UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Faculdade de Farmacia

Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas

Jaqueline Aparecida Duarte

ESTUDO DA ASSOCIACAO DE SINVASTATINA EM LIPOSSOMAS pH-
SENSIVEIS DE DOXORRUBICINA NA TERAPEUTICA DO CANCER DE MAMA
EXPERIMENTAL

Belo Horizonte
2022



Jaqueline Aparecida Duarte

ESTUDO DA ASSOCIACAO DE SINVASTATINA EM LIPOSSOMAS pH-
SENSIVEIS DE DOXORRUBICINA NA TERAPEUTICA DO CANCER DE MAMA
EXPERIMENTAL

Tese apresentada ao Programa de Pos-Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais, como requisito
parcial a obtencdo do grau de Doutora em Ciéncias

Farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Elaine Amaral Leite

Coorientador: Prof. Dr. André Luis Branco de Barros

Belo Horizonte
2022



Duarte, Jaqueline Aparecida.

Estudo da associacdo de sinvastatina em lipossomas pH—sensiveis de
doxorrubicina na terapéutica do cancer de mama experimental [recurso
eletrénico] / Jaqueline Aparecida Duarte. — 2022.

1 recurso eletrénico (133 f. :il.) : pdf

Orientadora: Elaine Amaral Leite.
Coorientador: André Luis Branco de Barros.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Faculdade
de Farmacia, Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias de
Farmacéuticas.

Exigéncias do sistema: Adobe Acrobat Reader.

1. Cancer de mama — Teses. 2. Lipossomos — Teses. 3. Agentes
antineopldsicos — Teses. 4. Toxicidade — Testes — Teses. . Leite, Elaine
Amaral. Il. Barros, André Luis Branco de. Ill. Universidade Federal de
Minas Gerais. Faculdade de Farmadcia. IV. Titulo.

CDD: 616.99449

Elaborado por Leandro da Conceicdo Borges — CRB-6/3448




)
o2 ERERAL oo,

S

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS FACULDADE DE FARMACIA PROGRAMA DE POS-
GRADUAGCAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

FOLHA DE APROVAGAO

“ESTUDO DA ASSOCIACAO DE SINVASTATINA EM LIPOSSOMAS pH-SENSIVEIS DE
DOXORRUBICINA NA TERAPEUTICA DO CANCER DE MAMA EXPERIMENTAL”

JAQUELINE APARECIDA DUARTE

Tese submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-
Graduacdo em CIENCIAS FARMACEUTICAS, como requisito para obtencdo do grau de
Doutora em CIENCIAS FARMACEUTICAS, 4rea de concentragio CIENCIAS
FARMACEUTICAS.

Profa. Dra. Izabella Thais da Silva
Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC

Profa. Dra. Cristiane dos Santos Giuberti
Universidade Federal do Espirito Santo - UFES

Prof. Dr. Enio Ferreira
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG

Profa. Dra. Gisele Assis Castro Goulart
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG

Profa. Dra. Elaine Amaral Leite - Orientadora
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG

Prof. Dr. André Luis Branco de Barros - Coorientador
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG

Belo Horizonte, 25 de novembro de 2022.
Documento assinado eletronicamente por Andre Luis Branco de Barros, Professor do

Magistério Superior, em 25/11/2022, as 17:42, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020

1
SeE ¢

?
assinatura
eletronica

,' Documento assinado eletronicamente por Enio Ferreira, Professor do Magistério Superior,
il -
em



assinatura
eletrénica

———— v

| JSE 3

25/11/2022, as 17:47, conforme-hordrio-oficial- de Brasilia, com fundamento-no-art. 52 do
Decreto n?2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

o1
sejl
s &)
assinatura

e Documento assinado eletronicamente por Cristiane dos Santos Giuberti, Usudrio Externo,

em 25/11/2022, as 17:50, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52
do Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

|

SE€

e
asidsiates L‘j Documento assinado eletronicamente por lzabella Thais da Silva, Usuario Externo, em
eletronica 25/11/2022, as 17:59, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do
Decreton210.543, de-13-de-novembro-de2020-

B

|

SE€

assinatur
eletrénica

e
L‘j Documento assinado eletronicamente por Elaine Amaral Leite, Professora do Magistério
Superior, em 25/11/2022, as 18:20, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento
no art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

B

———— v =

o
:)ell Documento assinado eletronicamente por Gisele Assis Castro Goulart, Professora do
secinaturs 2 | Magistério Superior, em 26/11/2022, as 10:38, conforme horario oficial de Brasilia, com
eletrdnica fundamento no art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

kD

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?

acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0, informando o
cddigo verificador 1912896 e o cddigo CRC 505ABEA9.

Referéncia: Proceso n2 23072.268682/2022-21 SEI n2 191289


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

Dedico este trabalho aos meus pais,
Ademar e Consolacdo, por todo

amor e incentivo.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por sempre iluminar os meus caminhos e por me amparar e proteger em

todos os momentos.

Aos meus pais, Ademar e Consolacao, por todo amor e dedicacdo. Sou infinitamente
grata por tudo o que fizeram e fazem por mim. Por nunca medirem esfor¢os e por
sempre me incentivarem nos estudos. Obrigada por toda cumplicidade, carinho,
suporte e oragoes.

A professora Elaine, minha orientadora a mais de seis anos, por tantos ensinamentos.
Pelo exemplo de profissional competente, generosa e ética. Pela paciéncia, amizade
e por estar sempre disposta a ajudar. Sou grata por todos conhecimentos
compartilhados e por todas oportunidades oferecidas.

Ao professor André, pelas contribuicBes sempre relevantes e pelo apoio indispensavel

na conducéo do trabalho.
Ao professor Geovanni pela colaboracéo e disponibilidade.
A Eliza pela colaborac&o, apoio e amizade.

Aos professores e colegas do LTF, pela boa convivéncia, desde a minha iniciacao

cientifica. Pela troca de experiéncias e pelos momentos compartilhados.

Aos funcionérios da Faculdade de Farmacia, em especial Adelaide, Batista, Nazaré
e Marton, pela gentileza e prontidao para ajudar.

A CAPES, FAPEMIG, e CNPq, pela bolsa e apoio financeiro.

Enfim, a todos que de alguma forma contribuiram para a realizacao deste trabalho e

para minha formacéo pessoal e profissional ao longo desses anos. Muito obrigada!



RESUMO

A doxorrubicina (DOX) € um potente quimioterapico utilizado como primeira linha no
tratamento do céncer de mama; entretanto, a cardiotoxicidade €& a principal
desvantagem da terapia. Estudos pré-clinicos evidenciaram que a associacdo de
sinvastatina (SIM) com DOX diminui esse efeito colateral e as mortes por cancer de
mama. Neste trabalho, uma formulacéo lipossomal pH-sensivel, sem precedentes,
capaz de coencapsular DOX e SIM em diferentes razdes molares, foi investigada para
seu potencial tratamento de tumores de mama. Foram realizados estudos de
caracterizacao fisico-quimica das formulacdes lipossomais. Os efeitos citotoxicos de
DOX e SIM e suas combinacdes em diferentes razdes molares (1:1; 1:2 e 2:1), livres
ou coencapsulados em lipossomas pH-sensiveis foram avaliados frente a linhagens
celulares de cancer de mama humano (MDA- MB-231; MCF-7 e SK-BR-3) e murino
(4T1). Os protocolos experimentais incluiram viabilidade celular, indice de
combinacdo, alteracbes morfoldgicas nucleares e capacidade de migracdo. Também
foi investigada a atividade antitumoral da formulagcdo SpHL-D-S 1:1, em
camundongos BALB/c com tumor de mama 4T1, e comparada aos tratamentos DOX
e SIM livres e encapsulados em lipossomas, bem como a mistura de DOX:SIM na
razao molar de 1:1. As formulacdes apresentaram diametro inferior a 200 nm com
indice de polidispersidade inferior a 0,3. O teor de encapsulacdo obtido foi pr6ximo a
100% e cerca de 70% para DOX e SIM, respectivamente. Nos estudos in vitro, um
efeito inibitério mais pronunciado nas linhagens celulares de cancer de mama foi
observado para os tratamentos na razdo molar DOX/SIM 2:1, com os farmacos
isolados ou em lipossomas para as linhagens de cancer de mama humano e na razao
1:1 para a linhagem murina. Nos estudos em modelo animal BALB/c com tumor de
mama da linhagem 4T1, as maiores taxas de inibicdo tumoral foram observadas para
os tratamentos com SpHL-D-S, SpHL-D e DOX:SIM em relacdo ao controle. A grande
vantagem do tratamento com SpHL-D-S foi a melhora do perfil de toxicidade cardiaca.
Enquanto uma grande vacuolizag&o foi observada no coragéo de todos os animais
tratados com DOX, menor toxicidade cardiaca foi observado para os animais tratados
com o SpHL-D-S. Os resultados demonstraram uma potencializagéo dos efeitos da

DOX e SIM para o tratamento antitumoral.



Palavras-chave: cancer de mama; lipossomas pH-sensiveis; coencapsulacao;

doxorrubicina; sinvastatina.



ABSTRACT

Doxorubicin (DOX) is a potent chemotherapeutic drug used as the first line in breast
cancer treatment; however, cardiotoxicity is the main drawback of the therapy.
Preclinical studies evidenced that the association of simvastatin (SIM) with DOX
decreases this side effect and deaths from breast cancer. In this work, an
unprecedented pH-sensitive liposomal formulation capable of co-encapsulating DOX
and SIM at different molar ratios was investigated for its potential breast tumor
treatment. Studies of physicochemical characterization of the liposomal formulations
were carried out. The cytotoxic effects of DOX and SIM and their combinations at
different molar ratios (1:1; 1:2 and 2:1), free or co-encapsulated in pH sensitive
liposomes, were evaluated against three human breast cancer cell lines (MDA-MB-
231; MCF-7 and SK-BR-3) and murine (4T1). Experimental protocols included cell
viability, combination index, nuclear morphological changes, and migration capacity.
The anti-tumor activity of the SpHL-D-S 1:1 formulation was also investigated in Balb/c
mice with 4T1 breast tumor, and compared to the treatments DOX and SIM free and
encapsulated in liposomes, as well as the mixture of DOX:SIM in the molar ratio of
1:1. The formulations showed diameter of less than 200 nm with a polydispersity index
lower than 0.3. The encapsulation content close to 100% and about 70% for DOX and
SIM, respectively. A more pronounced inhibitory effect on breast cancer cell lines was
observed for the 2:1 treatments with isolated drugs or in liposomes and 1:1 for the
murine. The highest rate of tumor inhibition was observed for treatments with SpHL-
D-S, SpHL-D and DOX:SIM in relation to the control. The great advantage of treatment
with SpHL-D-S was the improvement in the cardiac toxicity profile. While greater
vacuolization was observed in the hearts of all DOX-treated animals, less cardiac
toxicity was observed for the SpHL-D-S treated animals. Thus, SpHL-D-S allows the
co-administration of DOX and SIM and can be considered valuable for the treatment

of breast cancer.

Keywords: breast cancer; pH-sensitive liposomes; coencapsulation; doxorubicin;

simvastatin.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama foi o0 mais incidente no mundo em 2021, e mais de 2,2 milhdes de
casos foram diagnosticados (Sung et al., 2021). E um relevante problema de salde
publica, sendo o tipo de cancer mais comumente identificado, representando 1 em
cada 8 diagndsticos de cancHem todo o mundo. Em 2040, prevé-se um aumento de
mais de 1 milhdo de mortes por cancer devido ao crescimento populacional e ao
envelhecimento (Arnold et al., 2022; Wilkinson & Gathani, 2022).

Dentre os esquemas quimioterapicos para tratamento dessa doenca, as antraciclinas,
principalmente a doxorrubicina (DOX), sdo as mais utilizadas. Apesar da taxa de
resposta clinica expressiva, a DOX induz efeitos adversos graves, principalmente
cardiotoxicidade (Tan et al., 2017). Além disso, a DOX pode induzir resisténcia
guimioterapica resultando em mau progndstico e reduzida sobrevida dos pacientes.
Assim, a busca por novas estratégias capazes de superar esses problemas tornou-

se essencial.

A nanomedicina trouxe uma opc¢do terapéutica favoravel a DOX e a primeira
formulacao lipossomal de DOX aprovada, Doxil® (Janssen Biotech, Inc., Johnson &
Johnson, EUA), mostrou eficicia antitumoral comparavel a DOX livre e reducéo do
dano cardiaco. No entanto, efeitos téxicos ainda foram relatados na aplicagéo clinica
(Soundararajan et al., 2011).

Evidéncias pré-clinicas sugerem que a sinvastatina (SIM), além de suas propriedades
anticolesterolemicas, pode ter efeitos antitumorais e diminuir a toxicidade cardiaca
induzida pela DOX (Duarte et al., 2021). Um estudo de meta-andlise de 1.111.407
pacientes com cancer mostrou que o uso do SIM reduziu a mortalidade por cancer
em 40% (Jiang et al., 2021a). Nesse contexto, a coencapsulacdo desses farmacos
em formulagéo lipossomal pode ser uma estratégia promissora para melhorar a
eficacia e reduzir a toxicidade. Além disso, a associacdo de ambos os farmacos no
mesmo nanossistema permitiria a entrega simultanea no local alvo (Franco et al.,
2019). Recentemente, um medicamento contendo uma formulacdo lipossomal de
daunorrubicina e citarabina coencapsuladas (Vyxeos®) em uma proporgao molar
sinérgica de 1:5 foi aprovado pela Food and Drug Administration e pela Agéncia
Europeia de Medicamentos para o tratamento da leucemia miel6ide (Cortes et al.,
2021).
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Nosso grupo tem estudado o emprego de lipossomas sensiveis ao pH para entrega
seletiva de DOX baseado (i) no pH acido do microambiente tumoral e endossomos
intracelulares (em torno de 6,5 e 5,0-6,0, respectivamente) em comparacdo com
tecidos normais (pH 7,4), (ii) na presenca de lipidio polimérfico capaz de formar uma
bicamada lamelar em pH fisiologico e sofrer desestabilizacdo e mudanca para uma
fase hexagonal, liberando o conteudo da vesicula em pH acido e (iii) no tempo de
circulacdo do farmaco prolongado pelo uso de um lipossoma contendo
polietilenoglicol (PEG) (Paliwal et al., 2012).

Diante do exposto, a proposta do presente estudo foi desenvolver e caracterizar uma
formulacdo lipossomal pH-sensivel contendo DOX e SIM bem como avaliar de
diferentes razbes entre DOX e SIM livres ou coencapsulados em modelos
experimentais de tumor de mama in vitro e in vivo. Essa estratégia tem como propésito
investigar os efeitos combinatérios entre os farmacos, uma vez gue existe a
necessidade de aprimorar o efeito terapéutico desses agentes e proporcionar

alternativas terapéuticas para o tratamento do cancer de mama.



13

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cancer de mama

O cancer de mama € hoje o cancer mais diagnosticado no mundo. Os numeros
globais mais recentes contabilizaram 2,26 milhdes de casos incidentes de cancer de
mama em 2020 e a doenca € a principal causa de mortalidade por cancer em
mulheres em todo o mundo (Wilkinson & Gathani, 2022). A taxa de incidéncia de
cancer de mama é mais alta nos paises desenvolvidos, isso se deve, principalmente,
ao aumento da idade da populagdo. Embora a prevaléncia de cancer de mama seja
mais alta nos paises desenvolvidos, as maiores taxas de mortalidade sao observadas
nas regides menos desenvolvidas (Ahmad, 2019; Dantas et al., 2021; Fitzmaurice et
al., 2018). A estimativa do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA) para cada ano do triénio 2020-2022 é de 66.280 casos novos de cancer de
mama, o0 que corresponde a um risco estimado de 61,61 casos novos a cada 100 mil
mulheres (INCA, 2022).

O cancer de mama, como todos 0s outros canceres, € o resultado de uma proliferacédo
clonal que se origina em células com varias mutacdes genéticas as quais podem ser
hereditarias, ou que ocorrem como resultado de instabilidade génica e/ou fatores
ambientais. Essas células tumorais muitas vezes invadem tecidos adjacentes e

podem metastizar para sitios distantes (Granadillo Rodriguez et al., 2020).

O cancer de mama ocorre devido a mutacao ou a alteracdo nos genes responsaveis
por regular o crescimento normal das células. Os genes BRCA1 e BRCA2 sdo os
genes que mais comumente estdo associados as mutacdes e ao alto risco de cancer
de mama. Esses genes sao conhecidos como reguladores do reparo, transcricéo e
ciclo celular em resposta a danos no DNA (Feng et al., 2018; Lima et al., 2019). Dados
estatisticos mostram que as mulheres com uma muta¢cdo no BRCAL tém um risco de
55 a 65% ao longo da vida de desenvolver cancer de mama. Para mulheres com
mutacdo no BRCA2, o risco ao longo da vida é de 45% (Allison, 2012; Colditz et al.,
2012; Feng et al., 2018).

O mecanismo exato pelo qual o cancer de mama é iniciado é desconhecido; no

entanto, foi demonstrado que o sistema imunol6égico desempenha um papel duplo na
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iniciacdo e progressdo do tumor. As citocinas, como o Fator de Crescimento
Transformador (TGF-B), Interferon y (IFN-y) e o Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a),
produzidas na carcinogénese em um ambiente inflamatorio, podendo promover

ativamente o crescimento tumoral e a metastase (Nagarajan & McArdle, 2018).

Diversos fatores, além do género (maior prevaléncia em mulheres) e da idade (risco
proporcional a idade e marcadamente aumentado apdés a menopausa) estao
relacionados ao aumento do risco de desenvolver a doenca. Dentre esses fatores de
risco estdo os elementos genéticos e o historico familiar, sendo que mulheres com ao
menos um parente de primeiro grau com cancer de mama apresenta duas vezes mais
de desenvolver essa doenca. No entanto, o cancer de mama de carater hereditario
corresponde a apenas 5% a 10% do total de casos. Outro fator de risco é a densidade
da mama, uma vez que, mama com menor densidade é composta
predominantemente de tecido adiposo, levando a um risco de cancer de mama cerca
de 5 vezes menor comparativamente a mulheres com mama de alta densidade (IARC,
2022). Ha ainda fatores comportamentais que levam a um aumento de risco da
doenca, relacionados ao sedentarismo, a obesidade, a reposicdo hormonal, ao

tabagismo e a ingestao excessiva de bebidas alcdolicas (IARC, 2022).

O cancer de mama mostra um amplo espectro de morfologia celular com extensa no
tipo e grau histoldgico e por isso, a tipagem e a classificagdo de carcinomas de mama
muda ao longo do tempo. Os canceres de mama sao classificados de acordo com
muitos de seus aspectos embora a apresentacdo histoldgica foi por muitos anos o
padrdo ouro para o diagnostico de cancer de mama. No entanto, a quinta edi¢do do
grupo de trabalho da OMS também introduziu algumas mudancas em relacdo a
tipagem tumoral, refletindo ndo apenas uma melhor compreenséao da biologia tumoral,
incluindo alteracbes moleculares e comportamento clinico, mas também
concordancia diagnéstica e nivel de evidéncia para sua designagdo como tipos

especiais de tumores (Muller et al., 2022; Rakha et al., 2022).

Por ser uma doenca altamente heterogénea, pode ser definida pela expressao
diferencial de receptores de superficie celular (Bou Zerdan et al., 2022). Essas
estratificacoes influenciam o tratamento com base, por exemplo, na expressao de

biomarcadores (Cserni, 2020). Dentre os diferentes tipos de cancinomas de mama
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existentes e com base na histopatologia, podem ser divididos em carcinomas in situ
e carcinomas invasivos (“Breast Pathology,” 2022) . A maioria dos canceres de mama
sdo carcinomas, 0s quais iniciam nas células epiteliais. Quando os carcinomas se
formam nas células dos ductos ou nos lobulos sdo chamados adenocarcinomas
(Figura 1) (Allison, 2012; Colditz et al., 2012; Wang et al., 2018).

Figura 1 — Representacdo da anatomia mamaria e estagios de carcinomas
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Fonte: internet adaptada de Saint John's Cancer Institute, 2022

O tratamento do cancer de mama depende do estagio. O estagio 0 é o carcinoma
ductal in situ, que ndo é invasivo, mas progride para cancer invasivo em até 40% dos
pacientes (Trayes & Cokenakes, 2021). Aproximadamente, 95% de todos 0s casos
de céncer de mama se enquadram em subcategorias invasivas, ou seja, nesse
estagio, as células rompem a parede do ducto invadindo o tecido mamario adjacente.
A subcategoria mais comum é o carcinoma ductal invasivo, correspondendo a cerca
de 8 a cada 10 casos de cancer de mama invasivo (Y. Feng et al., 2018). H4 ainda o
cancer de mama metastatico, também chamado de estagio IV, é o cancer de mama

avancado, em que a neoplasia se espalha para outras partes do corpo. Nesse estagio
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metastatico, o cancer de mama é tratavel, mas nao curavel e cada grama do tumor

pode liberar cerca de 10° células por dia na corrente sanguinea (Veronesi et al., 2005).

Baseado no perfil de expressdo génica das células tumorais, o cancer de mama
invasivo pode ser dividido, por meio de avaliacdo imuno-histoquimica, em quatro
subtipos moleculares principais de acordo com a expresséao do receptor de estrogénio
(ER), a expressao do receptor de progesterona (PR) e/ou a expressao do fator de
crescimento epidérmico humano (HER2). A capacidade de distinguir com precisédo
entre os subtipos é importante, pois cada um tem um prognéstico, implicando em
diferentes tratamentos (Burguin et al., 2021). Por meio desses parametros, 0S
canceres de mama geralmente sdo divididos nos subtipos: luminal A, luminal B, HER-

2 e triplo negativo (Tabela 1).

Tabela 1 Principais subtipos moleculares de cancer de mama.

Subtipo Assinatura molecular Caracteristicas Tratamento
ER positivo
Mais comum (~40% dos Normalmente terapia
Luminal A PR positivo/negativo casos); crescimento lento; hormonal/ cirurgia/
melhor progndstico. radioterapia.
HER2 negativo
ER positivo
~20% dos casos; Normalmente terapia
Luminal B PR positivo/negativo prognéstico é um pouco hormonal/ cirurgia/
pior que o luminal A radioterapia.
HER2 positivo
ERn iv . .
egativo . Terapias direcionadas
~10% dos casos; crescem N .
. . . a proteina HERZ2,
HER-2 PR negativo mais rapidamente que os
« oL como trastuzumabe/
canceres luminais cirurgia/ radioterapia
HER2 positivo g pia.
ER negativo
Tri : . ~20% dos casos; mais meloterapm .
riplo negativo PR negativo ' - convencional/ cirurgia/
agressivo que os demais; . :
radioterapia.
HER2 negativo

Fonte: Adaptado de FENG et al., 2018.

O cancer de mama se desenvolve em um microambiente complexo que compreende
varios tipos de células e a matriz extracelular. As células mais abundantes séo os

fibroblastos mas o microambiente do cancer de mama também contém células da
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linhagem leucocitaria (incluindo linfocitos, macrofagos e células estromais derivadas
de mieloides), a maioria das quais estdo envolvidas na resposta imune. A
imunogenicidade do cancer de mama varia entre os subtipos moleculares, sendo
maior em tumores TNBC e HER2-positivos e menor nos subtipos luminal A e luminal
B (Harbeck et al., 2019).

O diagnostico correto do cancer é essencial para um tratamento quimioterapico
adequado e eficaz. Esse pode ser multimodal, com uma combinac¢éao de quimioterapia
neo/adjuvante, cirurgia, radioterapia e/ou terapia endocrina. O objetivo principal do
tratamento € curar o cancer ou prolongar a vida do paciente de forma consideravel
bem como melhorar a qualidade de vida do paciente por meio da diminuicdo dos

efeitos adversos e do apoio psicolégico (IARC, 2022.; Plummer et al., 2016).

Em resposta ao estresse induzido pela quimioterapia, as células cancerigenas sofrem
apoptose. Em células cancerigenas resistentes a apoptose ou em doses mais baixas
de farmacos, o estresse induzido pela terapia leva a senescéncia prematura. Vale
ressaltar que a inducdo de senescéncia prematura em células tumorais significa
apenas a interrupcao do crescimento dessas células e pode estar relacionada a
estabilizacdo da doenca. Somente quando as células senescentes sdo eliminadas
pelas células do sistema imunoldgico, isso pode ser considerado uma regressao da
doenca (Milanovic et al., 2018). Cerrito e colaboradores mostraram que o tratamento
combinado com vinorelbina e 5-fluorouracil induziu senescéncia em células MDA-MB-
231. Além disso, eles sugeriram que a inducdo da senescéncia e a morte celular
autofagica foram especialmente responsaveis pela melhor resposta dos pacientes
com TNBC que receberam baixas doses e em curtos intervalos que a mesma terapia

em esquema padrao (Cerrito et al., 2018).

A escolha do tratamento depende do subtipo molecular, bem como da extensdo do
cancer no organismo e das condi¢cbes do paciente, como idade e co-morbidades. A
guimioterapia sistémica é um dos pilares no tratamento e, normalmente, usada para
tratar cancer de mama invasivo em estagio inicial ou cancer de mama em estagio
avancado para destruir ou danificar as células cancerigenas. Em alguns casos, a
guimioterapia é administrada antes da cirurgia para reduzir o tamanho cancer (INCA,

2022). Para cénceres de mama metastatico, a taxa de sobrevida €& baixa,
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independentemente do subtipo, e pode ser ainda menor para o subtipo triplo negativo
(Burguin et al.,, 2021). Isso indica que sdo necessarias novas estratégias de

tratamento para garantir uma boa taxa de sobrevida.

Nesses casos, 0s regimes de quimioterapia mais utilizados séo os agentes citotdxicos
como as antraciclinas (doxorrubicina (DOX) e epirubicina), antimetabdlitos (5-
fluorouracil, gemcitabina) e/ou taxanos (paclitaxel e docetaxel) (Tagde et al., 2022).
Contudo, a taxa de resposta a maioria desses farmacos é usualmente baixa, devido
a uma série de fatores como: especificidade insuficiente para células tumorais;
farmacocinética indesejavel com depuracdo rapida e meia vida curta; baixa
solubilidade dos farmacos e a frequente resisténcia desenvolvida pelas células
(Attama et al., 2022).

Dentre essas classes, as antraciclinas sdo os agentes quimioterapicos mais ativos e
gue apresentam melhores resultados clinicos para o tratamento de cancer de mama.
Esses farmacos podem ser usados em regimes de monoterapia ou em associacao
com outro farmaco (Bines et al., 2014; Tan et al.,, 2017). Terapias contendo
associacdes de outros quimioterapicos com a DOX séo, atualmente, a primeira linha
para o tratamento do cancer de mama metastatico e por isso, continuam sendo
extensamente estudadas (Zaheed et al., 2019). O uso da quimioterapia combinada
potencialmente oferece vantagens como chances de melhor eficacia e reducéo da
dose, reduzindo toxicidade e reduzindo ou retardado o desenvolvimento de

resisténcia aos medicamentos (Foucquier & Guedj, 2015).

Os avanc¢os na quimioterapia envolvem também a introducdo e o uso off label de
farmacos que demonstraram melhorar os resultados gerais do tratamento
convencional, especialmente na terapia combinada, como sobrevida e a diminuicdo
de efeitos adversos (Lima et al., 2019). A prescricdo off label é pratica comum em
oncologia e € um componente integrante das estratégias de tratamento do cancer de
mama. Um estudo feito em 2015 nos Estados Unidos acompanhou 65 pacientes em
tratamento contra o cancer de mama e revelou 55,4% dos casos investigados
registraram usos off-label no tratamento (Hamel et al., 2015). Entretanto, a terapia
combinada precisa ser cuidadosamente selecionada para garantir que os pacientes

obtenham o maximo beneficio da terapia, uma vez que, a adicdo de alguns agentes
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aos regimes existentes pode resultar em aumento da toxicidade sem melhora

significativa na eficacia terapéutica (Lima et al., 2019).

A terapia antitumoral combinada tem se mostrado viavel, porém, a entrega desses
farmacos ao sitio alvo continua sendo um grande desafio. Nesse contexto, a utilizacédo
de nanossistemas pode propiciar vantagens como a reducao da imunogenicidade,
veiculacdo de compostos hidrofébicos e hidrofilicos simultaneamente, promoc¢éao da
captacdo celular, obtencao de efeito sinérgico e liberacdo simultdnea dos compostos
no alvo. Portanto, o uso dos nanossistemas no tratamento combinado é uma
estratégia que pode aumentar a eficacia dos agentes antitumorais, bem como reduzir
sua toxicidade (Eldar-Boock et al., 2013; Foucquier & Guedj, 2015).

2.2 Doxorrubicina (DOX)

A DOX é um farmaco amplamente prescrito contra o cancer de mama e considerado
pelo FDA (Food and Drug Administration) como um dos mais potentes a disposi¢ao

para uso na clinica (Al-malky et al., 2020). Pertence a classe das antraciclinas,

portanto, quimicamente consiste em uma aglicona e um acgucar (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura quimica da doxorrubicina

Aglicona
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A aglicona consiste em um tetraciclico (quatro anéis) com dois grupos adjacentes: um
grupo metoxi e uma cadeia lateral curta contendo um grupamento carbonila. O
acucar, denominado daunosamina, esta ligado ao anel por uma ligacéo glicosidica, e
€ responsavel pela solubilidade aquosa da DOX, enquanto o anel tetraciclico
corresponde a regiéo hidrofobica (Jawad et al., 2019) (Minotti et al., 2004).
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A DOX é comercializada na forma de cloridrato e administrada por via endovenosa e
a dose recomendada é entre 50 e 75 mg/m?, geralmente administrada em dose Unica
com intervalo de 21 dias. Apesar do seu extenso uso na clinica, seu mecanismo de
acao ainda nédo estd completamente elucidado. Dentre 0S mecanismos propostos
estdo: a inibicdo da topoisomerase ll, resultando em quebra da dupla fita de acido
desoxirribonucléico (DNA) e morte celular; a formacdo de adutos com DNA e o
estresse oxidativo pela formacédo de radicais livres, ambos levando a danos no DNA
e morte celular e superproducéo de ceramidas que leva a apoptose via ativacdo da
caspase-3 (Yang et al., 2014).

A inibicdo da topoisomerase Il € o mecanismo considerado o mais relevante de sua
acdo citotoxica. A DOX entra nas células por difusdo passiva e, no citoplasma, liga-
se a subunidade 20S do proteassoma. Esse complexo migra para o nucleo e la se
mantem devido a maior afinidade da DOX pelo DNA. A concentracdo de DOX no
nucleo é portanto cerca de cinquenta vezes maior do que no citoplasma. No nucleo,
a DOX inibe a acdo da topoisomerase Il, levando a formacdo de um complexo estavel
Dox-DNA-Topoisomerase |l (Figura 3) (Yang et al., 2014). Esse complexo ocasiona
rupturas nas fitas do DNA, levando a parada do ciclo celular (Hande, 2008). Além
disso, altera o transcriptoma, levando a biogénese mitocondrial defeituosa e ao
aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS), tendo como resultado a morte
celular (Hande, 2008; Minotti et al., 2004; Vejpongsa & Yeh, 2014).

Apesar da alta eficacia, a DOX néo é seletiva para células cancerigenas, e logo, seu
uso possui fatores limitantes, especialmente, cardiotoxicidade e emergéncia de
resisténcia. Além de efeitos toxicos gerenciaveis como disturbios gastrointestinais
(como nausea, vémitos, diarréia, etc.), alopecia e estomatite. A mais grave toxicidade
associada ao uso de DOX ¢é a cardiotoxicidade e este efeito é dose-dependente. Os
efeitos agudos comecam logo apds sua administragdo e incluem arritmias, hipotenséo
e alteracdes eletrocardiograficas, podendo ocorrer pericardite. Estima-se que em
torno de 11% dos pacientes tratados com DOX desenvolvem cardiotoxicidade aguda
(Al-malky et al., 2020; Jawad et al., 2019).
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Figura 3 Principal mecanismo citostatico da DOX
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Em relacdo aos efeitos cronicos, eles ocorrem em, aproximadamente, 1,7% dos
pacientes tratados com DOX, promovendo uma taxa de mortalidade de 50% nesses
casos. Os efeitos cronicos ocorrem por acumulacdo de doses sucessivas de DOX
(em especial quando atingem valores acumulados de 500 mg/m?) e levam a
insuficiéncia cardiaca congestiva e cardiomiopatias que podem surgir até anos apds
o fim do tratamento. Estima-se que 10% dos pacientes tratados com DOX
apresentardo complicacdes cardiacas em até 10 anos ap0s o término do tratamento
(Octavia et al., 2012; Vejpongsa & Yeh, 2014).

Sao propostas diversas hipdteses de mecanismos para a patogénese da
cardiotoxicidade da DOX. A hipétese classica atribui 0 dano nos cardiomidcitos as
ROS liberadas pela acéo intracelular da DOX em células normais e tumorais. Devido
a inibicAo da enzima Topoisomerase Il ocorre morte celular e dano oxidativo
mitocondrial e, o tecido cardiaco apresenta uma maior concentragdo de mitocondrias

guando comparado com outros tecidos (Octavia et al., 2012; Vejpongsa & Yeh, 2014).

A fim de melhorar o perfil de seguraca da DOX, dispde-se de uma série de estudos
com a encapsulacéo deste agente em nanoestruturas, principlalmente lipossomas.

Essa estratégia tem se mostrado Gtil como ferramenta para aumento de seletividade
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do farmaco, por se acumularem preferencialmente nos tecidos-alvo, diminuindo os
danos aos tecidos sadios, aléem de melhorar as propriedades de biodisponibilidade e
farmacocinética dos quimioterapicos (Akhtari et al., 2016; Pandey et al., 2016;
Prokopowicz, 2015).

Por outro lado, estudos tem demonstrado que a associacdo da DOX com outros
agentes quimioterapicos tem sido bastante vantajosa uma vez que une dois ou mais
farmacos que podem atuar por diferentes mecanismos de a¢éo resultando em um

sinergismo bem como reduzindo o efeito toxico dos mesmos (Franco et al., 2019).

2.3 Estatinas

Um grande numero de estudos clinicos e epidemiolégicos vem investigando as
propriedades anticancerigenas das estatinas, mas as evidencias ainda sao
inconsistentes. No entanto, essa é uma area ativa de pesquisa ge tem demostrado
gue certos subtipos moleculares de cancer sdo mais vulneraveis a terapia com
estatinas do que outros. Por outro lado, as estatinas parecem aumentar a eficacia e
contornar as deficiéncias associadas aos tratamentos convencionais de cancer,
sugerindo que elas devem ser consideradas no contexto de terapias combinadas
contra o cancer (Jiang et al., 2021b). H4 mais de duas décadas as estatinas sao
amplamente utilizadas para o tratamento de hipercolesterolemia e de doenca arterial
coronariana aterosclerética, resultando em uma diminuicdo acentuada da
morbimortalidade cardiovascular em todo o mundo. O extenso uso das estatinas
gerou questionamentos sobre sua influéncia em doencgas concomitantes, incluindo os

canceres de mama (Beckwitt et al., 2018a).

As estatinas reduzem os lipidios circulantes, mais especificamente o colesterol
presente em lipoproteina de baixa densidade (LDL) e principalmente, nos hepatécitos
(local da biossintese do colesterol). O mecanismo de a¢do das estatinas se deve a
inibicdo competitiva da hidroximetilglutaril-coenzima A redutase (HMGCR) que € uma
enzima limitante da sintese do colesterol (Figura 4). As estatinas possuem afinidade
com a enzima milhares de vezes superior a do substrato natural, determinado assim,
uma menor formagcdo de mevalonato, levando a diminuicdo da concentracdo de
colesterol intracelular. Além do colesterol, outros mediadores a jusante da via

biossintética também sdo afetados, como o farnesil pirofosfato (FPP) que atua
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também estimulando a ativacéo de proteina-G, a proliferacéo celular e a adeséo de

moléculas em focos inflamatérios (Beckwitt et al., 2018; Endo, 2010).

Embora todas as estatinas compartiihem o mesmo farmacoéforo com afinidade pelo
HMGCR, elas apresentam farmacocinética diferente. As estatinas séo classificadas
como lipofilicas ou hidrofilicas, dependendo de seus coeficientes de particdo. As
estatinas mais lipossollveis sao a lovastatina e a sinvastatina (SIM) e, quanto mais
lipofilica, mais facilmente ela atravessa as membranas celulares, podendo se
distribuir nas células dos tecidos extra-hepaticos e afetar a via de sintese do colesterol
na maioria das células. Por outro lado, as estatinas hidrofilicas s&o basicamente

inertes para a maioria das células (Fujiwara et al., 2017; Huelsenbeck et al., 2011).

Figura 4 — Esquema do mecanismo de acéo das estatinas na biossintese do
colesterol.
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Varios estudos tém sido realizados para investigar a terapia com estatinas em

pacientes com cancer. Diversas hipoteses motivam esses estudos, uma vez que, as
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estatinas reduzem o LDL, isso pode influenciar a carcinogénese e a progressao do
tumor, pois as células em divisdo rapida requerem aumento do colesterol para a
sintese da membrana celular. Além disso, o colesterol presente na corrente
sanguinea participa de vias sinalizadoras envolvidas na proliferacdo e migragéo
celular. As estatinas reduzem também a secrecéo de citocinas pro-inflamatorias, as
guais sao conhecidas na conducdo a carcinogénese (Cruz et al., 2013; King et al.,
2022).

Embora os mecanismos especificos envolvidos na mudanga do metabolismo normal
do colesterol para a fase neoplasica ainda precisam ser elucidados, os achados
clinicos e experimentais sugerem uma aparente necessidade de células e tecidos
malignos por quantidades acima do normal de colesterol (Murtola et al., 2012).
Duncan e colaboradores (2004) demostraram que a administracdo de mevalonato
promove o aumento do crescimento tumoral em camundongos (Duncan et al., 2004).
Alguns estudos sugerem fortemente que a inibicdo da via do mevalonato usando
estatinas tem impacto em eventos oncogénicos (Alizadeh et al., 2017; Duncan et al.,
2004). Achados adicionais sugerem que células cancerigenas que exibem uma
regulacéo positiva dos receptores do fator de crescimento (como é o caso de alguns
canceres de mama) estdo associadas a eventos de sinalizacdo depentes de
colesterol (Chen et al., 2018). Outros ainda, sugerem que a inibicdo dos produtos da
via do mevalonato podem causar autofagia em células tumorais (Mengual et al.,
2022).

Embora as estatinas ndo afetem a incidéncia da maioria dos canceres, pesquisas
demonstram que elas exercem beneficios significativos na recorréncia e
sobrevivéncia em muitos tipos de cancer, incluindo o cancer de mama. E importante
ressaltar ainda que esses beneficios sdo mais fortemente observados em tratamentos
com estatinas lipofilicas (Beckwitt et al., 2018a; Desai et al., 2015). Estudos também
sugerem gue o beneficio clinico do tratamento com estatina em pacientes com cancer
diagnosticado precocemente ou ressecados pode ser impulsionado por uma reducao
na formacdo de novas metastases devido a inibicio da transicdo epitelial-

mesenquimal em células cancerigenas de tumores solidos. Esses dados permitem
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inferir que as estatinas interferem na plasticidade celular reduzindo a formacéao de

tumores secundarios (Dorsch et al., 2021).

Sabe-se também que a enzima HMGCR é superexpressa em cerca de 80% dos
tumores mamarios em comparacdo com glandulas mamarias normais (Signe
Borgquist et al., 2018). Desai e colaboradores (2015) reportaram uma semelhanca a
incidéncia de cancer de mama entre usuarias e ndo usuarias de estatina; no entanto,
foi observada uma reducéo do diagnostico de cancer de mama em estagio avangado
em usuarios de estatinas lipofilicas. (Desai et al., 2015).

2.3.1 Sinvastatina (SIM)

A SIM é uma estatina altamente lipofilica que vem sendo associada a reducéo da
recorréncia e da mortalidade por cancer de mama. Uma revisao de literatura foi
publicada recentemente pelo nosso grupo sobre o uso potencial da SIM nos

tratamentos de cancer (Duarte et al., 2021).

Um namero consideravel de evidéncias pré-clinicas e epidemiolégicas endossam que
a SIM prejudica a proliferagédo de células de cancer de mama e reduzem o risco de
recorréncia. Estudos revelaram uma reducao de 10% na recorréncia da doenca, entre
as pacientes com cancer de mama em estagio intermediario que foram tratadas com
SIM (Ahern et al., 2011).

Esses achados estdo em concordancia com os resultados de uma metandlise
apresentada por Liu e colaboradores (2017) nos quais a SIM reduziu
significativamente a mortalidade especifica (cerca de 43%) por cancer de mama ( Liu
et al., 2017a). Um estudo de coorte com 23.000 pacientes, realizado por Murtola e
colaboradores (2014) também concluiu que as pacientes usuarias de SIM
apresentaram risco, cerca de 50%, menor de morte por cancer de mama em

comparacao com as ndo usuérias de SIM (Murtola et al., 2014).

Ha pesquisas pré-clinicas que afirmam que o tratamento com SIM diminui a
proliferacdo e aumenta a apoptose das células de cancer de mama (Borgquist et al.,

2018). Foi descrito também que a SIM reduz significativamente o volume do tumor
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em carcinoma mamario e que apresenta atividade anticancer direta in vitro, quando

comparada com outras estatinas (Campbell et al., 2006).

O mecanismo preciso da SIM em células cancerigenas permanece incerto, no
entanto, alguns estudos mostraram que as estatinas podem reduzir o crescimento e
a proliferacao de células tumorais, induzindo a parada do ciclo celular e morte celular
por apoptose. Além disso, existem relatos de supressao da angiogénese (Elmore,
2007).

Em vista disso, a combinagéo de SIM com diferentes agentes quimioterapéuticos,
entre eles DOX, pode ter um efeito sinergico, proporcionando aumento da morte de
células tumorais, sendo portanto potencial para complementar e melhorar os efeitos

terapéuticos dos quimioterapicos contra o cancer de mama.

2.4 Associacao de sinvastatina e doxorrubicina

O uso off-label de estatinas pode representar uma abordagem farmacol6gica
promissora para obter controle sobre a cardiotoxicidade cronica, interferindo nos
mecanismos de morte celular dos cardiomidcitos induzida por antraciclinas
(Henninger & Fritz, 2018). Também ja foi relatado na literatura que a SIM diminui a
incidéncia de leséo do tecido cardiaco apos o tratamento com DOX sem prejudicar a
eficicia terapéutica dessa antraciclina (Chotenimitkhun et al., 2015). A SIM pode
exercer efeitos cardiovasculares pleiotrépicos benéficos por mecanismos anti-
inflamatorios e anti-oxidativos, os quais possivelmente também contribuem para a
cardioprotecdo, uma vez que podem suprimir o estresse oxidativo induzido pela DOX
(Y.-H. Kim et al., 2012; Riad et al., 2009).

Em um estudo de coorte clinico retrospectivo foi observado um risco
significativamente menor de insuficiéncia cardiaca em pacientes com cancer de
mama que receberam SIM, por via oral, durante quimioterapia com DOX (Cardinale
et al., 2010). Outro estudo indicou que individuos tratados com DOX que também
recebem SIM apresentaram declinio menor na fragdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo em comparagcdo com agueles que ndo recebem a estatina (Seicean et al.,
2012).
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Em 2000, Felezko e colaboradores testaram o potencial antitumoral da SIM
combinada com DOX em trés modelos de tumor (células Colon-26, células de
sarcoma NIH-3T3 e células de carcinoma de pulmao de Lewis) in vivo. Os resultados
revelaram que além da SIM melhorar a eficiéncia antitumoral da DOX, os
camundongos que receberam o co-tratamento mostraram menor liberacdo de
troponina T, apontando para efeitos cardioprotetores da estatina (Feleszko et al.,
2000). Em outro estudo a SIM potencializou o efeito inibitério da DOX no crescimento
do tumor primario e na disseminagdo metastatica em quimioterapia de células de

osteossarcoma em modelo murino (Mangelinck et al., 2021).

Essas evidéncias sugerem que a SIM além de influenciar a carcinogénese, exerce
cardioprotecdo em tratamento concomitante com DOX. H& um ensaio clinico de fase
Il, com previsdo de término para 1 de mar¢co de 2023 no qual, 34 pacientes em
tratamento contra o cancer de mama recebem conjuntamente DOX e SIM. O objetivo
desse ensaio € determinar o quanto a ingestdo de SIM ao receber a quimioterapia

com DOX pode minimizar os danos ao coracéao (ldentificador NCT02096588).

Embora a terapia antitumoral combinada tenha se mostrado viavel, a entrega desses
farmacos ao sitio alvo continua sendo um grande desafio. Nesse contexto, a utilizacédo
de nanossistemas pode propiciar vantagens como a reducao da imunogenicidade,
veiculagédo de compostos hidrofobicos e hidrofilicos simultaneamente, promocéo da
captacdao celular, obtencao de efeito sinérgico e liberacdo simultdnea dos compostos
no alvo. Portanto, o uso dos nanossistemas no tratamento combinado € uma
estratégia que pode aumentar a eficacia dos agentes antitumorais bem como reduzir
sua toxicidade (Eldar-Boock et al., 2013).

Um estudo recente explorou a eficacia de uma nova terapia direcionada que consiste
na administracdo sequencial de lipossomas de longa circulacdo funcionalizados
encapsulando SIM e outros carregados com DOX frente ao modelo murino de
melanoma B16.F10, levando a supressao quase completa do crescimento do tumor
(Negrea et al., 2022).
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2.5 Lipossomas

Os lipossomas s@o nanossistemas lipidicos de grande relevancia na veiculacdo de
farmacos antitumorais por via endovenosa, especialmente, por possibilitar o
direcionamento passivo desses farmacos para a regiao tumoral, melhorando assim a
eficacia terapéutica. Além disso, os lipossomas sao biodegradaveis, biocompativeis
e estiveis em dispersdes coloidais o que pode contribuir para a reducéo da toxicidade
dos tratamentos anticancer (Pandey et al., 2016).

Os lipossomas séo constituidos por vesiculas esféricas, que podem apresentar uma
ou mais bicamadas lipidicas, as quais se formam espontaneamente quando
fosfolipides sé@o dispersos em meio aquoso. As bicamadas resultantes desse
processo sdo capazes de acomodar substancias anfifilicas ou lipofilicas, enquanto
compostos hidrofilicos podem ser encapsulados no compartimento aquoso interno

das vesiculas (Torchilin, 2010).

Os lipossomas podem ser classificados em termos de tamanho e numero de
bicamadas como: (1) vesiculas multilamelares (MLV) que compreendem bicamadas
lipidicas concéntricas com diametros de 1-5 ym; (2) vesiculas unilamelares pequenas
(SUV) que séo formadas por uma bicamada Unica com diametro médio de 25-100 nm
e (3) as vesiculas unilamelares grandes (LUV), as quais também possuem uma
bicamada Unica e apresentam didametro superior a 100 nm. Os lipossomas também
podem ser classificados com relacdo a composicdo e ao mecanismo de liberacéo
intracelular, como convencionais, de circulacéo prolongada e polimérficas, incluindo
nessa ultima classe, os lipossomas pH-sensiveis, termossensives e catidnicos
(Olusanya et al., 2018).

Os lipossomas convencionais, geralmente, sdo constituidos por fosfolipides e
colesterol, podendo apresentar um fosfolipide carregado positiva ou negativamente a
fim de promover a repulséo eletrostatica entre as vesiculas e, com isso, aumentar a
estabilidade. Quando administrados por via endovenosa estes lipossomas podem ter
a adsorcéo de opsoninas na superficie, 0 que resulta em sua captagdo pelo sistema
fagocitario mononuclear (SFM), sobretudo figado, baco e medula éssea, sendo entédo
rapidamente removidos da circulagdo sanguinea. Ja os lipossomas de circulacao

prolongada podem apresentar diferentes revestimentos da superficie lipossomal,
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como os polimeros hidrofilicos sintéticos, os polietilenoglicois (PEG). A camada
hidrofilica desses polimeros dificulta o reconhecimento e a associacdo de opsoninas.
Com isso, os lipossomas sédo capturados mais lentamente pelos 6rgdos do SFM,
permanecendo por mais tempo em circulacdo sanguinea. Em geral, o grau de
peguilacédo pode variar entre 0,5% e 15% da razdo molar dos lipides totais, sem afetar
a estabilidade estrutural da bicamada lipidica (Torchilin, 2010). No entanto, esse
efeito de adicdo de PEG é limitado, normalmente, apenas cerca de 5% dos
lipossomas administrados permanecem no sistema circulatorio sanguineo apos doze
horas da administracdo intravenosa. A maioria dos nanossistemas € eliminada dentro

de algumas horas, pelo figado, baco e outros 6rgéos (Li et al., 2019).

A evolucdo dos lipossomas como carreadores de quimioterapicos, contou com
mudancas estruturais que permitiram melhorar as aplicacdes terapéuticas (Pandey et
al., 2016). Na tentativa de aumentar o direcionamento dos sistemas lipossomais para
células alvo, bem como aumentar a liberacdo de farmacos nessas regides, diversas
estratégias foram desenvolvidas. Dentre elas o desenvolvimento de lipossomas
polimorficos que apresentam mudancas em sua estrutura como resposta a estimulos,

como por exemplo, alteracdes de temperatura e pH.

Os lipossomas pH-sensiveis se baseiam no fato do meio extracelular em tecidos
acometidos por infeccbes, inflamacdes e tumores ser mais acido que o meio
extracelular em tecidos normais. A acidez observada na regido tumoral ocorre em
razao do clearance ineficiente dos metabdlitos acidos resultantes da glicélise aerdbica
intensa que ocorre nas células tumorais (Heinrich et al., 2016). A resposta dos
lipossomas pH-sensiveis ocorre devido as caracteristicas dos seus constituintes
fosfolipidicos, que exibem transicdo de fase, ou seja, desestabilizacao das vesiculas

em meio acido, mas sdo estaveis em pH fisioldgico (pH 7,4) (Kanamala et al., 2016).

Os lipossomas pH-sensiveis sdo comumente constituidos por fosfolipides derivados
da fosfatidiletanolamina (PE), como a dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE). Estes
derivados organizam-se em meio aquoso, a temperatura ambiente, sob a forma
hexagonal, ndo sendo capazes de se apresentar na forma de vesiculas. Para a

formacdo de lipossomas é necessaria a adicdo de moléculas estabilizantes de
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membrana, normalmente lipides carboxilados, como o hemisuccinato de colesterila
(CHEMS) (Kanamala et al., 2016).

O CHEMS em pH fisioldgico encontra-se sob a forma ionizada e € capaz de se inserir
entre as moléculas de fosfolipides, criando repulsGes eletrostéticas entre os seus
grupamentos carboxila e os grupos fosfato dos fosfolipides favorecendo a formacéo
de bicamadas. A exposicdo dos lipossomas pH-sensiveis a um meio acido, como o
caso do pH extracelular dos tumores malignos, resulta na protonagcédo das moléculas
estabilizantes, levando a desestabilizacdo das vesiculas e liberacdo dos farmacos

encapsulado no local de interesse (Figura 5).

Figura 5 — Representacao esquematica dos lipossomas pH-sensiveis na regiao

tumoral.
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Além de serem mais sensiveis ao pH por caracteristicas biofisicas (aumento da
hidrofobicidade favorecendo interacbes com as membranas celulares) em
comparacdo a outros lipossomas pH sensiveis, os lipossomas compostos de
DOPE:CHEMS ainda sao superiores aos lipossomas convencionais, uma vez que sao
internalizados pelas células de forma mais eficaz, sendo também denominados
lipossomas fusogénicos (Simbes, 2004). A hipOtese mais aceita para essa
internalizacdo é de que os lipossomas pH-sensiveis ap0s terem sido endocitados, na

periferia do tumor, se fundem com a membrana endossomal, sob a ag&o do baixo pH
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(pH~5), e desestabilizam o endossoma, que por sua vez, libera o seu conteudo

diretamente no citoplasma (Li et al., 2011).

Além disso, sabe-se que a entrega dos farmacos na regido tumoral é a chave para
alcancar alta eficiéncia no tratamento do cancer. O efeito de permeabilidade e
retencdo aumentada (EPR) é um mecanismo reconhecido desde a década de 80,
para a entrada preferencial de nanoparticulas no tumor, devido aos vasos sanguineos
fenestrados e sistema de drenagem linfatica colapsado no tecido tumoral (Y.
Matsumura & Maeda, 1986). No entanto, a medida que mais pesquisadores estudam
varios tumores e sistemas diferentes, o efeito EPR tem se mostrado bastante

heterogéneo, especialmente em tumores grandes (Fang et al., 2020).

A penetracao das nanoparticulas nos tumores por meio da transcitose € um processo
metabolicamente ativo que requer células endoteliais, com a formacéo de vesiculas
gue podem absorver nanoparticulas, tem sido recentemente considerada como
estratégia promissora para a entrega de sistemas nanoestruturados carreadores de

farmacos contra o cancer (Sindhwani et al., 2020; Wei & Moodera, 2020).

2.5.1 Lipossomas de doxorrubicina

Os lipossomas de DOX vem sendo estudados desde a década de 80 devido ao seu
potencial de diminuir a toxicidade e melhorar parametros farmacocinéticos desse
farmaco altamente eficaz para varios tipos de tumores. A encapsulacdo de DOX em
lipossomas de circulagdo prolongada foi promissora e, em 1995, foi aprovado pela
Food and Drug Administration (FDA) o primeiro lipossoma de DOX, comercializado
pelo nome Doxil®. Esse lipossoma foi inicialmente aprovado para 0 uso em
portadores de sarcoma de Kaposi e em 2003 foi aprovado para uso em tumores de

mama metastaticos (Chanan-Khan et al., 2003).

Atualmente, lipossomas de circulagéo prolongada (dentre eles, Doxil® e Lipodox®) e
lipossomos sensiveis a temperatura (ThermoDox®) sao utilizados na clinica. Como
descrito anteriormente, a presenca de PEG pode prolongar o tempo de circulacao
sanguinea dos lipossomas, modificando a distribuicdo da DOX no organismo. No
entanto, em ensaios clinicos que contemplam o uso de Doxil® e Lipodox®, foi relatada

toxicidades especialmente, cardiaca, hepatica e gastrica. Por outro lado, a eficacia
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terapéutica do ThermoDox® tem sido questionada (Salvioni et al., 2019; Yeh et al.,
2011).

Varios trabalhos, publicados recentemente, demonstraram que os lipossomas pH-
sensiveis contendo DOX melhoraram a internalizacdo do farmaco nas células
tumorais e diminuiram a resisténcia das mesmas (Koren et al., 2012; Xia et al., 2013).
Pesquisadores desenvolveram lipossomas sensiveis ao pH carregados com DOX e
administraram em camundongos acometidos pelo modelo de tumor de mama humano
MCEF-7. Eles observaram uma maior biodistribuicdo de DOX nos tumores dos animais
tratados com lipossoma em relacé&o aos animais tratados apenas com o farmaco livre
(Ding et al., 2017). Li e colaboradores (2019) trataram camundongos portadores de
tumor MCF-7 com lipossomas pH-sensiveis contendo DOX e observaram que a
administracdo dessa formulacdo além de melhorar a captagdo celular de DOX,
manteve a concentracdo do farmaco em um nivel 6timo em células tumorais
resistentes, comparativamente com o0s animais tratados com DOX livre (Li et al.,
2019).

Os lipossomas pH-sensiveis contendo DOX também tém potencial de reduzir os
efeitos toxicos causados pela DOX livre (Paliwal et al., 2012; Y. Zhao et al., 2016).
Estudos anteriores do grupo também demonstraram que o uso de lipossomas pH-
sensiveis contendo DOX e formados por DOPE como fosfolipide estrutural e CHEMS
como agente estabilizante podem aumentar o acimulo de moléculas bioativas na
regido do tumor (Silva et al., 2016). Observou-se ainda uma reducao significativa da
toxicidade sistémica (renal, hepética e intestinal) e morbimortalidade relacionada a
DOX em modelos murinos quando estes farmacos foram encapsulados em SpHL
(Silva et al., 2018; Ferreira et al., 2017).

Apesar desses sistemas apresentarem melhores parametros farmacocinéticos e de
seguranca, nao foram observados aumento significativos na atividade antitumoral em
relacdo a DOX livre (Bozzuto & Molinari, 2015; Yeh et al., 2011). Diante disso, a busca
por novas formulagdes lipossomais que sejam potenciais para o tratamento do cancer

continuam como objetivo de estudo por diversos grupos de pesquisa.
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2.5.2 Lipossomas de sinvastatina

Devido ao carater lipofilico da SIM a administracdo endovenosa ndo seria facil,
entretanto, sua incorporacdo na bicamada lipossomal pode permitir sua
administracdo por essa via. Recentemente, foi demonstrado que a forma lipossomal
da SIM é mais eficaz que a sua forma livre em tratamento em camundongos

portadores de carcinoma de célon C26 (Luput et al., 2018b).

Além disso, alguns trabalhos recentes tém demonstrado que a SIM lipossomal foi
capaz de inibir o crescimento de tumores em camundongos acometidos por
melanoma B16 (Alupei et al., 2015; Luput et al., 2018a; Matusewicz et al., 2019).
Rauca e colaboradores, relataram que lipossomas de SIM contribuiram para
supresséao da induzicdo de promotores de invasao e metastase em modelo in vivo de
melanoma B16.F10 (Rauca et al., 2021).

Estudos in vitro utilizando linhagens celulares de cancer de mama demonstraram que
os lipossomas de SIM induziram apoptose nas células levando a uma diminui¢éo dos
valores de Clso e inibiram o crescimento do tumor em média de 25% em comparacédo

com o controle (Matusewicz et al., 2018).

2.5.3 Coencapsulacédo de farmacos e razbes sinérgicas

A combinacdo de dois ou mais agentes antitumorais ja é pratica na rotina da terapia
contra o cancer de mama. A exposi¢cao sequencial ou simultdnea dos agentes ao
tecido tumoral pode aumentar a eficacia do efeito terapéutico, assim como reduzir a
dose utilizada, minimizando possiveis efeitos adversos e o desenvolvimento da
resisténcia (Chou, 2006; lannelli et al., 2018).

As combinac¢des de farmacos antitumorais podem atuar de maneira sinérgica, aditiva
ou antag6bnica dependendo dos compostos associados, bem como da razéo utilizada
para a combinacéo. Essa relagdo pode ser avaliada in vitro, entretanto ndo exclui
avaliac@es in vivo, uma vez que a farmacocinética dos compostos pode ser diferente
(Mayer et al., 2006).

Chou e Talalay, em 1984, desenvolveram uma abordagem que envolve a andlise do
efeito mediano para avaliagcdo de sinergismo e introduziram a terminologia “indice

combinatério” (Cl) a fim de caracterizar quantitativamente o sinergismo (Chou &
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Talalay, 1984). Com a evolugcdo dos algoritimos foi desenvolvido o CalcuSyn, um
software que permite a avaliacdo do sinergismo ou antagonismo em diferentes niveis
de dose efeito. Desde entdo esse tem sido amplamente empregado na pesquisa de
combinagdes de substancias bioativas (Vakil & Trappe, 2019).

Diferentes abordagens para permitir uma combinacdo de dois compostos sao
descritas na literatura. A abordagem menos recomendada é a administracdo
simultanea de farmacos livres, devido a variagbes entre os farmacos como
solubilidade, permeacéo, estabilidade, meia-vida, metabolismo e distribuicdo em
tumores (Wang & Huang, 2020). A abordagem mais proxima da pratica clinica atual
seria a administracdo de um farmaco livre, simultaneamente, a uma nanoformulacéo
(Figura 6). Ha também a possibilidade de serem administradas concomitantemente
dois nanosistemas, no entanto, esses nanocarreadores que carregam farmacos
diferentes podem néo alcancar as mesmas células, ndo oferecendo assim o efeito
esperado. Existe ainda a abordagem de coencapsulamento, que pode ser mais eficaz
em comparacdo com as demais na coordenacdo de acdes dos farmacos em niveis
celulares (Zhang et al., 2016)., garantindo assim, maiores chances de os farmacos

alcancarem o destino simultaneamente (Wang & Huang, 2020).

Figura 6 - Esquema com abordagens para administracdo combinada de dois

farmacos envolvendo nanocarreadores.

A - “
i i KN /i
B : : A B : AiB
/i : Wi i/
D BT T8 (T
-
' ‘ I
A B
Farmaco livre (A) Nanoformulagao (A) Co- encapsulagio
g . (A+B)

Nanoformulagao (B) Nanoformulagio (B)

Adaptado de (Zhang et al., 2016)



35

Os lipossomas como nanocarreadores de quimioterapicos ja bem estabelecido, nesse
contexto, S840 uma estratégia para a entrega simultanea de compostos para o local de
interesse mediante 0o uso de um unico veiculo. Os lipossomas tém capacidade
superior para coencapsular farmacos com diferentes hidrofobicidades e carred-los
para o mesmo local de acdo (Liu et al., 2017b). Recentemente uma formulacao
lipossomal contendo citarabina e daunorrubicina foi aprovada pela FDA para o

tratamento de leucemia miel6ide aguda (Nikanjam et al., 2018).

Estudos prévios relatam a capacidade dos lipossomas de manter a combinacao dos
farmacos encapsulados na propor¢cao de razao estabelecida por varias horas apos
administracao sistémica em camundongos (Harasym et al., 2006). Por consequéncia,
ao encapsular uma combinacdo de substancias bioativas em uma Unica formulacao
lipossomal, € possivel sincronizar a farmacocinética e biodistribuicdo dessas
substancias além de controlar a dose dos farmacos que atingem o sitio alvo, como
demonstrado na Figura 6. Nos Ultimos anos, pesquisas envolvendo a
coencapsulacdo de agentes antitumorais nesses carreadores ganharam destaque
(Franco et al., 2019; Vahed et al., 2017).

Tefas e colaboradores desenvolveram uma formulacdo lipossomal contendo
salinomicina e DOX para o tratamento de células de carcinoma de mama. Essa
formulag&o apresentou maior efeito na inibi¢cdo do crescimento das células em relagédo
a associacdo ndo encapsulada (Tefas et al., 2021). Liu e colaboradores (2014)
desenvolveram lipossomas com proporcdes coencapsuladas de DOX e paclitaxel
iguais a 5: 1 e 3: 3 e observaram que essas formula¢cdes tiveram melhor eficacia
antitumoral, em comparac¢do aos grupos tratados com combina¢Bes dos farmacos
livres (Liu et al., 2014). Recentemente, nosso grupo de pesquisa também
desenvolveu lipossomas contendo DOX e paclitaxel na proporcdo molar de 10:1 e foi
observado melhor eficacia antitumoral em comparacdo com os tratamentos dos
farmacos livres e eficacia semelhante em comparagcdo com a mistura dos farmacos
livres na mesma propor¢gdo molar 10:1. A grande vantagem dessa formulacdo foi

relacionada ao seu melhor perfil de toxicidade (Franco et al., 2019b).

Existem algumas etapas que devem ser seguidas para o desenvolvimento racional

de lipossomas que coencapsulam agentes anticancer, entre elas: (1) selecionar
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farmacos, preferencialmente, com diferentes mecanismos de acéo, a fim de evitar
resisténcia a multiplos farmacos e toxicidades sobrepostas; (2) buscar auséncia de
interacdo entre os dois farmacos; (3) realizar estudo in vitro de sinergismo, para
determinar as razGes sinérgicas e antagonicas entre os farmacos; (4) coencapsular
uma proporcéao fixa entre os farmacos. Além disso, as formulacdes de lipossomas
coencapsulando agentes anticancer em razdes sinérgicas normalmente sao obtidas
por carregamento remoto de um ou de ambos 0s compostos, ou seja, o farmaco a ser

encapsulado é introduzido no meio aquoso contendo lipossomos pré-formados
(Franco & Oliveira, 2017; Gabizon et al., 2021).

A incorporacédo bem-sucedida de DOX e SIM em lipossomas ja foi alcancada em dois
trabalhos. Um estudo evidenciou que a associacao desses farmacos em lipossomas
induziu um efeito inibitério mais pronunciado na linhagem celular de cancer de
préstata PC3, em comparacdo com as formas livres. Apesar disso, o estudo
apresenta diversos inconvenientes, como a inadequada liberacédo dos farmacos (Li et
al., 2019). Outro estudo, usando modelos mateméaticos projetou uma formulacdo
lipossomal com DOX e SIM que se mostrou mais nociva em células C26 de céancer
de célon murino co-cultivadas com macrofagos, quando comparada com as formas
livres (Barbalata et al., 2021).

Tendo em vista os diversos estudos citados e sabendo do potencial da
coencapsulacdo de DOX e SIM, esse trabalho propde desenvolver uma formulagéo
lipossomal contendo esses farmacos, uma vez que esses farmacos apresentam
caracteristicas fisico-quimicas diferentes, bem como diferentes mecanismos de acéo
antitumoral. O desenvolvimento de lipossomas pH-sensiveis de circulacdo
prolongada contendo essas duas substancias torna-se interessante com a
possibilidade de ampliar o efeito terapéutico e reduzir os efeitos cardiotoxicos da
DOX.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a potencialidade de lipossomas pH-sensivies contendo DOX e SIM para o

tratamento do cancer de mama.

3.2 Objetivos Especificos

Desenvolver lipossomas pH-sensivies contendo DOX e SIM (SpHL-D-S) e
caracteriza-los quanto a diametro médio, potencial zeta, indice de
polidispersao das vesiculas e teor de encapsulacdo de DOX e de SIM,;

Obter imagens de crio-microscopia eletrbnica de transmissdo para avaliar
morfologia dos SpHL-D-S;

Realizar estudos de estabilidade de armazenamento dos SpHL-D-S;

Avaliar a liberacédo de DOX e SIM, em pH 5 e em pH 7,4, a partir da formulacao
SpHL-D-S;

Avaliar a citotoxicidade dos farmacos individuais, da combinacéo dos farmacos
livres e na forma lipossomal, nas razdes molares de 1:1, 1:2 e 2:1 em linhagens
celulares tumorais de mama humana (MDA-MB-231, MCF-7 e SKBR-3);
Avaliar e determinar a melhor razédo de sinergismo entre DOX e SIM livres e
coencapsulados;

Avaliar o impacto dos diferentes tratamentos na morfologia nuclear das
diferentes linhagens celulares tumorais de mama humana;

Avaliar o efeito anti-migratorio dos diferentes tratamentos nas diferentes
linhagens celulares tumorais de mama humana;

Investigar a citotoxicidade, impacto na morfologia e migracdo celular de
diferentes razbes molares de DOX e SIM livres ou encapsulados frente a
linhagem de tumor de mama murino 4T1;

Avaliar a atividade antitumoral e toxicidade dos SpHL-D-S em razao molar de
1:1 administrado por via IV a camundongos BALB/c portadores de tumor de
mama da linhagem 4T1 por meio de analises do volume tumoral,

histopatoldgicas e bioquimicas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE) e 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-N-[amino(polietilenoglicol)-2000 (DSPE-PEG2000) foram
adquiridos da Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Alemanha). Hemisuccinato de colesterol
(CHEMS), solucao salina tamponada com fosfato (PBS), hidroxido de sodio, acido 4-
(2-hidroxietil)piperazina-1-etanossulfonico (HEPES), sulfato de amonio e bicarbonato
de sbdio foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Luis, EUA). O polissorbato 80 (Tween™
80) foi fornecido pela Croda Inc (Edison, EUA). Cloroformio e dimetilsulféxido (DMSO)
foram fornecidos pela Synth (S&o Paulo, Brasil). Cloreto de s6dio e metanol grau
HPLC foram adquiridos da Merck (Frankfurt, Alemanha). O cloridrato de doxorrubicina
(DOX) foi adquirido da ACIC Chemicals (Ontario, Canadda). A sinvastatina (SIM) foi
adquirida da Fagron (Séo Paulo, Brasil) com pureza superior a 98,0%. A agua
utilizada nos experimentos foi purificada com o equipamento de destilacdo e
deionizacdo Milli-Q® (Millipore, MA, EUA). Os demais reagentes utilizados foram de

grau analitico.

Linhagens celulares de tumor de mama humano (MDA-MB-231, MCF-7, SK-BR-3) e
tumor de mama murino (4T1) foram adquiridas pela American Type Culture Collection
(Manassas, VA, EUA). Os meios de cultura (Dulbecco's Modified Eagle's Medium,
DMEM; Minimum Essential Medium, MEM e McCoy), soro fetal bovino (FBS),
penicilina e estreptomicina foram obtidos da Gibco Life Technologies (Carlsbad,
EUA). Sulforrodamina B (SRB), tris(hidroximetillaminometano (base Tris) e tripsina
foram obtidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e Bisbenzimida (Hoechst 33342)
(Thermo Fisher Scientific - Waltham, USA).

4.2 Preparo dos lipossomas

Formulactes lipossomais sem farmacos (SpHL) e contendo SIM (SpHL-S) foram
preparadas pela técnica de hidratagdo do filme lipidico. Aliquotas cloroformicas de
DOPE, CHEMS, DSPE-PEG2000 (razdo molar 5,8:3,7:0,5, respectivamente;
concentracgdo lipidica total de 20 mM) foram transferidas para um baldo de fundo
redondo. Para SpHL-S, solugéo cloroférmica de SIM (1 mg/mL) foi adicionada aos

lipidios. O solvente foi removido sob pressado reduzida utilizando um Buchi
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Labortechnik AG Rotator CH-9233, modelo R-210, acoplado a uma bomba de vacuo
V-700 da mesma marca (Flawil, Suica). Ap0s a evaporacao total do solvente,
adicionou-se NaOH aos filmes lipidicos na proporcdo molar NaOH:CHEMS 1:1,

seguido da adic&o de solucdo de sulfato de amonio pH 7,4 sob agitagao vigorosa.

O diametro das vesiculas lipossomais foi calibrado pela técnica de ultrassom (modelo
CPX 500; 500W, Cole-Parmer Instruments, Vernon Hills, IL, EUA), utilizando-se uma
haste Stepped microtip S&M 630-0418, com 21% de amplitude, por 5 minutos, em
banho de gelo. As preparacgfes foram purificadas para eliminar o sulfato de amoénio
externo por meio de ultracentrifugacao (Ultracentrifuge Optima® L-80XP, Beckman
Coulter, Brea, EUA) a 150.000 x g, 4°C, por 120 min. Os pellets foram ressuspendidos

com solucédo de NaCl 0,9% (p/v), mantendo a concentracéo lipidica inicial.

Para o preparo de lipossomas contendo DOX, SpHL ou SpHL-SIM foram incubados
com solucdo de DOX (1 ou 2mg/mL) por 2 horas a 4°C, e o encapsulamento foi
realizado pelo método de gradiente de sulfato de aménio transmembrana para obter

a disperséo final de SpHL-D e SpHL-D-S, respectivamente.

4.3 Caracterizacéo fisico-quimica de lipossomas

4.3.1Diametro da vesicula, indice de Polidispersidade (IP) e Potencial Zeta

O diametro médio das vesiculas e o indice de polidispersdo (IP) foram determinados
por espalhamento dindmico de luz (DLS) a 25°C e angulo fixo de 90°. O potencial
zeta foi determinado pela mobilidade eletroforética associada ao DLS. Todas as
amostras foram diluidas em solug¢éo de NaCl a 0,9% (p/v) na proporcao de 1:100 (v/v)
e medidas foram realizadas usando o equipamento Zetasizer NanoZS90 (Malvern

Instruments, Worcestershire, Reino Unido).

4.4 Determinacao do conteudo DOX e SIM

A guantificacdo de DOX e SIM foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Para a determinacao de DOX, as condi¢fes experimentais foram: fase movel
composta por metanol e tampéo fosfato pH 3,0 (65:35 v/v) em uma coluna ACE® C8
25 cm x 4,6 mm com tamanho de particula de 5 ym (Merck, Darmstadt, Alemanha),
volume de injegao de 20 pL, fluxo da fase movel igual a 1,0 mL/min e a detecc¢éo foi

realizada a temperatura ambiente com um detector de fluorescéncia modelo 2475
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(Waters Instruments, Milford, MA, EUA) em comprimentos de onda de excitacdo e

emissao de 470 nm e 555 nm, respectivamente.

A quantificagdo da SIM foi realizada no equipamento Agilent 1260 Infinity (Santa
Clara, EUA) utilizando uma fase mével composta por metanol e solugdo de acido
fosforico a 0,1% (90:10 v/v), coluna de fase reversa C18 25 cm x 4,6 mm e tamanho
de 5 ym (LichroCar, Merck, Alemanha). Foi utilizado o volume de injecéo de 10 pL,
vazéo de 1,0 mL/min e detec¢cdo com detector de arranjo de diodos G4212B (Santa
Clara, EUA) em comprimento de onda de 238 nm e temperatura ambiente.

O preparo da amostra consistiu na ruptura da membrana lipidica com metanol 1:5 v/v,
respectivamente, seguida de diluicdo na respectiva fase movel. As formulacdes
lipossomais foram quantificadas antes (lipossomas ndo purificados) e apls a
purificacdo (lipossomas purificados) e a porcentagem de encapsulacdo (PE) foi
calculada de acordo com a seguinte equacéao:

[Farmaco] lipossomas purificados

PE (%) = x 100
(%) [Farmaco] lipossomas nio purificados

4.5 Liofilizagao

A liofilizacao foi realizada nas formulac¢des SpHL-S previamente a adicdo de DOX. Os
lipossomas SpHL-S foram preparados como descrito acima, exceto para a etapa de
remocao de sulfato de amonio em gue a dialise contra solucdo salina tamponada com
HEPES pH 7,4 foi realizada.

Em seguida, as formula¢des foram transferidas para frascos ambar e crioresistentes
contendo glicose como crioprotetor na relacdo acucar:lipidio de 2:1 (p/p). Os frascos
foram congelados em nitrogénio liquido e liofilizados em um ciclo de 24 horas usando
um liofilizador Modulo (Thermo Electron Corporation, EUA). Ap6s o ciclo de
liofilizag&o, os frascos foram selados a vacuo e armazenados ao abrigo da luz em

temperatura de -15 a -20°C.

No momento do uso, o lipossoma liofilizado foi reconstituido com agua ultrapura. Apos
determinacdo da concentragdo de SIM nestes lipossomas por CLAE, a DOX foi

incubada a fim de se obter SpHL-D-S em uma razéo 2:1. Essa proporcéo foi definida
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em funcdo dos melhores resultados encontrados frente as linhagens de cancer de
mama humano e foi utilizada nos demais experimentos de caracterizacéo fisico-

guimica apresentados nesse trabalho.

4.6 Crio-microscopia eletrénica de transmissao

As imagens SpHL-D-S 2:1 foram obtidas por crio-microscopia eletrbnica de
transmissdo (crio-TEM) usando um microscépio eletrénico FEI Tecnai Spirit G2-12
(FEI, Hillsboro, OR, EUA) operando a 120 kV. Uma aliquota de 3 pL da amostra foi
depositada em uma grade de carbono, previamente descarregada. As grades foram
secas com papel filtro por 5 s e vitrificadas por imersao em etano liquido. As amostras
vitrificadas foram armazenadas sob nitrogénio liquido antes de serem transferidas

para o microscopio eletronico.

4.7 Estabilidade de armazenamento

Para determinar o tempo de armazenamento, SpHL-D-S na razdo molar de 2:1 foram
mantidos em atmosfera de nitrogénio e protegidos da luz a 4-8°C na forma de
disperséo lipossomal. Apos 0, 7, 14, 30, 60 e 90 dias de preparo, aliqguotas foram
coletadas e as caracteristicas fisico-quimicas foram medidas conforme mencionado

acima.

Além disso, SpHL-S na forma liofilizada foram armazenados a temperatura de -15 a -
20°C e nos dias 0, 7, 14, 30, 60 e 90 dias de preparo foram ressuspendidos e
incubados com DOX e avaliados quanto as caracteristicas fisico-quimicas
previamente mencionadas. Em ambos os estudos, os valores médios obtidos nos

diferentes tempos foram comparados com os obtidos no tempo zero.

4.8 Estudo de liberagéo

O estudo de liberacao foi realizado em pH 7,4 e 5,0 (corrigido pela adicdo de acido
cloridrico 1 mol/L). Aliquotas de 1 mL de SpHL-D-S 2:1 foram transferidas em uma
membrana de dialise de tamanho de poro igual a 10 KDa (Sigma, EUA) com
extremidades seladas. A membrana de didlise foi colocada em um frasco ambar
contendo 100 mL de tampéo HEPES acrescido de Tween 80 (0,1% p/v) para garantir
a condicao Sink para ambos os farmacos. Os frascos foram mantidos sob agitacao a
156 rpm e 37 °C em uma incubadora controle IKA KS 4000 i (Xangai, China). A cada
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tempo de investigacdo (0, 2, 4, 8, 12 e 24 horas), uma amostra foi retirada e
caracterizada quanto aos parametros de diametro médio, IP e conteudo de liberacao.
Para o ultimo parametro, a quantificacdo de DOX e SIM foi avaliada por CLAE, e os
dados foram plotados como porcentagens cumulativas de liberagdo do farmaco ao

longo do tempo para trés experimentos independentes avaliados.

4.9 Cultura de células

Células de adenocarcinoma de mama humano MDA-MB-231, MCF-7 e SK-BR-3
foram cultivadas em DMEM, MEM suplementado com 0,01 mg/mL de insulina e meio
McCoy, respectivamente, e linhagem de céancer murino 4T1 foi cultivada em
RPMI.Todos os meios foram suplementados com 10% de FBS. As linhagens celulares
foram cultivadas na presenca de penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina (100 pg/mL)
e mantidas a 37 °C e 5% de CO2 em atmosfera umidificada. Antes dos experimentos,
todas as linhagens celulares foram rastreadas quanto a contaminagdo por
micoplasma por meio de teste de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), com
resultados negativos.

4.10 Estudos de citotoxicidade

A viabilidade das células tumorais foi medida usando o ensaio de sulforrodamina B
(SRB). As células MDA-MB-231, MCF-7 ou SK-BR-3 foram semeadas em placas de
96 pocos (1 x 10* células/poco), enquanto as células 4T1 foram plagueadas em uma
densidade de 5 x 102 células/poco. Apds 24 h de incubacéo a 37 °C e 5% de COg,
DOX livre, SIM livre, DOX:SIM livre em razbes molares de 1:1, 1:2 ou 2:1, SpHL-D,
SpHL-S ou SpHL-D-S em razdes molares de 1:1, 1:2 ou 2:1, foram adicionados aos
pocos. A DOX foi dissolvida em solucdo NaCl 0,9% (p/v) enquanto a SIM livre foi
dissolvida em DMSO, sendo a concentracdo desse solvente inferior a 1% v/v em
todos os tratamentos realizados. Apds 48 h de incubacao, acido tricloroacético (TCA)
a 10% foi adicionado a cada poco para fixar as células por 1 h. As placas foram entéo
lavadas com agua ultrapura para remover o TCA e em seguida, foram coloradas com
SRB por 30 min. Apés esse periodo, as placas foram lavadas com 1% v/v de &cido
acético para remover o corante nao ligado e por fim, foi adicionada solucéo de Tris-
Base 10 mM (pH 10,5) para solubilizar o corante ligado a proteina. A densidade Optica
foi lida a 510 nm usando um espectrofotdbmetro de microplacas Spectra Max Plus 384

(Molecular Devices, Sunnyvale, EUA). Os valores de absorbéancia obtidos dos pogos
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nos quais as células foram mantidas apenas no meio de cultura, sem tratamento,
foram considerados como 100% de viabilidade celular para calculo da porcentagem
de alteracao da viabilidade induzida pelos tratamentos. Os resultados foram plotados
como porcentagem de viabilidade celular versus concentracdo. A partir desses dados
foi determinado o valor de Clso, que corresponde a concentragéo dos farmacos capaz

de induzir 50% de morte celular.

4.11 Determinac&o do indice de Combinacé&o (IC)

Para as diferentes razdes molares das formas livre ou lipossomal de DOX:SIM, a
porcentagem de células viaveis foi submetida a analise de efeito e os valores do indice
de combinacéao (IC) foram determinados usando CalcuSyn® (Biosoft, Ferguson, MO,
EUA). O software CalcuSyn® permite a simulagéo de sinergismo e antagonismo em
todos os niveis de dose e efeito usando o algoritmo de efeito mediano. Os valores
adotas para determinacdo dos efeitos foram: efeito sinérgico, IC < 0,9; efeito aditivo
IC entre 0,9 e 1,45 e efeito antagonico IC > 1,45 (Chou, 2006).

4.12 Analises morfométricas nucleares (NMA)

Para avaliar as alteracdes morfolégicas nucleares apds os tratamentos, as diferentes
linhagens celulares foram plagueadas a uma densidade de 2,0 x 10° células/poco em
placas de 6 pocos e incubadas a 37 °C por 24 h. Ap6s o tempo de incubacéo, as
células foram tratadas com 2 mL dos mesmos tratamentos utilizados para o estudo
de viabilidade celular (DOX, SIM e a combinacdo de DOX:SIM 1:1; 1:2 ou 2:1 nas
formas livre e encapsulada) todos tratamentos a uma concentragéo total de 80 nM.
ApoGs 48 h de incubacdo, as células foram fixadas com formaldeido a 4% por 10
minutos e coradas com Hoescht 33342 (0,2 pg/mL), por 10 minutos, a temperatura
ambiente e mantidas em ambiente escuro. As imagens fluorescentes dos nucleos
foram capturadas usando um microscopio AxioVert 25 com um moédulo de
fluorescéncia Fluo HBO 50 conectado a camera Axio Cam MRC (Zeiss, Oberkochen,
Alemanha). A analise foi realizada em 300 nucleos por tratamento, utilizando o
software Image J 1.50i (National Institutes of Health, Bethesda, EUA) e o plugin

“NII_Plugin” disponivel em http://www.ufrgs.br/labsinal/NMA/. A partir dessa analise

foi possivel extrair dados para classificar nucleos em populagées: normal (N), irregular
(1), pequeno e regular (SR) e grande e regular (LR). Essas alteragbes na morfologia

nuclear podem sugerir células em estagios apoptéticos ou em senescéncia.


http://www.ufrgs.br/labsinal/NMA/
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4.13 Teste de migracéao

Para estudar a migracdo bidimensional (2D), as células foram plaqueadas a uma
densidade de 2,0 x 10° células/poco em placas de 12 pocos e incubadas a 37 °C por
24 h. Em seguida, uma ferida reta foi feita em pocos individuais com uma ponta de
pipeta de 10 pL. Este ponto foi considerado a “ferida zero” e foi fotografado usando
um microscopio AxioVert 25 com uma camera Axio Cam MRC acoplada (Zeiss,
Oberkochen, Alemanha).

Apoés a obtencédo das feridas, os pocos receberam 1 mL de meio com 1% de FBS
contendo os diferentes tratamentos (DOX, SIM e a combinacédo de DOX:SIM 1:1; 1:2
ou 2:1 no livre e encapsulada) todos a uma concentracdo total de 80 nM. A
concentracédo de 80 nM foi fixada arbitrariamente, afim de garantir uma quantidade
suficiente de células para serem fotografadas ao microscépio. Apds 24 h de
incubacédo a 37 °C, as células foram fixadas com formaldeido a 4%, por 10 minutos.
Imagens ao longo das “feridas tratadas” também foram obtidas em contraste de fase.
As areas de todas as feridas foram obtidas usando o plugin MRl Wound Healing Tool
para a versdo gratuita do software Image J 1.45 (National Institutes of Health,
Bethesda, EUA). A porcentagem de migracéo foi calculada de acordo com a seguinte

equacao:

area ferida tratada x 100

P t de mi ao (%) =100 —
orcentagem de migracdo (%) Zron forida zero

4.14 Estabilidade bioldgica in vitro

A estabilidade bioldgica in vitro de SpHL-D-S foi investigada na razdo molar 1:1 (razdo
escolhida em funcdo dos melhores resultados encontrados frente a linhagem de
cancer de mama murino) foi investigada em diferentes fluidos para simular o
comportamento das vesiculas em ensaios biolégicos (in vitro e in vivo). O SpHL-D-S
1:1 foi diluido 4 vezes em NacCl (0,9% p/v), meio de cultura RPMI suplementado com
10% (v/v) de SFB e plasma murino. SpHL-D-S 1:1 nao diluido também foi avaliado

como controle do estudo.

As preparacdes e controle foram incubados a 37°C sob agitagdo de 156 RPM, por
24h. Em tempos pré-determinados, aliquotas foram coletadas e analise de tamanho

e |IP foram realizadas, conforme descrito anteriormente.
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4.15 Animais

Camundongos BALB/c fémeas com 6 a 8 semanas (18-22 g) foram obtidos do Centro
de Bioterismo da UFMG (CEBIO/UFMG). Os camundongos foram alojados em
gaiolas de plasticos com livre acesso a comida e agua e mantidos em estantes
ventiladas em ambiente com controle de ciclo de luz e temperatura. Todos os estudos
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFMG (CEUA/UFMG)
sob o protocolo numero CEUA 190/2021.

4.16 Atividade antitumoral

Para o estabelecimento do tumor de mama xenografico nos aniamais, uma
suspensédo de células 4T1 (1 x 108 células/mL) foi preparada em tampéo fosfato
(PBS). Aliquotas de 100 puL dessa suspenséo foram injetadas por via subcutanea no
flanco direito dos camundongos BALB/c com seringa de insulina e agulha 13mm x
0,33mm. Sete dias ap6s a inducdo do tumor, quando o volume do tumor atingiu,
aproximadamente 100 mm3, os animais foram divididos aleatoriamente em sete
grupos (n = 8 para cada grupo) como representado na Tabela 2. Para os tratamentos
dos grupos B ao G, os animais receberam as doses de DOX e/ou SIM conforme
descrito na Tabela 2, em um total de quatro administracdes, a cada dois dias pela
veia da cauda (Figura 7). As solucbes dos farmacos livres foram preparadas
imediatamente antes da injecdo. A DOX foi dissolvida em solucdo NaCl 0,9% (p/v) na
concentracdo de 2 mg/mL. Para o preparo de SIM, inicialmente o farmaco foi
solubilizado em 10% polietilenoglicol 400 e alcool etilico 96° GL (10:1). Essa solucdo
foi entdo diluida em NaCl 0,9% (p/v), obtendo assim a solucéo final (0,5 mg/mL). A
razdo molar escolhida foi DOX/SIM 1:1, em funcdo dos melhores resultados

encontrados frente a linhagem de cancer de mama murino.

Figura 7 Esquema do protocolo experimental

Indugdo do
tumor Do D2 D4 D6 D&

1° dose 2 dose 3 dose 4* dose Eutandsia
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Ao longo do estudo, os tumores foram medidos com um paquimetro (Mitutoyo, MIP/E-
103) a cada dois dias, desde o primeiro dia de tratamento (DO) até dois dias apos a
tltima administracao (D8).0 volume tumorail (VT) foi calculado a partir da seguinte

equacao, em que d1 e d2 sdo o menor e 0 maior diametro, respectivamente:

VT = (d1)? xd2 x 0,5
O volume relativo do tumor (VRT) foi calculado com a equacéo:

_ VT'emD8
~ VT em DO
No D8 os camundongos foram anestesiados, usando cetamina e xilazina (80 mg/kg

VRT

e 15 mg/kg, respectivamente) e, em seguida, eutanasiados por exsanguinacdo. O
sangue coletado na presenca de EDTA foi utilizado para avaliacdo de parametros
bioguimicos de funcao cardiaca, renal e hepética. Tumor primario, pulmdes, coracao,

rins e figado foram coletados para analise histopatoldgica.

Tabela 2 Doses dos farmacos a cada administracdo dos diferentes tratamentos por
via IV a camundongos BALB/c fémeas transplantados subcutaneamente com

células de cancer de mama 4T1.

Grupo Tratamento Dose

A

(Controle) SpHL branco -
B SIM livre 3,85 mg/kg
C SpHL-S 3,85 mg/kg
D DOX livre 5 mg/kg
E SpHL-D 5 mg/kg
F DOX:SIM (1:1) DOX 5 mg/kg + SIM 3,85 mg/kg
G SpHL-D-S (1:1) DOX 5 mg/kg + SIM 3,85 mg/kg

4.17 Analise histopatoldgica

Tumor, pulmdes, coracgéo, rins e figado foram armazenados em formol tamponado a
10% (v/v) por 24 horas. Em seguida, as amostras foram desidratadas em alcool e
incluidas em blocos de parafina, seccionados com espessura de 5 um, colocados em
laminas de vidro e corados com hematoxilina-eosina (HE). As laminas foram
avaliadas pelo Prof. Dr. Geovanni Cassali, do Departamento de Patologia do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas e as imagens foram capturadas por uma camera conectada a

um microscopio optico Olympus BX-40 (Olympus - Toquio, Japéo). O numero de focos
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de metastase nos pulmdes foi contado em animais individuais e expresso pelo
seguinte escore semiquantitativo: 0, nenhuma metastase detectada; +, 1-3 focos
metastaticos; ++, 4—7 focos metastaticos; ++ +, 8-10 focos metastaticos; ++ + +, > 10

focos metastaticos nos pulmdoes.

4.18 Avaliacao de toxicidade

A toxicidade dos diferentes tratamentos foi observada avaliando as mudancas no
peso corporal, mortalidade e parametros bioquimicos. O peso corporal dos
camundongos foi monitorado a cada 2 dias, juntamente com o tratamento até a
eutanasia. As variacdes de peso foram expressas como a porcentagem de variacao

em relacdo ao peso corporal inicial.

Para as andlises bioquimicas, no ultimo dia do estudo, os camundongos foram
anestesiados com uma mistura de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e o
sangue foi coletado por puncao do plexo braquial em tubos contendo anticoagulante
(0,1 % p/v EDTA). O sangue total coletado foi centrifugado a 3000 rpm, durante 15
min. O plasma obtido foi utilizado para a quantificacdo dos parametros hepéticos,
renais e cardiacos. Para a determinacdo da funcdo hepatica foram realizadas
dosagens de alanina amino transferase (ALT) e aspartato amino transferase (AST).
A nefrotoxicidade foi determinada mediante medidas da concentracdo de uréia e
creatinina. A funcao cardiaca foi avaliada por meio da dosagem de creatino quinase
isoforma MB (CK-MB). Todos os testes bioquimicos foram realizados mediante
andlise espectrofotométrica em analisador semiautomatico modelo Bioplus BIO-2000
(Séo Paulo, Brasil) utilizando kits comerciais (Labtest, Lagoa Santa, Brasil) e seguindo

0 método preconizado pelos fornecedores.

4.19 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com o GraphPad Software Prism (verséo
6.00, La Jolla, Califérnia, EUA). A normalidade e a homocedasticidade da variancia
foram testadas por D'Agostino e Pearson e Brown-Forsythe, respectivamente.
Variaveis sem distribuicdo normal foram transformadas [log(x+1)]. A diferenca entre
0s grupos experimentais foi testada por meio de andlise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguida do teste de Tukey. Os estudos in vitro de morfologia nuclear foram

avaliados por Two-way, seguido de teste Bonferroni. As diferencas foram
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consideradas significativas quando o valor de p foi menor que 0,05 (p < 0,05). Os
resultados foram expressos como média + SD de pelo menos trés experimentos

independentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Esta sessdo do documento foi dividida em dois capitulos que representam uma
possivel organizacdo dos dados para apresentacdo de dois artigos cientificos, a

saber:

Capitulo I: Estudo do potencial antitumoral da associacdo de doxorrubicina e
sinvastatina livres ou coencapsuladas em lipossomas pH-sensiveis de circulagcdo

prolongada: Avaliacao in vitro frente linhagens celulares de cancer de mama humano.

Esse primeiro capitulo aborda as etapas de desenvolvimento e caracterizacéo
guimica e fisico-quimica da formulacao lipossomal coencapsulando DOX e SIM bem
como a avaliacdo da atividade antitumoral in vitro utilizando linhagens celulares de
cancer de mama humano, as quais representam diferentes perfis de expresséo
génica. Essas diferencas podem implicar em resposta diferente ao tratamento

guimioterapico, o que justifica, portanto, a escolha dessas linhagens celulares.

Capitulo 1l Investigacdo da atividade antitumoral de lipossomas pH-sensiveis
coencapsulando doxorrubicina e sinvastatina em um modelo murino de cancer de

mama triplo negativo.

O segundo capitulo apresenta os dados de avaliacdo de atividade e eficacia
antitumoral em modelo de tumor de mama murino da linhagem 4T1, o qual representa
um tumor de mama murino triplo negativo. Estudos mostram que esse modelo 4T1
apresenta consideravel semelhanca ao cancer de mama humano, uma vez que
demonstra uma disseminacdo progressiva com capacidade de promover a

metastatizacao para sitios distintos do organismo (DuPre” et al., 2007).
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CAPITULO [

ESTUDO DO POTENCIAL ANTITUMORAL DA ASSOCIACAO DE
DOXORRUBICINA E SINVASTATINA LIVRES OU COENCAPSULADAS EM
LIPOSSOMAS pH-SENSIVEIS DE CIRCULACAO PROLONGADA: AVALIACAO IN
VITRO FRENTE A LINHAGENS CELULARES DE CANCER DE MAMA HUMANO.

Embora a quimioterapia tenha desempenhado um papel central no tratamento do
cancer de mama, a capacidade dos farmacos de matar as células cancerigenas com
dano minimo ao tecido saudavel é um dos principais requisitos para o sucesso da
terapia do cancer. Sabe-se que a maioria dos quimioterapicos, como a DOX, causa
efeitos adversos, potencialmente fatais ao paciente. O efeito toxico mais relevante e,
por vezes, irreversivel da DOX é a cardiomiopatia. Para melhorar o perfil de
seguranca desse farmaco antineoplasico, o encapsulamento em nanocarreadores
lipossomais tem sido considerado uma alternativa promissora, pois pode promover
um aumento na seletividade do farmaco, uma vez que, se acumula preferencialmente
no tecido alvo, reduzindo os danos aos tecidos saudaveis. O medicamento
comercializado com o nome de Doxil® foi a primeira formulacéo lipossomal aprovada
para o tratamento do cancer de mama e mostrou ser capaz de minimizar a
cardiotoxicidade e a mielossupressao induzidas pela DOX. Apesar dessas vantagens,
ainda ha relatos de toxicidade cardiaca em 11% dos pacientes tratados com essa
medicacdo. Nosso grupo de pesquisa mostrou que lipossomas pH-sensiveis
compostos de DOPE, CHEMS e DSPE-PEG carregando DOX associados a outras
substancias com potencial antitumoral sdo benéficos em comparacdo com
formulacdes lipossomais semelhantes ao Doxil® (Boratto et al., 2020; Silva et al.,
2019).

Estudos recentes também relataram que a SIM apresenta atividade anticancerigena,
uma vez que, pode influenciar a proliferagdo, migracdo e sobrevida das células
cancerigenas. Ha também indicios de fatores protetores durante a quimioterapia do
cancer em pacientes que usam SIM (Di Bello et al., 2020).

Com base nesses dados, no presente trabalho foi proposto o encapsulamento de SIM

e DOX em lipossomas pH-sensiveis com o objetivo de aumentar a eficacia antitumoral
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e diminuir a cardiotoxicidade. Aqui, relatamos o desenvolvimento e caracterizacao
fisico-quimica desta formulacdo, bem como o efeito da exposicdo de células de
cancer de mama humano (MDA-MB-231, MCF-7 e SK-BR-3) a diferentes proporgdes

dos farmacos.

1 Desenvolvimento de formulagao e caracterizacédo fisico-quimica

Primeiramente, avaliou-se a capacidade da bicamada lipidica em acomodar
adequadamente a SIM, preparando formulacfes contendo apenas este farmaco
(SpHL-S) na concentracédo de 1 mg/mL. Os dados demonstraram valores adequados
das caracteristicas fisico-quimicas compativeis com formulagcdes monodispersas e
um teor de encapsulacdo préximo de 80%, sugerindo uma potencial associacao de
SIM ao sistema. Na sequéncia, formula¢cdes contendo ambos os farmacos foram
preparadas em diferentes concentracdes. As caracteristicas fisico-quimicas dessas

formulacdes lipossomais estdo resumidas na Tabela 1.

Todas as formulac6es apresentaram valores médios de didmetro variando de 110 a
150 nm, o que pode permitir alta entrega de DOX e SIM na regido tumoral. Além disso,
apresentam IP inferior a 0,3 e potencial zeta préximo a -3,0 mV, 0 que sugere,
respectivamente, homogeneidade adequada e potencial reduzido para interacdo com
proteina plasmatica quando injetados por via intravenosa. Nesse Ultimo caso, 0s
dados estdo de acordo com o esperado para formulacdes contendo PEG em sua
bicamada (Barbalata et al., 2021).

N&o houve diferenca significativa entre SpHL e SpHL-D para todos os parametros
avaliados, e os valores obtidos foram consistentes com os relatados anteriormente
(Franco et al., 2019; Roque et al., 2019). Em relagdo ao SpHL-S, néo foi observada
diferenca significativa no IP e potencial zeta em relacdo ao SpHL e SpHL-D;
entretanto, os valores médios do diametro das vesiculas foram significativamente
maiores. Este fato pode ser atribuido a natureza hidrofobica da SIM que favorece sua
interacdo com a bicamada lipidica e aumenta o tamanho das vesiculas (M. J. Chen
et al., 2018). Esta possivel deformacéo elastica dos lipossomas estaria de acordo com
a teoria da elasticidade das bicamadas lipidicas proposta por Helfrich (Helfrich, 1973).

O tamanho vesicular, IP e potencial zeta ndo foram afetados nas formulacbes
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contendo os dois farmacos em comparacdo com SpHL-S, em nenhuma das razdes

molares analisadas.

Em relacéo a eficiéncia de encapsulagéo, foram obtidos valores proximos a 100% e
acima de 60% para DOX e SIM, respectivamente, nas diferentes razdes molares
estudadas. Para a SIM, os dados evidenciaram que um aumento na concentracao
nao resultou em um aumento proporcional do farmaco encapsulado, sugerindo a
possibilidade de saturacdo da bicamada. A eficiéncia de encapsulagdo na 2 mg/mL
foi cerca de 16% menor em comparacdo com 1 mg/mL. Por outro lado, nédo foi
observada diferenca significativa apés a encapsulacdo de DOX em todas as
formulacdes avaliadas, demonstrando que a coencapsulacdo de SIM nao alterou a
capacidade do sistema lipossomal de carrear DOX. DOX. Os valores de razao molar
(DOX: SIM) calculados para formulagfes contendo ambos os farmacos foram iguais
al:l. 1:1,7 e 1,2:1 quando as formulacdes foram preparadas com 1mg/mL de cada
farmaco, 1 mg/mL de DOX e 2 mg/mL de SIM, e 2 mg/mL de ambos os ativos,

respectivamente.
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Tabela 1 Caracteristicas fisico-quimicas (diametro, IP, potencial zeta, PE e concentracédo do farmaco) para as diferentes

formulacdes lipossomais contendo os farmacos individuais ou coencapsulados.

[Farmaco]* tedrico Diametro . [Farmaco]* Razéo
Formulaces (mg/mL) médio IP Potencial  experimental (mg/mL) PE (%) mo.lar
(nm) zeta (mV) DOX:SIM
DOX SIM DOX SIM DOX SIM
SpHL 0 0 113+£9 0,07 £ 0,03 -3,5+£0,80 - -
SpHL-D 0 1 123+5 0,12 £ 0.03 -3,6 0,90 0,99+0,02 - 99+0,1 - -
SpHL-S 0 1 139+£2,62 0,22+0,02 -3,72+0,17 - 0,76 £ 0,06 - 76 £ 6 -
1 1 145+ 3,724 0,23 £0,03 -3,63+£0,14 098+0,01 0,74+0,05 98x05 7405 11
SpHL-D-S 1 2 140+1,1* 0,12 +0,06 -3,39+0,44 0,97+0,01 126%+0,02 98%x0,5 63%x1,2 1:1,7
2 2 147 +£1,68 0,21 +0,02 -3,33+0,32 1,97+0,01 1,28+0,02 99+0,3 64+0,7 1,2:1

a Representa uma diferenca significativa em relacdo a formulagédo contendo SpHL e SpHL-D. *Concentracdo expressa em mg/mL. Os dados foram expressos

como média + desvio padrdo (DP). n=3.
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Com base nesses resultados, definiu-se a concentracao inicial de SIM em 1mg/mL
para preparar todas as formulacdes contendo os farmacos coencapsulados nas
razdes molares DOX:SIM 1:1, 1:2 e 2:1 para serem utilizadas nas avaliacdes in vitro.
As mesmas investigagdes fisico-quimicas foram realizadas (Tabela 2) e ndo houve
diferenca significativa nos parametros avaliados em comparacdo aqueles

apresentados na Tabela 1.

Tabela 2 Caracteristicas fisico-quimicas para as diferentes formulagdes.

Diametro Zeta

Raz&o molar médio P potencial [DOX] [SIM]
SpHL-D-S (nm) (mV) (mg/mL) (mg/mL)
1:1 139+26 0,22+0,03 -3,39+0,28 0,93 £ 0,06 0,72 £ 0,05
1:2 140+1,3 0,19+0,02 -3,56+0,55 0,50 = 0,07 0,76 = 0,04
2:1 136 +6,9 0,21+0,04 -3,68+0,76 1,97 +£0,11 0,77 £ 0,10

Os dados foram expressos como média + desvio padrao (DP). n=3.

2 Viabilidade celular e analise de sinergismo

Sabe-se que o cancer de mama apresenta multiplos subtipos com morfologias e
implicacdes clinicas distintas. Evidéncias sugerem que diferencas histopatolégicas e
biolégicas levam a diferentes respostas ao tratamento; assim, estratégias
terapéuticas distintas podem ser necessarias. Os marcadores imuno-histoquimicos
classicos incluem receptores hormonais como o receptor de estrogénio (ER), receptor
de progesterona (PR) ou outras proteinas (receptor 2 do fator de crescimento
epidérmico humano, HER2) e permitem distinguir subtipos como luminal A e B
(ER+/PR+/HER2- ou ER+ /PR-/HER2-) e cancer de mama triplo negativo do tipo
basal (ER—/PR-/HER2) (Yousefnia et al., 2019).

No presente estudo, o ensaio de SRB foi escolhido para investigar a citotoxicidade e
triagem de sinergismo, efeito aditivo ou antagonismo entre DOX e SIM nas formas
livres ou coencapsuladas em diferentes subtipos de células de cancer de mama
humano, sendo selecionadas duas linhagens celulares de subtipo luminal, sendo
MCF-7 (ER+/PR+/HER2-) e SK-BR-3 (ER-/PR-/HER2+) e uma linhagem celular de
subtipo basal, MDA-MB-231 (ER-/ PR—-/HER2-) (Park et al., 2012).
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Todas as trés linhagens celulares testadas foram sensiveis ao tratamento com DOX
e SIM. No entanto, DOX apresentou maior citotoxicidade do que SIM, como pode ser
observado pelos valores da concentracéo inibitéria média (Clso) sumarizados na
Tabela 3.

Para a linhagem MDA-MB-231, foi possivel observar que a combinacédo de DOX:SIM
livre na razdo molar de 2:1 foi duas vezes mais citotoxica do que a DOX em
monoterapia e a associacdo na razdo molar de 1:1. Além disso, a combinacgdo dos
farmacos levou a um efeito inibitério significativamente maior do que a monoterapia
com SIM em todas as combinacfes propostas (1:1, 1:2 e 2:1). A encapsulacdo de
DOX em lipossomas pH-sensiveis ndo alterou, significativamente, sua citotoxicidade
frente a MDA-MB-231 em comparacdo com a forma livre. A andlise de SpHL-D-S em
razBes molares 1:2 e 2:1 demonstrou efeitos citotéxicos mais pronunciados (cerca de
2,1 e 2,4 vezes, respectivamente) do que SpHL-D e SpHL-S. No entanto, ndo houve
diferenca significativa entre as trés razées molares avaliadas na forma lipossomal.
Wu e colaboradores, sugeriram que o tratamento com SIM induziu apoptose e inibiu
a proliferacao por desregulacao das cascatas de caspases (Wu et al., 2009). Wang e
colaboradores também observaram que a SIM aumentou a atividade da caspase-3
de forma dose-dependente, apds 48 h de tratamento frente a célula MDA-MB-231 (T.
Wang et al., 2016).

A linhagem celular SK-BR-3 foi a linhagem mais sensivel ao tratamento com DOX e
SIM, demonstrado pelos valores de Clso inferiores aos obtidos para MDA-MB-231.
Estudos prévios reportam que as células MDA-MB-231 sdo mais eficientes na
reparacao de lesbes de DNA induzidas por DOX devido a presenca de p53 mutante,
isso poderia explicar a diferenca de sensibilidade entre as linhagens (S Ramadan et
al., 2020). Ao contréario do observado para MDA-MB-231, a combinacao dos farmacos
nao aumentou a atividade citotoxica da DOX tanto na forma livre quanto na forma
coencapsulada para a linhagem SK-BR-3. Isso poderia ser explicado pela presenca
do fator nuclear NF-kB que é descrito como regulador de processos como a
proliferacdo celular e associado ao aumento da agressividade e do potencial
metastatico em carcinomas (Karin, 2006). Campbell e colaboradores relataram que

as estatinas lipofilicas inibiram a proliferacdo celular de maneira mais efetiva em
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linhagens de células de cancer de mama que apresentaram niveis enddégenos mais
elevados de NF-kB, como € o caso das linhagens triplo negativas (Campbell et al.,

2006).

Para a linhagem MCF-7, foi detectada menor sensibilidade comparada as demais
linhagens avaliadas, principalmente apds os tratamentos com as formulacdes
lipossomais. Vale ressaltar que o grupo controle (SpHL) ndo apresentou efeitos na
viabilidade celular e foi semelhante as células ndo tratadas, indicando toxicidade
insignificante dos excipientes da formulagao (dados nao apresentados). Nao houve
diferenca significativa entre a DOX livre e a combinacdo DOX:SIM na forma livre em
todas as raz6es molares avaliadas. No entanto, a coencapsulacao de DOX e SIM em
1:1 e 1:2 reduziu significativamente a atividade citotéxica em comparacao com SpHL-
D. Isso poderia ser explicado devido a menor sensibilidade de células ER positivas as
estatinas lipofilicas (Campbell et al., 2006). Além disso, as células MCF-7 séo
deficientes na expressao de caspase-3 0 que possivelmente contribui para a menor
sensibilidade & SIM (Wang et al., 2016).

Tabela 3 Valores de Clso obtidos para as linhagens celulares tumorais de mama,
expostas a diferentes propor¢des de DOX e SIM na forma livre ou coencapsulada

em lipossomas, por 48 horas.

Tratamentos Cleo (1M)
MDA-MB-231 SK-BR-3 MCF-7
DOX 0,80+ 0,19 0,20 £ 0,07 0,71+0,14
SIM 1,53+0,372 0,85+ 0,192 1,95+ 0,632
DOX:SIM (1:1) 0,96 + 0,27b¢ 0,33 +£0,07° 1,15+ 0,33°
DOX:SIM (1:2) 0,71 +0,17° 0,19 + 0,05 0,91+ 0,23
DOX:SIM (2:1) 0,44 + 0,072b 0,19 + 0,05 0,99 + 0,35°
SpHL-D 0,73+0,14 0,32 + 0,09 1,03+0,32
SpHL-S 0,86 + 0,23 0,83 +0,19° 4,28 + 0,99¢
SpHL-D-S (1:1) 0,47 £ 0,24 0,35 + 0,061 3,98 + 0,87¢f
SpHL-D-S (1:2) 0,35+ 0,12¢d 0,35 + 0,05¢ 2,39+ 1,07¢%4f
SpHL-D-S (2:1) 0,31 + 0,08¢¢ 0,23 +0,07¢ 0,87 + 0,341

Dados expressos como média + DP. As letras representam diferenc¢a significativa em comparacao
com: aDOX livre, PSIM livre, ¢SpHL-D, 9SpHL-S e ¢DOX:SIM (2:1), 'SpHL-D-S (2:1). Diferenca

significativa foi considerada para valores p < 0,05 (teste de Tukey).
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Em conjunto, os dados de viabilidade celular sugerem que a combinacéo de DOX e
SIM 2:1, seja na forma livre ou coencapsulada em lipossomas, apresentou melhor
resultado frente a linhagem celular MDA-MB-231, mas n&o se observou ganhos dessa

combinacdo em relacdo as demais linhagens celulares.

A Figura 1 mostra os indices de combinacdo (IC) obtidos para os diferentes
tratamentos frente as linhagens celulares MDA-MB-231, SK-BR-3 e MCF-7, em trés
concentragbes de inibicdo (50, 75 e 90% das células). Para MDA-MB-231, a
combinacdo de DOX e SIM 2:1 mostrou um potencial efeito sinérgico nas formas livre
e coencapsulada (Figura 1A). Os valores de IC para DOX:SIM 2:1 e SpHL-D-S 2:1
foram, respectivamente, aproximadamente 0,7 e 0,5 para todas as concentracdes de
inibicdo celular analisadas. Além disso, o tratamento SpHL-D-S 1:2 foi parcialmente
sinérgico, apresentando um IC proximo a 0,9 para maiores fracfes de inibicdo 75 e

90% enguanto o tratamento com DOX:SIM 1:2 livre apresentou efeito aditivo.

O efeito sinérgico também foi observado para SK-BR-3 apos tratamento DOX:SIM 2:1
coencapsulado em lipossomas, apresentando IC entre 0,6 e 0,77, dependendo da
fracao afetada. Por outro lado, a mesma razdo molar dos farmacos livres resultou em
efeito aditivo com IC variando de 1,0 a 1,3 (Figura 1B). Resultados semelhantes
foram obtidos para a linhagem celular MCF-7. Os valores de IC obtidos para DOX:SIM
2:1 nas formas lipossomal e livre foram 0,8-0,9 e 1,1-1,3, respectivamente (Figura
1C). A associacédo de farmacos na proporcdo de 1:1 na forma livre ou coencapsulada
em lipossomas levou ao antagonismo (IC préximo a 2) para todas as linhagens

celulares investigadas.

Estudos anteriores também relataram que a SIM tem um efeito citotdxico potente,
resultando na morte de linhagens celulares de cancer de mama humano MCF-7 e
MDA-MB-231 (O’Grady et al., 2022; Rezano et al., 2021). A atividade citotéxica da
SIM pode estar relacionada aos seus efeitos moduladores sobre as espécies reativas
de oxigénio (ROS) que desempenham um papel fundamental na proliferacdo de
células cancerigenas (Barbalata et al., 2021). Além disso, sabe-se que as células
cancerosas geralmente apresentam altos niveis de 3-hidroxi-3metil-glutaril-coenzima
A redutase (HMGCR) para suprir sua demanda por isoprendides e lipidios, o que as

tornam sensiveis ao SIM. Estudos também relatam que a adicdo de mevalonato



58

reverte o efeito das estatinas na viabilidade das células tumorais da mama e indicaria
uma atividade do SIM relacionada a inibicdo do HMGCR (Bai et al., 2019; Xie et al.,
2021).

Figura 1 Fracao afetada IC para combinacdes livres e formulagdes SpHL-D-S,
sendo (A) MDA-MB-231; (B) SK-BR-3 e (C) MCF-7
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Em relacdo ao mecanismo de acdo da DOX em células cancerosas, a intercalacéao e
a interrupcao do reparo do DNA mediado pela topoisomerase Il € 0 mais comumente
descrito (Thorn et al., 2011). Por terem mecanismos diferentes frente as células
tumorais, a combinagdo DOX e SIM tém possibilidades de sinergismo e de minimizar

o desenvolvimento de resisténcia a DOX (Franco & Oliveira, 2017).

Li e colaboradores, relataram que a terapia combinada de DOX e SIM interrompeu,
significativamente, o crescimento de células de cancer de préstata por meio de
multiplos mecanismos de aumento dos niveis de ROS intracelular, indugédo de
apoptose e promocao de autofagia celular e antiangiogénese (Li et al., 2019). Como
mencionado anteriormente, as linhagens celulares de cancer de mama utilizadas
neste estudo possuem, além de diferentes perfis moleculares, diferentes tempos de
duplicacdo, expresséo de outros receptores de fatores de crescimento, o que pode
explicar as diferentes respostas a uma mesma terapia (Ayoub et al., 2017; Mondal et
al., 2019). Buranrat e colaboradores, relataram que a combinacdo de DOX e SIM
aumentou a expressdo da proteina do citocromo c e a atividade da caspase-3 em
comparagdo com cada farmaco isoladamente, sugerindo que o SIM sensibiliza as
células tumorais de mama MCF-7, potencializando a acdo da DOX (Buranrat et al.,
2017a). No entanto, suposicdes que explicam a melhor resposta para uma
determinada combinacéo de farmacos néo sao facilmente validadas, principalmente
devido a falta de conhecimento preciso dos mecanismos de acdo envolvidos
(Malyutina et al., 2019).

Além disso, Machado e colaboradores sugeriram que as células MCF-7 sdo mais
resistentes ao dano oxidativo causado por ROS em comparacéo com as células MDA-
MB-231, sofrendo assim menos apoptose (Machado et al., 2020). Este fato poderia
explicar os resultados aqui obtidos em que os valores de Clso para MCF-7 foram
maiores que as células MDA-MB-231, principalmente apos tratamento com
formulagbes lipossomais. Por outro lado, vale ressaltar que, diferentemente das
linhagens MCF-7 e SK-BR-3, a linhagem MDA-MB-231 expressa a proteina Ras que
apresenta alta taxa de proliferacéo celular (Park et al., 2012). Sabendo-se que um
dos efeitos pleotropicos da SIM relatado na literatura envolve a redugdo da

translocacao da proteina Ras para a membrana celular, uma possivel hipotese que
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poderia explicar a potencializacdo da atividade da DOX na presenca de SIM nessa

linhagem MDA-MB-231 esta relacionada com essa via de inibicdo da Ras.

Sobre o sinergismo, vale ressaltar que o efeito da associacdo de dois ou mais
farmacos para o tratamento do cancer ndo é apenas o aumento da citotoxicidade,
mas também, pode promover uma melhora na eficacia, assim como uma reducéo na
dose administrada e na toxicidade sistémica (Duarte et al., 2021; Franco & Oliveira,
2017). Assim, o foco principal das terapias anticancer € identificar sinergias de
combinacao de substancias em todos as fragcoes de inibicdo com o objetivo de matar
a maioria das células tumorais (Harasym et al., 2010). Além disso, foi relatado que os
perfis de efeito da combinacdo podem mudar com a coencapsulacdo dos farmacos
(Franco & Oliveira, 2017). Esta observacgao foi claramente demonstrada na avaliagao
das células MCF-7. No entanto, ainda € necesséario um melhor entendimento dos
mecanismos de acao pelos quais a DOX e a SIM atuam tanto isoladamente quanto
associadas para esclarecer as diferencas encontradas entre o0s niveis de combinacao.
Mais estudos deverao ser realizados para elucidar os mecanismos por tras da melhor

capacidade antitumoral de uma raz&o molar em relacéo a outra.

3 Anélises morfométricas nucleares (NMA)

O ndcleo corresponde a aproximadamente 10% do volume celular e varios
mecanismos celulares afetam sua morfologia o que pode, portanto, ser usado para
avaliar certos processos celulares. A analise da morfologia nuclear permite a
guantificacdo de populacbes nucleares apresentando caracteristicas tipicamente
vistas na senescéncia, apoptose, bem como em outras irregularidades nucleares
relacionadas a morte celular (Adami et al., 2021). Filippi-Chiela e colaboradores
desenvolveram a ferramenta analitica que permite extrair dados morfométricos para
classificar nucleos em populagdes: normal (N), irregular (1), pequeno e regular (SR) e
grande e regular (LR). Essas modificacbes incluem uma condensacdo e
fragmentacao nuclear observada na apoptose (SR), um aumento no tamanho nuclear
observado na senescéncia (LR) e um aumento na irregularidade nuclear sob

estresses quimicos ou fisicos (I) (Filippi-Chiela et al., 2012).

Os dados de NMA obtidos apoOs diferentes tratamentos estdo representados na
Figura 2. Nao houve quantidade significativa de nucleos irregulares apés diferentes
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tratamentos em todas as linhagens celulares estudadas. Além disso, o0s eventos de
apoptose (nucleos SR) mostraram uma extensao semelhante para as trés linhagens
celulares. A andlise dos dados da linhagem MDA-MB-231 mostrou para o tratamento
com DOX, seja na forma livre ou SpHL-D, presenca de nucleos N variando de 55 a
65%, SR igual a 10% e LR variando de 25 a 35%. Por outro lado, os valores obtidos
apos o tratamento com SIM em ambas as formas foram iguais a 85%, 3% e 12% para
N, SR e LR, respectivamente. Esses achados estdo de acordo com estudos de
viabilidade celular e reforgcam a menor atividade citotdxica da SIM. Verificou-se uma
reducdo significativa de ndcleos LR seguida de aumento de nudcleos N, apés
tratamento com DOX:SIM 1:1 ou 1:2 em relacdo a DOX livre, compativel com o efeito
de antagonismo observado nessas razdes molares. Em contraste, um aumento
significativo de nucleos LR foi detectado ap0s os tratamentos SpHL-D-S 1:2 e 2:1.
Observou-se também que a encapsulacdo de DOX:SIM 1:1 e 1:2 resultou em
aumento significativo (p<0,001) nos nucleos LR em relacéo a forma livre na mesma
proporcdo. O aumento na propor¢ado de nucleos LR sugere um aumento na indugéo
da senescéncia (Filippi-Chiela et al., 2012).

A senescéncia induzida pela terapia também é um dos mecanismos subjacentes
pelos quais as terapias contra o cancer exercem atividade antitumoral (Prasanna et
al., 2021). Esse fato pode ser um dos fatores que explicaria a maior citotoxicidade e
sinergismo da razdo 2:1 sobre as demais. Portanto, investigacdes adicionais para
entender as vias moleculares que regulam a senescéncia em células tumorais podem

fornecer mais respostas.

Para células SK-BR-3, a porcentagem de distribuicdo dos tipos de nucleos foi
semelhante a MDA-MB-231 ap0s tratamento com SIM e DOX. Além disso, o
tratamento com SIM tem um efeito citotoxico menos pronunciado em comparacao
com os tratamentos com DOX. N&o foi observada diferenca significativa entre a DOX
livre ou lipossomal isolada ou associada a SIM em todas as raz6es molares avaliadas.
No entanto, o SpHL-D-S 1:2 apresentou reducao de nucleos LR em comparagdo com
SpHL-D-S 2:1 e 1:1. Esses resultados encontrados para MDA-MB-231 e SK-BR-3 séao

condizentes com os resultados discutidos em viabilidade celular.
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Figura 2 Distribuicdo morfométrica nuclear das linhagens celulares celular (A) MDA-
MB-231; (B) SK-BR-3 e (C) MCF-7, expostas a 80 nM de diferentes tratamentos por

48 horas.
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Para a linhagem celular MCF-7, ndo foi detectada diferenca significativa entre DOX
livre e outros tratamentos de forma livre ou lipossomal. Semelhante a linhagem SK-
BR-3, a encapsulagdo de DOX:SIM nas diferentes razdes molares avaliadas n&o
alterou a distribuicdo dos nucleos. Além disso, ndo foram observadas diferengas entre
razdes molares avaliadas na forma lipossomal. Mais estudos sdo necessarios para
elucidar os mecanismos de inducdo de senescéncia pelos farmacos. Matsumura e
colaboradores demostraram que a inducdo de senescéncia esta relacionda com a

inibicdo de y-glutamilciclotransferase nas células cancerigenas, e que essa inibicéo
pode variar de acordo com a linhagem celular. Segundo eles, a deplecédo de y-

glutamilciclotransferase na linhagem MDA-MB-213 se da pela regulacéo positiva de
pl6 'NK4A - em contraste com a linhagem MCF-7 é mediada pela p21 WAFUCIP1
(Matsumura et al., 2016). Essa regulacao positiva de inibidores de quinase (p16 'NK4A
ou p21 WAFRUCIPLy podem estar relacionados com as diferencas de respostas
encontradas, com relacdo a proporcdo de ndcleos senescentes entre as linhagens

analisadas nesse trabalho.

A Figura 3 representa as fotomicrografias de fluorescéncia dos nucleos MDA-MB-
231, SK-BR-3 e MCF-7 coradas com Hoescht 33342, nas quais podemos observar
um aumento evidente para as células expostas aos diferentes tratamentos quando
comparadas as células ndo tratadas. Essas caracteristicas correspondem a
morfologia fenotipica tipica da senescéncia. Também €& possivel observar as
diferentes distribuicbes dos nucleos LR e SR em relacdo ao controle N que néo

recebeu tratamento medicamentoso.

Figura 3 Fotomicrografias representativas de fluorescéncia de ndcleos de células de
cancer de mama da diferentes linhagens, coradas com Hoechst 33342, Controle —
sem tratamento (A) ou apds tratamentos na concentracdo de 80 nM: DOX livre (B);

SIM livre (C); DOX:SIM (1:1) (D); DOX:SIM (1:2) (E); DOX:SIM (2:1) (F) SpHL-D (G);
SpHL-S (H); SpHL-D-S (1:1) (I); SpH-D-S (1:2) (J) ou SpHL-D-S (2:1) (L), por 48 h.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Matsumura%20K%5BAuthor%5D
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MCF-7

Alguns dos diferentes fenotipos morfométricos de nucleos observados sédo indicados. N, normal; SR,
apoptético; LR, senescente. Imagens um representante de trés experimentos independentes.
Aprimoramento 40x.

4 Ensaio de migracao

A migracéo celular est4 envolvida em varios processos cruciais para células normais,
como reparo e regeneracdo de tecidos. No entanto, as células cancerosas sdo
caracterizadas por uma migracdo celular aberrante que leva a invasdo de tecidos

adjacentes e metastases (Suarez-Arnedo et al., 2020).

O movimento das células cancerosas para o tecido ao redor do tumor e para a
vasculatura é o primeiro passo para a instalacdo de canceres metastaticos.
Estratégias que inibem a motilidade celular podem reduzir a disseminacéo de células
cancerosas (Sahai, 2005). Existem diversos mecanismos que as células podem
empregar para iniciar e progredir a invasao de tecidos adjacentes e os tratamentos

farmacoldgicos podem influenciar esses processos (Hulkower & Herber, 2011).

O ensaio de migragdo tem sido utilizado para prever a influéncia de tratamentos
contra o cancer em que a inibigdo da motilidade celular é de grande importancia (Silva
et al., 2019). Este ensaio, também conhecido como “cicatrizacédo de feridas”, permite

a observacgao da migracéao celular bidimensional (2D) em culturas de monocamadas
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de células confluentes. Assim, a migracdo 2D torna possivel prever alguns
mecanismos subjacentes do movimento celular, incluindo contratilidade, adesao e
rearranjo do citoesqueleto (Galarza et al., 2020). Aqui, 0os experimentos foram
realizados em condigbes de “inani¢ao celular’” usando FBS a 1% para garantir o
fechamento da ferida por migracdo e nao por proliferacdo celular. Além disso, as
feridas foram avaliadas em 24 horas, pois periodos de estudo mais longos podem

nao permitir a distingdo entre proliferagéo e migracéo celular (Franco et al., 2019).

Fotomicrografias de contraste de fase representativas das feridas de controle e apds
24 horas de exposicdo aos tratamentos de lipossomas, na linhagem MDA-MB-231,
sdo mostradas na Figura 4. Na Tabela 4 estdo resumidos os resultados dos

tratamentos com DOX e SIM livre ou encapsulado.

Figura 4 Fotomicrografias de contraste de fase representativas de linhagens de
células MDA-MB-231 e MCF-7 expostas a “ferida zero” (A) ou expostas 80 nM de
tratamentos: DOX livre (B); SIM livre (C); DOX:SIM (1:1) (D); DOX:SIM (1:2) (E);
DOX:SIM (2:1) (F) SpHL-D (G); SpHL-S (H); SpHL-D-S (1:1) (I); SpH-D-S (1:2) (J)
ou SpHL-D-S (2:1) (L), por 24h.

MDA-MB-231




MCF-7

As imagens séo representativas de trés experimentos independentes. Ampliacéo 5x.

Tabela 4 Porcentagem de migracao celular em relacao ao controle para as
diferentes linhagens celulares avaliadas quando expostas a diferentes propor¢oes

de farmacos livres ou coencapsulados em lipossomas.

Tratamentos MDA MB 231 MCF7

DOX 89,8 + 6,0 90,1 + 6,0

SIM 39,7+5,02 37,9+ 4,32
DOX:SIM (1:1) 47,9 +10,5°¢ 49,2 + 3,7
DOX:SIM (1:2) 421+6,72 22,0+7,82
DOX:SIM (2:1) 27.8+4722 28,3+8,12
SpHL-DOX 90,6 +5,8 87,9 +3,0
SpHL-SIM 245+24° 32,6+8,8"
SpHL-D-S (1:1) 252 +272b 419+54°
SpHL-D-S (1:2) 248+ 46" 429+ 1,3°
SpHL-D-S (2:1) 15,5+ 5,7 24,7 £2,2°

adiferenca significativa comparado ao tratamento com DOX livre; ° diferenca significativa comparado
ao tratamento com SpHL-D; “diferenca significativa comparado ao tratamento com DOX:SIM 2:1. Os

dados para as linhagens celulares MDA-MB-231 e MCF-7 foram transformados como y = log(valor+1).

Diferenca significativa foi considerada para valores de p < 0,05 (teste de Tukey).
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Como pode ser visto na Tabela 4, DOX livre ou SpHL-D néo inibiram a migracao
celular para MDA-MB-231 e MCF-7. No entanto, todos os tratamentos contendo SIM
reduziram, significativamente, a porcentagem de migracao celular em relagcdo aos
tratamentos contendo apenas DOX para ambas as linhagens celulares, exceto o
tratamento DOX:SIM 1:1 que ndo apresentou diferenca significativa em relacdo a
DOX livre. Na linhagem MDA-MB-231, observou-se que os tratamentos combinados
DOX:SIM 1:2 e 2:1 na forma livre inibiram, respectivamente, 2 e 3 vezes mais a
migragdo celular em relacdo a DOX livre. Enquanto a terapia SpHL-D-S nas razdes
molares 1:1 e 1:2 foi cerca de 3 vezes mais inibitéria, e para a razao 2:1, cerca de 6

vezes mais inibitéria, quando comparadas com SpHL-D.

Quanto a linhagem MCF-7, observou-se que os tratamentos combinados DOX:SIM
1:2 e 2:1 foram, respectivamente, 4 e 3 vezes mais inibidores de migracdo em relagéao
a DOX livre. O SpHL-D-S 1:1 e 1:2 inibiram 2 vezes mais; enquanto SpHL-D-S 2:1

inibiu a migracao celular 3 vezes mais do que SpHL-D.

Em resumo, o ensaio de migragcdo mostrou que o tratamento com DOX isoladamente
nao foi capaz de inibir a migragéo celular e, de acordo com os achados da literatura,
a DOX poderia favorecer a mobilidade celular. Mas a adicdo de SIM ao tratamento
com DOX permitiu uma inibicdo significativa dessa migracdo. Considerando as
combinac¢des de DOX e SIM em diferentes razdes molares, foi observada diferenca
significativa na porcentagem de migracdo somente no tratamento DOX:SIM 1:1 em
relacdo ao DOX:SIM 2:1, na linhagem MDA-MB-231. Entre todos o0s outros
tratamentos associando DOX e SIM livres ou em lipossomas nao foi observada

diferenca significativa, em ambas as linhagens celulares (MDA-MB-231 e MCF-7).

O envolvimento da SIM na inibicdo da migracao celular ainda precisa ser melhor
elucidado, mas ja foi demonstrado que esse farmaco é capaz de impedir 0 movimento
das células tumorais. Mandal e colaboradores, demonstraram que a SIM atenuou a
migracao e invasao de células tumorais MDA-MB-231 por mecanismos dependentes
da via do mevalonato (Mandal et al., 2011). A SIM pode inibir proteinas de sinalizacao
celular que estdo associadas a propriedades de migracao de células tumorais, como
RhoA, NF-kB e metaloproteinase-9 de matriz. Além disso, a SIM também pode induzir

a desorganizacéao do citoesqueleto de actina e o desaparecimento do local de adeséo
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focal (Beckwitt et al., 2018b; Buranrat et al., 2017b, 2022; Wu et al., 2009). Também
foi descrito que a SIM pode inibir a migracdo celular reprimindo a expressao da

proteina 61 rica em cisteina (Cyr61) (Chen et al., 2017).

Em contraste, h& relatos de que a capacidade migratdria das células do cancer de
mama aumentou apos o tratamento com DOX. Liu e colaboradores, relataram que
houve um aumento de 1,56 vezes na capacidade migratoria das células MCF-7 apés
o tratamento com DOX (Liu et al., 2019). Isso ocorre possivelmente porque a DOX
aumenta os niveis de TGF-B, o que leva ao aumento da motilidade celular e da
invasividade (Biswas et al.,, 2007). Sung e colaboradores sugerem que a
guimioterapia com DOX pode aumentar o risco de metastase de células de cancer de
mama ao ativar o DCAF13 (Sung et al., 2021).

O cancer de mama humano SK-BR-3 € ndo metastatico, em tentativas de ensaios de
invasdo, essa linhagem celular ndo mostrou invasividade, portanto, ndo foi utilizada

nessa etapa do estudo (Liu et al., 2019; Miskey et al., 2022).

Esses estudos celulares in vitro mostraram claramente a diferenca de resposta das
linhagens celulares aos tratamentos. Além disso, foram importantes como triagem
para selecionar a melhor razdo molar em DOX e SIM para prosseguir com as
caracterizacbes da formulacdo e orientar futuras investigaces. Como relatado
previamente, o tratamento com SpHL-D-S 2:1 mostrou efeito sinérgico em todas as
fracOes avaliadas e frente todas as linhagens tumorais de mama humana avaliadas,
portanto essa razao foi utilizada para uma caracterizacdo mais detalhada no que diz

respeito a estabilidade e avaliacdo morfolégica.

5 Estabilidade de armazenamento

O estudo da estabilidade fisica dos lipossomas é extremamente relevante pois
permite conhecer sobre o extravasamento dos farmacos encapsulados e possiveis
fendmenos de agregacao e fuséo das vesiculas e, ambos os processos podem afetar
a efetividade terapéutica (Pentak et al., 2022). Dessa forma, a estabilidade da
disperséo liquida do SpHL-D-S foi verificada em termos de teor de encapsulacao,
diametro médio, IP e potencial zeta, durante 90 dias de armazenamento. Nao foram

observadas altera¢des notaveis no tamanho da vesicula, IP (Figura 5A) e potencial
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zeta (dados ndo mostrados) por pelo menos 90 dias a 4°C. Em relacéo a estabilidade

da retencdo de DOX e SIM, ambas se mantiveram estaveis durante os primeiros 15

dias. No entanto, a partir do 15° dia, observou-se uma reducao gradual e significativa

de SIM, chegando a cerca de 50% em 90 dias. A concentragdo de DOX néao foi

alterada ao longo do tempo.

Figura 5 Tamanho e IP de SpHL-D-S 2:1 (A) mantido a 4°C na forma liquida; (B)
SpHL-D-S preparado por reconstituicdo de SpHL-S liofilizado e % de retencéo dos

farmacos (C) mantido a 4°C na forma liquida e (D) reconstituicdo de SpHL-S

liofilizado, por 90 dias.
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Essa reducéo no conteudo pode ser devido a sensibilidade da SIM a umidade, uma

vez que, contém um anel de lactona labil a hidrélise. O composto hidrolisado da SIM

€ um hidroxiacido (Figura 6) que apresenta menor lipofilicidade do que a SIM

comprometendo sua interacdo na bicamada lipossomal (Chen et al., 2012). Portanto,

€ essencial evitar a hidrolise. A estratégia deste trabalho foi 0 armazenamento de

SpHL-S na forma liofilizada para reconstituicdo no momento do uso.
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Figura 6 Estrutura quimica da SIM e seu mecanismo de hidrolise.
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A forma liofilizada fornece uma solucdo para problemas de estabilidade de
armazenamento de dispersdes lipossomais aquosas, ha medida em que produz um
produto seco que pode ser armazenado por um longo tempo e hidratado
imediatamente antes do uso (Lee, 2020). Desta forma, contornamos a instabilidade

guimica causada pela hidrélise nas moléculas de SIM, Figura 5C.

O processo de liofilizagdo, mesmo com o uso de lioprotetores, pode causar estresse
as vesiculas lipossomais e, no momento da reconstituicdo, as particulas podem se
agregar, gerando um diametro maior como visto na Figura 5B (Mura et al., 2021).
Mesmo com o aumento do diametro, as vesiculas passaram a ter 27749 nm e,
portanto, permanecem adequadas para administracao intravenosa. O IP, por outro
lado, permanece estavel durante o armazenamento, indicando a manutencédo da
homogeneidade e no potencial zeta ndo foram observadas alteracdes significativas
em relacdo a dispersédo coloidal. Os valores de tamanho de vesicula, IP e potencial
zeta permaneceram inalterados durante pelo menos 90 dias de armazenamento a -
20 °C. Além disso, o conteudo de SIM permaneceu proximo a 100 %, assim como a

capacidade de encapsulamento de DOX, por pelo menos 90 dias (Figura 5D).

6 Estudo de liberacao
Um perfil de liberagdo in vitro revela informacdes importantes acerca do
comportamento da formulacdo em pH diferentes (Hua, 2014). O perfil de liberag&o

DOX e SIM a partir do SpHL-D-S (2:1) foi avaliado pelo método de dialise em dois
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valores de pH (7,4 e 5,0). Conforme mostrado na Figura 7, a liberacéo do farmaco foi
dependente do pH do meio e do tempo. Apds 1 h, SpHL-D-S incubado em pH 5,0 ja
apresentava maior liberagcdo de DOX em relacédo ao pH 7,4. Apds 24 h, 89,5 + 0,8%
de DOX foi liberada em pH 5,0, enquanto apenas 69,8 + 1,5% de DOX foi liberada em
pH 7,4. Em relacdo a SIM encapsulada, sua liberacdo foi mais controlada, porém
também foi mais significativa em pH 5,0 em relacéo ao pH 7,4, apés 4h. Apés 24 h,
65,1 + 2,1% de SIM foi liberado em pH 5,0, enquanto em pH 7,4 caiu para 55,6 + 2,3%
de SIM.

Figura 7 Perfil de liberacdo de SpHL-D-S em pH 7,4 (A) e pH 5,0 (B) e avaliacdo do

diametro da vesicula (C) em diferentes tempos.
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Mudancas significativas no didametro da vesicula também foram observadas em pH
5,0 a partir de 1h (Figura 7C). Em pH 7,4; o tamanho da vesicula nao foi alterado por
24 h, enquanto um aumento significativo foi observado no diametro das vesiculas a
partir de 1h, em pH 5,0 (142,6 + 1,9 nm no tempo 0 e 176,7 £ 3,1 nm no tempo 24 h).
O aumento do tamanho da vesicula também é indicativo de que o SPHL-D-S
responde a variacao do pH, uma vez que o pH baixo leva a agregacao das vesiculas

e/ou fusdo da membrana (Paliwal et al., 2012).

Alteracbes no comportamento de liberacdo de DOX e SIM, bem como uma mudanga
significativa no diametro das vesiculas em pH 5,0 sugerem que a sensibilidade ao pH
dos lipossomas ao meio acido foi preservada, mesmo com a adicdo de SIM a
bicamada lipidica. Assim, o SpHL-D-S tem potencial para entregar DOX na regiao
tumoral, visto que essas vesiculas serdo capazes de liberar seu conteudo quando em

contato com a regiao tumoral mais acida (Gomes et al., 2022). O CHEMS sofrera
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protonacdo em ambiente &cido, principalmente nos endossomos, causando
desestabilizacdo da bicamada lipidica, levando a liberacdo do farmaco (Kang et al.,
2017).

Além disso, pode-se supor que no ambiente ndo tumoral o pH seja fisiologico (pH 7,4)
uma maior propor¢ao dos farmacos permaneceria circulando retidos nos lipossomas
por mais tempo e, com isso, poderia levar a uma menor toxicidade em tecidos normais
(Roque et al., 2019).

7 Crio-TEM

A analise morfoldgica das vesiculas SpHL-D-S foi realizada por crio-TEM (Figura 8).
A crio-TEM é adequada para estudar a integridade da bicamada lipidica, bem como,
as mudancas de forma devido a incorporacéo de farmacos (Meister & Blume, 2017).
Em geral, as vesiculas sdo esféricas, unilamelares e de didametro razoavelmente
uniforme (Figura 8). Podem ser observados cristais no interior das vesiculas, essas
estruturas foram denominadas, em 1992, de “gréos de café” e representam os cristais
de sulfato de DOX dentro dos lipossomas (Lasic et al.,, 1992). Esta descoberta
confirma a DOX intra-lipossomal na forma de cristal de sulfato de DOX. Outro detalhe
na estrutura do SpHL-D-S que pode ser notado pelas imagens crio-TEM (Figura 8),
sdo as formas das vesiculas ndo esféricas. Isso também se deve a presenca de
cristais de DOX que forcam uma mudanca na forma das vesiculas de esféricas para

nao esféricas (Barenholz, 2012).

Figura 8 Fotomicrografia CryoTEM de SpHL-D-L 2:1
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Setas amarelas indicando cristais de sulfato de DOX dentro dos lipossomas

8 Concluséo

Neste estudo, desenvolvemos uma nova formulagéo de lipossomas sensiveis ao pH
contendo DOX e SIM. Nossos resultados mostram que este sistema € estavel na
forma liofilizada por pelo menos 90 dias e responde a mudancas no pH. Os dados de
viabilidade, CI e NMA apontam que os farmacos na razdo molar 2:1 podem atuar
sinergicamente melhorando os resultados inibitorios da proliferacdo e inducédo da
morte das células do cancer de mama. Além disso, os resultados da migracédo
reforcam que a combinacdo de DOX e SIM melhora significativamente a inibicdo da
proliferacdo celular. No entanto, mais estudos sé&o necessarios para entender os

mecanismos moleculares envolvidos.

Em resumo, o presente estudo identificou uma nova estratégia para potencial terapia
combinada, utilizando uma formulacdo com propriedades fisico-quimicas,
comportamentos de liberagéo e potencial resposta antitumoral para terapia in vivo do

cancer de mama.

CAPITULO Il
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INVESTIGACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL LIPOSSOMAS pH-SENSIVEIS
COENCAPSULANDO DOXORRUBICINA E SINVASTATINA EM UM MODELO
ANIMAL DE CANCER DE MAMA MURINO.

1 Estabilidade bioldgica in vitro

A estabilidade bioldgica in vitro € um pré-requisito para o uso de lipossomas como
carreadores de farmacos in vivo, uma vez que eles devem circular e reter o farmaco
por tempo suficiente para o acesso efetivo e interagdo com o tecido alvo (Nakhaei et
al., 2021). O tamanho e o IP de SpHL-D-S 1:1 apdés incubacdo em NacCl (0,9% p/v) e
RPMI mostrou estabilidade adequada em simulac6es de condi¢des biolégicas (pH 7,4
e 37°C), por até 24h. Nao houve alteracdo no tamanho de vesiculas entre controle, e
os incubados em NaCl e RPMI, sendo, respectivamente, valores de diametro durante
as 24h de 138 nm = 0,7; 135 nm + 0,8 e 135 nm + 1,5 e IP abaixo de 0,3

permanecendo um sistema monodisperso (Figura 1A e B).

Por outro lado, as medi¢cbes apds incubagdo em plasma sanguineo murino
apresentaram um diametro cerca de 1,5 vezes inferior aos demais meios de
incubacédo, bem como um IP cerca de 1,6 vezes maior. Isso se deve a presenca de
duas populacbes com diametros diferentes sendo, aproximadamente, 90% das
particulas com 137 nm e 10% com diametro de 20 nm, como representado na Figura
2. Sabe-se que solucbes contendo mais de 0,07% de plasma sanguineo apresentam
ruido que tornam inconclusivas as medidas por DLS, pois a presenca de
componentes do préprio plasma sanguineo dificultava a determinacao do sinal das
particulas (Bannon et al., 2021). Com base nisso, podemos sugerir que a presenca
de particulas menores no plasma levou a um abaixamento do didmetro médio e ao
aumento do IP. Portanto, pode-se inferir que o SpHL-D-S apresentou boa
estabilidade, independente do meio, sem alteracéo significativa no diametro médio
das particulas em 24 h e pode ser considerado adequado para ensaios in vitro e in

Vivo.

Figura 1 Ensaio de estabilidade biol6gica em varios fluidos bioldgicos, SpHL-D-S

diluido quatro vezes em NaCl, RPMI ou plasma murino. A) Diametro B) IP
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2 Estudo de viabilidade celular e sinergismo em linhagem 4T1

A avaliacéo da citotoxicidade foi realizada em células tumorais de cancer de mama
murino 4T1, essa linhagem pertence ao subtipo de cancer de mama triplo negativo,
gue é agressivo e metastatico (Arroyo-Crespo et al., 2019). Vale destacar que essa €
a primeira vez que um estudo de viabilidade celular entre DOX e SIM frente a

linhagem celular 4T1 é descrito.

Conforme demonstrado na Tabela 1 o tratamento com apenas um dos farmacos,
DOX ou SIM, induziu um efeito na inibicdo do crescimento celular. Embora os valores
de Clso para os tratamentos contendo apenas DOX ndo apresentem diferencas
significativa para as combinacdes DOX:SIM, em concentracbes mais altas (>
0,15uM), a coadministracdo, para as razdes 1:1 e 1:2, apresenta maior citotoxicidade
do que a DOX isolada (Figura 3). Os valores de Clso ndo apresentam diferenca
significativa entre as raz6es molares investigadas, no entanto, € possivel observar
(Figura 3) que a citotoxicidade dos tratamentos com DOX:SIM 2:1 nas concentracdes
mais altas foi inferior em relacdo as demais razées molares, exceto na concentracao
de 1,25uM. Sadeghi-Aliabadi e colaboradores avaliaram a associagéo de DOX e SIM
livres frente a linhagem celular Hela e concluiram que a associacao pode resultar em
maior taxa de apoptose do que cada farmaco isoladamente (Sadeghi-Aliabadi et al.,
2010).

Tabela 1 Valores de Clso obtidos para linhagem celular 4T1 quando expostas a

diferentes razées molares entre DOX e SIM livres e coencapsuladas em SpHL, por

48h.
Tratamentos Forma livre SpHL
(razdo molar) Clso (UM) Clso (UM)
DOX 0,1026 + 0,07 0,1643 + 0,09
SIM 0,0770 + 0,02 0,0680 + 0,02
DOX/SIM (1:1) 0,0262 + 0,01 0,0276 + 0,01
DOX/SIM (1:2) 0,0386 + 0,01 0,0380 + 0,01
DOX/SIM (2:1) 0,1081 + 0,05 0,1028 + 0,05

Foram realizados trés experimentos independentes em dias e passagens celulares diferentes. Os

valores sdo expressos como media + DP.
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Figura 3 Citotoxicidade de diferentes tratamentos com farmacos (DOX e SIM) livres

ou encapsulados em lipossomas frente as células tumorais de mama murino 4T1
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Os valores de Clso também permitem constatar que o encapsulamento dos farmacos
em lipossomas nédo alterou a citotoxicidade frente a linhagem celular 4T1 quando
comparada com os tratamentos livres. Esse resultado esta de acordo com estudos

prévios nos quais ndo foi observada citotoxicidade em células tratadas com
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lipossomas brancos de DSPE-PEG, DOPE e CHEMS, sugerindo que esse veiculo

nao é toxico (Silva et al., 2018; Franco et al., 2019).

Apesar de os lipossomas contendo DOX e SIM néo exibirem superioridade frente a
linhagem 4T1 em relagdo as mesmas razdes nas formas livres, a literatura relata
importantes ganhos da entrega simultanea de farmacos a partir de nanocarreadores
para as células tumorais. Entre as possiveis vantagens desses estdo o aumento da
eficacia terapéutica e a reducédo da toxicidade, uma vez que, eles possibilitam os
farmacos alcancarem os alvos celulares nas razdes sinérgicas esperadas (Harasym
et al., 2010).

Para analisar de forma abrangente a possivel sinergia entre DOX e SIM os dados
obtidos no estudo de citotoxicidade foram submetidos a analise de efeito mediano
utilizando o software CalcuSyn para as diferentes propor¢cdes molares tanto dos
farmacos livres quanto coencapsulados. A classificacdo do IC encontrado para as
combinacdes de DOX e SIM foi baseada nos diferentes graus estabelecidos por
CHOU, sendo considerado efeito sinérgico IC < 0,9; efeito aditivo IC entre 0,9 e 1,45
e efeito antagonico IC > 1,45 (Chou, 2006).

7

Na Figura 4 é possivel verificar os valores dos indices de combinacdo nas
concentracfes de inibicdo celular de 50, 75 e 90%. Sabe-se que para terapias
anticancer o ideal seria 0 sinergismo em todas as concentrac¢des de inibigcao celular
(Feng et al., 2014). Para os tratamentos com DOX:SIM 1:1 foi observado efeito
sinérgico para todas as concentracfes de inibicdo. Para a combinacéo 1:1 na forma

livre e coencapsuladas o IC médio foi 0,80 + 0,09 e 0,67 £ 0,14; respectivamente.

Portanto, a razdo molar 1:1 se mostrou mais relevante para o tratamento da linhagem
4T1 tanto na forma livre, quanto na formulagdo lipossomal. Vale novamente
mencionar, que mesmo que a formulacdo lipossomal tenha tido efeito sinérgico
semelhante a combinacdo de farmacos livres na razdo 1:1, os lipossomas pH-
sensiveis podem apresentar as vantagens, como a entrega da razao pretendida na
regido tumoral e a reducédo da toxicidade (Zhao et al., 2016). Esses resultados
permitem sugerir que a adicao equimolar de SIM ao tratamento com DOX, melhora a

atividade frente células 4T1.
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Figura 4 Grafico representando fracdo afetada versus indice de combinacéo (IC)

para combinacdes DOX e SIM livres ou coencapsuladas em lipossomas.
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3 Anélises morfométricas nucleares (NMA)

Como relatado anteriormente, os nucleos das células apos exposicao aos diferentes
tratamentos foram classificados em: ndcleos normais, nucleos SR, o0s quais
correspondem tipicamente a células apoptéticas, nucleos | caracteristicos de células
mitéticas danificadas, e LR os quais correspondem a nucleos de células senescentes
(Adami et al., 2021).

A Figura 5 apresenta fotomicrografias de fluorescéncia de nucleos 4T1 corados com
Hoescht 33342, em que o0 aumento nuclear para células expostas aos diferentes
tratamentos é visivel quando comparado a células ndo tratadas. Além disso,

encontramos um aumento de nucleos irregulares, principalmente elipticos.

A analise morfométrica do tamanho e da irregularidade dos nudcleos na linhagem
celular 4T1 confirma um aumento no percentual de nucleos LR apos os tratamentos
gue contém DOX, o que, portanto, sugere o aumento de senescéncia. O alargamento
nuclear € uma caracteristica que ocorre frequentemente em resposta a quimioterapia,
conhecida como senescéncia induzida por terapia, a qual é processo de
envelhecimento das células acelerado, que leva a interrup¢do do ciclo celular

limitando assim a sua proliferacdo descontrolada (Morales-Valencia & David, 2021).
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Figura 5 Fotomicrografias de fluorescéncia de nucleos de células de cancer de

mama 4T1 coradas com Hoescht 33342, Controle — sem tratamento (A); apos

diferentes tratamentos na concentracdo de 80 nM: DOX livre (B); SIM livre (C);
DOX:SIM (1:1) (D); DOX:SIM (1:2) (E); DOX:SIM (2:1) (F) SpHL-D (G); SpHL-S (H);
SpHL-D-S (1:1) (I); SpH-D-S (1:2) (J) ou SpHL-D-S (2:1) (L), por 48 h.

N, normal; LR, grande e regular; SR, pequeno e regular e I, irregular. As imagens séo representativas

de trés experiéncias independentes. Ampliagdo 40X.

Na Figura 6 é possivel observar que cerca de 37% dos nucleos das células tratadas
com DOX livre apareceram com morfometria normal, enquanto que para SIM livre os
nucleos N corresponderam a cerca de 77%. Em relagdo aos ndcleos LR observamos
em torno de 51% para tratamentos com DOX e apenas 6% para o tratamento com
SIM livre, sugerindo menor influéncia na alteracdo nuclear apds o tratamento com
SIM comparado a DOX. Além disso,ndo foram observadas diferencas significativas
entre os tratamentos combinando DOX:SIM e DOX nas formas livres. Por outro lado,
a encapsulacdo da DOX (SpHL-D) induziu um aumento significativo de células
apoptoticas e reducdo de células em senescéncia quando comparado com o

tratamento com a DOX livre.
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Em relacao as células tratadas com SpHL-D o percentual de nucleos normais foi de,
aproximadamente, 47%; contra 75% para o tratamento com SpHL-S. E no que se
refere aos nucleos LR foram encontrados cerca de 31% e 2% para as células tratadas
com SpHL-D e SpHL-S, respectivamente. Todos 0s outros tratamentos variaram em

uma faixa de 9 a 23% de nucleos SR, conforme mostrado na Figura 6.

Figura 6 Distribuicdo morfométrica nuclear de ndcleos de células de cancer de

mama 4T1 expostas a 80 nM de diferentes tratamentos por 48 h.

DOX livre
SIM livre
DOX:SIM 1:1
DOX:SIM 1:2
DOX:SIM 2:1
SpHL-D
SpHL-S
SpHL-D-S 1:1
SpHL-D-S 1:2

100~
SpHL-D-S 2:1

% de nucleos

N SR + 1 LR

Os dados apresentados representam a média + SD de trés experimentos independentes. @ representa

diferenca significativa do tratamento SpHL-D-S 1:1 (teste Bonferroni).

Ja o co-tratamento (SpHL-D-S) potencializou o alargamento nuclear induzido pela
DOX nas razdes molares 1:1. No tratamento SpHL-D-S 1:1 ocorreu uma diminui¢ao
de 2 vezes na porcentagem de nucleos N e um aumento significativo de 1,5 vezes
nos nucleos LR, em relagdo ao SpHL-D. No entanto, a razdo molar 2:1 apresentou
um resultado inverso, no qual a porcentagem de nucleos N foi 1,5 vezes superior e a
de LR foi 2 vezes menor, em comparacgao ao tratamento com SpHL-D. Além disso, o
tratamento com SpHL-D-S 1:1 aumentou a porcentagem de nudcleos grandes e

regulares e reduziu a porcentagem de ndcleos normais, em relacdo a razdo molar 2:1
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em cerca de 3 vezes. Esses resultados estdo de acordo com o encontrado no teste
de sinergismo, uma vez que, a razdo molar 1:1 se mostrou sinérgica e a 2:1

antagonica.

4 Ensaio de migracao

Na biologia celular experimental, migracdo e invasao séo fendmenos distintos. A
migracdo € o movimento direcionado das células sem passar por barreiras
obstrutivas, enquanto a invasao requer atravessar barreiras e, portanto, é
necessariamente acompanhada de remodelacdo da matriz extracelular (Kramer
2012). A migracao celular é parte integrante em praticamente todas as etapas da
complexa cascata metastatica, por isso, mesmo que isoladamente, sua investigacao

in vitro é util na triagem de inibidores (Liang et al., 2007).

Portanto, determinar a capacidade migratéria de células tumorais é relevante para
novas estratégias de prognéstico e tratamento do cancer. O ensaio de cicatrizacao
de feridas, realizado nesse trabalho, permite a observacdo da migragéo celular
bidimensional (2D) em culturas de monocamadas células confluentes. Portanto, o
fechamento das feridas foi avaliado 24 h apds a exposicao aos diferentes tratamentos
e para garantir que os resultados fossem devidos exclusivamente a migracao celular
e nao a proliferacdo celular, os experimentos foram realizados em menor
concentracdo de SFB (1%). Os efeitos dos tratamentos no teste de migracdo estao

representados na Figura 7.



84

Figura 7 Porcentagem de migracao celular em relacdo ao controle para as células
4T1 avaliadas quando expostas a diferentes tratamentos na concentracéo total de
80 nM por 24 horas.
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O tratamento com DOX livre suprimiu a migracao de células 4T1 cerca de 1,6 vezes
menos em comparacao com SIM livre. Na forma lipossomal a diferenca foi de 3 vezes
entre SpHL-D e SpHL-S. Fotomicrografias de contraste de fase representativas dos
arranhdes apds 24 h de exposicio aos tratamentos so apresentadas na Figura 8. E
descrito que a DOX pode causar o aumento da atividade metaloproteinases de matriz,
especialmente a MMP-9, que estdo envolvidas nas etapas criticas na migracao de

células 4T1 (Yunita et al., 2020).

Todos os tratamentos combinados de DOX:SIM, seja na forma livre quanto em
lipossomas reduziram significativamente a porcentagem de migracao celular em
comparacao com os grupos DOX ou SpHL-D. Mas ndo foram observadas diferencas
estatisticamente diferentes entre as razdes molares testadas. Quando as células
foram tratadas com SIM, a porcentagem de migracdo em relacdo ao controle foi de
55,9 £ 3. E foi significativamente menor que a coadministragéo livre DOX:SIM nas
razoes 1:1 e 1:2, sendo respectivamente, 39,9 + 3,0 e 35,3 £ 4. Nenhuma diferenca
na migragao foi observada entre o tratamento com SpHL-S e as combinag6es SpHL-
D-S em todas razbes molares investigadas. Esses resultados sugerem que a
combinacdo DOX:SIM pode inibir a migragéo induzida pela DOX.
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Figura 8 Fotomicrografias de contraste de fase das feridas de células de cancer de

mama 4T1 da “ferida zero” (A) ou expostas a 80 nM de DOX livre (B); SIM livre (C);

DOX:SIM (1:1) (D); DOX:SIM (1:2) (E); DOX:SIM (2:1) (F) SpHL-D (G); SpHL-S (H);
SpHL-D-S (1:1) (I); SpH-D-S (1:2) (J) ou SpHL-D-S (2:1) (L), por 24h.

As imagens sao representativas de trés experiéncias independentes. Ampliacéo 5X.

5 Atividade antitumoral in vivo

O desempenho terapéutico in vivo dos diferentes tratamentos foi estudado em
camundongos BALB/c portadores de tumor 4T1 em um total de quatro doses (nos
dias DO, D2, D4 e D6), conforme descrito ha metodologia desse trabalho. O grupo
controle, tratado com SpHL branco, apresentou perfil de crescimento tumoral rapido
atingindo um volume tumoral de aproximadamente 500 mm® no D8, dada a
agressividade e alta taxa de proliferacdo celular dessa linhagem. Todos os demais
tratamentos suprimiram o crescimento do tumor em comparag&o com o grupo controle
(Figura 9).

Nenhuma diferenca significativa foi observada no volume tumoral dos animais que
receberam DOX livre, SIM livre ou SpHL-S. O grupo tratado com SpHL-D-S
apresentou a menor taxa de crescimento tumoral, no D8 em relacdo ao grupo

DOX:SIM, mas néo apresentou diferenca significativa em relagéo ao grupo SpHL-D.
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Figura 9 Efeito de diferentes tratamentos no crescimento tumoral de camundongos
BALB/c portadores de tumor 4T1.
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Entre as possiveis vantagens da coencapsulacdo em relacao a forma livre tem-se a
possibilidade de os farmacos alcancarem os alvos celulares simultaneamente. E
ainda que nao exista diferenca significativa entre SpHL-D-S e SpHL-D em relacdo ao
volume tumoral, sabe-se que a SIM tem potencial de manter a eficacia terapéutica
com reducdo da toxicidade (Duarte et al., 2021; Zhang et al., 2016). Até onde
sabemos, este foi 0 primeiro estudo que avaliou o efeito de DOX e SIM combinados
no combate as células cancerigenas 4T1, sendo necessarios mais estudos para

investigar os mecanismos envolvidos nesse processo.

Os dados de VRT foram apresentados na Figura 10. Embora ndo tenham sido
observadas diferencas significativa entre os grupos DOX livre, SpHL-D, DOX:SIM e

SpHL-D-S, todos eles foram significativamente menores em relagéo ao controle.
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Figura 10 Analise de volume relativo do tumor (VRT) para cada tratamento.
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A Figura 11 representa os tumores removidos dos camundongos apds o0s
tratamentos. Essa imagem confirma os valores de VRT, os tumores do grupo controle

e tratados apenas com SIM (livre ou encapsulada) sao visivelmente maiores que 0s
demais grupos.

Figura 11 Fotografias dos tumores apds dissecc¢ao.
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6 Analise histopatolégica

A andlise histolégica para identificac@o de areas de necrose e metastase foi realizada
no tumor primario, coracdo, pulmdes, figado e rins em todos 0s grupos experimentais.
Os tumores apresentaram necrose, independente dos tratamentos, como pode ser
observado na Figura 12.

Figura 12 Fotomicrografias de tecido tumoral de camundongos no (A) grupo
controle; (B) SIM livre; (C) SpHL-S; (D) DOX livre; (E) SpHL-D; (F) DOX:SIM livre e
(G) SpHL-D-S.

Setas amarelas indicam infiltracdo de celulas tumorais em fibras musculares do tecido adjacente ao

tumor primario. Coloracdo HE, amplificacdo 40X.

Além disso, é possivel observar nas imagens dos tumores dos grupos tratados
apenas com DOX (Figura 12 D e E) infiltracéo celular invasora de células tumorais

entre as fibras musculares.
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O cancer de mama 4T1 é altamente tumorigénico, invasivo e capaz de metastatizar

espontaneamente do tumor primario para érgaos distantes, sendo considerado um

modelo que compartilha caracteristicas moleculares substanciais com o TNBC

humano (Schrors et al., 2020). A analise histolégica dos pulmbes (Tabela 2 e Figura

13) mostraram focos de metastases extensos e multiplos em camundongos em todos

0S grupos, com excecao apenas dos grupos que receberam DOX livre e SpHL-D-S.

Tabela 2 Focos metastaticos em pulmdes apds administragcéo intravenosa dos

diferentes tratamentos em camundongos BALB/c transplantados subcutaneamente

com células de cancer de mama 4T1.

Pontuacéao

Animal

A W N PR

SpHL SIM SpHL-S| DOX SpHL-D | DOX:SIM | SpHL-D-S
+++ 0 ++ 0 + ++
++ + 0 ++ +
++++ ++ + 0 +
++++ 0 ++ 0 + +

Os dados foram expressos por pontuagdo: 0, nenhuma metédstase detectada; +, 1-2 focos

metastaticos; ++, 3-4 focos; +++, 7-8 focos; + + + + >, 9 focos metastaticos nos pulmdes.

Figura 13 Cortes histolégicos de pulmdes de camundongos BALB/c fémeas
portadoras de tumor de mama 4T1 sendo no (A) grupo controle; (B) SIM livre; (C)
SpHL-S; (D) DOX livre; (E) SpHL-D; (F) DOX:SIM livre e (G) SpHL-D-S.
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As setas amarelas indicam focos metastaticos. Coloracdo HE, ampliag&o de 20X.

O tratamento com DOX livre foi capaz de prevenir metastases pulmonares, enquanto
o tratamento com SpHL-D-S apresentou certa de 45% menos focos metastaticos, em

comparagéo ao controle.

Com relacao ao figado, foram observados multiplos focos de metastase nos animais
dos grupos controle e nos tratados com SIM livre, SpHL-S e SpHL-D (Figura 14). Ja
0s animais tratados com DOX livre, DOX:SIM e SpHL-D-S foram observados focos
metastaticos raros, indicando uma melhor capacidade destes tratamentos para

controlar a propagacdo de metastases.

Figura 14 Cortes histoldgicos de figado de camundongos BALB/c fémeas
portadoras de tumor de mama 4T1 tratados com A= controle; B= SIM livre; C=
SpHL-S; D= DOX livre; E= SpHL-D; F= DOX:SIM livre e G= SpHL-D-S.
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As setas amarelas indicam focos metastaticos. Coloracdo HE, ampliagdo de 40X.

N&o foram observados focos metastaticos nos rins e no coracdo dos animais de
qualquer grupo de tratamento. Além da auséncia de focos metastaticos a
histopatologia renal de todos o0s grupos apresentaram tecidos preservados com

arquitetura tipica (dados ndo mostrados).

7 Avaliacgéo preliminar de toxicidade

Sabendo do potencial da SIM na reducdo da toxicidade, foram realizadas
investigacbes quanto a mortalidade, perda de peso dos animais e parametros

bioquimicos.

Metade dos animais do grupo DOX livre morreram durante o tratamento, enquanto
nenhuma morte ocorreu no grupo SpHL-D-S (Tabela 3). Uma morte ocorreu no grupo
SIM livre e no grupo DOX:SIM livre durante a administracdo, possivelmente
ocasionada por embolia devido a viscosidade do veiculo utilizado. Esses dados
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sugerem que o SpHL-D-S podem ndo apenas aumentar a atividade antitumoral, mas

também reduzir a toxicidade da DOX.

Tabela 3 Mortalidade de camundongos BALB/c portadores de tumor 4T1 apds
diferentes tratamentos. Cada tratamento foi administrado por via intravenosa, na
dose de 5 mg/kg de DOX e 3,85 mg/kg de SIM.

Grupo (n = 8) Mortalidade (%) Dia da morte
SpHL branco 0 -
SIM livre 12,5 DO
SpHL-S 0 -
DOX livre 50 D5 e D7
SpHL-D 0 -
DOX:SIM livre 12,5 D7
SpHL-D-S 0 -

O peso corporal dos camundongos foi monitorado a cada dois dias ao longo do estudo
e os resultados sdo mostrados na Figura 15. Nao foi observada diferenca significativa
em relacédo a variacdo de peso no D8 entre os camundongos tratados com SpHL
branco, SIM livre e SpHL-S, 0 que sugere a seguranca desses tratamentos. Em
contraste, todos os tratamentos contendo DOX, induziram perda de peso significativa
em relacdo ao controle. Além disso, os animais que recebem DOX em formulacées
lipossomais (SpHL-D e SpHL-D-S) apresentaram uma perda de peso

significativamente menor que os camundongos tratados com DOX livre.

A analise bioquimica também foi realizada para investigar a toxicidade cardiaca,
hepatica e renal (Tabela 4). A presenca de lesdo cardiaca pode ser caracterizada por
aumento significativo dos niveis séricos de CK-MB. A DOX forma ROS que induzem
os cardiomiocitos a liberarem estes biomarcadores de insuficiéncia cardiaca
(Syahputra et al., 2021).

Figura 15 Percentual de variagéo do peso corporal de camundongos BALB/c
transplantados subcutaneamente com células de cancer de mama 4T1 apos 0s

diferentes tratamentos, durante 8 dias.
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a Representa diferengas significativa (P < 0,05) em relagdo ao controle. ® Representa diferenca

significativa (P < 0,05) em relagdo ao tratamento DOX livre. Os dados sdo expressos pela média
desvio padrao da média (n = 8).

Tabela 4 Parametros bioquimicos avaliados em camundongos BALB/c portadores

de tumor 4T1 apos diferentes tratamentos.

Tratamentos
Parametros SoHL
P SIMlivre  SpHL-S DOXlivre SpHL-D DOX:SIM  SpHL-D-S
branco
AST (UIL) 100+19 228+342 166+282 333+482 261+242 281 +282 ;ffbﬁ
ALT (UL) 16+4 16 +3 28+9 91+4a 88+152 86+12 47+ 7abc
Uréia 68 + 4 62+6 52+6 63+7 44+ 11 63+09 45+ 6
(mg/dL)
Creatinina 0,31 + 0,73 + 0,30 + 0,50 + 0,36 + 030+ (40030
(mg/dL) 0,06 0,23 0,09 0,34 0,09 0,11 e

a Representa diferenca significativa em relagédo ao grupo controle; b Representa diferenca significativa
em relacdo ao grupo tratado com DOX livre; ¢ Representa diferenca significativa em relagdo ao grupo

tratado com SpHL-D; d Representa diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com DOX:SIM
livre.

Com relacéo a toxicidade hepatica, ha relatos que a DOX também aumenta os niveis
séricos de AST e de ALT em camundongos (Alkhatib et al., 2021). A lesé&o hepatica
induzida pela DOX é, igualmente, consequéncia da formacdo de radicais livres e

geracao de espécies reativas de oxigénio que promovem danos oxidativos as células.
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Estas alteracdes levam a apoptose ou necrose dos hepatdcitos e aumento expressivo

de enzimas hepaticas no sangue, principalmente ALT e AST (Jacevic et al., 2017).

Observa-se na Tabela 4 que atividade enzimética da transaminase AST foi
significativamente maior em todos 0s grupos em relagéo ao controle. Embora o uso
da SIM seja seguro, em alguns ensaios clinicos foram observadas elevacdes de AST
até 3 vezes que o limite superior normal (Kim et al., 2016; Zhao et al., 2004). As
estatinas tém sido associadas com elevacdes dos valores de AST, essas anomalias
séo clinicamente insignificantes, com raras les6es hepaticas e geralmente reversiveis
sem qualquer intervencao (Averbukh et al., 2022). Mesmo com o aumento dos niveis
de AST causado pela SIM, os animais tratados com SpHL-D-S apresentaram valores
de AST cerca de 1,8 vezes menores que os tratados com DOX livre e 1,6 vezes
menores que os tratados com DOX:SIM.

Ja os niveis de ALT foram significativamente superiores para todos o0s grupos tratados
com DOX. Vale ressaltar que ndo foram observadas alteracdes na concentracdo
sérica destes marcadores para 0s animais tratados com SIM livre. O grupo SpHL-D-
S apresentou niveis de ALT significativamente inferiores (cerca de 1,9 vezes), tanto
em comparacdo com a DOX livre, quanto com o SpHL-D. Sugerindo, mais uma vez,

gue o SpHL-D-S contribui para a diminuicdo da hepatotoxicidade causada pela DOX.

Na andlise dos parametros de toxicidade renal (niveis de uréia e creatinina), nao
foram observadas diferencas significativas em nenhum dos grupos tratados em
relacdo ao controle. Esses dados estdo de acordo com a histopatologia renal, uma
vez que todos 0s grupos apresentaram animais com tecidos preservados e com

arquitetura tipica.

No presente estudo, também observou-se aumento significativo de CK-MB nos
animais tratados com DOX livre e DOX:SIM em relagcdo ao controle (Figura 16).
Sendo que os niveis de CK-MB para o grupo DOX livre foi 1,9 vezes maior e para o
grupo DOX:SIM foi cerca 1,5 vezes maior, em relagéo ao grupo controle. Ja os valores
de CK-MB nos animais tratados com as formulacdes lipossomais SpHL-D (cerca de
1,8 vezes) e SpHL-D-S (cerca de 1,5 vezes) foram significativamente menores, em

relacédo a DOX livre e DOX:SIM respectivamente.
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Figura 16 — Niveis de CK-MB avaliados em camundongos BALB/c portadores de

tumor 4T1 apos diferentes tratamentos.
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Estudos prévios mostram que a encapsulacdo de DOX em lipossomas pH-sensiveis
leva a uma diminuicdo da sua toxicidade cardiaca (de Oliveira Silva et al., 2018).
Ainda é possivel observar que os animais tratados com SpHL-D-S apresentaram um
declinio de cerca de 1,5 vezes nos niveis de CK-MB quando comparados aos tratados
com SpHL-D. Esses dados sugere o efeito protetor da SIM na toxicidade cardiaca
induzida pela DOX. Dados da literatura descrevem que as estatinas reduzem o
estresse oxidativo induzido pela DOX mediando muitos efeitos antioxidantes,
incluindo diminuicdo da NADPH oxidase, supressao do desacoplamento endotelial de
oxido nitrico sintase e inibicdo de danos ao DNA induzidos por peréxido de hidrogénio
(Alkhatib et al.,, 2021; Rajangam et al., 2022). Estes dados corroboram com a
histologia do tecido cardiaco, em que também foi possivel sugerir um efeito
cardioprotetor da SIM aos efeitos adversos da DOX. As imagens histologicas do
musculo cardiaco revelam que animais dos grupos controle e tratados com SIM livre
ou encapsulada mostraram tecido cardiaco com arquitetura normal. Nos grupos
tratados com DOX livre e SpHL-D foram observadas grandes areas de vacuolizagéo
dos cardiomiocitos, em contraste, nos grupos tratados com a combinagdo dos

farmacos, em que a vacuolizagéo foi discreta ou ausente (Figura 17).
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Figura 17 Cortes histolégicos de coracdo de camundongos BALB/c fémeas

portadoras de tumor de mama 4T1 tratados com (A) SpHL branco; (B) SIM livre; (C)
SpHL-S; (D) DOX livre; (E) SpHL-D; (F) DOX:SIM livre e (G) SpHL-D-S.

As setas amarelas indicam vacuolizagdo dos cardiomiocitos. Coloracdo HE, ampliacdo de 40X.

As presencas de vacuolos dentro das fibras miocardicas podem indicar degeneracao
vacuolar do cardiomiécito induzida por DOX (Alhazzani et al., 2021). Essa reducdo na
vacuolizagéo dos cardiomiocitos pode estar relacionada aos efeitos cardiovasculares
pleiotrépicos benéficos exercidos pela SIM, por meio de mecanismos anti-
inflamatérios e antioxidantes, uma vez que, podem suprimir 0 estresse oxidativo
induzido pela DOX (Kim et al., 2012). A possivel contribuicdo para a cardioprotecao
da SIM é também descrita em um estudo clinico de coorte, em que foi observado risco
significativamente menor de insuficiéncia cardiaca em pacientes com cancer de

mama que receberam SIM durante a quimioterapia com DOX (Cardinale et al., 2010).
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8 Conclusao

A avaliacdo da atividade in vitro demonstrou que o SpHL-D-S 1:1 favorece o
sinergismo e consequentemente sugere maior citotoxicidade quando comparado ao
DOX livre ou ao SpHL-D. No estudo in vivo a formulagdo SpHL-D-S demonstrou
menor toxicidade quando comparada a DOX livre ou a SpHL-D. Sugerindo um efeito
protetor potencial da SIM devido a atenuacao dos disturbios cardiacos e hepéticos.
Além disso, a perda de peso corporal para animais tratados com SpHL-D-S foi
significativamente menos pronunciada em comparacdo com animais tratados DOX
livre. Diante do exposto, pode-se concluir que a coencapsulacdo de DOX e SIM em
lipossomas pH-sensiveis € uma alternativa promissora para contornar os problemas

de toxicidade gerados pela DOX, durante o tratamento de cancer de mama.
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6 DISCUSSAO GERAL

O cancer de mama € o tipo de cancer mais comum em mulheres e afeta uma em cada
sete em todo o mundo (Gadaleta et al., 2022). Apesar dos avancos consideraveis na
medicina oncologica, as taxas de mortalidade ainda sdo elevadas e o tratamento do
cancer continua sendo uma area desafiadora (Decker & Schmidt, 2022). A
complexidade dos mecanismos moleculares que regulam a progressdo do tumor
determina a heterogeneidade do cancer de mama, que representa um desafio no

tratamento e prognéstico da doenca (Kawiak, 2022).

A DOX esta entre os agentes quimioterapicos mais utilizados devido ao seu amplo
espectro de acao. Apesar disso, as desvantagens da terapia séo relacionadas aos
efeitos toxicos, especialmente no coracdo, o que limita seu uso a longo prazo. O
mecanismo de acdo da toxicidade cardiaca induzida pela DOX difere do seu
mecanismo antitumoral, pois envolve aumento do estresse oxidativo e inducdo de
apoptose de cardiomiécitos (Johnson-Arbor & Dubey, 2022). Conforme discutido ao
longo deste trabalho, a associacdo DOX e SIM apresenta potencial para o tratamento
do cancer de mama (Duarte et al.,, 2021). A SIM proporciona melhor resposta
terapéutica devido aos seus efeitos pleiotrépicos, ou seja, antiproliferativo, anti-

inflamatério e antioxidante (Mohammadkhani et al., 2019).

A coencapsulacdo em lipossomas permite a entrega dos farmacos de forma
simultanea diretamente no tecido tumoral, possibilitando melhores resultados
terapéuticos em relacédo a administracdo da combinacao dos farmacos livres (Franco
et al., 2019). Apenas dois estudos de coencapsulacdo de DOX e SIM ja publicados
e apresentaram diversos inconvenientes relacionados a apresentacéo e estabilidade
das formulagdes, além da falta de investigacdo em relacdo aos tumores de mama
(Barbalata et al., 2021). Tendo em vista esse contexto e ao fato de o0 nosso grupo ter
bem estabelecida a utilizacdo de lipossomas pH-sensiveis como uma plataforma
promissora para entrega de farmacos na terapia do cancer, seguimos o planejamento

dessa tese que se baseou em responder as seguintes perguntas:

e E possivel coencapsular DOX e SIM em lipossomas pH-sensiveis?
e A SIM tem atividade frente células tumorais de mama?

e A associacdo DOX e SIM é sinérgica?
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e A SIM é capaz de reduzir a toxicidade gerada pela DOX?

Para responder estas perguntas o objetivo geral deste trabalho consistiu em: (i)
desenvolver e caracterizar os lipossomas contendo DOX e SIM; (ii) avaliar in vitro a
atividade antitumoral e o sinergismo entre os farmacos; (iii) avaliar in vivo a atividade

antitumoral destes lipossomas, bem como a toxicidade do tratamento.

A primeira etapa deste trabalho envolveu o desenvolvimento, a caracterizagéo fisico-
guimica e morfolégica, estudos de estabilidade e liberacdo das formulacbes
lipossomais. Os resultados desses estudos foram satisfatérios com o
desenvolvimento de uma formulacdo inédita, gerando um depdsito de patente
(BR1020210177152). Esses lipossomas apresentaram caracteristicas adequadas

para serem utilizados em etapas posteriores e em estudos in vivo.

A proxima etapa do trabalho consistiu em avalia¢des in vitro que permitiram sugerir
gue ha beneficio em associar SIM para aumento de efeitos antitumorais da DOX nas
linhagens tumorais de mama humana (MDA-MB-231, SKBR-3 e MCF-7). Foi possivel
encontrar relacdes sinérgicas entre DOX e SIM. Além disso, a associacdo de SIM
com DOX permitiu um aumento da porcentagem de inibicdo da migracao celular e de
células em senescéncia. Mais estudos sao necessarios para elucidar os mecanismos

envolvidos da atuacdo da SIM nas células tumorais.

Na ultima etapa deste trabalho foram realizados os estudos de viabilidade celular in
vitro e estudos da eficicia antitumoral in vivo em modelo tumoral murino 4T1, sendo
gue a formulacdo (SpHL-D-S) apresentou eficacia antitumoral equivalente ao obtido
com SpHL-D, mas reduziu significativamente os efeitos toxicos gerados pelo
tratamento com DOX. A perda de peso observada para animais tratados com SpHL-
D-S foi significativamente menos pronunciada comparativamente aquela observada
para animais tratados com DOX livre. Nenhuma morte foi observada ao longo do
estudo em animais tratados com SpHL-D-S, enquanto que houve morte de 50% dos
animais tratados com DOX livre. Além disso, foi observado que os tratamentos
contendo SIM preveniram danos cardiacos associados a DOX, com a diminuicdo da

vacuolizacdo do tecido cardiaco e com reduc¢éo dos valores de CK-MB.
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Tayyari e colaboladores relataram que os tumores triplo negativos, como MDA-MB-
321 e 4T1, apresentaram aumento da sintese de pirimidina e niveis elevados de
mioinositol e taurina (Tayyari et al., 2018). Esse achado foi confirmado por Arroyo-
Crespo e colaboradores, que por meio de analise metabolémica de extratos organicos
forneceram mais evidéncias sobre a progressdao dos tumores triplo negativos
relatando que eles também apresentaram maiores concentracdes de colesterol
(Arroyo-Crespo et al.,, 2019). Essas alteracdes refletem a avidez dessas células
cancerigenas proliferativas por colesterol, uma caracteristica diretamente relacionada
com a agressividade do tumor (Beloribi-Djefaflia et al., 2016). Esse fato ajudaria
explicar o melhor desempenho da SIM, nesse trabalho, frente as linhagens MDA-MB-
231 e 4T1. Uma vez que a SIM atuaria diretamente inibindo a via do mevalonato,

contribuindo para a reducao da proliferacao celular.

A inibicdo da via do colesterol também esta diretamente envolvida nos mecanismos
de sinalizacdo que controlam o citoesqueleto das células tumorais (O’Bryan, 2010).
Segundo Dorsch e colaboradores confirmam que a morfologia do citoesqueleto €
afetada pelo tratamento com estatina, além de levar a uma perda de filamentos de
actina (Dorsch et al., 2021). Sabendo que o citoesqueleto é fundamental para que
ocorra a movimentacao celular, podemos sugerir que essas alteracdes dos filamentos
de actina induzidas pela SIM, contribuiram para a reducdo da migracéo celular em

todas as linhagens celulares de mama avaliadas nesse trabalho.

Além disso, a inibicdo da cascata de mevalonato pela SIM, também leva a inibicdo
indireta de GTPases (Rho, Ras, Rac e Cdc24) que demonstrou ser um fator
importante na regulacdo da proliferacdo celular (Henninger & Fritz, 2017). Em
particular, a inibicdo de Rho e seu alvo a jusante, a proteina quinase vem sendo
descrita como o principal mecanismo subjacente aos efeitos pleiotropicos das
estatinas. Ademais a Rac também leva a ativacdo do sistema de 6xidos NADPH e
subsequente geracao de ROS. Por isso, a Rac tem recebido grande atencao por seu
envolvimento na hipertrofia miocardica e insuficiéncia cardiaca que é exibido por
remodelacdo ventricular e aumento do estresse oxidativo (Zhou & Liao, 2009). O
mecanismo preciso que medeia a cardioprotecdo das estatinas ndo € ainda bem

compreendido, mas ja tém evidéncias que permite sugerir que as estatinas podem
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prevenir o desenvolvimento de cardiomiopatia induzida por DOX (Dadson et al.,
2022). Nesse contexto, a via do mevalonato, mais uma vez, ajuda a explicar os
resultados encontrados nesse trabalho. Podemos sugerir que a inibicdo de GTPases
pela SIM, contribuiu para a reducdo de toxicidade cardiaca induzida pela DOX,

observada no estudo in vivo.
Conclusao Geral

Com esse trabalho foi possivel desenvolver uma formulagédo contendo DOX e SIM,
com caracteristicas adequadas para administracao in vivo e que responde a estimulos
de pH. Além disso, a formulacdo desenvolvida demonstrou bom desempenho no
controle de células tumorais de mama humanas, bem como a SIM isolada. Foi
possivel detectar razbes sinérgicas entre DOX e SIM para diferentes linhagens
celulares. A presenca de SIM nos tratamentos levou a uma diminigdo da porcentagem
de migracao celular e a indicios de inducédo de senescéncia. O SpHL-D-S também
trouxe beneficios quanto a toxicidade, diminuindo a taxa de morte, perda de peso
menos pronunciada dos animais e reduzindo toxicidade hepética e cardiaca. Dessa
forma, podemos sugerir que a SIM além melhorar a eficacia atividade antitumoral em
células do cancer de mama, também esta envolvida na reducéo de efeitos adversos
gerados pela DOX. Dessa forma, a formulcdo SpHL-D-S apresentou potencial

promissor para o tratamento do cancer de mama.

7 PERSPECTIVAS

e Melhorar a formulagéo na forma liofilizada.

e Determinar as concentracbes plasmaticas e no tecido tumoral de cada
farmaco, visando identificar a razdo molar de DOX e SIM presente no tumor.

e Realizar andlises in vitro adicionais, como quantificacdo de caspases, com
intuito de elucidar o mecanismo de ag¢ao do sistema desenvolvido e NMA a
longo prazo.

e Realizar andlises imonohistoquimicas dos tumores através de marcadores de
apoptose e da expresséao de caderinas.

e Avaliar a toxicidade aguda dos SpHL-D-S em modelo murino.

e Avaliar a cardiotoxicidade da formulacgéao.
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