no item 4.2.1. Inicialmente,
a membrana lipidica dos lipossomas foi aberta com alcool isopropilico na proporcao
1:5, respectivamente, e em seguida, a preparacao foi diluida em ACN e injetada no
cromatografo. O teor de GEVGP foi determinado nos lipossomas antes (GEVGP total)
e apos centrifugacdo (GEVGP encapsulado) e calculado de acordo com a seguinte
equacao:
GEVGP encapsulado

TE (%) = 100
(%) GEVGP total _ *

4.5 Estudo de estabilidade dos LpHS-GEVGP

As amostras de LpHS-GEVGP foram mantidas em geladeira, entre 4 °C a 8 °C, em
frascos de penicilina com atmosfera de nitrogénio. A estabilidade da formulagéo foi
avaliada nos tempos de 0, 15, 30, 60 e 90 dias. Apds cada tempo do estudo, as
amostras foram verificadas quanto ao teor de GEVGP presente nas vesiculas,
didmetro médio, IP e PZ. Para o doseamento do GEVGP, as amostras foram
submetidas a centrifugacéo a 25 °C, 5000 rpm durante 1 minuto antes da analise por

CLAE. Essa etapa objetiva purificar a amostra, uma vez que elimina o GEVGP que foi
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expulso das vesiculas durante o tempo de armazenamento. A determinacao do teor
de GEVGP nos lipossomas em cada tempo de estabilidade, foi realizada conforme as
condi¢Bes descritas no item 4.2.1. Inicialmente, a membrana lipidica dos lipossomas
foi aberta com &lcool isopropilico na proporgéo 1.5, respectivamente, e em seguida, a

preparacao foi diluida em ACN e injetada no cromatégrafo.
4.6 Estudo de liberacdo de GEVGP a partir dos LpHS-GEVGP

O estudo de liberacao foi realizado em dois meios com diferentes pH, sendo eles 5 e
7,4. Para ambos, o estudo foi realizado de maneira semelhante, como segue. Foram
colocados 370 pL de formulacdo em membrana de celulose para dialise com cut-off
10 KDa da marca Sigma, a qual teve as duas extremidades vedadas. A membrana foi
inserida em um frasco contendo 100 mL de tamp&o HEPES acrescido de Tween 80
(1% p/v) para garantir a condig&o sink para o GEVGP (185 pg de GEVGP em 100 mL
do tamp&o descrito acima). No caso do estudo em pH 7,4 o pH da solucao receptora
foi ajustado até esse valor utilizando NaOH 1M. Para cada tempo de investigagéo (O,
1,2, 4,8, 12 e 24 horas) existiu um frasco correspondente. Os frascos foram mantidos
em agitador orbital da incubadora IKA KS 4000 i control (Xangai, China) a 37 °C, sob
agitacao de 156 rpm. Posteriormente, a cada tempo de investigacdo, uma amostra foi
retirada do interior da membrana de dialise e procedeu-se com a caracterizacao das
mesmas para os parametros de diametro médio, IP, PZ e teor de GEVGP. Foram

realizados trés experimentos independentes para cada tempo avaliado.
4.7 Estudos in vitro
4.7.1 Culturas celulares

A atividade citotoxica foi avaliada em trés linhagens celulares de tumores de mama
humana com diferentes padrbes de expressao génica, MDA-MB-231 (triplo negativa),
SKBR3 (HER2*) e MCF-7 (ER*), uma linhagem celular de tumor de pulm&o humano

A549 (CPCNP) e em fibroblastos humanos nao-tumorais oriundos de tecido gengival.

Todas as linhagens celulares utilizadas foram mantidas em frascos de cultura celular
T-75 da marca Corning® em meio de cultura suplementado com 10% de SFB. As
células MDA-MB-231 e os fibroblastos foram mantidos em DMEM, SKBR3 em meio
McCoy, MCF-7 em MEM suplementado com insulina (10mg/L) e A549 em MEM.



47

As culturas foram mantidas em estufa Umida, contendo 5% de COg2, a 37 °C, sendo

realizado subcultivo celular a cada dois ou trés dias.
4.7.2 Avaliagdo da viabilidade celular pelo ensaio de Sulforrodamina B

O ensaio de Sulforrodamina B foi realizado nas quatro linhagens celulares humanas
tumorais e nos fibroblastos humanos nao-tumorais. Apds contagem no
hemocitdmetro, suspensdes de cada linhagem celular foram distribuidas em placas
de 96 cavidades (1x10* células/cavidade) e mantidas em estufa Umida, contendo 5%
de COz2, a 37 °C durante 24 horas. ApGs esse periodo, solucdes de GEV livre, GEVGP
livre, LpHS-GEVGP e LpHS brancos foram adicionadas as cavidades (intervalo de
concentracdo de GEV e GEVGP de 0,001 uM a 5 pM nas linhagens tumorais e de 0,4
UM a 50 pM de GEVGP em fibroblastos n&o-tumorais). Em todas as linhagens
celulares tumorais foi adicionado um tratamento com farmaco utilizado na clinica,
como controle positivo do experimento. A doxorrubicina (DXR) foi testada nas trés
linhagens celulares de tumor de mama (intervalo de concentracéo de 0,05 uM a 50
MM) e o paclitaxel (PTX) na linhagem celular de tumor de pulmé&o (intervalo de
concentracdo de 0,001 nM a 10 uM). Apds 48 horas de incubacéo a 37 °C e 5% de
CO2, sem remover o sobrenadante, foram adicionados 100 pL de &cido tricloroacético
10% (p/v) em cada cavidade. Em seguida, as placas foram mantidas a 4 °C por 1 hora.
Apos esse periodo, as cavidades foram lavadas com agua destilada e as placas foram
mantidas a temperatura ambiente para secagem. Apds totalmente secas, foram
adicionados 100 pL da solucéao de sulforrodamina B 0,057% (p/v) em cada cavidade
e o corante foi mantido nas placas por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds esse
periodo as cavidades foram lavadas com solucdo de &cido acético 1% (v/v) para
remover o corante ndo ligado as proteinas. Novamente as placas foram mantidas a
temperatura ambiente para secagem. Apdés totalmente secas foram adicionados 100
pL da solucéo de Tris base 10 mM (pH 10,5) em cada cavidade para solubilizar o
corante ligado as proteinas celulares. Em seguida, foram realizadas as leituras a 510
nm em um espectrofotbmetro de placas modelo Spectra Max Plux 384, da marca
Molecular Devices®, utilizando o software Softmax Pro 6.51®. Foram realizados trés
experimentos independentes, em dias e passagens celulares diferentes, para cada
linhagem celular. Apds subtrair todos os valores do branco (Tris base), a porcentagem
de viabilidade celular foi determinada pela porcentagem de absorbancia em relacéo
ao controle ndo tratado de células, que foi considerado como 100% de viabilidade
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celular. Os percentuais de viabilidade celular foram transferidos para o software de
estatistica GraphPad Prism verséo 6 para Windows (GraphPad, San Diego, CA, EUA),
e, por meio de analise de regresséo néo linear, foram calculados os valores de Clso,
Ou seja, a concentracéo de cada amostra que reduz em 50% a viabilidade celular. Os

valores de Clso foram apresentados como média + desvio padréo.
4.7.3 Seletividade

A seletividade do GEVGP livre e LpHS-GEVGP para as células tumorais em relacao
aos fibroblastos ndo-tumorais de gengiva humana obtidos por cultura priméria, foi
determinada utilizando o ensaio de Sulforrodamina B, conforme descrito acima. O uso
de culturas de fibroblastos se da pela facil obtencédo dessas células por biopsia e do
fato de, apos isolamento e estabelecimento das culturas, os fibroblastos apresentarem
uma proliferacéo rapida e continua na presenca de soro, comparativamente a outros
tipos de células que necessitam de fatores de crescimento adicionais (TAKASHIMA,
1998).

Depois de calculados os valores de Clso das amostras nas diferentes linhagens
tumorais e nos fibroblastos ndo-tumorais, foi possivel calcular o indice de Seletividade

(IS), dado pela férmula:

_ CISOFIB
" CISOTUM

onde Clso ris equivale ao valor de Clso em fibroblastos ndo-tumorais, e Clso tum equivale

ao valor de Clso em linhagem tumoral (SILVA, 2013).
4.7.4 Duplicacdo cumulativa da populacéo

Células tumorais da linhagem A549 foram distribuidas em placas de 12 pogos (10°
células/cavidade) e mantidas em estufa Umida, contendo 5% de CO2, a 37 °C durante
24 horas. Apos esse periodo, solu¢des de GEVGP livre, LpHS-GEVGP, LpHS brancos
e PTX foram adicionadas as cavidades nas respectivas concentracdes de Clso e as
placas foram mantidas incubadas durante 48 horas. Em seguida, as células
sobreviventes foram contadas, replaqueadas em placas de 12 pocgos (2,5 x 104
células/cavidade) e avaliadas durante 21 dias. A cada trés a cinco dias, respeitando a
confluéncia maxima de 80%, as células foram tripsinizadas, contadas e replaqueadas,

e a cinética de crescimento das células foi determinada. Apds esse tempo, foi plotado
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um gréafico de CPD em func¢éo do tempo, a fim de facilitar a visualizacdo do momento
que as células tumorais resistentes ao tratamento readquiriram ou ndo capacidade
proliferativa. O grafico e os parametros de CPD foram analisados em planilhas
especificas utilizando o Excel® 2016 (SILVA et al., 2016).

4.7.5 Ensaio clonogénico

Células tumorais da linhagem A549 foram distribuidas em placas de 12 pocos (10°
células/cavidade) e mantidas em estufa imida, contendo 5% de CO2, a 37 °C durante
24 horas. Apos esse periodo, solucdes de GEVGP livre, LpHS-GEVGP, LpHS brancos
e PTX foram adicionadas as cavidades nas respectivas concentracdes de Clso e as
placas foram mantidas incubadas durante 48 horas. Em seguida, as células
sobreviventes foram contadas, replaqueadas em placas de 6 pogos (200
células/cavidade) e avaliadas durante 21 dias, sendo realizada troca do meio de
cultura a cada trés dias. Apos 21 dias de experimento, as células foram fixadas com

alcool 70° GL e coradas com corante de Giemsa.

Agregados com mais de 50 células foram classificados como sobreviventes e
reconhecidos como clone. Os clones foram identificados por meio de andlise em
microscopio Optico no aumento de 5 x. Considerou-se o numero de clones referentes
ao grupo sem tratamento (controle celular) correspondentes a 100% de viabilidade
celular (LOPES, 2012). O percentual do numero de clones nas amostras testadas foi
calculado em relacdo ao controle negativo, de acordo com a seguinte equagao:

namero de colonias na amostra

namero de colonias (%) = — — x 100
namero de coldnias do controle celular

A imagem representativa das colonias apos os tratamentos foi obtida através de

fotografia macroscopica dos pocos da placa de cultivo.
4.8 Estudos in vivo
4.8.1 Animais

Foram utilizados camundongos Balb/c nude fémeas, entre seis-sete semanas de
idade (pesando aproximadamente 20 g), adquiridos do Biotério Central da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Os animais foram alojados em gaiolas de



50

plastico com maravalha, racdo e agua autoclavadas, em ambiente com controle de
ciclo de luz e temperatura. Os estudos in vivo foram realizados sob aprovacéo da
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG — Protocolo 303/2017. Esse
estudo foi realizado em colaboragédo com o Prof. Dr. André Luis Branco de Barros e a
Profa. Dra. Elaine Amaral Leite, ambos da Faculdade de Farméacia da UFMG, e com

o Prof. Dr. Geovanni Dantas Cassali, do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UFMG.
4.8.2 Implante das células A549 em animais Balb/C nude

No momento em que as células A549 atingiram a fase logaritmica de crescimento, as
mesmas foram tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas em meio de cultura
incompleto com uma densidade de 10° células/ 50 pL. A suspensédo celular foi
misturada em Matrigel® (1:1) e 100 pL dessa mistura foram inoculados,
subcutaneamente, no flanco inferior direito de cada animal. Os animais foram
acompanhados quanto ao peso e medidas quantitativas do volume tumoral durante

todo o periodo do experimento, em intervalos de dois dias.
4.8.3 Tratamento dos animais

No vigésimo quinto dia ap6s o inéculo das células tumorais, os animais foram
aleatoriamente divididos em cinco grupos experimentais, 0s quais receberam o0s
seguintes tratamentos:

Grupo 1 — LpHS brancos (controle negativo)

Grupo 2 — PTX 10 mg/Kg (controle positivo)

Grupo 3 — LpHS-GEVGP 0,5 mg/kg

Grupo 4 — LpHS-GEVGP 1,0 mg/kg

Grupo 5 - LpHS-GEVGP 2,0 mg/kg

Para o preparo da solugcédo de PTX 2,0 mg/mL, foram solubilizados 30 mg de PTX em
Cremophor®:alcool etilico 98% (1:1) em balédo volumétrico de 2 mL. No momento do
tratamento, 133 pL da solugéo anterior foi misturada a 867 pL de NaCl 0,9% (p/v),

obtendo assim a solug&o na concentragao final.

Os tratamentos foram administrados por via endovenosa, com intervalo entre as doses
de trés dias, em um total de seis administracdes. O primeiro dia de administracédo foi

considerado o dia 0 do estudo e os tratamentos foram, portanto, administrados nos
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dias 0, 3, 6, 9, 12 e 15. Os tratamentos foram administrados pela veia caudal, em um

volume de 100 pL, utilizando seringas de insulina de 1 mL.
4.8.4 Avaliacéo da atividade antitumoral

4.8.4.1 Volume tumoral e peso dos animais

O acompanhamento do volume tumoral e do peso dos animais foi realizado a cada
dois dias, desde o primeiro dia do tratamento até cinco dias apos o fim do tratamento.
O volume tumoral foi calculado de acordo com a seguinte formula: VT = 0,5 x (d1 x
d2?), onde d1 e d2 representam o maior e o menor diametros perpendiculares,
respectivamente, medidos com o auxilio de um paquimetro (Mitutoyo, Téquio, Japao)
(ROLLAND et al., 2009). A variacdo do volume tumoral foi determinada considerando-
se o0 volume inicial (dia 0) como 100% e calculando-se a porcentagem de aumento ou
reducdo do volume de acordo com esse volume inicial.

No final do periodo experimental (5 dias apds o ultimo tratamento), o volume relativo
do tumor (VRT) foi calculado de acordo com a férmula:

volume do tumor no dia 20
VRT =

volume do tumor no dia 0

A porcentagem de inibicdo do crescimento do tumor (IC) também foi determinada

mediante 0 emprego da seguinte equacao:

VRT do grupo tratado

IC=1- 00

1
VRT do grupo controle negativo (LpHS brancos) X

4.8.4.2 Avaliacao histopatolégica

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical quarenta e seis dias apos
a inoculacdo das células tumorais A549. Figado, baco, rins e os tumores foram
removidos para avaliagédo histopatolégica. Os fragmentos dos tecidos foram incluidos
em blocos de parafina, seccionados em cortes de 5 ym de espessura e corados pelo
meétodo hematoxilina-eosina. As imagens foram obtidas utilizando camera digital Spot
Insigh Color adaptado a um microscépio Olympus BX-41 (Hamburgo, Alemanha) e o

software de captura SPOT® versédo 3.4.5.
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4.9 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados obtidos foram analisados
com o software GraphPad Prism verséo 6 para Windows (GraphPad, San Diego, CA,
EUA). Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste KS e D’Agostino e
Pearson e homocedasticidade pelo teste de Bartlett. As variaveis que nao
apresentaram distribuicdo normal foram transformadas pela equacéo y = log (100 +
varidvel). A diferenca entre os grupos experimentais foi testada por analise de
variancia seguida do teste de Tukey. Para todas as andlises 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).



53

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliacédo da citotoxicidade de GEV e GEVGP por Sulforrodamina B

A sulforrodamina B € um corante brilhante de cor purpura, com dois grupos sulfénicos,
que tem capacidade de ligar-se a componentes proteicos de células previamente
fixadas com acido tricloroacético. A intensidade da coloracdo é diretamente
proporcional a massa celular, uma vez que a ligacdo do corante com o contetdo
proteico é estequiomeétrica (VICHAI; KIRTIKARA, 2006). Inicialmente, foi avaliada a
citotoxicidade de GEV e GEVGP livres, conforme descrito no item 4.7.2, em trés
linhagens tumorais humanas, para selecionar qual dos dois compostos seria
encapsulado em lipossomas. Os valores de Clso obtidos estdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4 - Valores de Clso de GEV e GEVGP para diferentes linhagens celulares

tumorais
Linhagens Clso (M)
celulares GEV GEVGP Digoxina
MDA-MB-231 0,280 + 0,059 0,170 + 0,007 0,998 + 0,156*
MCF-7 0,583 + 0,069* 0,347 £ 0,032 ND
A549 0,013 + 0,003* 0,044 + 0,008 ND

Foram realizados trés experimentos e os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo. *Valores significativamente diferentes em relac&do aos valores representados na
mesma linha (p < 0,05). ND = ndo determinado.

Pela analise da Tabela 4, pode-se observar que o valor de Clso da digoxina na
linhagem celular MDA-MB-231 foi cerca de 3,5 e 5,8 vezes maior em relacdo ao GEV
e GEVGP, respectivamente. Esse resultado estd em acordo com o apresentado por
Carvalho (2012), confirmando que alteracdes na estrutura dos cardenolideos podem
potencializar a atividade citotoxica desses compostos frente as células tumorais. Para
GEV e GEVGRP livres, ndo houve diferenca significativa entre os valores de Clso nessa

mesma linhagem celular.

Para as outras duas linhagens celulares testadas (MCF-7 e A549), ha diferenca
significativa entre os valores de Clso apds os tratamentos com GEV e GEVGP. Ambos
0S compostos apresentaram baixos valores de Clso, e, portanto, foram potencialmente

citotoxicos para as células tumorais avaliadas. Como a encapsulacdo do GEV em
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lipossomas ndo apresentou estabilidade, o GEVGP foi selecionado para ser
encapsulado em lipossomas, por apresentar maior lipofilia, permitindo assim, fortes
interacdes com a bicamada lipidica das vesiculas, favorecendo assim o processo de

encapsulacéo.
5.2 Validac&do do método analitico para doseamento de GEVGP por CLAE
5.2.1 Especificidade

A especificidade de um método analitico € demonstrada por meio da sua capacidade
de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de
outros componentes tais como, impurezas, diluentes e componentes da matriz
(ANVISA, 2003). Na Figura 17 estdo apresentados o cromatograma da solucéo de
GEVGP na concentracao de 6 pg/mL (em azul) e o cromatograma obtido para os LpHS
brancos (em vermelho). O tempo de retencéo do GEVGP foi de aproximadamente 8,5
minutos. A analise de sobreposicdo dos cromatogramas demonstrou que no
cromatograma obtido para os LpHS brancos ndo foi observado nenhum pico
interferente préximo ao tempo de retencdo do GEVGP, indicando que os componentes
lipidicos da formulagéo lipossomal ndo interferiram na determinacdo do GEVGP.
Assim, o método analitico descrito é especifico para determinacdo do GEVGP
(ANVISA,2003).

Figura 17 — Sobreposicao de perfis cromatograficos obtidos para solucéo de

GEVGP (em azul) e lipossomas brancos (LpHS brancos, em vermelho)
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5.2.2 Linearidade

A linearidade de um método analitico deve ser demonstrada por meio da sua
capacidade de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracao
do analito de interesse, dentro de um determinado intervalo (ANVISA, 2003). A
linearidade do método analitico para doseamento de GEVGP por CLAE foi confirmada
pela construcao da curva padréo no intervalo de concentracdo de 2 a 10 pug/mL. Foram
aplicados os testes estatisticos para avaliar as premissas da regressao linear simples.
O diagnéstico de outliers foi realizado pelo residuo padronizado de Jacknife e, foram
detectados dois outliers. Para avaliar se os residuos seguem a distribuicdo normal, foi
aplicado o teste de Ryan-Joiner, no qual verificou-se que os residuos seguem a
distribuicdo normal, com Req (0,9653) > Reritico o = 0,05 (0,9315). Foi verificado que ha
homocedasticidade, pelo teste de Levene modificado. Apds andlise de variancia
(ANOVA), concluiu-se que a regressao linear € altamente significativa e que ndo ha
desvio da linearidade. A equacao da reta obtida foi y = 926704 x + 296700 (Figura 18)
e o coeficiente de correlacdo linear obtido foi satisfatério (r = 0,9984), em
conformidade com o especificado (r > 0,99) (ANVISA, 2003).

Figura 18 — Representacdao grafica da curva de calibracdo para o doseamento
de GEVGP obtida pelo método de CLAE
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5.2.3 Precisao

A precisdo avalia a proximidade entre os resultados obtidos a partir de ensaios com
amostras preparadas em condigdes idénticas, no mesmo dia e em dias diferentes,
conforme descrito no método analitico a ser validado (ANVISA, 2003). Na Tabela 5
estdo apresentados os valores médios das areas dos picos e de DPR referentes as
solucbes de GEVGP, nas concentracdes de 2, 6 e 10 pg/mL, determinados em um

mesmo dia e em dias diferentes, respectivamente.

Tabela 5 — Determinacdo da precisao intradia e interdia do método de
doseamento de GEVGP por CLAE

Concentragéo de DPR
Dia Areado pico  GEVGP (ug/mL)
Intradia Interdia
2473985 2,35
1 2474253 2,35 3,06
2326006 2,19
2,57
2387782 2,26
2 2389974 2,26 1,9
2399444 2,27
6363680 6,55
1 6352358 6,53 0,81
6460723 6,65
1,00
6506346 6,70
2 6497017 6,69 0,85
6393255 6,58
10417677 10,92
1 10473373 10,98 3,34
11146505 11,71
4,46
10664020 11,19
2 10743427 10,45 2,57
11178331 11,74

Os valores de DPR foram inferiores a 5%, indicando boa precisdo do método analitico
empregado para doseamento do GEVGP (ANVISA, 2003).
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5.2.4 Exatidao

A exatiddo € a proximidade dos resultados obtidos pelo método analitico em estudo
em relacdo ao valor aceito como verdadeiro. E expressa pela relagdo percentual de
recuperacédo do analito adicionado em concentragfes conhecidas a amostra (ANVISA,
2003). Na Tabela 6 estédo apresentados os resultados obtidos para a determinacao da
exatiddo do método de doseamento de GEVGP por CLAE.

Tabela 6 — Determinacé&o da exatiddo do método de doseamento de GEVGP por

CLAE
Concentracéo ) Concentracéo Recuperacéao
tedricade Area do pico calculada de média de DPR
GEVGP (ug/mL) GEVGP (ng/mL) GEVGP (%)

2247392 2,10

2,1 2299289 2,15 100,93 1,37
2243858 2,10
6035018 6,19

6,3 6141786 6,31 99,49 0,97
6133623 6,29
10023406 10,49

10,5 10223410 10,71 101,12 1,02
10171409 10,65

O método apresentou exatiddo adequada, uma vez que a recuperacao meédia de
GEVGP para cada nivel de concentracdo avaliado permaneceu no intervalo de 98 a
102% (GREEN, 1996).

5.2.5 Robustez

A robustez é definida como a capacidade de um método analitico em resistir a
pequenas e deliberadas variagdes analiticas (ANVISA, 2003). Na Tabela 7 estdo
apresentados os resultados de robustez obtidos apos duas alteragcdes no fluxo da fase
movel e temperatura da coluna. O método analitico apresentou robustez, uma vez que
o teor médio de GEVGP nas amostras quantificadas permaneceu no intervalo de 95
a 105% em todas as condic¢des testadas (ANVISA, 2003).
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Tabela 7 — Determinacé&o da robustez do método de doseamento de GEVGP por CLAE

Gradiente de ACN:agua (condicéo descrita no item 4.2.1)

Fluxo ImL/min Fluxo 0,9mL/min Fluxo 1,2mL/min Fluxo ImL/min Fluxo ImL/min
Amostras
40 °C 40 °C 40 °C 35°C 45 °C
Areado Teor Area do Teor Area do Teor Area do Teor Area do Teor
pico (Mg/mL) pico (Mg/mL) pico (ug/mL) pico (ug/mL) pico (Mg/mL)
1 5931951 6,08 5963589 6,12 6048219 6,21 5908888 6,06 5826210 5,97
2 5891175 6,03 6144715 6,31 5991122 6,14 5877711 6,02 5863378 6,01
3 5995735 6,15 6065509 6,22 5751688 5,89 5854286 6,00 5870339 6,01
4 5862481 6,00 6276425 6,45 5859240 6,00 5850971 5,99 5846399 5,99
5 5797935 5,93 6140904 6,31 5802035 5,94 5799759 5,94 5797735 5,94
Teor
médio 6,04 6,28 6,03 6,00 5,98
(hg/mL)
Teor (%) 100,63 104,66 100,46 99,99 99,69

DPR 1,37 1,85 2,23 0,73 0,5
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5.2.6 Limite de deteccéao (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

O LD é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
detectado, porém nao necessariamente quantificado, sob as condi¢cdes
experimentais estabelecidas. O LQ é a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisédo e exatiddo aceitaveis sob as
condicbes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003). Os LD e LQ foram
determinados conforme as equacdes descritas no item 4.2.7 e os resultados
estdo descritos abaixo:

LD = 0,028 pg/mL
LQ = 0,085 pg/mL
5.3 Caracterizagdo quimica e fisico-quimica dos LpHS-GEVGP

As caracteristicas quimicas e fisico-quimicas dos LpHS-GEVGP estao

apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 — Caracteristicas quimicas e fisico-quimicas dos LpHS-GEVGP

Parametros avaliados LpHS-GEVGP
Diametro médio (nm) 182,2+ 2,7
IP 0,363 + 0,033
PZ (mV) -2,37£0,31
TE de GEVGP (%) 75,0+ 7,7
TE de GEVGP (mg/mL) 0,38 £ 0,04

Foram realizados quatro experimentos e os resultados foram expressos como média £
desvio padréo.

O diametro meédio e a distribuicdo das vesiculas sdo parametros de grande
importancia, especialmente quando os lipossomas sdo destinados a uso
terapéutico por via parenteral (LAOUINI et al., 2012). Nanoparticulas com um
diametro entre 50 e 400 nm podem ser utilizadas para entrega direcionada de
farmacos em tecidos tumorais (SIAFAKA et al., 2016). O diametro médio dos
LpHS-GEVGP foi de 182,2 £ 2,7 nm, permitindo que a formulacdo apresente

direcionamento passivo a regido tumoral, com acumulo e liberacdo do seu
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conteudo nesse local, diminuindo a toxicidade sistémica e aumentando a eficacia
antitumoral (FERREIRA et al., 2013). O valor de IP igual a 0,36 indica uma
proximidade na distribuicdo de tamanho dos lipossomas (RAMADASS et al.,
2015). A determinacdo do PZ permite prever a estabilidade de sistemas
coloidais. Vesiculas que apresentam valor elevado de PZ positivo ou negativo
tém menor tendéncia a agregacao, devido a repulsdo eletrostatica (LAOUINI et
al., 2012). LpHS-GEVGP apresentaram PZ proximo a neutralidade, com valor
médio de -2,4 £ 0,31 mV, conforme esperado devido a presenca do PEG em sua
composicao lipidica. Sabe-se que vesiculas com valor pequeno de PZ tendem a
ser menos estaveis, devido a agregacdo (LAOUINI et al., 2012). Porém, a
presenca de PEG nos lipossomas caracteriza a formagdo de uma barreira
estérica que desfavorece a aproximacao desses, conferindo maior estabilidade
aos sistemas coloidais (IMMORDINO, 2006). Além disso, hd um retardo na
depuracdo dos lipossomas da circulagdo sanguinea uma vez que o PEG
funciona como uma barreira estérica para a adesdo das opsoninas,
(TORCHILIN, 2005; IMMORDINO, 2006). O TE de GEVGP nos lipossomas foi
de 75,0 £ 7,7%, equivalente a 0,38 = 0,04 mg /mL. Pode-se sugerir que o elevado
TE de GEVGP esteja associado a sua alta lipofilia e a sua estrutura semelhante
ao colesterol, que favorece as interacdes do composto com os fosfolipides

presentes na bicamada lipidica.
5.4 Estudo de estabilidade dos LpHS-GEVGP

A estabilidade de armazenamento dos lipossomas € determinada por suas
caracteristicas quimicas e fisico-quimicas ao longo do tempo (LASIC, 1998). Na
Tabela 9 esta apresentado o estudo de estabilidade dos LpHS-GEVGP por um
periodo de 90 dias.
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Tabela 9 — Estudo de estabilidade dos LpHS-GEVGP ao longo do tempo

Tempo Diametro médio
_ Teor GEVGP (%) IP PZ (mV)
(dias) (nm)
0 75,0+ 7,7 182,2+ 2,7 0,36 + 0,033 -2,37£0,31
15 75,075 182,1 + 13,7 0,33 + 0,06 -2,08 £0,21
30 72,3+9,.2 182,7 £12,2 0,32 + 0,04 -2,90 £ 0,72
60 53,0+9,1* 173,9+8,5 0,33+0,03 -3,29 £ 0,53
90 420+2,7* 1579+19* 0,32 £ 0,05 -3,49 + 0,23 *

Foram realizados quatro experimentos e os resultados foram expressos como média
desvio padréo. *Valores significativamente diferentes em relagéo ao tempo 0 (p < 0,05).
As andlises no tempo 0 foram realizadas logo apds o preparo da formulacao,
cujas caracteristicas foram descritas no item 5.3. O teor de GEVGP no tempo 0
foi calculado em relacéo a quantidade do composto adicionado durante o preparo
dos lipossomas (0,5 mg/mL). Para os demais tempos propostos no estudo de
estabilidade, o teor de GEVGP nos lipossomas foi calculado em relacdo ao
tempo 0. Ao longo de 30 dias ndo houve alteragbes nos valores de teor de
GEVGP, podendo essa estabilidade ser explicada pela lipofilia do composto que
possibilita uma forte interacdo com a bicamada lipidica das vesiculas, evitando
sua liberacéo indesejada. A partir do tempo de 60 dias, ha uma diminuicdo em
torno de 20% do teor de GEVGP nos lipossomas e os valores sao

significativamente diferentes do tempo 0.

O diametro médio dos LpHS-GEVGP néo apresentou variacdo durante 60 dias
de armazenamento. Somente a partir do tempo de 90 dias foi possivel observar
diferenca significativa nesse parametro em relagédo ao tempo 0. A reducédo do
didmetro dos lipossomas apds 90 dias pode ser consequéncia da saida do
GEVGP da bicamada das vesiculas. No tempo de 90 dias, o valor de PZ
apresentou uma diferenca significativa em relacdo ao tempo 0, mas se manteve
proximo a neutralidade. Adicionalmente, ao longo de 90 dias ndo houve alteracao

significativa nos valores de IP dos lipossomas. Nesse contexto, a manutencéo
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do diametro médio, PZ préximo a neutralidade e homogeneidade da dispersao
dos lipossomas, pode ser explicada pela presenca das cadeias poliméricas
presentes no DSPE-mPEG:2000, que desfavorece a aproximacdo das vesiculas,
conferindo maior estabilidade ao sistema coloidal IMMORDINO, 2006).

5.5 Estudo de liberagdo de GEVGP a partir dos LpHS-GEVGP

A cinética de liberacdo de lipossomas € dependente da composicao lipidica,
natureza do material encapsulado e método de encapsulacdo das vesiculas e,
tem grande importancia na garantia de seguranca e eficacia terapéutica dos
nanossistemas (MONTEIRO et al., 2014). O perfil de liberagéo in vitro de GEVGP
dos lipossomas foi avaliado por meio de estudos de dialise em tampao HEPES
acrescido de Tween 80 1% (p/v), a 37° C, pH 5 e 7,4, durante um periodo de 24
horas. A quantificacdo do GEVGP foi realizada por meio de andlises de CLAE,
conforme descrito anteriormente. Os perfis de liberacdo estéo representados na
Figura 19. O pH 7,4 foi avaliado como indicativo da liberacdo in vivo, na
circulacdo sanguinea, uma vez que mimetiza o pH fisiolégico e o pH 5 como

indicativo da liberagéo in vivo no interior dos endossomas e no tecido tumoral.

Figura 19 — Estudo de liberacdo de GEVGP a partir dos LpHS-GEVGP em
pH 5 (linha azul) e 7,4 (linha vermelha)
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Foram realizados trés experimentos e os resultados foram expressos como média +
desvio padréo.
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Em ambos os pH estudados, a liberacdo do GEVGP a partir dos lipossomas foi
lenta. Para o meio de pH 7,4, a liberacdo de GEVGP apés 24 horas foi de 28,3
* 6,8%, enquanto no pH 5 foi de 34,9 + 13,4%. Essa liberacao lenta pode indicar
que o GEVGP foi fortemente incorporado na bicamada lipidica, devido a sua
estrutura lipofilica e que o efeito de protecéo estérica, pelas cadeias poliméricas

presentes no DSPE-mPEG2o00 retarda a liberagdo do composto (LI et al., 2014).

Os perfis de liberagédo foram semelhantes em ambos os pH, demonstrando que
0 sistema ndo apresentou pH sensibilidade. Isso pode ser explicado pela
alteracdo da estrutura da bicamada lipidica devido a presenca de GEVGP,
afetando a pH sensibilidade. Apesar da perda da pH sensibilidade, os lipossomas
compostos de DOPE:CHEMS ainda séo capazes de liberar o material
encapsulado no citoplasma, devido ao seu carater fusogénico, que os permite
internalizar nas células mais facilmente que os lipossomas convencionais
(VANIC et al., 2012; FERREIRA et al., 2013). As amostras nao apresentaram
variagdo significativa nas medidas de diametro médio, IP e PZ, ao longo do

tempo de liberacao.
5.6 Estudos in vitro
5.6.1 Avaliacéo da viabilidade celular pelo ensaio de Sulforrodamina B

A citotoxicidade de GEVGP livre e LpHS-GEVGP frente quatro linhagens
tumorais humanas foi determinada e em cultura primaria de fibroblastos
humanos ndo-tumorais, e os valores de Clso estdo apresentados na Tabela 10.
DXR foi testada nas trés linhagens celulares de tumor de mama (MDA-MB-231,
SKBR-3 e MCF-7) e PTX na linhagem celular de tumor de pulméo (A549), como
controles positivos do experimento. Nao se observou citotoxicidade significativa

apos tratamento com LpHS brancos nas quatro linhagens tumorais.
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Tabela 10 — Valores de Clso dos tratamentos com GEVGP, LpHS-GEVGP,

DXR e PTX para diferentes linhagens celulares

Linhagens Clso (UM)
celulares GEVGP LpHS-GEVGP DXR PTX
MDA-MB-231 0,170 + 0,007 0,168 + 0,070 0,828 + 0,148* ND
SKBR3 0,136 = 0,002 0,158 = 0,010 0,270 £ 0,019* ND
MCF-7 0,347 £ 0,032 0,343 £ 0,048 0,498 £ 0,134 ND
A549 0,044 £ 0,008* 0,027 + 0,005 ND 0,020 £ 0,005
FHNT 48,05 + 3,05* 4,02 + 0,07 > 50 >10

DXR: doxorrubicina e PTX: paclitaxel. Foram realizados trés experimentos e 0s
resultados foram expressos como média + desvio padrao. *Valores significativamente
diferentes em relagdo as outras médias representadas na mesma linha (p < 0,05).

ND = néo determinado.

Pela andlise da Tabela 10, pode-se observar que os valores de Clso obtidos para
as linhagens celulares MDA-MB-231 e SKBR3, apo6s tratamento com GEVGP
livre e LpHS-GEVGP foram menores que o valor de Clsoobtido apos o tratamento
com DXR, indicando maior citotoxicidade do composto livre e da formulacéo
lipossomal em relagéo ao farmaco utilizado na clinica. Para a linhagem celular
MCF-7 néo houve diferenca significativa entre os tratamentos com DXR, GEVGP
e LpHS-GEVGP. Nas trés linhagens tumorais de mama, os valores de Clso
obtidos ap6s o tratamento com GEVGP livre e LpHS-GEVGP foram iguais. Esse
resultado revela que ndo houve reducdo na atividade citotéxica do GEVGP
incorporado nos lipossomas quando comparada a atividade citotoxica de
GEVGRP livre. Nesse contexto, a encapsulacdo de GEVGP em lipossomas pode
representar uma estratégia promissora para carreamento de GEVGP, permitindo

a sua administracao parenteral.

Para a linhagem tumoral A549 pode-se observar que nao houve diferenca
significativa entre os valores de Clso obtidos apds o tratamento com PTX e LpHS-
GEVGP, indicando que a formulagdo apresenta citotoxicidade semelhante ao
farmaco utilizado na clinica. Adicionalmente, o valor de Clso obtido apés
tratamento com LpHS-GEVGP foi menor que o valor observado apds o

tratamento com GEVGP livre. Esse resultado indica que os lipossomas podem
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facilitar a captacdo de GEVGP por essas células tumorais e, desta forma,

aumentar a citotoxicidade do composto.
5.6.2 Seletividade

A citotoxicidade de GEVGP livre, LpHS-GEVGP, DXR e PTX frente a fibroblastos
nao-tumorais de gengiva humana foi avaliada pelo ensaio de Sulforrodamina B
e os valores de Clso, obtidos ap0s tratamento, foram apresentados na Tabela 10.

N&o se observou citotoxicidade significativa apos tratamento com LpHS brancos.

A partir dos resultados de Clso calculou-se o0 IS de GEVGP e LpHS-GEVGP para
as diferentes linhagens celulares tumorais em relacdo a cultura primaria de
fibroblastos ndo-tumorais de gengiva humana. O IS de DXR foi calculado para
as trés linhagens tumorais de mama e o IS de PTX para a linhagem de tumor de
pulm&o. Os resultados estéo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Valores de IS para diferentes linhagens celulares tumorais em

relacdo a cultura primaria de fibroblastos ndo-tumorais de gengiva

humana

Linhagens IS (Clsorig / Clsotum)
celulares GEVGP LpHS-GEVGP DXR PTX
MDA-MB-231 282,65 23,92 > 60 ND
SKBR3 353,31 25,44 > 185 ND
MCF-7 138,47 11,72 > 100 ND
A549 1092,04 148,9 ND > 500

GEVGP mostrou-se cerca de 282, 353, 138 e 1000 vezes mais seletivo para as
células MDA-MB-231, SKBR3, MCF-7 e A549, respectivamente. Sabe-se que
células tumorais tém maior expressédo da Na*K*ATPase, comparada as células
nao-tumorais e que, os cardenolideos ndo apresentam alta citotoxicidade em
células ndo-tumorais (SCHNEIDER et al., 2017a; NEWMAN et al., 2008). Isso
pode justificar a alta seletividade do GEVGP livre para as diferentes linhagens

celulares tumorais em relacéo a linhagem de fibroblastos nao-tumorais.
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LpHS-GEVGP também se mostraram seletivos para as mesmas linhagens
celulares tumorais, porém a seletividade do GEVGP encapsulado em lipossomas
foi menor que a do GEVGP livre. A diferenca de IS entre GEVGP livre e LpHS-
GEVGP pode ser explicada pela internalizagdo dos lipossomas nas células, com
liberacdo do GEVGP a partir dos endossomas, aumentando a citotoxicidade do
composto (FERREIRA et al., 2013; SAHAY, 2010). Adicionalmente, esse
resultado pode sugerir que, de fato, além da Na*K*ATPase, alvos intracelulares
podem estar relacionados aos efeitos citotoxicos dos cardenolideos
(SCHNEIDER et al., 2017a).

Tendo em vista que somente na linhagem celular tumoral A549 houve uma
diferenca significativa entre o valor de Clso do GEVGP livre comparado aos
LpHS-GEVGP, os valores de Clso dos tratamentos com GEVGP e LpHS-GEVGP
na linhagem A549 foram significativamente diferentes dos valores de Clso desses
tratamentos nas demais linhagens celulares tumorais (MDA-MB-231, SKBR3 e
MCF-7) e dos fibroblastos n&o-tumorais, e que o indice de seletividade em
células A549 em relacéo a fibroblastos ndo-tumorais foi significativamente maior
em relacdo a outras linhagens tumorais testadas, a linhagem celular A549 foi
selecionada para realizacdo de experimentos in vitro a longo prazo e

experimentos in vivo.

5.6.3 Duplicacdo cumulativa da populacao

Duplicacdo cumulativa da populagdo (CPD), do inglés Cumulative population
doubling, é um ensaio que avalia o comportamento in vitro a longo prazo das
células sobreviventes ap4s um tratamento, que pode correlacionar melhor com
0s experimentos in vivo comparado aos experimentos de curto prazo. E um
importante experimento para avaliacdo da capacidade proliferativa readquirida

por células tumorais quando submetidas a tratamento (SILVA et al., 2016).

Experimentos que permitem analise dos tratamentos a longo prazo podem ser
fundamentais para planejar experimentos in vivo, uma vez que o0 cancer € uma
doenca cronica. Além disso, experimentos in vitro de longa duragdo sao
importantes uma vez que a resisténcia das células tumorais ao tratamento é uma

das principais causas das recidivas dos tumores (SILVA et al., 2016). Sendo
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assim, para avaliacdo da capacidade proliferativa readquirida, foi acompanhado,
ao longo do tempo, o crescimento de uma populacdo de células tumorais da
linhagem A549 que sobreviveram ao tratamento com GEVGP livre, LpHS-
GEVGP e PTX. A cinética de crescimento dos diferentes tratamentos esta
apresentada na Figura 20. Os LpHS brancos ndo apresentaram diferenca

significativa em relacé&o ao grupo controle celular, sem tratamento (CC).

Figura 20 — Avaliacdo in vitro alongo prazo das células da linhagem A549
sobreviventes apo6s tratamentos com GEVGP, LpHS-GEVGP e PTX
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Foram realizados trés experimentos independentes e o0s resultados foram expressos
como média + desvio padréo. *Valores significativamente diferentes em relagéo ao
controle celular (CC) (p < 0,05).

A partir da avaliacdo da Figura 20, pode-se observar que as células
sobreviventes ap0és tratamento com PTX na concentracdo de 20 nM (controle
positivo) proliferaram lentamente ao longo dos 21 dias. Isso era esperado, pois
o PTX € um agente de estabilizacdo de microtibulos que interfere no processo
de montagem do fuso mitético, nas células em divisdo, causando parada na
metafase (RANG et al., 2011). Ja as células tratadas com 44 nM de GEVGP e
27 nM de LpHS-GEVGP readquiriram a capacidade de proliferacdo ao longo dos
21 dias, contudo apresentaram diferenca significativa em relagdo ao CC, sem
tratamento, com menor crescimento das ceélulas apds o tratamento. Essa
diferenca pode estar relacionada a capacidade dos cardenolideos, como
GEVGP de inibirem a replicacdo do DNA a partir da ligacao a topoisomerase I,
paralisando o ciclo de divisdo celular (SLINGERLAND et al., 2013). Resultados

semelhantes foram obtidos nas células sobreviventes da linhagem A549, apos
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tratamento com o cardenolideo convalotoxina (SCHNEIDER et al., 2017b) e

evatromonosideo, ambos na concentracdo de 10 nM (SCHNEIDER et al., 2018).

A partir do grafico de CPD versus tempo, foram calculados os seguintes
parametros: CPD final relativo (RendCPD), que compara o valor de CPD obtido
ao final dos 21 dias para os grupos tratados em relacdo ao CC; area sob a curva
relativa (rAUC), que determina o efeito global do tratamento a partir da area sob
a curva de cada grupo tratado em relacdo ao CC; tempo relativo para atingir o
threshold (RTCT), que avalia o atraso na taxa de proliferacdo de cada grupo
tratado em relacdo ao CC e a taxa de proliferacédo relativa (RPR), que determina
a velocidade de crescimento relativo das células sobreviventes em cada grupo

em relacdo ao CC (SILVA et al., 2016). Os resultados estdo apresentados na
Figura 21.

Figura 21 — Parametros relativos de CPD de células sobreviventes A549
apos tratamento com GEVGP, LpHS-GEVGP e PTX
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Foram realizados trés experimentos independentes e os resultados foram expressos
como média.

Nos grupos tratados com GEVGP e LpHS-GEVGP, os valores de RendCPD,
RPR e rAUC corresponderam a cerca de 90% em relacdo ao CC. O valor de
RTCT nesses dois grupos foi cerca de 60% em relacdo ao CC, indicando que a
taxa de proliferacdo das células do CC é cerca de 0,4 vezes maior que das
células sobreviventes ap0s tratamento com GEVGP e LpHS-GEVGP. Sendo

assim, os tratamentos com GEVGP e LpHS-GEVGP nas concentracdes de 44
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nM e 27 nM respectivamente, sdo capazes de inibir a capacidade proliferativa
readquirida das células tumorais sobreviventes da linhagem A549, podendo ser
uma alternativa promissora para a diminuicdo das recidivas de tumores, por

resisténcia das células tumorais ao tratamento com antineoplasicos.

5.6.4 Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico in vitro a longo prazo avalia o efeito do tratamento na
capacidade de uma Unica célula sobrevivente formar uma grande colénia ou

clone, sendo essa célula considerada clonogénica (LOPES, 2012).

Nesse ensaio, foi quantificado a porcentagem de clones de células que
permaneceram viaveis apos os tratamentos com GEVGP livre, LpHS-GEVGP e
PTX, em relacdo ao CC. Os resultados estdo expressos na Figura 22. A
porcentagem de col6nias formadas ap6s tratamento com LpHS brancos néo foi

significativamente diferente do CC.

Figura 22 — Efeito dos tratamentos com GEVGP, LpHS-GEVGP e PTX sobre

a capacidade das células tumorais da linhagem A549 formarem col6nias
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Foram realizados trés experimentos independentes e os resultados foram expressos
como média + desvio padréo. *Valores significativamente diferentes em relacdo ao
controle celular (CC) (p < 0,05).
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O tratamento com PTX na concentracdo de 20nM inibiu totalmente a formacéo
de colbnias e os tratamentos com GEVGP e LpHS-GEVGP, nas concentracdes
de 44nM e 27 nM, respectivamente, apresentaram cerca de 75% de inibicéo,
indicando que GEVGP e LpHS-GEVGP inibiram significativamente a capacidade
clonogénica das células A549 que sobreviveram ao tratamento, podendo entéo
ser uma alternativa promissora para diminuicdo das recidivas de tumores, por

resisténcia das células tumorais ao tratamento com antineoplasicos.

Esses resultados foram semelhantes aos obtidos em células tumorais da
linhagem A549, sobreviventes ao tratamento com o cardenolideo convalotoxina
na concentracdo de 10nM (SCHNEIDER et al., 2017b) e evatromonosideo na
concentracéo de 100 nM (SCHNEIDER et al., 2018).

GEVGP e LpHS-GEVGP inibiram significativamente a capacidade clonogénica
das células sobreviventes da linhagem A549, apds tratamento, enquanto que no
CPD essas células foram menos afetadas. Essa diferenca pode ser devido a
pequena populacdo de células sobreviventes replaqueadas em um ensaio
clonogénico (200 células), enquanto no CPD uma populacédo mais representativa

das células sobreviventes € avaliada a longo prazo.
5.7 Estudos in vivo
5.7.1 Avaliagdo da atividade antitumoral

5.7.1.1 Volume tumoral e peso dos animais

Conforme apresentado em trabalhos anteriores, LpHS brancos ndo induzem
toxicidade e ndo apresentam atividade antitumoral em modelo animal, sendo

entdo escolhido como controle negativo do experimento (LEITE, 2012).

Durante os tratamentos, nao se observou nenhuma perda de peso para todos os
grupos experimentais, sugerindo que nao houve toxicidade induzida pela
administracdo de LpHS-GEVGP e do PTX.

Os dados da avaliacao da atividade antitumoral baseados no acompanhamento
do volume tumoral de camundongos Balb/c nude fémeas portadores de tumor
de pulmé&o da linhagem A549 tratados com LpHS brancos, PTX e LpHS-GEVGP,
estdo apresentados na Figura 23.
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Figura 23 — Variacao do volume tumoral (%) de camundongos Balb/c nude
fémeas portadores de carcinoma de pulméao da linhagem A549, durante

tratamento com LpHS brancos, PTX e LpHS-GEVGP em diferentes doses
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Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média: 5 animais no grupo
LpHS-brancos (controle negativo); 6 animais para os demais grupos PTX (controle
positivo), LpHS-GEVGP 0,5 mg/kg; LpHS-GEVGP 1,0 mg/kg e LpHS-GEVGP 2,0 mg/kg.
*Valores significativamente diferentes em relacéo ao grupo controle negativo (LpHS
brancos) (p < 0,05).

Durante 12 dias do estudo, ndo ha diferenca das variacées de volumes tumorais
entre todos os grupos de tratamento. Nos dias 14, 16 e 20 é possivel detectar
uma diferenca entre o grupo tratado com LpHS-GEVGP na dose de 2,0 mg/kg e
0 grupo controle negativo (LpHS brancos). Somente no dia 20 € possivel detectar
uma diferenca significativa entre o tratamento com LpHS-GEVGP na dose de 1,0
mg/kg e o grupo controle negativo. A partir desses resultados pode-se inferir que
os tratamentos com LpHS-GEVGP nas doses de 1,0 mg/kg e 2,0 mg/kg
promoveram um menor crescimento do volume tumoral em relacdo ao grupo
controle negativo. Além disso, esses tratamentos (LpHS-GEVGP 1,0 mg/kg e
LpHS-GEVGP 2,0 mg/kg) apresentaram atividade antitumoral semelhante ao
tratamento com PTX na dose de 10mg/kg, farmaco aprovado e utilizado na

clinica, para tratamento de CPCNP (SA et al., 2016). Considerando as doses
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utilizadas de PTX (10 mg/Kg) e LpHS-GEVGP (1,0 e 2,0 mg/Kg), pode-se

verificar que a formulacéo lipossomal é 5 a 10 vezes mais potente do que o PTX.

Os valores de VRT e IC para cada um dos grupos, no dia 20, estao apresentados
na Tabela 12. Os tratamentos com LpHS-GEVGP nas doses de 1,0 mg/kg e 2,0
mg/kg apresentaram valores de VRT significativamente diferentes do grupo
controle negativo (LpHS brancos). Esses tratamentos resultaram em 67,6% de

inibicdo do crescimento tumoral em relagdo ao grupo controle negativo.

Tabela 12 — VRT e IC do tumor de camundongos Balb/c nude fémeas
portadores de carcinoma de pulméo da linhagem A549, apés tratamento
com LpHS brancos, PTX e LpHS-GEVGP em diferentes doses

Tratamento VRT IC (%)
LpHS brancos 3,7+19 -
PTX 10mg/kg 1,7+0,8* 54,1
LpHS-GEVGP 0,5 mg/kg 25+1,3 32,4
LpHS-GEVGP 1,0 mg/kg 1,2+0,5* 67,6
LpHS-GEVGP 2,0 mg/kg 1,2+0,5* 67,6

VRT e IC significam volume relativo tumoral e inibicdo do crescimento do tumor,
respectivamente e foram determinados utilizando 5 animais no grupo LpHS-brancos; 6
animais para os demais grupos PTX, LpHS-GEVGP 0,5 mg/kg; LpHS-GEVGP 1,0 mg/kg e
LpHS-GEVGP 2,0 mg/kg. Os resultados de VRT foram expressos como média + desvio
padréo *Valores significativamente diferentes em relagéo ao grupo controle negativo
(LpHS brancos) (p < 0,05).

5.7.1.2 Avaliacao histopatoldgica

Foram analisados os rins, figado, baco e tumor de todos os animais envolvidos
no estudo, individualmente, e abaixo foram apresentadas fotomicrografias dos
animais representativos de cada grupo de tratamento. O figado e o baco foram
escolhidos por serem o0s locais de maior acumulo de nanossistemas no
organismo e os rins para avaliar se haveria alguma alteracéo histolégica nesse

orgao excretor.
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Figura 24 — Fotomicrografias do tumor representativas de cada grupo de
camundongos Balb/c nude fémeas portadores de tumor de pulméo da

linhagem celular A549 e submetidos a diferentes tratamentos

E

Os camundongos foram submetidos ao tratamento com LpHS brancos (A), PTX 10
mg/kg (B), LpHS-GEVGP 0,5mg/kg (C), LpHS-GEVGP 1,0mg/kg (D) e LpHS-GEVGP
2,0mg/kg (E). Coloracéo utilizada foi hematoxilina-eosina. O aumento foi de 40X.

Para todos os grupos de tratamento analisados, a neoplasia apresentou

crescimento bem delimitado composto por células epiteliais em arranjo
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predominantemente solido e por vezes apresentando cavidades cisticas com
secrecdo eosinofilica. As células apresentam moderado pleomorfismo nuclear,
com nucléolos evidentes e citoplasma amplo e granular. O estroma é escasso e
delicado e as &areas de necrose no centro da massa tumoral por vezes sao

extensas.

As fotomicrografias do baco, figado e rins estdo apresentadas nas Figuras 25,
26 e 27, respectivamente. Os érgaos dos animais tratados com PTX nao foram
avaliados, uma vez que é conhecido que o tratamento ndo produz alteracoes
histoldgicas indicativas de toxicidade nesses 6rgaos (ROQUE, 2016). Nao foram
observadas alteragdes histopatolégicas importantes nos 6rgdos avaliados.
Houve uma preservacao da arquitetura de cada tecido e auséncia de infiltrado

inflamatorio.

Figura 25 - Fotomicrografias do baco representativas de cada grupo de
camundongos Balb/c nude fémeas portadores de tumor de pulméo da

linhagem celular A549 e submetidos a diferentes tratamentos

c D

Os camundongos foram submetidos ao tratamento com LpHS brancos (A), LpHS-
GEVGP 0,5mg/kg (B), LpHS-GEVGP 1,0mg/kg (C) e LpHS-GEVGP 2,0mg/kg (D).

Coloracéo utilizada foi hematoxilina-eosina. O aumento foi de 10X.
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Figura 26 - Fotomicrografias do figado representativas de cada grupo de
camundongos Balb/c nude fémeas portadores de tumor de pulméo da

linhagem celular A549 e submetidos a diferentes tratamentos

Cc D

Os camundongos foram submetidos ao tratamento com LpHS brancos (A), LpHS-
GEVGP 0,5mg/kg (B), LpHS-GEVGP 1,0mg/kg (C) e LpHS-GEVGP 2,0mg/kg (D).
Coloracéo utilizada foi hematoxilina-eosina. O aumento foi de 20X.
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Figura 27 - Fotomicrografias dos rins representativas de cada grupo de
camundongos Balb/c nude fémeas portadores de tumor de pulméo da

linhagem celular A549 e submetidos a diferentes tratamentos

c D

Os camundongos foram submetidos ao tratamento com LpHS brancos (A), LpHS-
GEVGP 0,5mg/kg (B), LpHS-GEVGP 1,0mg/kg (C) e LpHS-GEVGP 2,0mg/kg (D).

Coloracéo utilizada foi hematoxilina-eosina. O aumento foi de 20X.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo permitiram concluir que GEV e GEVGP
livres apresentaram citotoxicidade semelhante nas trés linhagens celulares
tumorais humanas testadas (MDA-MB-231, MCF-7 e A549), sendo entdo o
GEVGP escolhido para encapsulacdo em lipossomas, uma vez que € mais
lipofilico que o GEV, aumentando a interacdo com a bicamada lipidica das

vesiculas.

O método analitico para doseamento do GEVGP nas formulacdes lipossomais
foi adequadamente validado, conforme as diretrizes estabelecidas pela RDC 899
da ANVISA.

A formulacao de LpHS-GEVGP possui caracteristicas quimicas e fisico-quimicas
adequadas para a sua administracdo endovenosa. As vesiculas mantiveram seu
diametro, IP, PZ e teor de encapsulacdo de GEVGP durante o periodo de 30

dias, demonstrando sua boa estabilidade de armazenamento.

Os LpHS-GEVGP apresentaram uma liberagao lenta do GEVGP ao longo das
24 horas avaliadas, o que sugere a existéncia de uma forte interacdo entre as
moléculas do GEVGP com a bicamada lipidica. A formulacdo dos LpHS-GEVGP,
apesar de composta por DOPE e CHEMS, néo apresentou pH-sensibilidade.

Os resultados do ensaio de citotoxicidade demonstraram o potencial citotoxico
dos LpHS-GEVGP nas linhagens de células tumorais de mama com
caracteristicas fenotipicas diferentes (triplo negativo, ER positivo e HER2
positivo) assim como em células ndo-pequenas de cancer de pulméao.
Adicionalmente, a formulacéo dos LpHS-GEVGP mostrou-se seletiva para essas
células tumorais em relacdo a células ndo-tumorais humanas (fibroblastos de

gengiva).

Estudos in vitro a longo prazo confirmaram que LpHS-GEVGP diminuem a
capacidade de crescimento das células tumorais sobreviventes apds o

tratamento e diminuem a capacidade dessas células em formarem col6nias.

Por dltimo, os estudos de avaliagdo da atividade antitumoral utilizando um

modelo experimental portador de cancer de pulmao, permitiu demonstrar que 0s
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LpHS-GEVGP nas doses de 1,0 e 2,0 mg/kg, apresentam capacidade

semelhante ao PTX, na dose de 10 mg/kg, de inibir o crescimento do tumor.

Diante do exposto, os LpHS-GEVGP apresentam-se como uma formulacdo
promissora para o tratamento do cancer de mama e pulmao, ja que permitiu a
administracdo sistémica do GEVGP, demonstrou alto potencial citotoxico e
seletividade, atividade antitumoral semelhante ao PTX e auséncia de sinais de

toxicidade a partir de um estudo preliminar.
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7 PERSPECTIVAS

Com base nos resultados do presente estudo, pode-se propor algumas
perspectivas, a saber:

- Estudos para investigacdo dos mecanismos da atividade citotoxica dos LpHS-
GEVGP em diferentes linhagens tumorais. Propde-se 0s seguintes ensaios:
determinacdo do contetdo de DNA subdipléide, por citometria de fluxo, para
medida quantitativa da morte celular; ensaio de dupla coloragdo com anexina-V-
FITC e TO-PRO-3, para quantificacao de células em apoptose e/ou em necrose;
ensaios para deteccdo de ativacdo das caspases 8 e 9 e ensaio para deteccao
de caspase-3 ativa, por citometria de fluxo.

- Estudos in vitro para investigacdo da cardiotoxicidade de LpHS-GEVGP em
cardiomiécitos humanos.

- Avaliar a toxicidade de LpHS-GEVGP mediante a quantificacdo de parametros
bioquimicos e hematologicos

- Avaliar a eficacia antitumoral de LpHS-GEVGP em modelo animal experimental

de tumor de mama em diferentes doses.
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