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RESUMO

Estimativas mundiais apontam o céancer colorretal como o terceiro tipo de tumor
maligno mais comum representando cerca de 1,9 milhGes de novos casos e uma a
cada 10 mortes. A quimioterapia sistémica tem evoluido do emprego de agentes
citotdxicos basicos para combinacao de diferentes quimioterapicos. Os farmacos mais
usados para esse tipo de tumor sao o 5-fluorouracil (5-FU), oxaliplatina e o irinotecano
(IRN). Persiste, entretanto, elevada toxicidade aos diferentes regimes empregados o
gue torna os tratamentos convencionais pouco eficientes. Neste sentido, o emprego
de novos agentes terapéuticos, como por exemplo 0s nanossistemas, principalmente
lipossomas, para carrear estes farmacos constitui uma estratégia promissora para
aperfeicoar o tratamento do cancer colorretal. Lipossomas séo vesiculas lipidicas
que, passivamente, acumulam-se na regido do tumor. Além disso, modificacfes
estruturais nesses sistemas podem aumentar a especificidade, liberacao seletiva do
farmaco na regido do tumor, além da reducéo de efeitos tdxicos. Neste estudo, foi
desenvolvido um novo sistema lipossomal sensivel ao pH funcionalizado com folato
encapsulando IRN e/ou 5-FU, para avaliacdo da atividade antitumoral em modelo de
tumor colorretal murino (CT-26). No primeiro capitulo, avaliou-se as formulacdes
lipossomais contendo IRN, que apresentaram tamanho reduzido (inferior a 200nm) e
distribuicdo homogénea, com potencial zeta proximo a neutralidade. O estudo de
liberacdo e pH-sensibilidade evidenciaram uma liberacdo mais lenta do farmaco
encapsulado em relacdo ao IRN livre, e mais rapida em pH &cido em relacdo ao
fisiolégico. A formulagdo multifuncionalizada de SpHL-IRN-FOL demonstrou atividade
antitumoral significativamente melhor que o IRN livre. O tratamento com SpHL-IRN-
Fol resultou numa inibicdo do crescimento tumoral ainda mais extensa quando
comparado com a formulacdo nao folatada (57,8 e 41,5%, respectivamente), e nao
foram encontradas evidéncias de toxicidade. Esses dados suportam estudos pré-
clinicos adicionais de SpHL-IRN-FOL como um sistema de liberacdo de drogas para
o tratamento do cancer colorretal. No capitulo 2, avaliou-se a co-encapsulacdo de
IRN e 5-FU. Foram preparadas vesiculas homogéneas, monodispersas e com
potencial zeta préximo a neutralidade, porém estudos posteriores para melhor
caracterizacdo dos lipossomas de 5-FU precisam ser conduzidos para melhorar a
estabilidade de encapsulacdo. No entanto, os resultados preliminares com os SpHL-
IRN-FOL combinado aos lipossomas de 5-FU se mostraram promissores para
promover um aumento ainda mais significativo na atividade antitumoral desses
farmacos no modelo de cancer colorretal empregado.

Palavras-chave: Lipossoma. 5-Fluorouracil. Irinotecano. Cancer colorretal. CT-26.



ABSTRACT

Worldwide estimates point out colorectal cancer as the third most common type of
malignant tumor, representing about 1.9 million new cases and one in 10 deaths.
Systemic chemotherapy has evolved from the use of basic cytotoxic agents to the
combination of different chemotherapeutics. The most commonly used drugs for this
type of tumor are 5-fluorouracil (5-FU), oxaliplatin, and irinotecan (IRN). However, high
toxicity has been observed in the different therapy regimens used, which makes
conventional treatments inefficient. In this sense, the use of new therapeutic agents,
such as nanosystems, mainly liposomes, to carry these drugs constitutes a promising
strategy to improve the treatment of colorectal cancer. Liposomes are lipid vesicles
that passively accumulate in the tumor region. In addition, structural changes in these
systems can increase specificity, and selective release of the drug in the tumor region,
in addition to reducing toxic effects. In this study, a new pH-sensitive liposomal system
functionalized with folate encapsulating IRN and/or 5-FU was developed for the
evaluation of antitumor activity in a murine colorectal tumor model (CT-26). In the first
chapter, liposomal formulations containing IRN were evaluated, which showed
reduced size (less than 200nm) and homogeneous distribution, with zeta potential
close to neutrality. The release and pH-sensitivity study showed a slower release of
the encapsulated drug in comparison to the free IRN, and faster in acidic than in
physiological pH. The multifunctionalized formulation of SpHL-IRN-FOL demonstrated
significantly better antitumor activity than free IRN. Treatment with SpHL-IRN-Fol
resulted in even more extensive tumor growth inhibition when compared to the non-
folated formulation (57.8 and 41.5%, respectively), and no evidence of toxicity was
found. These data support additional preclinical studies of SpHL-IRN-FOL as a drug
delivery system for the treatment of colorectal cancer. In chapter 2, the co-
encapsulation of IRN and 5-FU was evaluated. Homogeneous, monodisperse vesicles
with zeta potential close to neutrality were prepared, but further studies for better
characterization of 5-FU liposomes need to be conducted to improve encapsulation
stability. However, preliminary results with SpHL-IRN-FOL combined with 5-FU
liposomes showed promise to promote an even more significant increase in the
antitumor activity of these drugs in the colorectal cancer model used.

Keywords: Liposome. 5-Fluorouracil. Irinotecan. Colorectal cancer. CT-26.
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1 INTRODUCAO

O céancer colorretal (CCR) € o terceiro tumor maligno mais frequente no mundo e o
segundo em taxas de mortalidade (SUNG et al.,, 2021). O diagnéstico do CCR €
estabelecido a partir do estudo histopatologico, somado a isso, exames
complementares sdo necessarios para um melhor estadiamento do tumor. O
tratamento principal do CCR localizado € a abordagem cirlrgica, porém torna-se
necessario a adicao de quimioterapia adjuvante em estagios mais avancgados.

O 5-fluoruracil (5-FU) é um dos principais medicamentos no tratamento do CCR. Trata-
se de um anélogo das pirimidinas e atua como um antimetabdlico ao inibir a sintese
do acido desoxirribonucleico (DNA) e ao danificar o acido ribonucleico (RNA) (Longley
et al., 2003). Outro quimioterapico muito utilizado é um analogo da camptotecina, o
irinotecano (IRN) que tem como alvo a topoisomerase |, uma enzima nuclear essencial
para a replicacdo do DNA, e tem demonstrado taxas de respostas semelhantes as
obtidas com o 5-FU (SHIMADA et al., 1993; TAKIMOTO et al., 1997). As limitadas
respostas dos tumores avancados do célon a quimioterapia assim como ao grande
namero de efeitos toxicos, indicam claramente a necessidade de novas drogas e/ou
modalidades terapéuticas a fim de reduzir a morbimotalidade nesse tipo de tumor.
Uma alternativa que tem sido utilizada € a administracdo desses farmacos em

sistemas de liberagdo controlada, como os lipossomas.

O emprego de lipossomas tem se mostrado uma estratégia interessante para diminuir
a toxicidade sistémica de agentes quimioterapicos, sendo os lipossomas peguilados
as nanoestrutuas mais extensivamente estudadas. Estes lipossomas apresentam em
sua superficie moléculas de polietilenoglicol (PEG) que contribuem para o aumento
do tempo de circulagdo, permitindo que se acumulem passivamente na regido tumoral
em detrimento de tecidos sadios (WORKING et al., 1994; GABIZON et al., 2002;
BARENHOLTZ, 2012).

Outra estratégia baseia-se nas caracteristicas fisiopatolégicas dos tumores sélidos,
onde a alta atividade glicolitica associada a éareas de hipdxia promove um
microambiente tumoral acido (HEINRICH et al., 2016). Lipossomas responsivos a

variacdes de pH tém sido desenvolvidos como estratégia para o acumulo seletivo de
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farmaco na regido do tumor (OLIVEIRA et al., 1998; LEITE et al., 2011; BARROS et
al., 2013; BARROS et al., 2015). Além disso, recentemente tem sido estudado, o
emprego de moléculas na superficie lipossomal, para aumentar o direcionamento
ativo da particula. Dentre as estratégias de modificacdo de superficie de
nanoestruturas, a utilizacdo da molécula de folato (fol) € uma das mais amplamente
estudadas, por ser uma molécula pequena, pouco imunogénica, altamente estavel e
de baixo custo (HONG et al., 2017). A utilizacdo desta ferramenta basea-se na
expressao limitada de receptores de folato (RF) em tecidos sadios associada a alta
afinidade do fol por RF nas células de tumores (YANG, et al., 2015; HONG et al.,
2017).

Existem algumas pesquisas com nanoparticulas encapsulando 5-FU e IRN, porém
elas ainda carecem de resultados significativos na atividade antitumoral (RIVIERE et
al., 2011), e os protocolos de tratamento ainda cursam com alta toxicidade e baixo
indice de resposta, principalmente para alguns tipos celulares mais resistentes. Por
isso, torna-se necessario o preparo de formula¢gdes inovadoras que aumente de forma
significativa a concentracdo dos farmacos na regido tumoral a ponto de melhorar o

efeito antitumoral ou mesmo reduzir os efeitos toxicos.

Considerando o que foi exposto, o objetivo deste trabalho foi preparar, caracterizar e
avaliar a atividade antitumoral de lipossomas folatados pH-sensiveis de circulacdo
prolongada (SpHL) contendo 5-fluorouracil e/ou irinotecano para o tratamento do

cancer colorretal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Céancer colorretal: patogénese, diagndstico e tratamento

O cancer € uma doenca complexa cuja caracteristica principal é a modificacdo da
resposta de um tecido especifico a sinais regulatérios de proliferacéo, sobrevivéncia,
diferenciacao e morte celular (STRICKER & KUMAR, 2010; TAN et al., 2020).

Foram evidenciadas a ocorréncia de mais de 19,3 milhdes de novos casos de cancer
no mundo no ano de 2020 e mortalidade de aproximadamente 10 milhdes de pessoas
(SUNG et al., 2021). No Brasil, estimativas para o biénio 2020-2022, espera-se cerca
de 625 mil novos casos de cancer por ano, com maiores taxas de incidéncia para

tumores pulméao, mama, prostata e colorretal (INCA, 2019).

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro tumor maligno mais frequente no mundo, sendo
superado em incidéncia apenas pelos tumores de pulm&o e mama, porém é o segundo
em taxa de mortalidade (CANCER RESEARCH UK, 2019). Contraditoriamente, é
também um dos canceres mais evitaveis, pois quase sempre surge de neoplasias
benignas, denominadas adenomas tubulares e pélipos serrilhados, que evoluem para
CCR ao longo de varios anos. A lenta progressédo do cancer na populagado em geral
oferece uma oportunidade para detectar e remover os pélipos antes que eles sofram

transformacao maligna (GRADY et al. 2015).

Existem diversos fatores que desempenham um papel direto na conducédo da
sequéncia do polipo-CRC, incluindo mutacdes genéticas, alteracbes epigenéticas e
alteracdes inflamatérias locais, entre outras. Estudos demonstraram que a sequéncia
do polipo-CRC é heterogénea e envolve multiplas vias diferentes. Um dos aspectos
centrais da formacao do CCR € que o0 acumulo dessas alteracdes transforma células
epiteliais glandulares normais em adenocarcinomas invasivos. A sequéncia de
evolucdo do polipo para céancer foi proposta no modelo de progressao tumoral de
Fearon e Vogelstein e envolve uma etapa que inicia a formagdo de neoplasias
benignas (adenomas e podlipos serrilhados sésseis), seguida de uma etapa que
promove a progressdo para neoplasias histologicamente mais avancadas e, em

seguida, transforma os tumores em carcinoma invasivo (VOGELSTEIN, et al. 1988).
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Desde que este modelo foi originalmente proposto, a compreensao da patogénese

molecular do CCR avancou consideravelmente (GRADY et al. 2015).

O diagnéstico do cancer colorretal resulta da avaliagcdo de pacientes sintométicos ou
como resultado de triagem. A doenca pode estar associada a uma série de sintomas,
incluindo sangue nas fezes, mudanca nos habitos intestinais e dor abdominal. Outros
sintomas incluem fadiga, sintomas relacionados a anemia (palidez, falta de ar e perda
de peso). Com a ampla introducéo do rastreamento populacional para o CCR muitos
individuos séo diagnosticados no estagio pré-clinico. Em pacientes sintomaticos, a
colonoscopia € o método de investigacao preferencial, mas exames endoscopicos
também estdo disponiveis. (VALORI, et al., 2012; KUIPERS, et al.,, 2015). O
diagnostico do CCR é estabelecido a partir de estudo histopatoldgico, sendo o
adenocarcinoma o principal tipo de tumor maligno em célon e reto. Os demais tumores
sdo subtipos histolégicos menos comuns como linfomas e o0s tumores
neuroendocrinos. Diante do diagnédstico de cancer colorretal, deve-se realizar exames
complementares visando determinar a extensdo da doenca a nivel local e sistémico.
O principal objetivo do estadiamento € definir o progndstico do paciente a fim de tracar

o plano terapéutico mais adequado (KUIPERS, et al., 2015).

Existem trés principais abordagens para o tratamento do cancer: cirurgia, radioterapia
e quimioterapia, que podem ser usados isoladamente ou em combinacgéo, de acordo
com o tipo e a gravidade da doenca (SPITZNER et al., 2014). O tratamento principal
do CCR localizado € a abordagem cirargica (Haller et al., 2005). No estagio inicial o
tratamento cirdrgico isolado garante taxas de cura entre 90 e 95% e é, portanto, 0
tratamento preconizado. No entanto, cerca de 20% dos pacientes apresentam
metastase ao diagnostico e 30% a 40% dos pacientes com a doenca localizada acaba
por desenvolver metastases. (WOLPIN, et al., 2008). A maioria dos pacientes com
doenca metastatica sdo candidatos a quimioterapia sistémica com objetivo de paliar
0s sintomas e prolongar a vida. De acordo com o American Joint Committee on
Cancer, em relacdo aos estagios do cancer (I — 1V), as taxas de sobrevida global em
5 anos diminuem drasticamente: estagio |, superior a 90%; estagio I, 70%—85%;
estagio Ill, 25%-80%; e estagio IV, menos de 10% (GREENE, et al.,, 2002;
O’CONNELL, et al., 2004; MEYERHARDT, et al., 2005). Por isso, cada vez mais, séo
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necessarias novas pesquisas para estabelecer tratamentos mais especificos e

eficazes a fim de melhorar a qualidade e a sobrevida dos pacientes.

2.2 Quimioterapicos para o tratamento do cancer colorretal

Ao longo dos anos, diversos estudos tém sido realizados com o intuito de desenvolver
agentes quimioterapicos mais eficazes, no entanto, o grande desafio no
desenvolvimento de farmacos antitumorais ndo é a identificagcdo de agentes capazes
de destruir células cancerosas, mas sim encontrar farmacos com elevada
especificidade e seguranca (ALMEIDA et al., 2005). A quimioterapia atual para o CCR
inclui terapia com agente Unico, principalmente a base de fluoropirimidina (5-FU), e
regimes com agentes multiplos incluindo oxaliplatina (OX), irinotecano (IRI) e
capecitabina (CAP). Os esquemas de terapia combinada FOLFOX (5-FU+OX),
FOXFIRI (5-FU+IRI), CAPOX (CAP+0OX) estdo entre as principais abordagens no
tratamento de primeira linha, enquanto pacientes com baixo desempenho ou de baixo
risco sdo recomendados para receber terapia com agente Unico. (SEYMOUR et al.,
2007; KOOPMAN et al., 2007; XIE, et al., 2020)

Diversas pesquisas mostram que a quimioterapia em pacientes com CCR,
especialmente aqueles com metéastases, elevou o tempo de sobrevida, fazendo com
que essa abordagem seja indispensavel nesses casos. (CASSIDY et al., 2004,
GOLDBERG et al., 2004; COLUCCI, et al., 2005). Todavia, a quimioterapia possui
algumas limitacbes, como toxicidade sistémica, taxa de resposta insatisfatoria,

resisténcia inata e adquirida imprevisivel e baixa seletividade especifica para o tumor.

Como é sabido, a combinacdo de uma fluoropirimidina, como 5-fluorouracil (5-FU) e o
irinotecano (IRN) é amplamente utilizada para o tratamento de cancer colorretal por
causa do efeito aumentado da morte celular exercido por este par de antineoplasicos.
Portanto, é crucial, desenvolver novas abordagens para refinar ou mesmo substituir a

guimioterapia CRC atualmente disponivel. (XIE, et al., 2020)
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2.2.1 5-Fluorouracil

O b5-fluorouracil (5-FU) € o principal medicamento no tratamento do CCR.
Desenvolvido na década de 50, este analogo das pirimidinas atua como um
antimetabdlico ao inibir a sintese do DNA e ao danificar o RNA. O 5-FU é rapidamente
inativado no figado por acdo da enzima dihidropirimidina desidrogenase (DPD). A
porcdo que permanece ativa € metabolizada, no espaco intracelular, em monofosfato
de 5-fluorouracila-ribose (5-FU-MP) pela enzima monofosfato de uridina
pirofosforilase (UPRTase) (Longley et al., 2003). Em seguida, o 5-FU-MP é sintetizado
em trifosfato de 5-fluoruridina (5-FU-TP) ou € metabolizado em 5-fluoro-
2’'desoxiuridina-5-monofosfato (5-Fd-UMP) que é um potente inibidor da enzima
timidilato sintetase (TS) (LONGLEY et al., 2003, PANCZYK et al., 2014).

Um segundo mecanismo de dano ao DNA é decorrente do acumulo intracelular do
difosfato de 5-fluoruridina (5-FU-DP) apdés a inibicdo da TS. O 5-FU-DP se liga ao DNA
gerando apoptose. O 5-FU gera também dano ao RNA. O mecanismo de acao
relacionado a dano do RNA é resultante da incorporacdo do 5-FU-TP, gerando
inibicdo do processo de maturacdo dos precursores dos RNA ribossémico, RNA
transportador e RNA mensageiro (LONGLEY et al., 2003), esse mecanismo é

representado na figura 1.
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. DMNA

Figura 1 — Estrutura do 5-fluorouracil e mecanismo de agdo por incorporagdo de seu metabdlito
ao RNA e pela inibigdo da sintese de DNA. Adaptado de Frota C.0O.R., 2005.

O 5-FU é clinicamente utilizado no tratamento de adenocarcinomas de diversas

etiologias como colorretal, estdmago, péncreas, mama, e carcinomas
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epidermoides de cabeca e pescoco. No CCR este antimetabdlito, quando utilizado
de forma isolada apresenta taxas de respostas entre 10% a 15%, quando
administrado junto com leucovorina estas respostas podem chegar a 25%, sem
significativa melhora na sobrevida (HEALEY et al, 2013). A administracdo em
bolus produz maior toxicidade hematoldgica, enquanto a infusdo continua se
caracteriza por mucosite gastrointestinal. Em ambos os esquemas se observa
anorexia, nauseas e vomitos (BENSON IIl, 1998, HEALEY et al, 2013). A
ocorréncia desses efeitos colaterais toxicos graves e degradacao rapida limitam o
uso clinico desse farmaco. Desse modo, pesquisas sobre encapsulamento de 5-
FU em nanocarreadores para melhorar a meia-vida biologica e/ou reduzir efeitos
adversos tem ganhado notoriedade (NALWA et al., 2007). Estudos realizados por
Li et al. 2017 mostraram que os lipossomas carregados com 5-FU modificados
com folato-PEG tiveram forte citotoxicidade para a célula tumoral em comparacao
com 5-FU livre ou 5-FU modificado apenas com PEG e principalmente o lipossoma

aumentou a morte celular por endocitose mediada por folato.

2.2.2 Irinotecano

Nos anos 80, outros agentes antineoplasicos que se tornaram disponiveis,
demonstraram respostas promissoras tanto em pacientes nao tratados como naqueles
que tiveram recidivas apés terapia com 5-FU. Entre eles, um analogo da
camptotecina, o irinotecano, demonstrou taxas de respostas semelhantes as obtidas
com o 5-FU (SHIMADA et al., 1993).

O IRN (7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino] carboniloxi-camptotecina) é um
analogo semissintético da camptotecina, um alcaloide isolado da casca da arvore
chinesa Camptotheca acuminata. O IRN apresenta melhor solubilidade em solugbes
aguosas e toxicidade mais baixa quando comparado com a camptotecina (KANEDA
et al., 1990; TAKIMOTO & ARBUCK, 1996, BURRIS Ill & FIELDS, 1994).

Por ser uma pro-droga, o IRN deve ser convertido em SN-38 (7-ethyl-10-
hydroxycamptothecin), um metabdlito 100-1000 vezes mais potente que o IRN
(Kawato et al., 1991). Esta conversao ocorre por um processo de esterificacdo na



23

presenca da enzima carboxil esterase que esta presente em todos os tecidos,
inclusive os tumorais (TAKIMOTO & ARBUCK, 1996; JANSEN et al., 1997).

O IRN tem como alvo a topoisomerase |, uma enzima nuclear essencial para a
replicacdo do DNA (TAKIMOTO et al., 1997; KUNIMOTO et al., 1987). Esta enzima
estd diretamente envolvida com a manutencdo da estrutura topografica do DNA
durante os processos de traducédo, transcricdo e divisdo celular promovendo a
conversdo do DNA com superespiralamento em DNA relaxado (STEWART &
SCHUTZ, 1987). Para isto, a topoisomerase | introduz no sitio de replicacdo de uma
das cadeias do DNA uma quebra reversivel, formando um complexo covalente entre
a enzima e o DNA, chamado de complexo clivavel. Em seguida ocorre a religacdo da
fita e dissociacdo da enzima, regenerando a dupla fita de DNA intacta (Figura 2)
(TAKIMOTO et al., 1997; AVGERPOULOS & BATCHELOR, 1999).
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Figura 2 — Estrutura do irinoteccano e mecanismo de a¢éo da camptotecina e derivados. Adaptado
de Pommier, Y., 2006.

Para o carcinoma colorretal, este agente apresentou taxas de respostas entre 20-30%
guando empregado como Unico agente (ARBUCK & TAKIMOTO, 1998; DOPESO
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et.al, 2010) e toxicidade que engloba leucopenia, diarreia, nausea e vomito. A principal
toxicidade limitante relacionada a terapia com IRN é a diarreia em grau elevado, a
qual pode ser controlada com a administracdo de Loperamida (ARBUCK &
TAKIMOTO, 1998). Devido a sua eficdcia no cancer colorretal o FDA aprovou a
utilizacdo do IRN como tratamento de segunda linha desde 1992 (SASAKI et al.,
1994). Porém as formulacdes disponiveis carecem de especificidade e possuem
elevada toxicidade, por isso 0 uso de nanosistemas tem se mostrado uma alternativa
para contornar esses problemas. Resultados encontrados por ZHANG & YAO, 2012
mostraram que lipossomas de irinotecano exibiram significativa inibicdo do
crescimento tumoral dependente da dose e superior atividade antitumoral comparado
ao IRN livre. Além disso ndo apresentaram acréscimo de toxicidade, o que demonstra
a potencialidade dos lipossomas de IRN como alternativa para o tratamento do CCR.

Apesar da elevada atividade antitumoral apresentada pelo IRN e 5-FU, o emprego
desses farmacos como Unico agente quimiotérapico apresentam acéo limitada devido
a baixa especificidade e altos niveis de resisténcia (RIVIERI, et al., 2011). Por isso, a
maioria dos protocolos disponiveis empregam a combinacdo dessas drogas e
mostraram ser mais eficazes principalmente em estagios mais avancados do cancer
colorreral (GRIVICICH et al., 2005). O 5-FU é um antimetabdlito que inibe a sintese
do RNA e do DNA através da via da enzima timidilato sintase, enquanto o IRN atua
inibindo a enzima topoisomerase | (processo que impede o religamento do DNA apés
a replicacdo e causa quebra da fita), como a acdo das drogas ocorre em locais
distintos do ciclo celular alguns estudos demonstraram que as acfes desses farmacos
podem ser sinérgicas (AZRAK et al., 2004; FISCHEL et al., 2001; GRIVICICH et al.,
2005), o que significa que o efeito obtido na associagdo € maior que somatério do
efeito de cada uma das drogas isoladamente. O mecanismo exato do sinergismo néo
€ claramente compreendido, porém acredita-se que o IRN recrute células na fase S
que permite aumento da incorporacéo de fluoropirimidina no DNA e induz apoptose
(AZRAK et al., 2004; MAYER et al., 2006; RIVIERE et al., 2011).

Considerando que, a atividade terapéutica de uma combinacdo de farmacos como
IRN e 5-FU depende da manutencéo de uma concentracao ideal e que as drogas tém
propriedades fisico-quimicas distintas, pode ser dificil o controle da farmacocinética
de dois farmacos de forma que os medicamentos atinjam as células alvo na

concentracéo esperada. Por isso, nanoparticulas fofoslipidicas como lipossomas tém
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sido utilizadas por muitos grupos de pesquisa para aumentar a atividade terapéutica
das combinacdes de medicamentos contra o cancer (MAYER et al., 2006; TARDI et
al., 2009; RIVIERE et al., 2011). Vérios estudos demonstraram que as combinacdes
de farmacos em lipossomas tiveram significativamente mais atividade terapéutica do
gue as drogas livres combinadas (MAYER et al., 2006; TARDI et al., 2009, HARASYM
et al., 2007). Isso porque, os lipossomas podem sincronizar farmacocinética e
biodistribuicdo de combinac¢6es de farmacos permitindo um maior controle da dose e
razdo molar entre os farmacos ao atingir o local alvo (RIVIERE et al., 2011).

2.3 Lipossomas

Lipossomas sao sistemas lipidicos dispersos constituidos frequentemente por
fosfolipides, os quais em meio aquoso se organizam espontaneamente em bicamadas
formando vesiculas esféricas. Essas bicamadas circundam uma cavidade aquosa
interna e se encontram envolvidas por um meio aquoso (Figura 3). Considerando que
os lipossomas sédo constituidos por moléculas anfifilicas, eles sdo capazes de
encapsular substancias hidrofilicas, lipofilicas e anfifilicas. Moléculas hidrofilicas séo
encapsuladas na sua cavidade interna, onde estdo presentes 0s grupos polares dos
fosfolipides. As substancias lipofilicas sdo acomodadas na regido apolar da bicamada

e as anfifilicas ao longo de toda sua extensao, interagindo com a regido apolar e polar.

Descobertos nos anos 60 por Alec Bangham, os lipossomas vém sendo investigados
intensivamente, com vista a sua utilizacdo como transportadores de farmacos para
diversas aplicagdes clinicas (GREGORIADIS, 1995; TORCHILIN, 2005). Dentre os
sistemas nanométricos de transporte e liberacéo de farmacos, os lipossomas ocupam
um lugar de destaque uma vez que sao constituidos por moléculas com elevada
biocompatibilidade e biodegradabilidade. Além disso, figuram como estruturas
versateis, pois suas caracteristicas como tamanho, lamelaridade (numero de
bicamadas), superficie, fluidez e composi¢cédo podem ser modificadas de acordo com
0s requisitos farmacotécnicos e farmacolégicos necessarios para veicular a
substancia de interesse (FREZARD et al., 2005; BATISTA et al., 2007).
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Figura 3 - Representacdo esquematica do processo de formacdo de lipossomas: auto-
organizacdo de moléculas individuais de fosfolipidios (a) a folhetos de bicamada membranar (b),
seguido da formacdo em lipossomas (c). A bicamada lipidica é composta por moléculas lipidicas
individuais dispostas ordenadamente com as suas caudas hidrofébicas voltadas para o interior da
bicamada e com o0s seus grupos polares voltados para 0 meio aquoso e para o meio exterior ao
lipossoma (d). Adaptada de Jesorka e Orwar, 2008.

Considerando os parametros que podem ser facilmente modificados, destacam-se 0
didmetro médio e a lamelaridade das vesiculas. O diametro médio adequado para
aplicacdo médica varia entre 50 e 450 nm e esse tamanho relaciona-se com o tipo de
aplicacdo. Vesiculas com tamanho de 100 a 150 nm s&o ideais para administracao
endovenosa uma vez que sao capazes de atravessar facilmente os espacos entre as
fenestragcbes dos vasos que irrigam tumores ou tecidos acometidos por processos
inflamatorios e infecciosos, porém, ndo sdo capazes de atravessar 0s vasos de
tecidos sadios, conferindo o que é chamado de direcionamento passivo. E sabido que
lipossomas com menores diametros sao depurados mais lentamente da corrente
sanguinea (BOZZUTO & MOLINARI, 2015; BELTRAN-GARCIA et al., 2019). Por outro
lado, particulas menores que 10 nm sofrem filtracdo renal através da parede capilar
glomerular e ndo sao reabsorvidos (GAO et al. 2018; MERINO et al. 2018) Quanto a
lamelaridade, os lipossomas séo classificados como uni, oligo ou multilamelares e o
namero de lamelas de uma vesicula é um fator determinante para a capacidade de
encapsulacéo. Lipossomas unilamelares (unillamelar vesicles — ULVS) possuem maior
espaco aquoso e idealmente, sdo capazes de encapsular grande concentracao de
farmacos hidrofilicos. Por outro lado, lipossomas multilamelares (multillamelar vesicles
— MLVs) sao preferenciais para a encapsulacdo de moléculas lipofilicas.

Adicionalmente, a lamelaridade pode alterar a taxa de liberacdo de farmacos dos
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lipossomas para o meio externo (BETAGERI & PARSONS, 1992; BOZZUTO &
MOLINARI, 2015).

Um outro parametro importante que deve ser avaliado durante a fabricagdo de
lipossomas € a temperatura de transi¢cao dos fosfolipidios (Tc), a temperatura na qual
os fosfolipidios mudam da fase gel para a fase liquida cristalina (ZAMANI et al. 2018).
A Tc depende do comprimento das cadeias de acidos graxos, seu grau de saturacao,
carga e espécies de grupos da extremidade da cadeia (HUSSAIN et al. 2017,
MONTEIRO et al. 2014). A Tc determina a fluidez e permeabilidade da bicamada
lipossomal. De fato, em temperaturas inferiores a Tc os fosfolipidios estdo na fase gel,
que possui baixa fluidez e baixa permeabilidade. Em contraste, em temperaturas
superiores a Tc, os fosfolipidios estdo em fase liquido-cristalina, tendo maior fluidez e
permeabilidade. Além disso, quanto maior a cadeia, maior a Tc, e esta diminui quanto
mais ligacfes duplas possuir. Assim, quando comparadas a certas temperaturas,
bicamadas com as cadeias de hidrocarbonetos saturadas sdo mais rigidas e menos
permeaveis do que as bicamadas com cadeias mais curtas e insaturadas (MONTEIRO
et al. 2014; LIN et al, 2014; MURTHY et al. 2016). A temperatura de transicdo e a
composicao lipidica influenciam a curvatura dos lipossomas e sdo importantes para
garantir a homogeneidade da superficie lipossomal (BELTRAN-GRACIA ,2019).
Portanto, o comportamento de transicdo de fase das bicamadas lipidicas tem sido
explorado para melhorar a agregacdo de lipossomas, curvatura da membrana,
transferéncia de lipidios e liberacao de drogas.

O primeiro produto lipossomal a obter aprovacéo regulatéria nos EUA foi o Doxil®,
que foi aprovado em 1995 para o tratamento de cancer de ovario e sarcoma de Kaposi
relacionado a AIDS. Mais tarde, em 1996, o FDA dos EUA aprovou o DaunoXome®,
fabricado pela NeXstar Pharmaceuticals, para a entrega de daunorrubicina para tratar
Sarcoma de Kaposi associado ao HIV. Posteriormente, mais produtos tornaram-se
disponiveis para o tratamento de cancer e diferentes doencas (BULBAKE et al. 2017).
O quadro 1 mostra diversas formulacdes lipossomais aprovadas pelo FDA e em

estudo clinico para o tratamento do CCR.
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Farmaco Aplicacéo Status (aprovado Referéncias
FDA; em estudo
clinico)
1 Vincristina Céncer Colorretal; Leucemia aguda Aprovado pelo FDA Gidding et al.
Linfoblastica; Leucemia, Sarcoma, (1999)
Neuroblastoma, Linfoma, Tumores
Cerebrais
2 Doxorrubicina Cancer colorretal com metastases Estudo de Fase Il Celsion (2016)
hepéticas
3 SN-38 Cancer colorretal metastatico Estudo de Fase Il US Institute of
(subsequientemente Health (2016)
rescindido)
4 Cloridrato de Segunda linha para cancer colorretal Estudo de Fase Il US Institute of
Irinotecano metastatico (subseqiientemente Health (2016)
rescindido)
5 Anélogo de cisplatina Cancer colorretal Estudo de Fase I/l Pillai (2014)
(Aroplatina)
6 SN38 Cancer colorretal metastético Estudo de Fase Il Bala et al.
(2013)
7 Irinotecano — Céancer de mama e cancer colorretal Estudo de Fase lll/I Pillai (2014)
lipossoma Peguilado
(Narekt -102)
8 Irinotecano Cancer colorretal metastético Estudo de Fase Il Cabeza et al.
lipossomal e (2020)
Floxuridina
9 Irinotecano Céancer colorretal metastatico Estudo de Fase Il Cabeza et al.
lipossomal + (2020)
5-Fluorouracil e
Leucovorina (PEP02
IRI)
10 Irinotecano (MM- Céancer colorretal avancado Estudo de Fase Ib Cabeza et al.
398) irressecavel (2020)
11 Mitomicina C Cancer colorretal metastético Estudo de Fase Il Cabeza et al.
Lipossoma (2020)
PEGuilado
12 Cancer colorretal metastéatico; cancer Estudo de Fase /1l Cabeza et al.
Irinotecano gastrointestinais (2020)
(Nal-IRI)

Quadro 1 — Formulacdes lipossomais aprovadas pelo FDA e para uso clinico para o tratamento do
cancer colorretal. Adaptado de Brar (2021).

Como pode ser percebido, os lipossomas proporcionam uma variedade de aplicagdes
farmacéuticas e biomédicas, devido a sua eficiéncia em encapsular farmacos, como
antibioticos, antifangicos e antineoplasicos (GUIMARAES et al., 2019). Como

vantagens, os lipossomas promovem uma melhor solubilidade de farmacos
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encapsulados (dissolucédo de farmacos insoluveis e liberacdo sustentada do farmaco),
reducao dos efeitos adversos inespecificos e da toxicidade dos farmacos (melhorando
sua eficicia e indice terapéutico), direcionamento do farmaco para locais de acao
especificos devido as modificacbes quimicas em sua superficie, aumentando a
eficacia do tratamento (GHANBARZADEH, et al. 2013). Por isso, diversas pesquisas
continuam promovendo modificacdes nos componentes e no preparo dos lipossomas
a fim de aprimorar ainda mais as suas aplicacées. O emprego de moléculas que
aumentam a estabilidade e o tempo circulagdo dessas particulas foi a primeira

modificacdo a ganhar notoriedade a partir do uso do PEG na superficie lipossomal.

2.3.1 Lipossomas de circulagao prolongada

Os primeiros lipossomas a serem desenvolvidos, chamados de convencionais, eram
rapidamente opsonizados e eliminados da circulacdo sistémica pelo sistema
fagocitario mononuclear (SFM) (figado, baco e medula 6ssea), tendo assim
farmacocinética pouco favoravel e potencial toxicidade a estes 6rgdos. Portanto,
estratégias para aumentar o tempo de circulacdo dos lipossomas tornaram-se

relevantes.

Neste contexto, foram desenvolvidos os lipossomas de circulagdo prolongada, que
possuem um revestimento na superficie, que pode ser constituido de componentes
hidrofilicos naturais (monossialogangliosideo e fosfatidilinositol) ou sintéticos como os
polietilenoglicois (PEG). Foi observado que a incorporacdo, na membrana dos
lipossomas, de lipideos acoplados ao PEG, altera sua interagdo com o ambiente,
sendo o efeito mais importante a reducao da captura pelos macréfagos, prolongando
o tempo de circulacdo sanguinea. Esses lipossomas (Figura 4) denominados
lipossomas de circulacdo prolongada, permitem uma distribuicdo do farmaco para
outros o6rgaos além daqueles do SFM (FONTES et al., 2005).
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Figura 4 - Representagdo esquematica do efeito da modificacdo de superficie de nanoparticulas pela
incorporagdo de PEG na adsorcao de proteinas plasmaticas e na biodistribuicdo. Adaptado de
AGARWAL et al., 2009.

A presenca de grupos hidrofilicos volumosos na superficie dos lipossomas constitui
um obstaculo estérico as proteinas plasmaticas que podem atuar como opsoninas.
Consequentemente, os lipossomas sdo menos reconhecidos e destruidos pelas
células do SFM (KLIBANOV et al., 1990; WOODLE e LASIC, 1992; STORM et al.,
1995). Assim, lipossomas revestidos com PEG podem permanecer por mais tempo
na circulacdo, uma vez que sao menos captados pelo SFM, devido a formacéo de
uma camada aquosa ao redor do lipossoma que dificulta o reconhecimento da
particula, constituindo um poderoso instrumento para auxiliar o diagndstico e/ou
tratamento de diversas doencas (CARMO et al., 2008», SADZUKA et al., 2002). A
adicdo do PEG a superficie lipossomal caracterizou um grande avan¢o no uso de

lipossomas, pois permitiu a alteracdo da farmacocinética destas nanoestruturas.

Em termos de estabilidade de armazenamento, a presenca do PEG impede a
coalescéncia e fusdo das vesiculas em meio aquoso, mantendo o tamanho adequado
até o momento da administracdo. No desenvolvimento de lipossomas de circulagéo
prolongada € comum a utilizacdo de cadeias longas de PEG (PM = 2000 Da)
acopladas ao fosfolipide distearoilfosfatidiletanolamina (DSPE-PEG2000). O PEG pode
ainda ser facilmente modificado pela adi¢cdo de ligantes como transferrina, folato (Fol),

peptideos e anticorpos a fim de promover direcionamento ativo (VEMURI & RHODES,
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1995; FEENEY et al.,, 2014; BOZZUTO & MOLINARI, 2015; SUK et al., 2016;
ZYLBERBERG & MATOSEVIC, 2016).

Embora ganhos consideraveis tenham sido obtidos com a estratégia de aumentar o
tempo de circulacdo sanguinea das vesiculas lipossomais, em geral, esses sistemas
apresentam uma lenta liberacdo do material encapsulado bem como auséncia de
atividade fusogénica apos internalizacdo no compartimento endossomal. Nesse
contexto, lipossomas pH-sensiveis, constituidos por lipides com propriedade
fusogénica, tém sido extensivamente estudados como alternativa para o acumulo de

quimioterapicos em tecidos tumorais (FERREIRA et al., 2013).

2.3.2 Lipossomas pH-sensiveis

Estudos direcionados a sistemas de carreamento de moléculas com atividade
antineoplasica tém avancado em direcdo a estruturas multifuncionalizadas, que tém
como objetivo principal aumentar a especificidade e a concentracdo de farmaco nas
células tumorais em detrimento dos tecidos sadios (LEE & THOMPSON, 2017).
Dentre essas estratégias, foram desenvolvidas formulacdes responsivas a estimulos
presentes no microambiente tumoral, nas células tumorais ou até mesmo externos ao
organismo. Foram descritos na literatura sistemas responsivos a: a) pH; b)
temperatura; c) enzimas; d) substancias oxidantes; e) concentracdo de oxigénio; f)
ultrassom; g) luz; h) campo magnético (TAYO, 2017; DAS et al., 2020). Neste

contexto, destacam-se os lipossomas pH-sensiveis (SpHL).

Os SpHL sao estruturas estaveis em pH fisiol6gico (pH ~ 7,4) que, em condi¢cdes
acidas, perdem a estabilidade liberando o material encapsulado. Este tipo de
ferramenta tem sua aplicacao fundamentada no conhecimento de que a alta atividade
proliferativa das células tumorais, em conjunto com a rapida e pouco eficiente
neovascularizacao, impede a nutricdo e oxigenacao adequada do tecido. As areas de
hipéxia, associadas a intensos processos de glicolise, promovem uma discreta
acidificacao (pH 6,2 - 7,2) do microambiente tumoral, gerando um gradiente de pH em
relacdo aos tecidos sadios, aumentando seletivamente a liberagéo de farmaco nessa
regido por nanoestruturas pH-sensiveis (KARANTH & MURTHY, 2007; BARROS et
al., 2013; TAYO, 2017; LEE & THOMPSON, 2018). Além disso, estudos posteriores
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apontaram a vantagem de se utilizar SpHL no direcionamento intracelular de
farmacos, aumentando assim sua especificidade (JAIN & JAIN, 2018). Quando
endocitados, o pH &cido dos endossomas (pH 5,0-6,0) desencadeia a
desestabilizacdo da bicamada lipidica de SpHL, promovendo a rapida liberacdo do
farmaco e por obra das propriedades fusogénicas, ocorre a transferéncia do conteudo
para o citoplasma (FERREIRA et al., 2013; AGHDAM et al., 2019).

Esses lipossomas, classificados como polimorficos, exibem transicbes de fases,
caracteristicas dos seus constituintes fosfolipidicos. Para que a pH-sensibilidade dos
lipossomas seja efetiva, a combinacdo de fosfolipides com moléculas de carater
anfifilico contendo grupos funcionais protonaveis/desprotonaveis é necessaria.
(BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES, 2007). Os lipossomas pH-sensiveis sao
constituidos por fosfolipides derivados da fosfatidiletanolamina (PE), como por
exemplo, 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 (SIEGEL, 1986). A formacéo de lipossomas com
estes fosfolipides requer a adicdo de agentes estabilizantes, normalmente lipideos
carboxilados, como o hemisuccinato de colesterila (CHEMS), que em pH fisiol6gico
se encontram sob a forma ionizada (Figura 5). Esses estabilizantes sdo capazes de
se inserirem entre as moléculas de fosfolipides, e o aparecimento de repulsdes
eletrostaticas entre os grupamentos carboxila, presentes no estabilizante, e os grupos
fosfato dos fosfolipides favorecem a organizacéo lamelar (Figura 6), possibilitando a
formacdao dos lipossomas. A exposicao dos lipossomas pH-sensiveis a um meio acido
resulta na protonacao dos agentes estabilizantes, com consequente desestabilizacao
das vesiculas e a liberacdo do material encapsulado (OLIVEIRA et al., 2000).
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Figura 5 - Estruturas quimicas do CHEMS (A) e DOPE (B). Disponivel em www.avantilipis.com
(2020).
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Figura 6 - Representacdo esquematica da organizacao estrutural de derivados da PE na auséncia e
na presenca de CHEMS.

7

Vérios estudos jA demonstraram que o0 uso de lipossomas pH-sensiveis é uma
estratégia interessante para aumentar o acumulo de farmacos antineoplasicos na
regido do tumor (de BARROS et al., 2013; de BARROS et al., 2015, SILVA et al.,

2016). Considerando o perfil de seguranca destes sistemas, observou-se reducéo
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significativa da toxicidade sistémica (renal, hepatica e intestinal) e morbimortalidade
relacionada a doxorrubicina e cisplatina em modelos murinos quando estes farmacos
foram encapsulados em SpHL. Além disso, a encapsulacdo da cisplatina em SpHL
exerceu um efeito imunomodulatorio benéfico (LEITE et al., 2011; MARONI et al.
2012; CARLESSO et al., 2016; ARAUJO et al., 2017; FERREIRA, et al., 2017; SILVA,
et al.,, 2018). Portanto, levando-se em consideracdo a eficiéncia de SpHL ao
encapsular antineoplasicos, uma outra estratégia importante para incrementar a acao
antitumoral é o estudo de funcionalizacbes de SpHL empregando agentes de
direcionamento superexpressos nos tecidos tumorais a fim de potencializar a

especificidade e a captacédo intracelular de farmacos encapsulados nesses sistemas.

2.3.3 Lipossomas sitio-especificos

A determinacdo de caracteristicas moleculares dos tumores e sua utilizacdo na
escolha de estratégias terapéuticas tem se mostrado importantes no tratamento de
pacientes com resisténcia a quimioterapia convencional ou tumores em estagio
avancado. A terapia direcionada comecou a ser mencionada na década de 1970 com
a aprovacao de tamoxifeno e inibidores de aromatase em tumores positivos para
receptores de estrogeno (RE) e progesterona (RP), dando inicio a terapia
personalizada. Em seguida, o desenvolvimento do anticorpo monoclonal trastuzumab,
especifico para o fator de crescimento epidermal humano do tipo 2 (HER-2) e a
introducdo dele na terapia adjuvante dos canceres de mama com superexpressao
deste marcador representaram grande avanco na terapia-alvo devido as vantagens
significativas na sobrevida dos pacientes (MEISEL et al., 2018; GREENWALT et al.,
2019).

Terapias baseadas em subtipos moleculares oferecem uma nova alternativa para
resultados mais precisos em contextos clinicos. O CRC €& um conjunto muito
heterogéneo de células e cada subtipo exibe diferentes assinaturas patologicas e
genéticas, com isso a estratificagdo terapéutica para pacientes individuais pode levar
a melhores resultados terapéuticos. O Sistema de classificagdo mais empregado
atualmente classifica 0 CCR em quatro subtipos moleculares consensuais (CMSs):
CMSL1 (imune a MSI), CMS2 (canbnico), CMS3 (metabadlico) e CMS4 (mesenquimal))
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gue ajudam da extratificacdo clinica e intervengdes direcionadas baseadas em
subtipos (GUINNEY et al., 2015).

O primeiro agente direcionado para o CCR aprovado pela FDA foi o cetuximab em
2004, seguido pelo bevacizumab no mesmo ano, ambos na promissora linha de
medicamentos anti-EGFR (receptor do fator de crescimento). Desde entdo, a
determinacao de novos alvos moleculares para o tratamento do cancer teve grande
progresso nos ultimos anos. (XIE et al., 2020). O impacto positivo da terapia-alvo no
tratamento do cancer e a utilizacdo deste principio na funcionalizacdo de
nanossistemas como ferramenta para o direcionamento especifico de agentes
antitumorais tornou-se um importante e promissor campo de estudo atualmente.
Existem diversas estratégias de funcionalizacdo, entre elas o recobrimento de
nanoestruturas com anticorpos para receptores ja € bem estabelecido para o cancer
de mama. Além disso, a funcionalizacdo de sistemas com pequenas moléculas (Fol,
aptameros, transferrina) ou peptideos ligantes para outros alvos moleculares
superexpressos nas células, bem como em componentes do microambiente tumoral,
tém se mostrado altamente relevantes (BYRNE, BETANCOURT & BETANCOURT,
2008; McCARTHY et al., 2010; PASZKO & SENGE, 2012; PEREZ-HERRERO &
FERNANDEZ-MEDARDE, 2015).

Dentre as estratégias de modificacdo de superficie de nanoestruturas, a utilizacédo de
Fol € amplamente estudada, isso porque, trata-se de uma molécula pequena, pouco
imunogénica, altamente estdvel e de baixo custo (HONG et al., 2017). Para
nanoestruturas lipidicas, moléculas de Fol ligadas a cadeias de DSPE-PEG2000 S0
comumente utilizadas (Figura 7) (SOARES et al., 2012; WU et al., 2017; MONTEIRO
et al., 2018a). A utilizacdo desta ferramenta é baseada na expressdo limitada de
receptores de folato (RF) em tecidos sadios associada a alta afinidade Fol por RF do
tipo a superexpresso nas células de até 40% tumores estudados (YANG, et al., 2015;
ALIBOLANDI, et al., 2016; HONG et al., 2017). Considerado apenas os tumores de
cancer colorretal, cerca de 33% dos tumores primarios e 44% dos metastaticos podem
expressar RF (SHIA et al.,, 2008). Quando associadas a sistemas estimulo-
responsivos, como SpHL, a funcionalizagdo com Fol € extremamente vantajosa por
potencializar a endocitose dos sistemas e a rapida liberacdo do farmaco encapsulado
mediante diminui¢do do pH endossomal (GANTA et al., 2008; JAIN & JAIN, 2018).
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Figura 7 - Estrutura molecular do DSPE-PEG:2o00-Folato.

O estudo pré-clinico in vitro e in vivo de novas estratégias terapéuticas para o cancer
colorretal requer a utilizacdo de modelos experimentais adequados. Dentre os
modelos disponiveis para estudos in vivo, o tumor de células CT26 € um dos modelos
de tumor murino mais amplamente utilizado e considerado vantajoso para o estudo

da progresséao tumoral e avaliagédo da resposta terapéutica. (CASTLE et al., 2014)

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a utilizacdo de SpHL
modificados com Fol (SpHL-Fol) contendo paclitaxel apresentaram maior
citotoxicidade in vitro, além de maior acimulo na regido tumoral em modelo murino,
guando comparados a lipossomas ndo funcionalizados. Adicionalmente, foi
demonstrado o aumento da atividade antitumoral do paclitaxel em modelo murino de
tumor de mama humano quando encapsulado em SpHL-Fol pelo aumento da
efetividade de entrega intracelular do farmaco (BARBOSA et al., 2015; MONTEIRO et
al.,, 2018; MONTEIRO et al., 2019). Estes dados corroboram a hipbtese da
potencialidade da utilizacdo de SpHL-Fol carreando IRN e/ou 5-FU como sistemas

especificos eficientes para tratamento do cancer colorretal.
2.3.4 Lipossomas de 5-fluoracil e irinotecano
Varios estudos afirmam que combinacfes de drogas carreadas por lipossomas tém

significativamente maior atividade terapéutica do que as drogas livres combinadas
(MAYER et al., 2006; TARDI et al., 2009, HARASYM et al., 2007). Além do melhor
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controle do efeito terapéutico entre 5-FU e irinotecano, a encapsulacdo em lipossomas

também é muito utilizada para reduzir os efeitos toxicos desses quimioterapicos.

Nos seres humanos, o IRN livre é metabolizado pelas carboxilesterases em SN-38,
uma droga que é considerada mais potente do que o composto original (KAWATO et
al., 1991; LAVELLE et al., 1996). Ambos os compostos inibem a topoisomerase | e
causam quebras na cadeia de DNA durante a replicacdo que levam a morte celular.
No entanto, sob condi¢des fisiolégicas, esses compostos sao hidrolisados por
esterases em seu carboxilato biologicamente inativo reduzindo assim a sua
disponibilidade biologica (MATHIJSSEN et al., 2001; RIVORY et al., 1994). Niveis
altos de carboxilesterases gastrointestinais em 6rgdos como o intestino pode resultar
em concentracdes toxicas de SN-38 que danificam gravemente a mucosa do intestino
(KHANNA et al., 2000; GUICHARD et al., 1999). A diarréia resultante pode ser tao
grave que ameaca a vida ou € limitante da dose. Logo, a eficicia terapéutica do IRN
livre é infelizmente prejudicada por toxicidade localizada e limitada a disponibilidade
biologica (MATHIJSSEN et al., 2001; SALIBA et al., 1998; WISEMAN et al., 1996).

Ja existem estudos em andamento utilizando lipossomas para carreamento desses
farmacos com maior atividade antitumoral que as drogas livres (Kang et al., 2009;
Ramsay et al., 2008; Baker et al., 2008). Em estudos de citotoxicidade in vitro, o 5-FU
na forma encapsulada em lipossomas é mais ativo do que na forma livre (Bocci et al.,
2002; Carmeliet et al., 2011). Em outro trabalho, o irinotecano pdde ser eficientemente
encapsulado e apresentou maior atividade antitumoral in vivo do que o IRN livre
(VERREAULT et al., 2012; HARE et al., 2013). Como ja descrito, 0os regimes de
tratamento para o cancer colorretal apresentam alto indice de resisténcia e toxicidade.
Dessa forma, o uso de lipossomas pode aumentar a concentracdo dos
guimioterapicos no sitio alvo e ampliar o efeito terapéutico, que, por sua vez, pode
reduzir o nivel de resisténcia ao tratamento. Adicionalmente a isso, o desenvolvimento
de formulagdes lipossomais funcionalizadas com a combinagdo dos farmacos citados
poderia incrementar e/ou substituir os protocolos de tratamento atualmente

disponiveis.
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3  JUSTIFICATIVA

Diante do exposto, torna-se emergente a busca por novas alternativas de tratamento
do céancer colorretal. Os quimioterapicos 5-FU e Irinotecano sdo antineoplasicos
amplamente utilizados no tratamento desse tumor, no entanto, a toxicidade sistémica
e o alto nivel de resisténcia aos regimes de tratamento disponiveis sdo importantes

fatores limitantes da dose.

Como abordado, o emprego de lipossomas folatados pH-sensiveis de circulacéo
prolongada contendo esses quimioterapicos seria uma estratégia interessante para
aumentar o acumulo de farmacos na regido do tumor e para reduzir os efeitos
adversos associados a esses farmacos, podendo ser considerada uma ferramenta

promissora para tratamento de tumores.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antitumoral e seguranca de lipossomas pH-sensiveis de circulagcéo

prolongada contendo 5-fluorouracil e/ou irinotecano em modelo de tumor colorretal.

4.2 Objetivos especificos

e Preparar lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada encapsulando 5-

fluorouracil e/ou irinotecano.

e Caracterizar os lipossomas quanto ao tamanho, indice de polidisperséo, potencial

zeta e teor de encapsulacao.

e Avaliar a liberacdo in vitro dos farmacos e estabilidade fisico-quimica das

formulacoes.

e Determinar a pH-sensibilidade das formulacdes.

e Avaliar a atividade antitumoral in vivo em animais portadores de tumor de

adenocarcinoma colorretal.

e Avaliar a toxicidade sistémica das formulacdes preparadas.
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5 CAPITULO 1

LIPOSSOMAS pH-SENSIVEIS REVESTIDOS POR FOLATO CONTENDO
IRINOTECANO COMO UMA ALTERNATIVA PARA MELHORAR A EFICACIA DO
TRATAMENTO DO CANCER COLORRETAL

(Artigo: pH-responsive and folate-coated liposomes encapsulating irinotecan as an
alternative to improve efficacy of colorectal cancer treatment, Biomedicine and

Pharmacotherapy, v. 144, 2021 — Apéndice)

5.1 Introducéao

As camptotecinas sdo compostos derivados de alcalbides e sao eficientes
antineoplasicos que pertencem a familia das substancias que interagem com a
topoisomerase | (WEI et al., 2013). O topotecano e o irinotecano (IRN) sdo duas
camptotecinas que ja foram aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) dos
EUA (PIEDBOIS, 1998; WEI et al.,, 2013). O IRN (7-etil-10-(4-[1-piperidino]-1-
piperidino)carboniloxicamptotecina) € um medicamento de primeira linha aprovado
para o tratamento de uma variedade de tipos de cancer, incluindo cancer colorretal,
pulmonar e ginecoldgico (JANSEN et al., 1997). Embora possa ser usado como
monoterapia, geralmente € administrado em combinagdo com agentes citotoxicos,
incluindo oxaliplatina e 5-fluorouracil (5-FU) e como terapia de resgate na doenca
refrataria ao 5-FU (CASADO; SAGRISTA; MORA, 2018; HARE et al., 2013). O IRN
tem como alvo primario a Topoisomerase |, expressa de forma ubiqua e,
consequentemente, demonstra sérios efeitos colaterais com grande variabilidade
interindividual. As toxicidades associadas ao IRN incluem mielossupressao
(neutropenia) e distarbios gastrointestinais (principalmente diarréia), que sao
reconhecidos como toxicidade limitante da dose para este medicamento (CASADO;
SAGRISTA; MORA, 2018; GARCIA-CARBONERO; SUPKO, 2002).

O IRN é um pro-farmaco que possui um perfil farmacoldégico complexo e é
extensamente metabolizado in vivo. O metabolismo no trato gastrointestinal ocorre
em trés etapas principais, comec¢ando com a converséo do IRN soltvel em agua para

gerar o potente metabdlito SN-38 (7-etil-10-hidroxicamptotecina). Na segunda etapa,
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0 SN-38 € metabolizado em um glicuronideo que pode ser exportado para o intestino
e reativado a sua forma toxica pela pB-glicuronidase bacteriana onde pode ser
reabsorvido. A reativacdo local do farmaco no trato intestinal é atribuida a sua

toxicidade (CHEN et al., 2013).

Esforgos para identificar biomarcadores para determinar qual populacao de pacientes
seria mais impactada ainda ndo foram bem-sucedidos. Consequentemente,
plataformas alternativas para entrega sdo uma opcao viavel que pode incorporar a
medicina de precisdo ao sistema de entrega de medicamentos. Esta nocao é ainda
apoiada pelo perfil farmacocinético complexo do farmaco
apos administracdo intravenosa (RAYMOND et al., 2002). O SN-38 tem efeitos
antitumorais 100 a 1000 vezes mais potentes, no entanto, apdés a administracao
intravenosa de IRN livre, menos de 5% do IRN é convertido em SN-38, principalmente
no figado. A forma mais ativa da camptotecina contém uma configuracao de lactona
aberta, que é formada por uma reacdo de esterificagcdo na presenca da enzima
carboxil esterase. A carboxil esterase esta presente em todos os tecidos, incluindo
tumores e é mais proeminente em ambientes acidos (JANSEN et al., 1997;
TAKIMOTO; WRIGHT; ARBUCK, 1998). Nesse contexto, o perfil farmacocinético do
IRN se beneficiaria muito de uma ferramenta que pudesse proteger e estabilizar o IRN
e possibilitar sua conversao ao metabdlito mais ativo mais especificamente no tecido

tumoral.

Os sistemas de liberacdo de farmacos baseados em nanoparticulas surgiram como
ferramentas promissoras para alterar o perfil farmacocinético de drogas (PATRA et
al., 2018; RAYMOND et al., 2002). Mais especificamente, estratégias de entrega de
farmacos focadas na estabilizacdo do anel de lactona do IRN para evitar sua
inativacao relatadas anteriormente, seriam indispensaveis para a manutencao de sua
atividade. Os lipossomas séo considerados um dos sistemas de liberacéo de farmacos
mais promissores, projetados para encapsular uma ampla gama de farmacos e
fornecer ferramentas adequadas para melhorar a eficacia dos quimioterapicos no
tratamento do cancer (ALLEN; CULLIS, 2013; KRAFT et al., 2014). Encapsular um
farmaco em lipossomas € altamente vantajoso, pois pode melhorar sua
farmacocinética, promover sua captacao intracelular e permitir a entrega seletiva as

células tumorais, muitas vezes resultando em diminuicdo dos efeitos colaterais
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indesejaveis e aumento da dose maxima tolerada (DAWIDCZYK et al., 2014; MADNI
et al., 2014).

Vérias estratégias tém sido exploradas para melhorar a farmacocinética e
direcionamento de formulacdes lipossomais para otimizar ainda mais a
atividade/toxicidade de farmacos encapsulados (CASADO; SAGRISTA; MORA,
2018). Nosso grupo de pesquisa empregou com sucesso lipossomas sensiveis ao pH
(SpHL) de longa circulagdo para o tratamento de varios tipos de tumores sélidos
(CARLESSO et al., 2016; DOS REIS et al., 2021; FRANCO et al., 2019, 2021; SILVA
et al., 2016). Até onde sabemos, descreveremos, pela primeira vez, o uso de
lipossomas folatados pH-sensiveis encapsulados com IRN para o tratamento do
cancer colorretal. Nossa abordagem baseia-se no conhecimento de que o ambiente
tumoral normalmente tem um pH mais baixo do que os tecidos normais. Tais
condi¢cBes acidas promoverdo a captacao celular de SpHL através da formacao de
endossomos e permitirdo a liberacdo local de drogas direcionadas no tumor (DE
OLIVEIRA et al., 2000; SILVA et al., 2016).

Além disso, o uso de nanoparticulas, como lipossomas, também pode promover um
aumento da especificidade da formulacdo para o tumor por meio da adicdo de
marcadores moleculares de superficie para direcionamento e acumulo no ambiente
tumoral (LU; LOW, 2002; MONTEIRO et al., 2019; SILVA et al., 2019; SOARES et al.,
2012). O folato, por exemplo, € uma molécula usada em diferentes ciclos metabdlicos
durante a sintese de aminoacidos para apoiar e promover o crescimento celular. O
receptor de folato é superexpresso no ambiente tumoral, embora apenas
minimamente distribuido nos tecidos normais, resultando em uma abordagem de
direcionamento ideal. A funcionalizacdo de lipossomas com folato € uma o6tima
estratégia de direcionamento de tumores que pode melhorar ainda mais o perfil
farmacocinético e a potencial atividade antitumoral do farmaco (LOHADE et al., 2016;
SOE et al., 2018).

Aqui, desenvolvemos um novo sistema lipossomal de entrega direcionada de
farmacos como uma ferramenta para melhorar a eficiéncia da terapia antitumoral do
IRN com baixo perfil de toxicidade. O desenvolvimento e caracterizagdo de

lipossomas folatados pH-sensiveis de liberacdo controlada encapsulados com IRN foi
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realizado e investigado como um agente antitumoral promissor em um modelo murino

de cancer colorretal.

5.2 Objetivos

5.2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antitumoral e seguranca de lipossomas pH-sensiveis de circulagdo

prolongada contendo irinotecano em modelo de tumor colorretal.

5.2.2. Objetivos especificos

e Preparar lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada encapsulando

irinotecano.

e Caracterizar os lipossomas quanto ao tamanho, indice de polidispersao, potencial

zeta, teor de encapsulagéo.

e Avaliar a liberagdo do farmaco e estabilidade das formulagfes.

e Determinar a pH-sensibilidade das formulacdes.

e Avaliar a atividade antitumoral in vivo em animais portadores de tumor de

adenocarcinoma colorretal.

e Avaliar a toxicidade sistémica das formulacdes preparadas.

5.3 Materiais e métodos

5.3.1 Materiais

O cloridrato de irinotecano tri-hidratado (IRN) foi doado pela EUROFARMA

Laboratorios SA (S&o Paulo, Brasil). A dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) e a
diestearoilfosfatidiletanolamina polietilenoglicol 2000 (DSPE-PEG2000/DSPE-PEG-
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FOL) foram fornecidas pela Lipoid GmbH (EUA). O hemisuccinato de colesterol
(CHEMS) e o colesterol (CHOL) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical
Company (St Louis, EUA). Todos os solventes (grau analitico de cromatografia liquida
de alta eficiéncia) e demais reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (S&o Paulo,
Brasil). O modelo de tumor subcutaneo foi estabelecido em camundongos BALB/c
fémeas de 8-10 semanas de idade adquiridos do CEBIO-UFMG (Belo Horizonte,
Brasil). Os animais foram mantidos sob condicdo SPF com acesso livre a comida e
agua padrdo. Todos os estudos em animais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil
(protocolo n° 102/2020).

5.3.2 Métodos

5.3.2.1 Preparacdao do lipossoma

Os lipossomas foram preparados de acordo com o método de hidratacdo do filme
lipidico (BANGHAM; STANDISH; WATKINS, 1965), seguido de calibracdo de
tamanho. Resumidamente, aliquotas de cloroférmio de DOPE, CHEMS, DSPE-
PEG2000 (razdo molar de 5,8:3,7:0,5, respectivamente; a concentracdo total de
lipidios foi igual a 40 mM) ou DOPE, CHEMS, DSPE-PEG2000 e DSPE-PEG2000-Fol
(razdo molar de: 5,8:3,7:0,45:0,05, respectivamente; concentracdo lipidica total foi
igual a 40 mM) foram transferidos para um frasco e o solvente foi removido a baixa
pressdo para preparar SpHL e SpHL-Fol, respectivamente. Aliquotas de solucédo de
NaOH 0,1M foram adicionadas ao filme lipidico para promover a ionizacdo completa
das moléculas de CHEMS e, posteriormente, a formacao de uma estrutura lamelar.

Em seguida, o filme lipidico foi hidratado com solucéo de sulfato de aménio 300mM,
a temperatura ambiente, sob agitacdo vigorosa (FERREIRA et al., 2017). Os
lipossomas obtidos foram calibrados por extrusdo utilizando membranas de
policarbonato de 0,4 um, 0,2 yum e 0,1 um, 5 ciclos por membrana, utilizando o extrusor
Lipex Biomembranes, Modelo TO01 (Vancouver, Canada). Apés, o sulfato de amdnio
do meio externo foi removido por ultracentrifugacao (Ultracentrifuge Optima® L-80XP,
Beckman Coulter, Brea, EUA) a 150.000 x g, 4°C, por 120 min. O pellet foi

ressuspenso com solugdo de NaCl a 0,9% (p/v). Em seguida, uma solucéo de 10
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mg/mL de IRN foi incubada com SpHL ou SpHL-Fol durante 2 h a 4°C, para permitir a
encapsulacdo do IRN por gradiente de sulfato de amdnio. O IRN nao encapsulado foi

removido por ultracentrifugacdo usando o mesmo método descrito acima.

5.3.2.2 Caracterizacéao fisico-quimica dos lipossomas

5.3.2.2.1 Distribuicado de tamanho, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacéao
(% EE)

O diametro médio dos lipossomas foi determinado por dispersdo dinamica de luz a
25°C a um angulo de 90°. O potencial zeta foi avaliado pela determinagdo da
mobilidade eletroforética em um angulo de 90°. As medidas de tamanho e potencial
zeta foram realizadas em triplicata usando o equipamento nano ZS90 Zetasizer
(Malvern Instruments, Inglaterra). As amostras foram diluidas usando uma solucao de
NaCl a 0,9% (p/v). A eficiéncia de encapsulacdo (EE) do IRN em lipossomas foi
determinada por HPLC, usando como fase mével tampao fosfato: acenonitrila (70:30
viv) + 0,2% (v/v) trietilamina (pH 2,5, ajustado com &cido fosférico), e uma coluna de
fase reversa C18 com deteccdo de fluorescéncia (370/470 nm, excitacdo/emissao
respectivamente) (TARDI et al., 2007).

5.3.2.2.2 Andlise de rastreio de nanoparticulas

As medidas foram realizadas com o0 equipamento Nanosight NS300 (Malvern
Instruments, Inglaterra). As amostras foram preparadas apés diluicio em agua
ultrapura (mesma fase externa das formulagdes) e introduzidas na camara de
amostras do Nanosight com uma seringa descartavel. As amostras foram medidas em
temperatura ambiente por 60 segundos com deteccdo automética. A suspensao foi
irradiada por uma fonte de laser e espalhamento de luz. As imagens foram capturadas

por uma camera de dispositivo de carga acoplada.

5.3.2.3 Estudo de liberag&o e pH-sensibilidade

A liberacgdo do farmaco foi realizada por meio de dialise com membranas de celulose
(MWCO12000 Da) em tampao HEPES-salina em dois pHs diferentes (pH 5 e 7,4).
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Sacos de dialise contendo 500 pL de SpHL-IRN ou farmaco livre foram adicionados a
frascos contendo 50 mL do tampéo e mantidos sob agitacdo a 37°C. Aos 30 min, 1,
2,4, 8 e 24 h, aliquotas de 1 mL do tampéao foram coletados e 0 mesmo volume foi
reposto para que a concentracdo da solugcdo nédo variasse, a quantidade de IRN

liberado foi entdo dosado por HPLC.

5.3.2.4 Microscopia confocal

Células tumorais de cancer de colon murino CT26 foram semeadas em placas de 6
pocos com laminulas estéreis (2,5 x 10° células/po¢o) 24 h antes do tratamento. As
células foram expostas a uma solucdo de IRN, SpHL-IRN ou SpHL-IRN-FOL, a uma
concentragcédo de droga de 5uM, por 12 h. Apos lavagem com PBS, as células foram
fixadas com solucdo de formaldeido a 3,7% (v/v), as laminas foram montadas com
Prolong Gold Antifade Reagent (Thermo Fisher Scientific - Waltham, EUA). As células
foram analisadas no “Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens da UFMG
(CAPI/UFMG)” utilizando o microscépio LSM 880 com detector Airyscan (ZEISS -
Oberkochen, Alemanha). Para aquisicdo das imagens, foram utilizadas uma lente
objetiva de 63x e um laser de Diodo 370 nm (excitacdo de IRN). As imagens foram
processadas usando o software ZEN Blue Edition verséo 2.3 lite (ZEISS -Oberkochen,

Alemanha).

5.3.2.5 Estudos in vivo

5.3.2.5.1 Cultura de células

As células CT26 foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco, EUA), suplementado
com 10% (v/v) de soro fetal bovino, penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina (100
mg/mL). As células foram mantidas em ar humidificado (95%) contendo 5% de CO:za
37 ° C. Apos 3-5 dias de cultura as células foram tripsinizadas e a viabilidade celular
foi avaliada apds coloragdo com Trypan Blue. Apés centrifugacdo (5 min a 330 x @),
as células foram ressuspensas em meio de cultura para inoculagdo nos camundongos
BALBI/c.
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5.3.2.5.2 Inoculacéo de tumor

Aliguotas (100 pL) com 1,0 x 10° de células CT26 foram injetadas subcutaneamente
no flanco direito de camundongos BALB/c fémeas. As células tumorais foram deixadas

crescer in vivo durante 10 dias até os tumores atingirem, aproximadamente, 100 mm?.

5.3.2.5.3 Atividade antitumoral

Apoés o desenvolvimento do tumor, os camundongos foram divididos aleatoriamente
em 4 grupos (n = 6 para cada grupo): solucao salina (grupo controle); IRN livre; SpHL-
IRN; e SpHL-IRN-FOL. A dose total de IRN em todos os grupos de tratamento foi de
120 mg/kg, dividida em 4 administrac6es (30 mg/kg), a cada 2 dias. Ao longo do
estudo, os camundongos foram pesados e os tumores foram medidos com paquimetro
a cada 2 dias, até o final do experimento (Dia 8) quando os camundongos foram

sacrificados. Os volumes tumorais foram calculados a partir da formula:

V = (d1)?xd2x 0,5

onde di e dz2, representam o menor e o maior diametro, respectivamente. A raz&o de

inibicdo (IR) foi calculada no dia 8 (Ds), como se segue:

IR =1 — (RTV médio do grupo tratado com drogas/RTV médio do grupo controle) x
100

onde, RTV = Volume tumoral Ds/Volume tumoral Do.

5.3.2.5.4 Estudo hematoldgico e bioquimico

Ao final do estudo, os animais foram eutanasiados imediatamente apds a coleta de
sangue total por puncéo do plexo braquial em tubos contendo anticoagulante (EDTA).
Os parametros hematolégicos avaliados incluiram hemoglobina, nimero de globulos
vermelhos, hematdcrito, indices hemantimétricos, largura de distribuicdo de glébulos

vermelhos (RDW), contagem global e diferencial de leucdcitos e nimero de plaquetas,
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conforme descrito em nosso laboratério anteriormente para esses estudos (SILVA et
al., 2018).

O plasma foi obtido por centrifugacdo (3000 rpm, 15 min) e os parametros bioquimicos
foram quantificados. A funcao renal foi avaliada através dos parametros de ureia e
creatinina plasmaticas e a funcdo hepatica através da analise de aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST) (MIRANDA et al., 2021).

5.3.2.5.5 Analise histolégica

Ao final do estudo, os principais 6rgaos (tumor primario, intestino grosso, figado e rins)
foram excisados, incluidos em parafina e submetidos a coloragdo de hematoxilina-
eosina (H&E) para analise de toxicidade (MIRANDA et al., 2021).

5.3.2.6 Analise estatistica

Todos os dados séo expressos como média + SD. As médias entre os diversos grupos
foram comparadas por uma analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey
(GraphPad PRISM, versdo 6.0). Umvalor deP <0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

5.4 Resultados

5.4.1 Distribuicdo de tamanho, potencial zeta e eficiéncia de encapsulamento (%
EE)

O diametro médio, indice de polidispersidade, potencial zeta, % EE e a carga de droga

das formulacgdes lipossdmicas sao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracterizacao fisico-quimica de SpHL, SpHL-Fol, SpHL-IRN e SpHL-IRN-
Fol.

Formulagéo Diametro PDI Potencial % EE Carga de
médio (nm) Zeta (mV) droga
(mg/mL)
SpHL-branco 159,2 + 3,9 0,09 + 0,03 -41+0,6 - -
SpHL-fol- 160,1+40 0,09+0,03 -41+0,6 - -
branco
SpHL-IRN

169,0+6,0 0,12+0,05 -11,1+0,8 66,2+3,0 6,6 +0,3
SpHL-FOL-IRN  1652+3,1 0,12+0,08 -91+1,2 62,3+0,9 6.2.£0,1

Os dados séo expressos pela média (n=3) + DP da média. Todos os dados foram
analisados por andlise de variancia ANOVA one-way seguida de pés-teste de Tukey.
Os lipossomas se mostraram homogéneos (PDI < 0,3) com um diametro inferior a 200
nm. O potencial zeta esteve préximo da neutralidade para todas as formulacdes, o
gue pode ser benéfico por suas propriedades farmacocinéticas (HONARY; ZAHIR,
2013). Os resultados de DLS foram ainda validados por estudos de rastreamento de
nanoparticulas (Figura 9), nos quais uma popula¢cdo monodispersa foi encontrada com

a maioria (90%) de particulas com até 155 nm de diametro.
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Figura 8 - Andlise de rastreamento de nanoparticulas de didmetro médio (A) e distribuicdo de SpHL-
IRN (B).
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A sensibilidade ao pH in vitro foi avaliada para SpHL-IRN e IRN livre em diferentes

pHs (7,4 e 5,0) e os resultados sdo mostrados na Figura 9.
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Figura 9 - Liberacdo de IRN em relacdo ao pH.

Nota: * p<0,05 entre o IRN livre (pH 5 e pH 7); +P<0,05 entre SpHL-IRN pH 7,4. Os dados séo
expressos pela média (n=3) + DP Todos os dados foram analisados por analise de variancia ANOVA
one-way seguida de pds-teste de Tukey.

O perfil de liberacdo percentual de SpHL-IRN em pH 7,4 e pH 5,0 € mostrado ao longo
de 24 horas. A sensibilidade ao pH in vitro de SpHL-IRN foi avaliada em funcéo do
tempo em diferentes pHs (7,4 e 5,0).. Ndo foram observadas alteracdes estatisticas
com o farmaco livre. No entanto, o IRN encapsulado em lipossomas apresentou uma
liberacdo dependente do pH e do tempo demonstrando uma maior estabilidade e
capacidade de retencdo da nanoparticula (DRUMMOND et al., 2006). Como visto
na Figura 9, até o ponto de tempo de 30 min, o padrédo de liberacdo de IRN
encapsulado em SpHL é semelhante em ambos os pHs. No entanto, nos tempos de
1, 2 e 4 horas uma liberagdo mais acentuada da droga foi encontrada em pH 5,0,
guando comparado com o pH 7,4 o que corrobora a hipotese de que uma reducao do
pH promove uma desestabilizagdo do nanossistema, culminando em maior liberagéo

do farmaco. Esses achados confirmam a sensibilidade ao pH para SpHL, o que pode
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ser benéfico para a liberacdo de drogas no microambiente tumoral (SILVA et al.,
2016).

5.4.3 Microscopia confocal

Para validar a liberacdo de drogas e captacdo em células de céancer de colon,
realizamos microscopia confocal (Figura 10). O IRN foi visualizado intracelularmente,
localizado principalmente nas regifes citoplasmaticas e perinucleares. Uma pequena
captacdo nos nucleos pode ser observada para todos os grupos (IRN Livre, SpHL-
IRN, SpHL-IRNFol) investigados. Esses resultados sugerem a entrega eficiente de
IRN dentro da célula para todas as formula¢des no tempo avaliado (CASADO et al.,
2017).

Figura 10 - IRN encapsulado em lipossomas é eficientemente absorvido em células de cancer de
célon. Imagens de microscopia confocal de células tumorais de cancer de célon murino CT26 apds 24
h de incubagdo com tratamentos A = IRN livre, B = SpHL-IRN ou C = SpHLIRN-Fol. (concentracédo de
IRN 5uM). Amplificagéo de 63x.

5.4.4 Atividade antitumoral

A atividade antitumoral de preparagbes de IRN livre e lipossomal (SpHL-IRN e
SpHLIRN-Fol) foi avaliada em camundongos BALB/c portadores de tumor CT26. As
curvas de crescimento do volume tumoral (Figura 11A) tiveram perfis drasticamente
diferentes entre os grupos. Os animais que receberam formulacfes lipossomais
apresentaram volumes tumorais significativamente menores quando comparados aos
grupos controle (salina e IRN livre), p<0,05. Além disso, 0s animais que receberam
formulacdo lipossomal funcionalizada com folato (SpHL-IRN-FOL) apresentaram
volumes tumorais significativamente menores do que qualquer outro grupo, incluindo

SpHL-IRN néo funcionalizado. Esses dados suportam que o folato foi vantajoso no
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direcionamento do tumor e na atividade antitumoral. A Figura 11B mostra os volumes
tumorais no final do experimento para todos os grupos, confirmando a maior eficiéncia

de SpHL-IRN-FOL no controle do crescimento tumoral.
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Figura 11 — Avaliacdo da atividade antitumoral de IRN livre e encapsulado. (A) Efeito antitumoral de
SpHL (grupo controle), IRN, SpHL-irn e SpHL-IRN-FOL no crescimento tumoral de camundongos
BALB/c fémeas portadores de tumor de cdélon CT26. Cada tratamento foi administrado por via
intravenosa 4 vezes, a cada 2 dias, na dose de 30 mg/kg. (B) Volume tumoral no final dos experimentos,
dia 8, apos os tratamentos.

Nota: Os dados sdo expressos pela média + desvio padrao da média (n=7). As curvas de crescimento
foram analisadas por regresséo. 2Representa diferencas estatisticas (P < 0,05) em relagéo ao grupo
controle. PRepresenta diferengas estatisticas (P < 0,05) em relagdo ao IRN livre.

A razdao de inibicdo do volume tumoral (TV-IR), apresentada na Tabela 2, corrobora
os dados apresentados nas curvas de crescimento tumoral. No geral, as formulacfes
lipossomais foram mais eficazes na inibicdo do crescimento tumoral do que IRN livre
ou solugédo salina. O tratamento com SpHL-IRN-FOL resultou numa inibicdo do
crescimento tumoral ainda mais extensa quando comparado com SpHL-IRN (57,8 e

41,5%, respectivamente).

Tabela 2. Volume tumoral relativo (RTV) e razédo de inibicdo do crescimento tumoral
(IR) ap6s administracéo de IRN livre, SpHL-IRN e SpHL-IRN-FOL.

Grupo de tratamento RTV RI (%)
IRN livre 59+321 16,6
SpHL-IRN 4,1+1,43 41,5
SpHL-IRN-FOL 2,9+1,422 57,8

Nota: @arepresenta diferenca significativa em comparac¢do com o IRN livre P-valores inferiores a 0,05
foram definidos como nivel de significancia (teste de Tukey). Dados expressos como média + DP.
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5.4.5 Estudo hematoldgico e bioquimico

Os parametros hematologicos do grupo controle (CTL) e camundongos tratados com
IRN-livre, SpHL-IRN e SpHL-IRN-FOL s&o mostrados na Tabela 3. A contagem de
hemacias e plaquetas, as concentracdes de HGB e os valores de HCT foram
semelhantes em todos 0s grupos e nao apresentaram diferenca significativa (p > 0,05)
quando comparados aos do grupo controle. Além disso, ndo houve alteracdo na série

de leucécitos para todos 0s grupos.

Tabela 3. Parametros hematoldgicos de camundongos controle tratados com 3 doses
de formulacdes de IRN.

Tratamentos
Parametros CTL IRN-livre SPHL-IRN SPHL-IRN-
FOL

RBC (célula/mm3x 10°%) 49+272 53+1,0 5,7 £0,9 5,9 +0,5
Hemoglobina (g/L) 9,0+4,7 8,3+2,6 10,3+2,2 11,0+1,4
HCT (%) 25,1+10,6 27,4 +£5,3 28,8+4,6 30,3+25
WBC (célula/mm3x 103) 6,5+4,2 25+1,0 3,1+1,0 28+1,0
Granuldcitos (célula/mm3x 103) 29+1,9 1,2+0,5 1,4+£05 1,2+0,5
N&o granulécito (célula/mm3x 10%) 3,56 + 2,3 1,3+0,6 1,7+£0,6 15+£05
RDW (%) 149+1,6 16,2+1,3 16,1+0/4 158+1,0
PLT (célula/mm3x 103) 261,2+ 157,0 211,3+78,5 276,4+55,9 233,5+78,3

Nota: A avaliagdo dos parametros hematologicos foi realizada 8 dias apds o tratamento dos
camundongos com as formulagbes de IRN. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo. Abreviaturas: HGB (hemoglobina), RBC (glébulos vermelhos), HTC (hematdcrito), PLT
(plaguetas), WBC (glébulos brancos totais).

Os parametros bioquimicos indicativos de toxicidade renal (ureia e creatinina séricos)
e hepatica (ALT e AST) ndo apresentaram alteracdes significativas entre os grupos.
Esses resultados sdo consistentes com a auséncia de alteracdo histolégica que foi
observada no tecido renal e hepéatico dos camundongos tratados com diferentes
formulacdes contendo IRN, o que confirma que o tratamento nas doses utilizadas,
como esperado, ndo causou alta toxicidade (Figura 12A-D). Além disso, foram feitas
medicOes de peso corporal para avaliar a toxicidade geral das formulacdes
administradas. Nao foram encontradas alteracdes significativas no peso corporal apos
administracdo terapéutica em nenhum dos grupos investigados (p>0,05) (Figura
12E).



54

A) ALT B) AST

401 2001

301 0-
— ) T T

= —
= . _n
> 20 35 100 -
104 50
” . D N o
%
(,& & N < N \y \ ‘<°\
Vv & < & Ny g
Q? N N &
% \Z > N
Q‘?‘ R N
% R
S
Creatinina Ureia
0.8+ 80 =
C) D)
0.6 _I_ 60 -
2 | =
> 0.4+ —— S 404 |
£ E T
0.2 204
0.0- N 0
\Z ~ ~ o N
& & & & < & & «
\% Qe < N N Q7
Q~2‘ N N Q&
=) N4 Q N
oo ) N
R Q~2~
)
E)
Peso corporal
301
—— CTL
IRN
—4— SPHL-IRN
254
> —¥— SPHL-IRN-Fol
o
g +— 1 ~
o ==

204

15 T T T T 1
0 2 4 6

©
=
o

Tempo (dias)

Figura 12 - Avaliacdo da toxicidade no rim e no figado. Parametros bioquimicos de camundongos
controle e tratados com 4 doses de formula¢des de IRN foram avaliados quanto a toxicidade renal (A
e B), toxicidade hepética (C e D) e peso corporal (E).

Nota: A avaliacdo dos parametros bioquimicos foi realizada 8 dias apdés o tratamento dos
camundongos com as formulagBes de IRN. Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo. Abreviaturas: ALT (alanina aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase).
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5.4.6 Analise histologica

Ambos os tecidos tumorais e normais foram avaliados por histologia para pesquisa de
necrose e metastase. A andlise histolégica de tumores de céncer colorretal é
apresentada na Figura 13. O tratamento com IRN livre, SpHL-IRN ou SpHL-IRN-FOL
mostrou necrose extensa devido a morte celular induzida por IRN (Fig
13F; 13G e 13H, respectivamente). Os tecidos do figado e do intestino grosso foram
avaliados quanto ao aparecimento de metastases (Figura 14), no entanto, ndo foram

encontrados focos metastaticos nos tecidos avaliados.

Figura 13 - Analise histopatoldgica da necrose tumoral. Cortes histolégicos de tumor primario de
camundongos BALB/c fémea portadores de tumor colorretal CT26 tratados com IRN livre, SpHL-IRN
ou SpHL-IRN-FOL corados por hematoxilina e eosina. (A) grupo controle na amplificacdo de 2x. (B)
Tratado com IRN livre na amplificag&o de 2x. (C) SpHL-IRN tratado com amplifica¢do de 2x. (D) SpHL-
IRN-FOL tratado com amplificacdo de 2x. (E) grupo controle na amplificacdo de 20x. (F) Tratado com
IRN livre na amplificacdo de 20x. (G) SpHL-IRN tratado com amplificagdo de 20x. (H) SpHL-IRN-FOL
tratado com amplificag@o de 20x. Os asteriscos pretos indicam &areas de necrose tumoral.
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Figura 14 - Analise histopatoldgica da toxicidade hepatica e intestinal. Cortes histolégicos de tecidos
de camundongos BALB/c fémea portadores de tumor colorretal CT26 tratados com IRN livre, SpHL-
IRN ou SpHL-IRN-FOL corados por hematoxilina e eosina. (A) Figado do grupo controle. (B) Figado
tratado com Fre-IRN. (C) Figado tratado com SpHL-IRN. (D) Figado tratado com SpHL-IRN-FOL. (E)
Intestino Grosso do grupo controle. (F) Intestino grosso tratado com IRN livre. (G) Intestino grosso
tratado com SpHL-IRN. (H) Intestino grosso tratado com SpHL-IRN-FOL. (1) Rim do grupo controle. (J)
Rim tratado com IRN livre. (K) Rim tratado com SpHL-IRN. (L) Rim tratado com SpHL-IRN-FOL.
Ampliacéo de 40x.

5.5 Discusséo

As terapias sistémicas convencionais para o tratamento do cancer consistem
principalmente em drogas antineoplasicas que, em geral, apresentam baixa
especificidade e alta toxicidade, o que limita a dose que pode ser administrada ou o
namero de ciclos quimioterapéuticos que um paciente necessita ser submetido. Nas
dltimas décadas, com novos entendimentos das caracteristicas moleculares dos
tumores e seu microambiente, o foco da pesquisa em terapia anticAncer mudou para
incluir abordagens mais especializadas e direcionadas (AL-MAHMOOD et al., 2018;
KHAN et al., 2015). Dentre essas estratégias, o uso de sistemas nanoestruturados de
liberacdo de drogas tem tido um profundo impacto na pesquisa terapéutica do cancer.
Uma ampla gama de nanomateriais surgiu como ferramentas alternativas que podem
direcionar os quimioterpicos aos locais do tumor com eficacia terapéutica
aprimorada. Entre os materiais versateis disponiveis, 0s lipossomas tém sido

amplamente empregados como transportadores inteligentes capazes de modificar a
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biodistribuicdo, metabolismo e eliminacéo in vivo de farmacos (FENSKE; CULLIS,
2008; GHOSH et al., 2008; NUNES et al., 2019; SILVA et al., 2016).

Sabe-se que a atividade antitumoral € diretamente proporcional a concentracdo
intracelular dos farmacos/metabdlitos ativos (DE OLIVEIRA et al., 2000; SILVA et al.,
2016) e sua toxicidade esta correlacionada com a quantidade de farmaco distribuida
aos tecidos fora do alvo. Assim, um carreador de farmaco ideal deve ser
especificamente absorvido pelo tumor e permitir a internalizacdo do farmaco nas
células tumorais enquanto reduz a captacdo do farmaco pelo tecido saudavel. A
capacidade de projetar lipossomas para serem sensiveis ao pH e promover o
direcionamento ativo do tumor o torna um candidato atraente como nanocarreador de
farmacos. A resposta ao pH dos lipossomas pode ser atribuida a presenca de
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) na bicamada de lipossomas. Uma vez que o
DOPE por si s6 ndo é capaz de formar uma estrutura lamelar, € necessario o uso de
agentes estabilizantes como o hemisuccinato de colesterol (CHEMS) para a formacao
de uma estrutura lipossémica. Em pH fisiol6gico, CHEMS é ionizado e inserido entre
as moléculas de DOPE resultando em repulsdes eletrostaticas entre 0s grupos
carboxila ionizados de CHEMS e grupos fosfato de DOPE, resultando na formacéo de
uma bicamada lipossomal. Em contraste, em pH mais baixo, CHEMS é protonado
promovendo desestabilizacdo da estrutura lipossomal e consequentemente liberacao
do farmaco. Uma vez que o microambiente do tumor é mais acido do que o tecido
saudavel circundante, obtém-se um sistema direcionado e otimizado, resultando em
acao otimizada do farmaco (ALLEN; CULLIS, 2013; DE BARROS et al., 2011, 2015;
SILVA et al., 2016). Além de suas propriedades fusogénicas ideais, a inclusdo de
moléculas de direcionamento na superficie lipossomal, como o &cido félico, pode levar
a um aumento da capacidade de direcionamento do tumor e da eficacia
guimioterapéutica (de BARROS et al.,, 2011). Com tudo isso em mente, foram
desenvolvidos lipossomas sensiveis ao pH com capacidade de direcionamento de
tumores, encapsulados com um quimioterapico, IRN, para melhorar a resposta

terapéutica no cancer colorretal.

No presente estudo, os lipossomas (SpHL-IRN-Fol e SpHL-IRN) foram sintetizados
com sucesso com diametro de vesicula semelhante e monodisperso em todas as

formulagbes. Os lipossomas foram obtidos com didametro inferior a 200 nm, o que
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permite seu extravasamento para o tecido tumoral por efeito EPR (MULLER et al.,
2000). SpHL-IRN-Fol e SpHL-IRN apresentaram potencial zeta neutro devido a
presenca de DSPE-PEG2000 na composicéo lipidica do lipossoma. A presenca de
cadeias de PEG na superficie do lipossoma produz uma camada hidrofilica e reduz
sua mobilidade eletroforética resultando em um potencial zeta proximo da
neutralidade (NUNES et al., 2019). Isso € importante porque, uma vez na corrente
sanguinea, nanoparticulas convencionais e particulas carregadas negativamente
podem ser opsonizadas e massivamente eliminadas por fagocitose por células imunes
e removidas da circulacéo sistémica e, consequentemente, evitar a entrega efetiva do
nano farmaco aos 6rgaos, enquanto que nanoparticulas com carga superficial proximo

a neutralidade possuem circulagéo prolongada (CHENG et al., 2009).

Drogas citotoxicas encapsuladas em lipossomas sdo normalmente incapazes de agir
em seus alvos terapéuticos ou causar toxicidade até que sejam liberadas dos limites
do transportador e, portanto, a entrega de farmacos lipossomais pode ser considerada
uma estratégia de pré-farmacos (DRUMMOND et al., 2013). Embora a ativagéo local
do IRN para SN-38 ainda ndo tenha sido demonstrada, as carboxilesterases tém
ampla distribuicdo em diferentes tipos de tumores e sédo ativas nos macrofagos, onde
os lipossomas séo capturados principalmente (DRUMMOND et al., 2006, XU et al.,
2002; VAN ARK-OTT et al., 1998). Assim, a capacidade de liberacdo do farmaco
mediada por lipossomas no tecido desejado é extremamente importante. Os
lipossomas sensiveis ao pH apresentaram maior liberacdo do conteudo lipossomal
em pH acido quando comparado ao pH fisioldgico. Isso é vantajoso para alcancar o
equilibrio ideal entre a absor¢cdo no tumor e a protecdo do tecido fora do alvo,
especialmente quando a droga encapsulada é considerada uma pré-droga. A
sensibilidade ao pH permitiu que o IRN fosse liberado somente apds atingir os locais

do tumor onde pode ser ativado localmente (HAN et al., 2009).

Como o IRN é um pro-farmaco e geralmente é ativado uma vez dentro das células,
sua internalizacdo é extremamente importante. No entanto, apenas alguns estudos
relataram a localizacdo subcelular de derivados de camptotecina e o0s resultados
publicados sdo heterogéneos. Aqui, as imagens de microscopia confocal

demonstraram a presenca de IRN no meio intracelular em todos os grupos avaliados,
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0 que confirma que a encapsulacdo em formulacdes lipossomais ndo comprometeu a
capacidade do IRN de ser internalizado pelas células tumorais.

O modelo de camundongo BALB/c portador de tumor colorretal CT26 € um modelo
animal experimental comumente usado para estudar a angiogénese e a atividade
antitumoral de varias formulacdes farmacéuticas (KISHIMOTO et al.,2013). Modelos
de implantacdo heterotépica, como implantes tumorais subcutaneos em
camundongos, tém sido tradicionalmente usados para avaliar o tratamento antitumoral
devido a sua reprodutibilidade e monitoramento da formag&o do tumor (CASTLE et
al.,, 2014; KISHIMOTO et al.,, 2013). Nossos resultados demonstraram rapido
crescimento tumoral no grupo controle. Embora o tratamento com IRN seja
potencialmente ativo contra células tumorais colorretais CT26 in vivo, uma taxa de
crescimento tumoral muito alta ainda foi observada em animais que receberam IRN
livre corroborando dados da literatura (SHINOHARA et al., 2000). No entanto, o
encapsulamento da droga em lipossomas aumentou sua atividade antitumoral. Mais
importante, o direcionamento ativo de lipossomas com a presenca de acido félico
contribuiu  positivamente para o0s efeitos antitumorais. Volumes tumorais
significativamente menores foram encontrados para animais administrados com
SpHL-IRN-FOL quando comparados a todos 0s outros grupos investigados. Esse
grupo apresentou a maior taxa de inibicdo (57,8%), que teve eficiéncia antitumoral
cerca de 3,4 vezes maior do que a droga livre. A inibicdo do crescimento tumoral
comparavel foi relatada anteriormente para lipossomas revestidos com folato,
destacando a eficiéncia do uso de direcionamento de folato (SRIRAMAN et al.,
2016). A analise histolégica do tecido tumoral apresentou caracteristicas morfolégicas
semelhantes entre os grupos com areas centrais de necrose e proliferacdo de células
pleomorficas na periferia infiltradas por leucocitos (Figura 14) (SILVA et al., 2019). No
entanto, a analise histolégica do tumor primario mostrou maiores areas de necrose no
grupo tratado com SpHL-IRN-FOL quando comparado a todos 0Ss outros grupos
investigados. Esses dados deixam claro que ndo apenas o0 encapsulamento da
droga, mas também a sensibilidade ao pH e o direcionamento ativo aumentaram muito
a atividade antitumoral. De fato, alguns estudos mostraram que o0s lipossomas
direcionados com folato tiveram um importante papel na superacao da resisténcia aos
medicamentos devido ao desvio da bomba de efluxo da glicoproteina P (GABIZON et
al., 2003; GOREN et al., 2000). Gabizon et al. (2003) também descreveram que a

entrega lipossomal direcionada a FR pode reverter a resisténcia a
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doxorrubicina. Como o0s modelos tumorais heterotépicos ndo possuem
microambientes tumorais totalmente desenvolvidos, sdo necessarios mais estudos em
modelos tumorais mais clinicamente relevantes, como modelos ortotépicos, para

melhor avaliagdo do impacto positivo do direcionamento ativo na eficacia antitumoral.

Vale ressaltar que nenhuma toxicidade sistémica aparente foi encontrada em nenhum
dos grupos investigados. As medi¢cdes do peso corporal, bem como os testes
hematoldgicos e bioquimicos (hepaticos e renais) ndo revelaram toxicidade aguda as
formulacdes de lipossomas. Ao todo, nossos resultados indicam o potencial do nosso
lipossoma encapsulando IRN como um sistema alternativo de entrega de drogas para
cancer colorretal (BOEING et al., 2021; JUANG et al., 2019).

5.6 Concluséo

Neste estudo, desenvolvemos e caracterizamos um sistema lipossomal de liberacéo
de drogas sensivel ao pH e revestido com folato contendo IRN (SpHL-IRN-FOL) para
o tratamento do cancer colorretal. Esta nova formulacdo multifuncionalizada
demonstrou ter uma atividade antitumoral significativamente melhor do que o IRN
livre, sem evidéncia de toxicidade. Esses dados suportam o desenvolvimento pré-
clinico adicional de SpHL-IRN-FOL como um sistema de liberacdo de drogas

promissor para o tratamento do cancer colorretal.
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6 CAPITULO 2

PREPARO, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL
DE LIPOSSOMAS FOLATADOS pH-SENSIVEIS DE CIRCULACAO
PROLONGADA CONTENDO 5-FLUOROURACIL E IRINOTECANO PARA O
TRATAMENTO DO CANCER COLORRETAL

6.1 Introducéo

Apesar do continuo desenvolvimento de drogas quimioterapicas nos ultimos anos, o
cancer permanece entre as doencas humanas mais mortais, sendo o cancer colorretal
0 segundo em numero de mortes. Os protocolos de tratamento em geral empregam
uma combinacéo de farmacos, que apresentam melhor resposta, mas principalmente
menor indice de resisténcia quando comparado a monoterapia. Porém esses agentes
antitumorais possuem efeitos toxicos significativos, que muitas vezes podem levar a
interrupcdo do tratamento. Existem varios protocolos para o tratamento do CCR que
dependem do estagio e da identificacdo de marcadores genéticos que podem
melhorar a resposta ao tratamento. Um dos protocolos muito utilizado é a combinacao
5-FU/leucovorina e IRN principalmente para o CCR metastatico (XIE et al., 2020).
Porém, como quase todos os protocolos convencionais disponiveis, ainda possuem

baixa especificidade e elevada toxicidade, limitando a dose utilizada.

Nas ultimas décadas, a fim de otimizar a farmacoterapia do cancer baseadas em
caracteristicas moleculares e do microambiente tumoral, novas estratégias baseadas
em sistemas nanoestruturados de direcionamento de farmacos e terapias alvo vem
sendo introduzidas aos esquemas terapéuticos convencionais (KHAN, et al., 2015;
AL-MAHMOOD et al., 2018). Dentre estas estratégias, destacam-se 0s lipossomas
pH-sensiveis de circulagcdo prolongada. Estudos prévios constataram que estes
nanossistemas sao vantajosos por reduzir de forma significativa a toxicidade de
moléculas bioativas, além de potencializar a captacéo pelo tecido tumoral (LEITE et
al., 2012a; SOARES et al., 2012; BARROS et al., 2013; SILVA et al., 2016; FERREIRA
et al., 2017; SILVA, et al., 2018).
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E sabido que a atividade antitumoral esta associada a concentracio do componente
ativo no interior das células, sendo interessante favorecer a internalizacdo dos
farmacos. Devido as propriedades fusogénicas dos SpHL observou-se incremento da
atividade atitumoral in vitro e in vivo de diversos quimioterapicos (SILVA et al., 2016;
MONTEIRO et al., 2018). Além disso, uma alternativa de funcionalizacdo que tem se
destacado muito € o uso de agentes de direcionamento, como o folato, para tumores
gue surperexpressam o seu receptor, e dessa forma podem aumentar ainda mais a

concentragdo do farmaco no sitio de interesse em relacdo aos tecidos sadios.

O uso de lipossomas multifuncionalizados é uma nova abordagem para uma terapia
mais direcionada, e essa estratégia se torna especialmente importante para
combinacdo de substancias bioativas, uma vez que além de aumentarem sua
concentracdo no sitio de interesse, diminuem drasticamente as eventuais diferencas
de farmacocinética dos farmacos na forma livre, e com isso potencializam a atividade
terapéutica. Por isso, acreditamos que a formulagdo com a combinacéo de IRN e 5-fu

seja eficiente para melhorar a resposta ao tratamento do cancer colorretal.

6.2 Objetivos

6.2.1 Objetivo geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade antitumoral de lipossomas pH-

sensiveis de circulacédo prolongada contendo 5-fluorouracil e irinotecano.

6.2.2 Objetivos especificos

e Preparar lipossomas pH-sensiveis de circulagdo prolongada co-encapsulando 5-

fluorouracil e irinotecano.

e Caracterizar os lipossomas quanto ao tamanho, indice de polidisperséo,

morfologia, potencial zeta e teor de encapsulacéo

e Avaliar o perfil de liberagdo e a pH-sensibilidade das formulagbes lipossomais

contendo 5-fluorouracil e irinotecano.
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e Avaliar a atividade antitumoral das formula¢des lipossomais contendo irinotecano
e 5-fluorouracil in vivo em animais portadores de tumor de adenocarcinoma

colorretal.

e Avaliar a toxicidade sistémica das formulagdes contendo irinotecano e 5-

fluorouracil.

6.3 Material e métodos

6.3.1 Material

O cloridrato de irinotecano triidratado e o 5-fluoruracila foram doados pela
EUROFARMA Laboratérios SA (Sdo Paulo, Brasil). Dioleilfosfatidiletanolamina
(DOPE), distearoilfosfatidiletanolamina acoplado ao polietilenoglicol2000 (DSPE-
PEG-2000), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) foram adquiridos da Lipoid GmbH
(Ludwigshafen, Alemanha). Membranas de policarbonato foram adquiridas da
Millipore (Billerica, EUA). Hemissuccinato de colesterila (CHEMS), acido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinaetanossulfénico (HEPES), acido dietilenotriamino pentacético
(DTPA), 6-maleimida acido hexanoico foram adquiridos da Sigma Aldrich (S&o Paulo,

Brasil).

6.3.2 Métodos

6.3.2.1 Preparo dos lipossomas
6.3.2.1.1 Co-encapsulacao de 5-fluorouracil e irinotecano

Os lipossomas foram constituidos por DOPE, CHEMS e DSPE-PEG2000, preparados
segundo a técnica de hidratacdo do filme lipidico (BANGHAM, 1965), seguido de
calibracdo do tamanho por extrusdo. Aliquotas cloroférmicas de DOPE, CHEMS e
DSPE-PEG2000, concentracdo lipidica total de 40mM, (razdo molar 5,8:3,7:0,5,

respectivamente) foram transferidas para um balédo de fundo redondo para a formagao
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do filme lipidico pela evaporacéo do cloroférmio em evaporador rotatério sob pressao

reduzida.

Apés a obtencao do filme lipidico, foi adicionada quantidade suficiente de solucdo de
NaOH 0,1 M para promover a completa ionizacdo das moléculas de CHEMS e entéo,
o filme foi hidratado com solucdo de 8mg/mL de 5-fluorouracil em sulfato de aménio
300 mM, pH 7,4, a temperatura ambiente e sob agitacdo vigorosa. Os lipossomas
obtidos foram calibrados mediante 5 ciclos de extrusdo em membranas de
policarbonato de 0,4 um, 0,2 ym e 0,1 ym, utilizando o extrusor Lipex Biomembranes,
modelo TO01 (Vancouver, Canada). Apés a etapa de calibracdo do tamanho das
vesiculas, o excesso de sulfato de aménio e o 5-FU n&o-encapsulado foram
removidos por ultracentrifugacéo (ultracentrifuga Optima® L-80XP, Beckman Coulter,
EUA) a 150.000 g, 4 °C, por 120 min. Ap6s o ciclo de ultracentrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e o pellet reconstituido com agua ultrapurificada
mantendo-se a concentragao lipidica de 40 mM, obtendo-se assim uma dispersao de
lipossomas de 5-FU.

Para a incorporacdo do irinotecano a formulacdo, foi utilizado o método de
encapsulacdo remota por gradiente de sulfato de amdnio. A dispersdo de lipossomas
de 5-FU, foi adicionada solugdo de cloridrato de irinotecano 10mg/mL e a mistura
resultante foi mantida sob-refrigeracao (4°C) por 2 horas. Em seguida, as dispersdes
de lipossomas foram purificadas por ultracentrifugacdo utilizando-se os mesmos
parametros citados anteriormente. O pellet resultante foi ressuspendido em agua

ultrapurificada mantendo-se a concentracao lipidica de 40 mM.

6.3.2.1.2 Lipossomas de 5-FU

Foram preparados lipossomas de 5-FU com modificag&o do lipide estrutural, para isso
o DOPE foi substitiido pelo DPPC. Aliquotas dos lipides DPPC, CHEMS e DSPE-
PEG2000, concentragdo lipidica total de 40mM, (razdo molar 5,8:3,7:0,5,
respectivamente) foram adicionadas a um baldo de fundo redondo e a mesma

metodologia citada anteriormente foi utilizada para o preparo dessa formulagéo.
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6.3.2.2 Caracterizacao fisico-quimica

6.3.2.2.1 Diametro médio, indice de polidispersédo e potencial zeta

O diametro médio e o indice de polidispersao dos lipossomas foram determinados por
espectroscopia de correlagdo de fotons, a 25 °C, utilizando um angulo de 90°. O
potencial zeta foi determinado por mobilidade eletroforética associada a
espectroscopia de correlacdo de fotons. As medidas foram realizadas utilizando o
equipamento Zetasizer ZS90 (Malvern Instruments, Inglaterra). As amostras foram
diluidas em salina pH 7,4 na proporc¢ao de 1:100 e as medidas realizadas em triplicata.

6.3.2.2.2 Anélise de rastreamento de nanoparticulas

O tamanho e concentracdo das particulas foi medido utilizando as propriedades de
espalhamento de luz e movimento browniano. As medidas foram realizadas utilizando
o equipamento Nanosight NS300 (Malvern Instruments, Inglaterra). As amostras
foram preparadas apos diluicdo em agua ultrapura (mesma fase externa das
formulagdes) e introduzidas na camara de amostras do Nanosight com uma seringa
descartavel. Foram registrados 10 videos de 60 segundos para cada amostra, a uma
temperatura de 25 ° C e um threshold de 7.

6.3.2.3 Quantificacdo dos farmacos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

6.3.2.3.1 5-FU

A guantificacdo do 5-FU foi realizada por meio de HPLC. Foi utilizada uma coluna
ACE® C18 4,6 mm x 250 mm, 5 ym (Merck S.A. Industrias Quimicas, Darmstadt,
Alemanha) e pré-coluna do mesmo fabricante. A fase movel foi constituida por solugéo
de acetonitrila/agua (10/90) e 1% de acido fosférico. O volume de injecao foi de 20 uL,
com tempo de corrida de 6,0 minutos, sendo mantida a velocidade de fluxo da fase
movel igual a 1mL/minuto. Os produtos da eluicdo foram quantificados no
comprimento de onda igual a 266 nm. Foi utilizada uma curva de calibragdo para
obtencéo da equacao da reta e esta foi utilizada para a determinacéo da concentracao

das amostras eluidas.
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Para a quantificacdo do 5-FU nas formulacfes lipossomais, a membrana lipidica foi
aberta com alcool isopropilico na proporcao 1:2 (v/v) e, em seguida, a preparacao foi
diluida com o sistema eluente até atingir uma concentracéo teorica de 5-FU igual a
100 ng/mL. A quantidade de 5-FU foi determinada antes e ap0s a ultracentrifugagéo
dos lipossomas e o teor de encapsulacdo (TE) foi calculado de acordo com a

equacaol:

TE(%) = [5 — FU] apbés ultracentrifugacio 100 L
) =I5 — FU] antes da ultracentrifugagio M

6.3.2.3.2 IRN

Para quantificacdo do IRN foi utilizada uma coluna idéntica a do item anterior. A fase
movel foi constituida de tampao fosfato:acenonitrila (70:30 v/v) + 0,2% v/v trietilamina,
pH ajustado para 2,5 com acido fosférico. O volume de inje¢ao de 10 uL, com tempo
de corrida de 8,0 minutos, sendo mantida a velocidade de fluxo da fase movel igual a
1,0 mL/minuto. Os produtos da eluicdo foram quantificados por fluorescéncia nos
comprimentos de onda de 370/470 nm, excitacdo e emissdo respectivamente. Foi
utilizada uma curva de calibracdo para obtencédo da equacéo da reta e esta utilizada

para a determinacdo da concentracdo das amostras eluidas.

Para a quantificacdo do IRN nas formula¢des lipossomais, a membrana lipidica foi
rompida com &lcool isopropilico na proporgéo 1:2 (v/v), e, em seguida, a preparacao
foi diluida com o sistema eluente até atingir uma concentracéo tedrica de IRN igual a
lpg/mL. A quantidade de IRN foi determinada antes e apés a ultracentrifugacéo e o

teor de encapsulagéo (TE) foi calculado de acordo com a equacgéo 2.

TE(%) = [IRN] ap6s ultracentrifugagio 100 )
o0 [IRN] antes ultracentrifugacio * @

sendo que TE significa teor de encapsulacao.
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6.3.2.4 Estudo de liberacéo in vitro

O estudo foi conduzido empregando a técnica de didlise em tampdo HEPES-salina
(pH 7,4) utilizando membranas de celulose (MWCO12000 Sigma-Aldrich, Sao Paulo,
Brasil). Sacos de dialise contendo 500 pL de formulacao lipossomal ou do farmaco
livre foram adicionados a frascos contendo 50 mL de tampédo HEPES-Salina e mantido
sob agitacdo a 37 °C em agitador orbital termostatizado (KS 4000i, IKA — Campinas,
Brasil). Nos tempos de 30 minutos, 1, 2, 4, 8 e 24 horas, aliquotas de 1mL do tampé&o
foram coletados e o0 mesmo volume foi reposto para ndo variar a concentracdo da
solucéo e a quantidade do farmaco liberado foi analisada por HPLC. A porcentagem

de liberacéo foi calculada de acordo com a equacéao 3:

(3)

. . [%]5 — FU ou IRN liberado
%liberacao = 100 — x 100

[%]5 — FU ou IRN total

6.3.2.5 Estudos in vivo

6.3.2.5.1 Cultura de células

As células CT26 foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco, EUA), suplementado
com 10% (v/v) de soro fetal bovino, penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina (100
mg/mL). As células foram mantidas em ar humidificado (95%) contendo 5% de CO:za
37 °C. Apos 3-5 dias de cultura as células foram tripsinizadas e a viabilidade celular
foi avaliada ap0s coloragdo com Trypan Blue. Apés centrifugacéo (5 min a 330 x g),
as células foram ressuspensas em meio de cultura para inoculacdo nos camundongos

BALBI/c.

6.3.2.5.2 Inoculacéo das células tumorais

Aliquotas (100 pL) com 1,0 x 10%de células CT26 foram injetadas subcutaneamente
no flanco direito de camundongos BALB/c fémeas (6 a 8 semanas). As células

tumorais foram deixadas crescer in vivo durante 10 dias até os tumores atingirem,
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aproximadamente, 100 mm3. Os estudos em animais foram previamente aprovados
pela CEUA sob o0 numero de protocolo 102/2020.

6.3.2.5.3 Atividade antitumoral

Apos o desenvolvimento do tumor, os camundongos foram divididos aleatoriamente
em 4 grupos de tratamento (n = 7 para cada grupo): solugéo salina (grupo controle);
IRN livre; SpHL-IRN-FOL e mistura de SpHL-IRN-FOL + LIP-5-FU-FOL. A dose total
de IRN em todos os grupos de tratamento foi de 120 mg/kg, dividida em 4
administracdes (30 mg/kg), a cada 2 dias. A dose total de 5-FU foi 48 mg/kg em 4
administragoes de 12mg/kg, seguindo o mesmo intervalo. Ao longo do estudo, o0s
camundongos foram pesados e os tumores foram medidos com paquimetro a cada 2
dias, até o final do experimento (Dia 8) quando os camundongos foram sacrificados.

Os volumes tumorais foram calculados a partir da formula:

V =(d1)?x d2x 0,5

onde di1 e dz2, representam o menor e o maior diametro, respectivamente. A razéo de

inibicao (IR) foi calculada no dia 8 (Dg), como se segue:

IR =1 — (RTV médio do grupo tratado com formulagbes contendo 5-FU ou IR

/RTV médio do grupo controle) x 100

onde, RTV = Volume tumoral Ds/Volume tumoral Do

6.3.2.6 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como a meédia + desvio padrdo da média. A diferenca
entre os grupos experimentais foi testada por analise de hipotese através do teste t-
Student no caso de dados paramétricos e teste de Mann-Whitney no caso de dados
nao-paramétricos. Para todas as andlises foi adotado o intervalo de confianca de 95%
e as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de

p foi menor a 0,05 (p < 0,05).
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6.4 Resultados

6.4.1 Preparo e caracterizagcao das formulacdes

6.4.1.1 Quantificacdo do 5-FU por HPLC

A figura 15 mostra a curva de calibracdo empregada para quantificacdo do farmaco:

800000
y = 557,4x + 390,33
r’= 10,9970
600000
©
® 400000
\@©
200000

T T 1
0 500 1000 1500

Concentracao (ng/ml)

Figura 15 - Curva de calibracéo para quantificacdo do 5-FU
Nota: Todos os dados foram expressos como média (n=3) + desvio padrdo da média

A analise de r2 (0,9970) do gréfico permite concluir que ha uma pequena variabilidade
entre as medidas para cada concentracdo de 5-FU, consequentemente, o0 método se
ajusta bem para predizer as concentracdes de amostras desconhecidas. Portanto, a
partir da curva de calibracdo foram determinadas as concentracdes do farmaco nas

diferentes formulacdes lipossomais.

6.4.1.2 Distribuicdo de tamanho, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacéo
(% EE) das formulagbes SpHL-5-FU

Foram preparadas varias formulagbes contendo quantidade variaveis de farmaco e
lipide para determinar os parametros para maior eficiéncia de encapsulagéo. Os

valores de diametro médio das particulas, indice de polidispersao (IP), potencial zeta
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das vesiculas e a porcentagem de encapsulacdo das preparacdes lipossomais estao

representados na tabela 4.

Tabela 4. Caracterizacado quimica e fisico-quimica de SpHL-FOL e do SpHL-5-FU-
FOL em diferentes concentracdes do farmaco.

Diametro indice de B . o Carga de
Formulacéo médio polidisperséo tht:r(]r%'\a/‘; Encap?ulagéo droga
(hm) (IP) (mg/mL
opHL 139+ 4 009+003  -41+06 i :
5FU Concentragdo lipidica 20mM
1mg/ml 139+ 8 0,11 + 0,06 -90+1,1 10,8+ 1,5 0,1+0,02
5FU Concentragdo lipidica 40mM
Img/ml 146 £ 8 0,12 + 0,07 -90x1,0 17,8+ 25 0,2+0,03
2 mg/ml 147+ 6 0,10 + 0,05 -9,1+£0,9 17,7+ 3,1 0,3+0,06
4mg/ml 1517 0,10 + 0,04 -94+0,8 149+21 0,6 + 0,08
8mg/ml 143+ 8 0,11 + 0,05 -9,4+0.9 141+ 23 1,1+0,10
10mg/ml 145+ 9 0,12 + 0,09 -95+0,9 85+31 0,9+0,03
Nota:Todos os dados foram expressos como média (n=3) + desvio padrdo da média.
4 A ] B
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Figura 16 - Distribuicao do diametro (A) e quantificagdo das particulas de SpHL-5-FU-FOL por
andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)
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Os resultados mostraram que todas as formulacdes preparadas tiveram parametros
fisico-quimicos adequados para uma administracdo parenteral e a encapsulacdo do
5-FU néo alterou os parametros dos lipossomas brancos. O diametro médio reduzido,
menor que 150 nm, para todas as formulagdes e populagcdo monodispersa (IP inferior
a 0,3), foi semelhante para ambos os métodos de analise de tamanho empregados.
A aplicacdo de nanossistemas como carreadores de farmacos para sitios tumorais
requer a administracdo de vesiculas de pequeno didmetro (normalmente inferiores a
200 nm), visto que os lipossomas se utilizam das fenestracbes existentes na
neovasculatura dos tumores para extravasar nessa regido e, consequentemente,

gerar uma maior acumulagéo no sitio tumoral (FERRARI, 2005; CHO et al., 2008).

Ao analisar a concentracdo do farmaco em relacédo a concentracdo molar dos lipides
foi possivel perceber um aumento na porcentagem de encapsulacdo de 5-FU para a
formulacdo de 40 mM em relagcdo a de 20 mM, por isso a formulagcdo com maior
conteudo lipidico foi escolhida para a continuidade dos estudos.

Também avaliou-se a quantidade de farmaco que poderia ser encapsulada no interior
do lipossoma a medida que aumentava-se a concentracdo da solucdo de 5-FU. A
partir dos resultados foi possivel perceber que até a concentracdo de 8 mg/mL foi
observado um aumento gradual da carga de 5-FU encapsulado nos lipossomas,
porém essa quantidade foi reduzida na concentracdo de 10 mg/ml, o que pode ser

devido a saturacao da soluc¢édo do farmaco no interior do lipossoma.

6.4.1.3 Quantificacado de irinotecano por HPLC

Para quantificagdo de IRN por HPLC foi construida uma curva de calibracdo (Figura
17).
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Figura 17 - Curva de calibracdo para quantificacdo do IRN.
Nota: Todos os dados foram expressos como média (n=3) + desvio padrdo da média.

A curva de calibracdo para o IRN apresentou resultados satisfatorios, adequada
linearidade e valores de coeficiente de determinacao dentro do preconizado, portanto,
considera-se que esse método é adequado para quantificar a concentracdo de IRN

em amostras lipossomais.

6.4.1.4 Distribuicdo de tamanho, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacao (%
EE) das formulagdes SpHL-IRN-FOL

Os parametros de diametro médio, IP, potencial zeta e teor de encapsulacdo para a

formulacéo de IRN com concentracdo de 10mg/mL esta descrito na tabela 5:

Tabela 5. Determinacgao do diametro médio, indice de polidisperséo, potencial
zeta e teor de encapsulacéo do IRN

Diametro indice de . Carga
~ o . ~ Potencial % de
Formulacéao Médio Polidispersséao .
Zeta (mV) Encapsulacdo droga
(nm) (1P) (mg/mL
SpHL-IRN- -11,6 £
FOL 175+8 0,11 £ 0,07 0.9 66,0+ 1,9 6,6 £0,2

Nota: Todos os dados foram expressos como média (n=3) + desvio padrdo da média.
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SpHL-IRN-FOL apresentou diametro médio de aproximadamente 170 nm e indice de
polidispersao <0,3, o que indica que a formulacéo lipossomal apresenta parametros
adequados para administragcdo endovenosa, conforme descrito no item 7.1.2. O
potencial zeta de SpHL-IRN-FOL foi moderadamente negativo (-11,6 mV), o que pode
contribuir para a estabilidade da formulacdo. O método de encapsulacdo ativa por
gradiente de sulfato de aménio mostrou ser eficiente para a encapsulacdo de IRN na
formulacéo lipossomal (66,0%). A fase externa desse método foi também avaliada a
fim de verificar qual seria capaz de proporcionar maior eficiéncia de encapsulacao,
sendo observado que a mais adequada foi a agua ultrapurificada. As formulacdes
foram incubadas por 2 horas em temperatura de geladeira para permitir a
encapsulacdo do IRN (SILVA et al., 2018), os resultados foram satisfatérios para
permitir os estudos posteriores e evidenciaram que o0 processo se mostrou uniforme e
reprodutivel para as diferentes concentracdes de IRN apos a escolha do meio

adequado para a encapsulacao.

6.4.2 Co-encapsulagéo

Uma vez preparado os lipossomas dos farmacos na forma isolada, iniciamos o
processo de encapsulacao dos dois farmacos em um Unico nanosistema, a fim de
verificar o impacto da co-encapsulacdo nos parametros quimicos e fisico-quimicos
dos lipossomas e sua na capacidade de encapsulacdo. A tabela 6 mostra os
resultados de diametro médio, IP, potencial zeta e porcentagem (%) de encapsulacao

desses lipossomas:

Tabela 6. Caracterizagéo fisico-quimica do SpHL-5-FU/IRN-FOL e porcentagem de
encapsulacéo.

Diametro indice de Potencial % de Cargade
Formulacéo Médio  Polidispersséo Zeta(mV) Enca Osula 50 droga
(nm) (IP) psulag (mg/mL)
+ -
SpHL-5- PRy oexon
175+ 8 0,11 + 0,07 -11,6+0,9
FU/IRN-FOL 66.0 + 1.9
) - ) +
(IRN) 6,6 +0,2

Nota: Todos os dados foram expressos como média (n=3) + desvio padrdo da média.
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Os resultados de co-encapsulacdo mostraram que nao houve alteracao significativa
nos parametros fisico-quimicos do lipossoma, em relacdo aos valores encontrados
para os lipossomas dos farmacos na forma isolada. Observou-se somente a reducao
do teor de encapsulacdo do 5-FU, em média de 15% para 9,5%. Isso pode ser
justificado porque o processo de encapsulacao ativa do IRN submete a formulacao
contendo o 5-FU a uma etapa de diluicdo adicional que poderia induzir a liberacédo do

farmaco.

6.4.3 Estudos de liberagédo

6.4.3.1 5-FU

Apos o preparo dos lipossomas e quantificacdo dos farmacos foi avaliado a liberacéo
do conteudo lipossomal in vitro empregando tampao Hepes em pH 7,4. Como objetiva-
se a administracdo endovenosa das formulacdes lipossomais, torna-se necessario
avaliar a capacidade de manutencdo do farmaco no interior das vesiculas apés
imersdo em meio aquoso. Em relacdo a liberacdo do 5-FU, a figura 18 mostra o
resultado das formulacGes encapsuladas, sendo que foram avaliadas diferentes

diluicdes a fim de verificar esse efeito sob a liberagdo do farmaco.
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Figura 18 - Avaliacdo do perfil de liberacao do 5-FU encapsulado empregando-se diferentes diluicdes
da formulacdo em tampéo HEPES-salina pH 7,4.

Nota: Dioo — corresponde a diluicdo de 100 vezes; D2s — corresponde a diluicdo de 25 vezes; Dio —
corresponde a diluicdo de 10 vezes. Todos os dados foram expressos como média (n=3) + desvio
padrdo da média.
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A liberacéo do 5-FU encapsulado (isoladamente e com o IRN) foi similar a do farmaco
livre. Foi possivel perceber uma liberacdo quase que imediata de quase todo o
conteudo lipossomal, cerca de 85% desde o primeiro tempo avaliado (30 minutos) e
essa concentracdo permaneceu praticamente constante até o final do experimento.
Esse estudo foi realizado com o emprego de diferentes diluicdes da formulacéo
lipossomal SpHL-5-FU-FOL (10, 25 e 100x), e em todas elas o teor de liberacédo do 5-
FU permaneceu praticamente constante em todos os tempos avaliados. I1Sso nos
permitiu concluir que o farmaco difunde imediatamente para o meio exterior quando é
diluido. Dessa maneira, visando preparar uma formulacao lipossomal que apresente
uma membrana mais rigida, realizamos a substituicdo do DOPE por DPPC no preparo
de lipossomas contendo 5-FU. Essa formulacdo possuiria o potencial de favorecer a
retencdo do farmaco na preparacao lipossomal devido a maior temperatura de

transicao de fase principal do DPPC

6.4.3.2 Lipossomas de DPPC

6.4.3.2.1 Preparo e caracterizagéo

Os parametros de diametro médio, IP, potencial zeta e teor de encapsulacdo para

diversas formulacfes de 5-FU estdo descritas na tabela 7.

Tabela 7. Didmetro médio, IP, potencial zeta e teor de encapsula¢gédo do 5-FU

Formulagbes  Diametro indice de Potencial % de Cargade
Médio Polidisperssdo Zeta (mV) Encapsulacdo droga
(nm) (1P) (mg/mL

LIP (DPPC)5-FU 135+8 0,09 £ 0,07 -9,6+19 15,5+ 4,17 1,2+0,33

Nota:Todos os dados foram expressos como média (n=3) + desvio padrdo da média

Pode-se perceber que a substituicdo do fosfolipide ndo alterou os parametros fisico-

qguimicos e quimicos dos lipossomas, uma vez que os valores do diametro, IP,
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potencial zeta e teor de encapsulacdo mantiveram semelhantes. O tamanho reduzido
dos lipossomas é desejavel para a sua administracdo endovenosa, sendo, portanto,

adequado o resultado obtido.

6.4.3.2.2 Estudo de liberacdo de 5-FU

Avaliou-se a liberagédo do 5-FU a partir de LIP (DPPC)5-FU empregando como meio
o tampao HEPES pH 7,4. e na figura 19 estéao apresentados os resultados desse perfil

de liberacdo até o tempo de 24h.
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Figura 19 - Avaliacéo do perfil de liberagédo do 5-FU encapsulado em LIP (DPPC)5-FU
Nota: Todos os dados foram expressos como média (n=3) + desvio padrdo da média

Nesse estudo foi avaliado se a membrana de dialise permiria a passagem do farmaco
livre e foi constatada a passagem de todo o 5-FU (concentracdo de 1,2mg/ml) nos
primeiros tempos do estudo. Os resultados mostraram uma liberacdo de cerca de 40%
do 5-FU encapsulado no primeiro tempo avaliado (10 minutos). A partir de 30 min,
mais de 70% do 5-FU contido nos lipossomas foi liberado e até o tempo de 24 horas

essa porcentagem permaneceu praticamente inalterada.
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6.4.3.2.3 Estudo de liberacéo de IRN

O perfil de liberag&o de IRN a partir das formulagdes SpHL-IRN e SpHL-5-FU/IRN esta
representado na Figura 20. Para ambas as formulagdes lipossomais com IRN, o
farmaco foi sendo liberado gradativamente até o tempo de 8h com cerca de 80% do
conteudo lipossomal liberado e até o tempo de 24h praticamente ndo se observou
liberacé@o adicional significativa. Como o IRN é uma pro-droga e é convertida em seu
metabdlito ativo, SN-38, por carboxiesterases presentes principalmente no figado e
intestino, o fato de a formulacéo lipossomal ter um perfil de liberacéo lenta quando em
meio aquoso Nos permite sugerir que, junto com um maior tempo de circulacdo, as
formulagdes lipossomais contendo IRN tém uma maior probabilidade de alcangar o
sitio de interesse e apresentarem uma maior atividade antitumoral. Além disso, esse
direcionamento a regido de interesse pode permitir a administracdo de menores doses
do farmaco com mesmo efeito antitumoral e com menor ocorréncia de efeitos
adversos (TARDI et al., 2006; ADIWIJAYA et al., 2017). Vale ressaltar que o controle
realizado com a dialise de solucdo de IRN livre apresentou a sua passagem pela
membrana até o tempo de 2 horas, o que indica que a mesma € adequada para a
avaliacao do estudo de liberacéo de IRN a partir das formulagdes lipossomais.
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Figura 20 - Avaliacdo do perfil de liberacdo do IRN encapsulado em SpHL-IRN-FOL ou em SpHL-5-
FU/IRN-FOL Todos os dados foram expressos como média (n=3) + desvio padrdo da média.
*Representa diferenca significativa (p<0,05) entre as formula¢des lipossomais de IRN e o farmaco livre
em todos os tempos avaliados. Todos os dados foram analisados por analise de variancia ANOVA
seguido por teste de Tukey.
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6.4.3.3 Estudos de atividade antitumoral in vivo

A atividade antitumoral de preparacdes de IRN livre, SpHL-IRN-FOL e mistura de
SpHL-IRN-FOL + SpHL-5-FU-FOL foi avaliada em camundongos BALB/c portadores
de tumor colorretal CT26 e os resultados de avaliacdo do volume tumoral estdo

apresentados na Figura 21.
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Figura 21 - Avaliacdo do volume tumoral em modelo murino de cancer colorretal tratado com injecéo
intravenosa de salina (grupo controle); IRN Livre; SpHL-IRN-Fol e mistura SpHL-IRN-Fol + SpHL-5-FU-
Fol

Foi realizado um estudo para verificar se o acréscimo de 5-FU a formulacao lipossomal
de IRN provocaria um ganho em atividade antitumoral, assim como ocorre em
protocolos de tratamento disponiveis (XIE et al.,2020;) e em alguns estudos
empregando lipossomas com esses quimioterapicos (TARDI et al., 2009, HARASYM
et al., 2007). Os resultados preliminares mostraram que 0s grupos de animais tratados
com IRN livre e SpHL-IRN-Fol apresentaram um crescimento tumoral semelhante aos
animais tratados com salina. No entanto, foi observado um menor volume tumoral para
0s animais tratados com a mistura de SpHL-IRN-Fol e SpHL-5-FU-Fol apds 8 dias do
inicio do tratamento. Consideramos esses resultados preliminares porque foi
detectada uma contaminacdo das células CT26 por micoplasma, mas ndo tivemos

tempo habil para a aquisi¢cdo de novas células para a confirmagéo desses resultados.
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Os valores da variacdo dos pesos dos animais apoés as 4 doses de tratamento foram

equivalentes para os grupos avaliados.
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Figura 22 - Avaliagcdo do peso corporal dos animais apds administragdo endovenosa de salina (grupo
controle); IRN Livre; SpHL-IRN-FOL e SpHL-IRN-FOL + SpHL-5-FU-Fol).

6.5 Discussao

O céancer colorretal € um dos tumores mais letais, cerca de um quarto de todos os
pacientes diagnosticados apresentam doenca metastatica e aproximadamente
metade desenvolvera metastases no decorrer do tratamento (SIEGEL et al., 2019;
SONBOL et al., 2019). O tratamento do céncer colorretal metastético avancado é
realizado atualmente mediante 0 emprego de quimioterapia citotéxica com a adi¢édo
de um imunoterapico com o objetivo de prolongar a sobrevida enquanto preserva ou
melhora a qualidade de vida (VAN et al., 2009). Em geral, a razdo para empregar a
terapia combinada é que, primeiro, quando varios farmacos com diferentes alvos
moleculares séo aplicados, o processo de adaptacdo ao cancer, como mutacdes
celulares, que leva a resisténcia ao tratamento pode ser retardado. E segundo lugar,
guando varios farmacos tém como alvo a mesma via celular poderiam funcionar
sinergicamente para maior eficacia terapéutica e maior seletividade do alvo. (SONBOL
et al., 2019). Porém, os regimes de combinacdo atualmente disponiveis muitas vezes
limitam-se a administracéo de dois ou mais farmacos anticancerigenos que podem ter

incompatibilidades fisico-quimicas ou diferencas farmacocinéticas que dificultariam o
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efeito sinérgico dos farmacos. Apesar do ganho terapéutico, geralmente o emprego
de varios quimioterapicos leva a um aumento dos efeitos adversos, e com iSSo 0 uso
de nanocarreadores vem sendo uma estratégia encontrada para reduzir esses

problemas a partir da co-encapsulacao de quimioterapicos.

Como ja descrito existem varios protocolos de tratamento para o cancer colorretal,
sendo a combinacdo de 5-FU e IRN amplamente empregada, porém eles ainda
apresentam elevada toxicidade além de altos niveis de resisténcia. Por isso o
emprego de lipossomas contendo esses dois farmacos é uma excelente estratégia
para melhorar a resposta terapéutica. Existem diversos estudos empregando
lipossomas para melhorar a atividade antitumoral e/ou reduzir os efeitos adversos da
quimioterapia do cancer colorretal (HARE et al., 2013; LE et al., 2017; CASADO et al.,
2018), e neste trabalho empregamos lipossomas multifuncionalizados como

ferramenta para aumentar a concentracao e liberacdo dos farmacos no tecido tumoral.

Os lipossomas preparados com 5-FU e IRN e encapsulados isoladamente ou
combinados apresentaram parametros fisico-quimicos adequados, como diametro
reduzido, distribuicdo de tamanho homegénea, com IP menor que 0,3. Quanto a
encapsulacado, considerando os resultados para o IRN, que foi encapsulado de forma
ativa pelo gradiente de sulfato de aménio, os indices foram adequados com mais de
60% de encapsulacdo e com boa reprodutibilidade. Em relacdo ao 5-FU que foi
encapsulado passivamente, o baixo teor de encapsulacdo encontrado pode ser
esperado, ja que o método de hidratacdo do filme lipidico empregado para drogas
hidrofilicas depende da capacidade dos lipossomas de aprisionar a solu¢cao contendo
a droga dissolvida durante a formacgao da vesicula. A eficacia da captura (geralmente
<30%) é limitada pelo volume capturado nos lipossomas, pela solubilidade da
substancia e também pela capacidade dos lipossomas em manterem a substancia na
cavidade aquosa (ABRAHAM et al., 2005).

Uma alternativa para um maior percentual de encapsulagao seria o emprego de outro
método de preparo dos lipossomas. Partindo-se do principio que drogas solliveis em
agua que possuem funcdes amina protonaveis podem ser ativamente aprisionadas
pelo uso de gradientes de pH, o que pode resultar em uma eficacia de captura proxima

de 100%, essa poderia ser uma solucdo para o problema apresentado. Porém,
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especificamente para esse trabalho, ndo foi possivel empregar essa estratégia, uma
vez que para maior eficiéncia de encapsulacdo do 5-FU seria necessario manter um
pH basico no interior do lipossoma (COSTA et al., 2003; CAMACHO et al., 2017) No
entanto, como objetiva-se encapsular ativamente o IRN sequencialmente, a presenca
de pH basico no interior das vesiculas poderia comprometer a atividade antitumoral
do IRN. Isso se deve ao fato de que a forma farmacologicamente ativa do IRN (anel
lacténico) depende de pH acido para se manter estavel, portanto para esse caso, nao
seria adequado encapsular o 5-FU por gradiente de pH. Apesar disso, com 0 método
passivo empregado, a concentracdo de 5-FU encapsulada nos lipossomas encontrada
foi compativel com a dosagem do farmaco empregada em alguns protocolos clinicos
disponiveis ( SBC, 2011; Cancer Care Ontario, 2019).

Porém, os lipossomas preparados contendo 5-FU n&o se mostraram capazes de reter
o farmaco em seu interior. Isso foi constatado ao conduzir o estudo de liberacédo, em
que se pbde perceber uma rapida liberacdo do 5-FU nos primeiros minutos do estudo.
Como o 5-FU é um farmaco com pequeno peso molecular (130,077 g/mol), podemos
inferir que ele é capaz de difundir por esse tipo de membrana com extrema facilidade

e, portanto, teria uma circulacdo sanguinea semelhante ao farmaco livre.

Considerando, que a meia-vida do 5-FU livre na circulacao é bastante curta, em média
de 10 a 20 minutos (CHENG et al., 2012), muitas vezes é necessaria a administracédo
de uma dose elevada de farmaco para uma boa resposta ao tratamento e essa alta
dosagem consequentemente pode levar ao aparecimento de efeitos adversos graves
gue podem requerer a interrup¢ao do tratamento ou reducao da dose. Esse problema
por si so justifica 0 emprego de lipossomas de 5-FU, uma vez que o uso de lipossomas
possibilita uma circulacdo mais prolongada do farmaco encapsulado e uma maior
concentracéo do 5-FU no tecido tumoral comparado ao farmaco livre. Entretanto, os
resultados de liberacdo constataram uma liberacdo abrupta do 5-FU em diferentes
diluicdes e meios. A vista disso, levando-se em consideracéo que apds administracio
endovenosa em camundongos h& uma diluicdo da formulacdo de cerca de 10 vezes,
podemos inferir que nos estudos in vivo o 5-FU previamente encapsulado teria
biodistribuicdo semelhante ao farmaco livre. Consequentemente, nédo se justifica a

encapsulacdo, porque n&o haveria ganho no tempo de circulagdo ou na capacidade
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do farmaco em alcancar o sitio de interesse, portanto, o método e/ou tipo de lipossoma
nao se mostrou adequado para carrear o 5-FU seletivamente para a regiao tumoral.

Para tentar resolver o problema da liberacdo do 5-FU uma alternativa seria o preparo
de lipossomas com a membrana um pouco mais rigida e, portanto, menos permeavel
ao farmaco encapsulado. Uma alternativa € mudanca do lipide estrutural, de DOPE
para DPPC. Isso porque a temperatura de transicao de fase principal desses lipides &
bem diferente, enquanto a do DOPE é 20°C ado DPPC é 41°C. Em relacao aos lipides
citados, o DPPC nao possui insaturagcoes diferentemente do DOPE e, portanto, as
interacdes entre os grupos das cadeias carbbnicas para o primeiro lipide sdo mais
intensas e promovem essa diferenca na Tc e que por sua vez afetam a fluidez e

permeabilidade da membrana. (LI et al., 2015)

Considerando o exposto, na temperatura corporal, a presenca do DPPC faz com que
a membrana lipossomal se torne mais rigida e por sua vez menos permeavel ao
farmaco encapsulado em relacdo aos lipossomas constituidos por DOPE, o que
poderia possibilitar a manutencdo do 5-FU no interior dos lipossomas apos
administracdo endovenosa. Os resultados mostraram que a porcentagem de
encapsulacdo do 5-FU foi um pouco maior que em relacdo ao lipossoma de DOPE,
porém sem diferenca estatistica e os estudos de liberacdo também tiveram resultados
semelhantes aos anteriores. Entretanto, existem estudos promissores na literatura
com lipossomas de DPPC encapsulando o 5-FU (SAEED et al, 2019). Handali et al.
2018 mostraram que lipossomas de DPPC/CHOL funcionalizados tiveram maior
citotoxicidade in vitro em diversas linhagens celulares e maior eficiéncia em reduzir o
crescimento tumoral que o 5-FU livre. Além disso, o estudo também avalia a influéncia
do DPPC na porcentagem de encapsulacdo do 5-FU, e constatou-se que uma maior
concentracdo do lipide aumenta a encapsulacdodo farmaco em lipossomas o que

corrobora a relevancia da utilizacdo de DPPC no preparo de lipossomas de 5-FU.

Como ja comentado, o 5-FU é muito permeavel a membrana lipossomal e por isso a
encapsulacdo e manutencdo do farmaco nos lipossomas de forma efetiva é um
processo complexo e a escolha do método e da composicéo lipidica € crucial para o
sucesso da encapsulacdo. Essa dificuldade é descrita em alguns artigos (WANG et
al., 2022) e reforcada pelo fato de que, apesar do 5-FU ser o principal agente

empregado no tratamento do CCR, ndo héa formulacdo aprovada para comercializacao
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com lipossomas ou nanoformulacbes em geral, apesar de existirem diversas
pesquisas que se baseiam nessa abordagem. O mesmo acontece para lipossomas
contendo IRN, a Unica formulacao lipossomal aprovada (Onivyde®) ndo obteve bons
resultados no tratamento do CCR, devido aos elevados niveis de resisténcia e é usada
apenas para o cancer de pancreas metastatico e ainda com associacdo com outros
quimioterapicos (LIU et al., 2019). Esses resultados reforcam a importancia da
conducdo de estudos para o preparo de formulagbes que melhorem a atividade

antitumoral dos quimioterapicos empregados no tratamento do CCR.

Considerando que existem estudos na literatura com resultados positivos com a
combinacdo de farmacos em lipossomas diferentes ou mesmo com um farmaco
encapsulado e o outro na forma livre acreditamos que um estudo piloto in vivo poderia
nos dar alguma resposta a respeito da potencialidade das formulacées lipossomais
contendo 5-FU e IRN preparadas. Como ja descrito, o estudo in vivo demonstrou
resultados promissores, ja que a formulacdo com os dois farmacos parece ser capaz

de controlar o crescimento tumoral.

6.6 Concluséo

Os estudos permitiram a encapsulacédo do 5-FU em lipossomas que apresentaram
parametros fisico-quimicos adequados para a administracdo endovenosa. Apesar da
baixa porcentagem de encapsulacdo de 5-FU, a concentracdo obtida é compativel
com alguns protocolos farmacoterapéuticos. Porém, devido a elevada permeabilidade
do farmaco o método inicialmente escolhido para a encapsulacdo nado foi adequado
para o seu aprisionamento nos lipossomas. Demais estudos devem ser realizados
para melhorar esses parametros, uma vez que estudos iniciais in vivo apresentaram
uma tendéncia de que o emprego da combinacéo de 5-FU e IRN seja mais eficiente

em reduzir o crescimento tumoral.
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7 DISCUSSAO GERAL

A elevada incidéncia do CCR assim como a preocupante taxa de mortalidade tornou
essa doencga um importante problema de saude publica ao redor do mundo. E para
tentar reduzir esses numeros, tem-se incentivado a ampliacdo das estratégias de
rastreio que sdo muito importantes para o diagndstico precoce que por sua vez, é
crucial para uma boa resposta ao tratamento. O tumor em estégios iniciais € abordado
de forma eficaz com terapia localizada (cirurgia), entretanto, no caso de tumores
localmente invasivos ou metastaticos, terapias sistémicas tornam-se necessarias
(PEREZ-HERRERO & FERNANDEZ-MEDARDE, 2015).

O céancer é uma doenca complexa, o conjunto de células que formam o tumor séo, em
geral, geneticamente heterogéneas, o que significa que nem todas as células
cancerosas em um tumor conttm o mesmo conjunto de mutacBes genéticas.
(MEACHAM et al.,, 2013) Essa heterogeneidade € um grande obstaculo no
desenvolvimento de drogas antineoplasicas direcionadas. Uma das maneiras mais
eficientes de atingir varios tipos de células que compBem um tumor envolve
administrar varios medicamentos ao paciente. As estratégias atualmente empregadas
baseam-se no conceito de que, o tratamento com multiplas drogas levara ao maior
beneficio terapéutico para a maioria dos pacientes (LINTON et al., 2015). Como
exemplo, FOLFOXIRI, um regime de tratamento que consiste em acido folinico,
fluorouracil, oxaliplatina e irinotecano, € usado para tratar pacientes com cancer
colorretal metastatico. Essa combinacéo resulta em um ganho de 5 anos de sobrevida
em comparagao com o tratamento com qualquer uma dessas drogas isoladamente.
Além disso, a administracdo de bevacizumab, um anticorpo monoclonal contra fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), para pacientes em FOLFOXIRI ou
FOLFIRI (4cido folinico, fluorouracil, irinotecano) elevou ainda mais as taxas de
sobrevida em comparacdo com FOLFOXIRI ou FOLFIRI sem bevacizumab
(LOUPAKIS et al., 2014; LINTON et al., 2015).

De fato, evidéncias empiricas em oncologia mostraram que a administracdo de
multiplas drogas para pacientes com tumores de estdgio meédio a avancado é
frequentemente a estratégia de tratamento com melhores resultados. Atualmente, o0s

meédicos oncologistas recorrem a administracdo de combinacdes de drogas na sua
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forma livre. No entanto, a farmacocinética e interacdes fisico-quimicas impedem a
administracdo de certas classes de medicamentos entre si, 0 que limita a capacidade
dos oncologistas de usar combinac¢des de medicamentos que poderiam ser benéficas.
Como alternativa, a fim de otimizar a farmacoterapia do cancer pautadas em
caracteristicas moleculares e do microambiente tumoral, novas estratégias baseadas
em sistemas nanoestruturados de direcionamento de farmacos e terapias alvo vem
sendo introduzidas aos esquemas terapéuticos convencionais (KHAN, et al., 2015;
AL-MAHMOOD et al., 2018).

Dentre os sistemas de direcionamento de farmacos destacam-se o0s lipossomas.
Lipossoma PEGuilado de doxorrubicina (Doxil®) foi a primeira formulacéo
nanoestruturada aprovada pelo FDA para o uso clinico, devido a reducéo dos efeitos
cardiotoxicos do farmaco e a mudanca do perfil de distribuicdo e tempo de circulacao
(OLSON et al., 1982; CHARROIS & ALLEN, 2003; GABIZON et al., 2003; ALLEN &
CULLIS, 2013).

Considerando os resultados positivos encontrados, modificacdes na composi¢cao dos
lipossomas tém sido estudadas a fim de aumentar a especificidade, dentre estas,
destacam-se os lipossomas pH-sensiveis de circulacao prolongada. Diversos estudos
demonstraram que estes nanossistemas sao vantajosos por reduzir de forma
significativa a toxicidade de moléculas bioativas, além de potencializar a captacéo pelo
tecido tumoral (LEITE et al., 2012a; MARONI et al. 2012; SOARES et al., 2012;
BARROS et al., 2013; CARLESSO et al., 2016; FERREIRA et al., 2016; SILVA et al.,
2016; FERREIRA et al., 2017; SILVA, et al., 2018).

Adicionalmente, é sabido que a atividade antitumoral esta associada a concentracéo
do componente ativo no interior das células, e por esse motivo € crucial favorecer a
internalizacdo dos farmacos ou mesmo das nanoestruturas. Em estudos do nosso
grupo de pesquisa, as propriedades fusogénicas dos SpHL culminaram no incremento
da atividade in vitro e in vivo de diversos quimioterapicos em relagéo ao farmaco livre.
Além disso, outra estratégia com resultados promissores, foi o recobrimento desses
lipossomas com moléculas direcionadoras, como o folato, que foi capaz de
potencializar a atividade do paclitaxel em modelos de tumor que expressavam
receptores para folato (VANIC etal., 2012; LEITE etal., 2012b, BARBOSA et al., 2015;
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FERREIRA et al.,, 2017, MONTEIRO et al., 2019). Diante disso, a conducdo de
estudos in vivo a fim de confirmar as vantagens da funcionalizacdo de SpHL com folato
quanto a toxicidade sistémica, o acimulo na regido tumoral e consequente incremento
da atividade antitumoral em modelo de tumor colorretal torna-se uma estratégia
interessante para pontencializar a acao do farmaco além de reduzir possiveis efeitos

toxicos.

Considerando os SpHL-IRN-FOL, foi percebido uma maior atividade antitumoral sem
aumento da toxicidade quando comparada a SpHL-IRN e IRN livre. Esses resultados
confirmam que as formulacdes de longa circulacao sédo vantajosas por, de uma forma
geral, permitirem maior acumulo de nanossistemas na regido tumoral. A presenca de
cadeias de PEG2o000 na superficie dos lipossomas, associados ao reduzido tamanho
de particula favorecem o extravasamento na regido de interesse (AWASTHI et al.,
2003; FERNANDES et al., 2018), sendo que a presenca do direcionamento ativo
proporcionado pela funcionalizacdo de SpHL com folato foi capaz de potencializar o
acumulo no sitio tumoral. Assim como em estudos semelhantes utilizando diferentes
nanossistemas de longa circulacéo funcionalizados com folato (FAZILATI et al., 2013;
WU et al., 2017; PATIL et al., 2018), observou-se significativo controle do crescimento
tumoral ao longo do tempo nos animais que receberam a formulacdo funcionalizada,
guando comparados aos animais controle ou formulagdes nao direcionadas. Estes
resultados sdo evidenciados pela reducdo no indice de inibicdo do crescimento
tumoral e pelo volume tumoral relativo (VTR) significativamente menor nos animais
tratados com o SpHL-FOL.

Como ja comentado apesar de ja existir um lipossoma de IRN (Onivyde®) aprovado
para uso clinico, ele ndo se mostrou efetivo para o cancer colorretal e por isso é
comercializado para o tratamento de cancer pancreatico, mesmo assim, em
associacdo com 5-FU e leucovorina. Por isso os resultados promissores do SpHL-
IRN-FOL séao tao relevantes, uma vez que alternativas aos tratamentos atuais para o
CCR sao cruciais para reverter os dados alarmantes de mortalidade pela doenca.
Dessa forma, estudos adicionais com o SpHL-IRN-FOL tornam-se necessarios a fim
de otimizar a formulacao e além disso, € importante verificar a associagcdo com 0 5-

FU uma vez que €, atualmente, a combinacdo mais empregada.
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O 5-FU é o principal farmaco empregado no tratamento do CCR, porém seu pequeno
peso molecular e propriedades quimicas dificultam o aprisionamento no interior na
particula escolhida inicialmente para este estudo. Portanto, apesar de os lipossomas
de 5-FU preparados nesse trabalho apresentaram parametros adequados para
administracdo em animais, mesmo com 0 baixo percentual de encapsulacéo
encontrado, os estudos de liberacdo tornaram o emprego da formulacdo pouco
eficiente. Uma alternativa encontrada, foi a troca do lipide estrutural, DOPE por DPPC,
por ser uma alternativa para aumentar a rigidez da membrana e dificultar a permeacgao
do 5-FU. Os experimentos preliminares evidenciarem resultados positivos, porém,
estudos adicionais precisam ser realizados para otimizacdo da formulacdo com
DPPC. Assim como para o estudo piloto de atividade antitumoral, em que a
combinacdo lipossomal dos farmacos, IRN e 5-FU, apresentou indicios de bons
resultados, porém precisam ser repetidos devido a contaminacéo das células tumorais

por outro microrganismo.
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8 CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho, foram desenvolvidos lipossomas pH-sensiveis de circulagéao
prolongada  recobertos com folato (SpHL-Fol), uma nanoplataforma
multifuncionalizada para a entrega especifica de IRN em modelo murino de tumor de
cancer colorretal. Os estudos in vivo demonstraram preservacdo do perfil de
seguranca de SpHL-FOL determinada pela auséncia de toxicidade renal, hepéatica e
hematologica do IRN quando encapsulada em SpHL-IRN-FOL. Adicionalmente,
SpHL-IRN-FOL foi capaz de se acumular de forma satisfatéria no sitio de interesse,
culminando na diminuicdo a taxa de crescimento tumoral comparado as outras
formulacbes de IRN. Desta forma, SpHL-IRN-FOL pode ser considerada uma
ferramenta multifuncional adequada e promissora para o tratamento de tumores
positivos para receptores de folato, e uma potencial estratégia terapéutica para
tumores nao responsivos a terapias-alvo convencionais. Considerando que a
combinacdo de IRN e 5-FU é um dos protocolos terapéuticos mais empregados
também foram preparados lipossomas de 5-FU e os resultados ainda que preliminares
foram promissores apesar da dificuldade de manutencdo do farmaco no interior da
nanoparticula. Portanto, estudos posteriores com o 5-FU se fazem necessarios para

avaliar se havera ganho terapéutico com a formulacdo de SpHL-IRN-FOL.
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PERSPECTIVAS

Avaliar a pH-sensibilidade das formulagdes de DPPC;

Realizar estudos de microscopia para identificacdo de caracteristicas

morfolégicas das diferentes formulagdes propostas;

Avaliar a atividade antitumoral em animais portadores de tumor de
adenocarcinoma colorretal da combinacdo de lipossomas folatados contendo
IRN e 5-FU;

Avaliar a toxicidade aguda sistémica das formulacdes preparadas;
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Irinotecan (IRN) is a semisynthetic derivative of camptothecin that acts as a topoisomerase I inhibitor. IRN is
used worldwide for the treatment of several types of cancer, including colorectal cancer, however its use can lead
to serious adverse effects, as diarrhea and myelosuppression. Liposomes are widely used as drug delivery systems
that can improve chemotherapeutic activity and decrease side effects. Liposomes can also be pH-sensitive to
release its content preferentially in acidic environments, like tumors, and be surface-functionalized for targeting
purposes. Herein, we developed a folate-coated pH-sensitive liposome as a drug delivery system for IRN to reach
improved tumor therapy without potential adverse events. Liposomes were prepared containing IRN and char-
acterized for particle size, polydispersity index, zeta potential, concentration, encapsulation, cellular uptake, and
release profile. Antitumor activity was investigated in a murine model of colorectal cancer, and its toxicity was
evaluated by hematological/biochemical tests and histological analysis of main organs. The results showed
vesicles smaller than 200 nm with little dispersion, a surface charge close to neutral, and high encapsulation rate
of over 90%. The system demonstrated prolonged and sustained release in pH-dependent manner with high
intracellular drug delivery capacity. Importantly, the folate-coated pH-sensitive formulation had significantly
better antitumor activity than the pH-dependent system only or the free drug. Tumor tissue of IRN-containing
groups presented large areas of necrosis. Furthermore, no evidence of systemic toxicity was found for the
groups investigated. Thus, our developed nanodrug IRN delivery system can potentially be an alternative to
conventional colorectal cancer treatment.

1. Introduction carbonyloxycamptothecin) is a first-line drug approved for the treat-

ment of a variety of cancer types, including colorectal, lung, and gyne-

Camptothecins are efficient antineoplastic alkaloid-derived com-
pounds that belong to the family of the topoisomerase I interactive
substances [1]. Topotecan and irinotecan (IRN) are two camptothecins
that have already been approved by the US Food and Drug Adminis-
tration (FDA) [1,2]. IRN (7-Ethyl-10-(4-[1-piperidino]-1-piperidino)

cological cancers [3]. While it can be used as a monotherapy, it is usually
administered in combination with cytotoxic agents, including oxalipla-
tin and 5-fluorouracil (5-FU) and as a rescue therapy in 5-FU-refractory
disease [4,5]. The primary target, Topol is ubiquitously expressed and
consequently the drug has been shown to have serious side effect with
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large inter-individual variability. The toxicities associated with IRN
include myelosuppression (neutropenia) and gastrointestinal disorders
(mainly diarrhea), which are recognized as constituting dose-limiting
toxicity for this drug [4,6].

IRN is a prodrug which has a complex pharmacologic profile and is
extensively metabolized in vivo. Metabolism in the gastrointestinal tract
occurs in three major steps starting with the conversion of water-soluble
IRN to generate the potent metabolite SN-38 (7-ethyl-10-hydrox-
ycamptothecin). In the second step, SN-38 is metabolized to a glucuro-
nide which can be exported to the intestine and reactivated to its toxic
form by bacterial p-glucuronidase where it can be reabsorbed. The local
reactivation of the drug in the intestinal tract is attributed to its toxicity
[7].

Efforts to identify biomarkers to determine which patient population
will be more impacted has not been successful. Consequently, alterna-
tive platforms for delivery are a viable option that can incorporate
precision medicine into the drug delivery system. This notion is further
supported by the complex pharmacokinetic profile of the drug following
intravenous administration [8]. SN-38 has 100- to 1000-fold more
potent antitumor effects, however, after intravenous administration of
free IRN, only less than 5% of IRN is converted to SN-38, mainly in the
liver. The most active form of camptothecin contains an open lactone
configuration, which is formed through an esterification reaction in the
presence of the enzyme carboxyl esterase. Carboxyl esterase is present in
all tissues, including tumors [3,9] and it is more prominent in acidic
environments. In this context, IRN pharmacokinetic profile would
greatly benefit from a tool that can protect and stabilize IRN and enable
its conversion to the most active metabolite more specifically in the
tumor tissue.

Nanoparticle-based drug delivery systems have emerged as prom-
ising tools to alter pharmacokinetic profile of drugs [8-10]. More spe-
cifically, drug delivery strategies focused on the stabilization of the
lactone ring of IRN to avoid its inactivation have been previously re-
ported. Liposomes are considered to be one of the most promising drug
delivery systems designed to encapsulate a wide range of drugs and
provide suitable strategies to improve the efficacy of chemotherapeutics
in cancer treatment [11-13]. Encapsulating a drug into liposomes is
highly advantageous as it can improve its pharmacokinetics, promote its
intracellular uptake, and allow selective delivery to tumor cells, often
resulting in decreased undesirable side effects and increased maximum
tolerated dose [14,15].

Several strategies have been explored to improve the pharmacoki-
netics and targeting of liposomal formulations to further optimize the
activity/toxicity of encapsulated drugs [4]. Our research group has
successfully employed long-circulating pH-sensitive liposomes (SpHL)
for treatment of several types of solid tumors [16-20]. To the best of our
knowledge, we will describe, for the first time, the use of pH-sensitive
liposomes encapsulated with IRN for treatment of colorectal cancer.
Our approach is founded in knowledge that the tumor environment
normally has a lower pH than normal tissues. Such acidic conditions will
promote cellular uptake of SpHL via endosome formation and allow
local targeted drug release in the tumor [16,21].

Furthermore, the use of nanoparticles such as liposomes can leverage
tumor specificity through the addition of surface molecular markers for
tumor targeting and accumulation [22-25]. Folate, for example, is a
molecule used in different metabolic cycles during amino acid synthesis
to support and promote cell growth. Folate receptor is overexpressed in
the tumor environment while only minimally distributed in normal
tissues, resulting in an optimal targeting approach. Functionalization of
liposomes with folate is a great tumor targeting strategy that can further
improve its pharmacokinetic profile and potential drug antitumor ac-
tivity [26,27].

Herein, we have developed a novel liposome-based targeted drug
delivery system as a tool to improve IRN tumor therapy efficiency with
low toxicity profile. The development and characterization of controlled
release pH-sensitive liposomes encapsulated with IRN was carried out
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and investigated as a promising anti-tumor agent in a murine model of
colorectal cancer.

2. Material and methods
2.1. Materials

Trihydrated irinotecan hydrochloride (IRN) was donated from
EUROFARMA Laboratérios SA (Sao Paulo, Brazil). The dio-
leoylphosphatidylethanolamine (DOPE), and distearoylphosphatidyl-
ethanolamine polyethyleneglycol2000 (DSPE-PEG2000/DSPE-PEG-
FOL) were supplied by Lipoid GmbH (USA). Cholesteryl hemisuccinate
(CHEMS) and cholesterol (CHOL) were purchased from Sigma-Aldrich
Chemical Company (St Louis, USA). Glucose was purchased from
Vetec Quimica Fina Ltda (Sao Paulo, Brazil). All solvents (high-perfor-
mance liquid chromatography analytical grade) and other reagents were
purchased from Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brazil). The subcutaneous
tumor model was established in 8-10- week-old female BALB/c mice
purchased from CEBIO-UFMG (Belo Horizonte, Brazil). Animals were
kept under SPF condition with free access to standard food and water.
All animal studies were approved by the local Ethics Committee for
Animal Experiments of Federal University of Minas Gerais, Brazil (pro-
tocol # 102/2020).

2.2. Methods

2.2.1. Liposome preparation

Liposomes were prepared according to the lipid film hydration
method [28], followed by size calibration. Briefly, chloroform aliquots
of DOPE, CHEMS, DSPE-PEG2000 (5.8:3.7:0.5 molar ratio, respectively;
total lipid concentration was equal to 40 mM) or DOPE, CHEMS,
DSPE-PEG2000, and DSPE-PEG2000-Fol (5.8:3.7:0.45:0.05 molar ratio,
respectively; total lipid concentration was equal to 40 mM) were
transferred to a flask and the solvent was removed at low pressure to
prepare SpHL and SpHL-Fol, respectively. Aliquots of 0.1 M NaOH so-
lution were added to lipid film to promote complete ionization of
CHEMS molecules, and subsequently, the formation of a lamelar struc-
ture. Then, lipid film was hydrated with 300 mM ammonium sulfate
solution, at room temperature, under vigorous stirring [29]. The lipo-
somes obtained were calibrated by extrusion using polycarbonate
membranes of 0.4 um, 0.2 ym, and 0.1 pum, 5 cycles per membrane, using
the Lipex Biomembranes extruder, Model T001 (Vancouver, Canada).
After, ammonium sulfate in the external medium was removed by ul-
tracentrifugation (Ultracentrifuge Optima® L-80XP, Beckman Coulter,
Brea, USA) at 150,000g, 4 °C, for 120 min. The pellet was resuspended
with 0.9% (w/v) NaCl solution. Afterward, 10 mg/mL solution of IRN
was incubated with SpHL or SpHL-Fol dispersion during 2 h at 4 °C. The
non-encapsulated IRN was removed by ultracentrifugation using the
same method described above.

2.2.2. Liposomes physicochemical characterization

2.2.2.1. Size distribution, zeta potential and encapsulation efficiency (%
EE). The mean diameter of liposomes was determined by dynamic light
scattering at 25 °C at an angle of 90°. The zeta potential was evaluated
by electrophoretic mobility determination at an angle of 90°. Size and
zeta potential measurements were performed in triplicate using the nano
7590 Zetasizer equipment (Malvern Instruments, England). The samples
were diluted using a 0.9% (w/v) NaCl solution. The encapsulation ef-
ficiency (EE) of IRN in liposomes was determined by HPLC, using
phosphate buffer: acenonitrile (70:30 v/v) + 0.2% triethylamine (pH
2.5, adjusted with phosphoric acid) as the mobile phase, and a reversed-
phase C18 column with fluorescence detection [30].

2.2.2.2. Nanoparticle

tracking analysis. The measurements were



S.S. Nunes et al.

performed using the Nanosight NS300 equipment (Malvern Instruments,
England). The samples were prepared after dilution in ultrapure water
(same external phase as the formulations) and introduced into the
Nanosight sample chamber with a disposable syringe. The samples were
measured at room temperature for 60 s with automatic detection. The
suspension was irradiated by a laser source and light scattering. Images
were captured by a charge-coupled device camera.

2.2.3. pH-sensitive drug release study

Drug release was carried out through dialysis with cellulose mem-
branes (MWCO012000 Da) in HEPES-saline buffer at two different pHs
(pH 5 and 7.4). Dialysis bags containing 500 pL of SpHL-IRN or free drug
were added to vials containing 50 mL of the buffer and kept under
agitation at 37 °C. At 30 min, 1, 2, 4, 8, and 24 h, aliquots of 1 mL of the
buffer were collected and the same volume was replaced so that the
concentration of the solution did not vary the amount of drug released
was then calculated by HPLC.

2.2.4. Confocal microscopy

CT26 murine colon cancer tumor cells were seeded in 6-well plates
with sterile coverslips (2.5 x 10° cells/well) at 24 h before treatment.
Cells were exposed to a solution of IRN, SpHL-IRN, or SpHL-IRN-Fol, at a
drug concentration of 5 uM, for 12 h. After washing with PBS, cells were
fixed with 3.7% (v/v) formaldehyde solution, slides were assembled
using Prolong Gold Antifade Reagent (Thermo Fisher Scientific - Wal-
tham, USA). Cells were analyzed in “Centro de Aquisicao e Proc-
essamento de Imagens da UFMG (CAPI/UFMG)” using the LSM 880
microscope with Airyscan detector (ZEISS - Oberkochen, Germany). For
image acquisition, a 63x objective lens and a Diode 370 nm (excitation
of IRN) laser were used. The images were processed using the ZEN Blue
Edition software version 2.3 lite (ZEISS -Oberkochen, Germany).

2.2.5. In vivo studies

2.2.5.1. Cell culture. CT26 cells were grown in RPMI-1640 medium
(Gibco, USA), supplemented by 10% (v/v) fetal bovine serum, penicillin
(100 IU/mL) and streptomycin (100 mg/mL). Cells were kept in hu-
midified air (95%) containing 5% CO; at 37 °C. After 3-5 days of culture
the cells were trypsinized and cell viability was assessed after staining
with Trypan Blue. After centrifugation (5 min at 330 g), cells were re-
suspended in culture medium for inoculation into the BALB/c mice.

2.2.5.2. Tumor inoculation. Aliquots (100 pL) with 1.0 x 10° of CT26
cells were subcutaneously injected into the right flank of female BALB/c
mice. Tumor cells were allowed to grow in vivo for 10 days until tumors
reached, approximately, 100 mm°.

2.2.5.3. Antitumor activity. After tumor development, mice were
randomly split into 4 groups (n = 6 for each group): saline (control
group); free IRN; SpHL-IRN; and SpHL-IRN-FOL. The total dose of IRN in
all treatment groups was 120 mg/kg, divided into 4 administrations (30
mg/kg), every 2 days. Throughout the study, mice were weighed, and
tumors were measured with caliper every 2 days, until the end of the
experiment (Day 8) when mice were sacrificed. Tumor volumes were
calculated from the formula:

V=(d)? xdy x 0.5

Where d; and dj, represent the smallest and largest diameter,
respectively. The inhibition ratio IR) was calculated on day 8 (Dg), as
follows:

IR =1 - (Mean RTV of drug-treated group/Mean RTV of control
group) x 100.

Where, RTV = Tumor volume Dg/Tumor volume Dy,

2.2.5.4. Hematological and biochemical study. At the end of the study,
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the animals were euthanized immediately after whole blood was
collected by puncture of the brachial plexus into tubes containing
anticoagulant (EDTA). The hematological parameters evaluated
included hemoglobin, number of red blood cells, hematocrit, hemati-
metric indices, red blood cell distribution width (RDW), global and
differential leukocyte count and number of platelets, as described in our
laboratory previously [31].

Plasma was obtained through centrifugation (3000 rpm, 15 min) and
biochemical parameters were quantified. Renal function was evaluated
through blood urea nitrogen and creatinine parameters and liver func-
tion through amino transferase (ALT) and aspartate amino transferase
(AST) analysis [32].

2.2.5.5. Histological analysis. At the end of the study, the main organs
(primary tumor, lungs, large intestine, liver and kidneys) were excised,
embedded in paraffin and submitted to hematoxylin-eosin (H&E)
staining for toxicity analysis [32].

2.2.6. Statistical analysis

All data are expressed as mean + SD. Means among the various
groups were compared by an analysis of variance (ANOVA), followed by
Tukey’s test (GraphPad PRISM, version 6.0). A P-value of < 0.05 was
considered be statistically significant.

3. Results
3.1. Size distribution, zeta potential and encapsulation efficiency (% EE)

The mean diameter, polydispersity index, zeta potential, % EE, and
the drug loading of the liposomal formulations are described in Table 1.

Liposomes were homogeneous (low PDI) with a diameter smaller
than 200 nm. The zeta potential was close to neutrality for all formu-
lations, which can be beneficial for its pharmacokinetic properties [33].
DLS results were further validated by nanoparticulate tracking studies
(Fig. S1), in which a monodispersed population was found with the
majority (90%) of particles having 155 nm in diameter.

3.2. pH-sensitive drug release studies

In vitro pH sensitivity was evaluated for SpHL-IRN and free IRN at
different pHs (7.4 and 5.0) and the results are shown in Fig. 1.

In vitro pH-sensitivity of SpHL-IRN was evaluated as a function of
time at different pHs (7.4 and 5.0), Fig. 1. No statistical changes were
observed with free drug. However, the IRN encapsulated in liposomes
presented a pH and time- dependent release demonstrating a greater
stability and retention capability of the nanoparticle [34]. As seen in
Fig. 1, up to the 30 min timepoint, the release pattern of IRN encapsu-
lated in SpHL is similar at both pHs. However, at timepoints of 1, 2 and

Table 1
Physicochemical characterization of SpHL, SpHL-Fol, SpHL-IRN and SpHLIRN-
Fol.

Formulation Mean PDI Zeta % EE Drug
Diameter potential loading
(nm) (mV) (mg/mL)
SpHL-blank 159.2 + 3.9 0.09 -41+0.6 - -
+0.03
SpHL-fol- 160.1 + 4.0 0.09 -41+06 - -
blank +0.03
SpHL-IRN 169.0 + 6.0 0.12 -11.1 £ 0.8 66.2 6.6 + 0.3
+0.05 +3.0
SpHL-FOL- 165.2 + 3.1 0.12 -9.10 + 1.2 62.3 6.2. £ 0.1
IRN +0.08 +0.9

Note: Data are expressed by the mean (n = 3) + S.D. of the mean. All data were
analyzed by one-way ANOVA analysis of variance followed by Tukey’s post-test
(P > 0.05).
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Fig. 1. pH dependent release of IRN. The percent release profile of SpHL-IRN
at pH 7.4 (red lines) and pH 5.0 (blue lines) is shown over 24 h. Note: *P < 0.05
as compared with free-IRN (pH 5 and pH 7); +P < 0.05 between the SpHL-IRN
pH 7.4. Data are expressed by the mean (n = 3) & S.D. of the mean. All data
were analyzed by one-way ANOVA analysis of variance followed by Tukey’s
post-test. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this article.)

4 h a more pronounced release of the drug is found at pH 5 when
compared to pH 7.4 (p < 0.05), which corroborates the hypothesis that a
pH reduction promotes a destabilization of the nanosystem, culminating
in greater drug release. These finding confirm the pH sensitivity for
SpHL, which might be beneficial for the drug delivery in the tumor
microenvironment [16].

3.3. Confocal microscopy

To validate drug release and uptake in colon cancer cells we per-
formed confocal microscopy, Fig. 2. IRN was visualized intracellularly,
localized mostly in the cytoplasmatic and peri-nuclear regions. A small
uptake in the nuclei can be observed for all groups (Free IRN, SpHL-IRN,
SpHL-IRN-Fol) investigated. These results suggest the efficient IRN de-
livery inside the cell for all formulations at the evaluated time [35].

3.4. Anti-tumor activity

The antitumor activity of free-IRN and liposomal preparations
(SpHL-IRN and SpHLIRN-Fol) were evaluated in CT26 tumor-bearing
BALB/c mice. Tumor volume growth curves (Fig. 3A) had drastically
different profiles among the groups. Animals that received liposomal
formulations had significantly smaller tumor volumes when compared
to control groups (saline and free IRN groups), p < 0.05. In addition, the
animals that received liposomal formulation functionalized with folate
(SpHLIRN-Fol) had significantly smaller tumor volumes than any other
group, including non-functionalized SpHL-IRN. These data support that
folate was advantageous in tumor targeting and anti-tumor activity.
Fig. 3B shows the tumor volumes at the end of the experiment for all the

A B

20 pm
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groups, confirming the higher efficiency of SpHL-IRN-Fol in controlling
tumor growth.

The tumor volume inhibition ratio (TV-IR), shown in Table 2, cor-
roborates the data presented in tumor growth curves. Overall, liposomal
formulations were more effective at inhibiting tumor growth than free
IRN or saline. Treatment with SpHL-IRN-Fol resulted in an even more
extensive tumor growth inhibition when compared to SpHL-IRN (57.8%
and 41.5%, respectively).

3.5. Hematological and biochemical study

Hematological parameters of control and mice treated with Free-
IRN, SpHL-IRN and SpHL-IRN-Fol are shown in Table 3. RBC and
platelets counts, HGB concentrations, and HCT values were similar in all
groups and presented no significant difference (p > 0.05) when
compared to those of the control group. In addition, there was no change
in the leukocyte series for all groups.

Biochemical parameters indicative of renal (blood urea nitrogen and
serum creatinine) and hepatic (ALT and AST) toxicity did not show
significant changes among groups. These results are consistent with the
lack of histological alteration that was observed in the renal and hepatic
tissue of the mice treated with different formulations containing IRN,
which confirms that the treatment at the doses used, as expected, did not
cause high toxicity (Fig. 4A-D). Additionally, body weight measure-
ments were taken to evaluate overall toxicity of administered formula-
tions. No significant body weight changes were found after therapeutic
administration in any of the groups investigated (p > 0.05) (Fig. 4E).

3.6. Histological analysis

Both tumor and normal tissues were evaluated by histology for ne-
crosis and metastasis. Histological analysis of colorectal cancer tumors is
presented in Fig. 5. Treatment with free IRN, SpHL-IRN or SpHL-IRN-
Fol, showed extensive necrosis due to IRN-induced cell death (Fig. 5F;
5G and 5H, respectively). Liver and large intestine tissues were evalu-
ated for the appearance of metastases (Fig. 6) however no metastatic foci
were found in the tissues evaluated.

4. Discussion

Conventional systemic therapies for the treatment of cancer consist
mostly of antineoplastic drugs that, in general, have low specificity and
high toxicity, which limits the either the dose that can be administered
or the number of cycles a patient can undergo. In the last few decades,
with new understandings of the molecular characteristics of tumors and
its microenvironment, anticancer therapy research focus has shifted to
include more specialized and targeted approaches [36,37]. Among these
strategies, the use of nanostructured drug delivery systems has had a
profound impact on cancer therapeutics research. A wide range of
nanomaterials have emerged as alternative tools that can deliver

C
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Fig. 2. Liposomal encapsulated IRN is efficiently taken up in colon cancer cells. Confocal microscopy images of CT26 murine colon cancer tumor cells after
24 h-incubation with A = free IRN, B = SpHL-IRN or C = SpHLIRN-Fol treatments (IRN concentration 5 pM). Amplification of 63 x. Diode 370 nm (excitation

of IRN).
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Fig. 3. Liposomes containing IRN are more effective than free drug. (A) Antitumor effect of SpHL (control group), IRN, SpHL-IRN, and SpHL-IRN-Fol on the

growth of CT26 colon tumor-bearing female BALB/c mice. Each treatment was

intravenously administered 3 times, every 2 days, at dose of 30 mg/kg. (B) Volume

tumoral at the end of the experiments, day 8, after treatments. Note: Data are expressed by the mean + standard deviation of the mean (n = 6). Growth curves were
analyzed by regression. a Represents statistical differences (P < 0.05) as compared with control group. b Represents statistical differences (P < 0.05) as compared
with free-IRN. All data were analyzed by one-way ANOVA analysis of variance followed by Tukey’s post-test.

Table 2
Relative tumor volume (RTV) and tumor growth inhibition ratio (IR) after
administration of free-IRN, SpHL-IRN and SpHL-IRN-Fol.

Treatment group RTV IR (%)
Free-IRN 5,9 + 3,21 16,6
SpHL-IRN 4,1+1,43 41,5
SpHL-IRN-Fol 2,9 + 1,422 57,8

Note: *Represents significant difference as compared with the Free-IRN P-values
less than 0.05; the data were analyzed by one-way ANOVA analysis of variance
followed by Tukey’s test. Data expressed as mean =+ S.D. of the mean (n = 6).

Table 3
Hematological parameters of control mice treated with 3 doses of IRN
formulations.

Parameters Treatments
CTL IRN SPHL-IRN SPHL-IRN-
Fol

RBC (cell/ 4,9 + 2,2 53+1,0 5,7 +0,9 59+0,5
mm? x 10%)

Hemoglobin 9,0 + 4,7 8,3+ 2,6 10,3 + 2,2 11,0 £ 1,4
(g/L)

HCT (%) 25,1 +£10,6 27,4 +5,3 28,8 + 4,6 30,3+ 2,5

WBC (cell/ 6,5+ 4,2 2,5+1,0 3,1+1,0 2,8+1,0
mm? x 10%)

Granulocyte 29+1,9 1,2+0,5 1,4+0,5 1,2+ 0,5
(cell/mm?®
x10%

Not 3,56 £+ 2,3 1,3+0,6 1,7+0,6 1,5+ 0,5
granulocyte
(cell/mm?®
x10%)

RDW (%) 14,9+ 1,6 16,2+ 1,3 16,1 + 0,4 15,8 £1,0

PLT (cell/mm®  261,2+157,0 211,3+78,5 276,4+559 233,5+783
x10%)

Note: Evaluation of the hematological parameters was carried out 10 days after
treatment of mice with the IRN formulations. Results were expressed as the
mean + standard deviation. Abbreviations: HGB (hemoglobin), RBC (red blood
cells), HTC (hematocrit), PLT (platelets), WBC (total white blood cells). Data
expressed as mean + S.D. of the mean (n = 6). All data were analyzed by one-
way ANOVA analysis of variance followed by Tukey’s post-test (P > 0.05)

otherwise toxic chemotherapeutics to tumor sites with improved ther-
apeutic efficacy. Among the available versatile materials, liposomes
have been extensively employed as smart carriers able to modify bio-
distribution, metabolism, and in vivo elimination of drugs [16,38-40].

It is well known that antitumor activity is directly proportional to the
intracellular concentration of the active drugs/metabolites [16,21] and
its toxicity is correlated with the amount of drug distributed to off-target
tissues. Thus, an ideal drug carrier should be specifically taken up by the
tumor and allow internalization of the drug into tumor cells while
reducing drug uptake by healthy tissue. The ability to design liposomes
to both be pH sensitive and promote active tumor targeting makes it an
attractive candidate as a drug nanocarrier. The pH responsiveness of
liposomes may be attributed to the presence of dio-
leoylphosphatidylethanolamine (DOPE) in the liposome bilayer. Since
DOPE by itself is uncapable of forming a lamellar structure, the use of
stabilizing agents such as cholesteryl hemisuccinate (CHEMS) is
required for a liposome structure formation. At physiological pH,
CHEMS is ionized and inserted between the DOPE molecules resulting in
electrostatic repulsions between the CHEMS ionized carboxyl groups
and DOPE phosphate groups, resulting in the formation of a liposomal
bilayer. In contrast, at a lower pH, CHEMS is protonated promoting
destabilization of the liposomal structure and consequently drug release.
Since the tumor microenvironment is more acidic than surrounding
healthy tissue, a targeted and optimized drug released is obtained
resulting in optimized chemotherapeutic drug action [11,16,41,42]. In
addition to their optimal fusogenic properties, the inclusion of targeting
moieties on the liposomal surface, such as folic acid, can lead to
increased tumor targeting capabilities and chemotherapeutic efficacy
[27]. With all that in mind, we have constructed pH-sensitive liposomes
with tumor targeting capabilities, encapsulated with a chemothera-
peutic drug IRN, for improved therapeutic response in colorectal cancer.

In the present study, the liposomes (SpHL-IRN-Fol and SpHL-IRN)
were successfully synthesized with similar and monodisperse vesicle
diameter in all formulations. Liposomes were obtained with a diameter
of less than 200 nm, which allows its extravasation to the tumor tissue
by EPR effect [43]. SpHL-IRN-Fol and SpHL-IRN presented slightly
negative zeta potential due to the presence of phosphate groups of the
phospholipids in the liposome composition. However, the presence of
PEG chains on the surface of the liposome produces a hydrophilic layer
and reduces its electrophoretic mobility resulting in a zeta potential
close to neutrality [40]. This is important because, once in the blood
stream, conventional nanoparticles and negatively charged particles can
be opsonized and massively cleared by phagocytosis by immune cells
and removed from systemic circulation, and consequently, avoid the
effective delivery of the nano drug to organs [44].

Cytotoxic drugs encapsulated in liposomes are normally unable to
act on their therapeutic targets or cause toxicity until they are released
from the confines of the carrier, and thus liposomal drug delivery can
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Fig. 4. Evaluation of kidneys and liver toxicity. Biochemical parameters of control mice treated with 3 doses of IRN formulations were evaluated for kidneys
toxicity (A and B), liver toxicity (C and D) and body weight (E). Data expressed as mean =+ S.D. of the mean (n = 6). Note: Evaluation of the biochemical parameters
was carried out 10 days after treatment of mice with the IRN formulations. Results were expressed as the mean + standard deviation. Abbreviations: ALT (alanine
aminotransferase), and AST (aspartate aminotransferase). All data were analyzed by one-way ANOVA analysis of variance followed by Tukey’s post-test (P > 0.05).

itself be regarded as a prodrug strategy [34]. Although local activation
of IRN to SN-38 has yet to be shown, carboxylesterases have a wide-
spread distribution in different tumor types and are active in macro-
phages, where liposomes are primarily captured [45-47]. Thus, the
ability of liposomal-mediated drug release at the desired tissue is
extremely important. The pH-sensitive liposomes showed a greater
release of liposomal content in acidic pH when compared to physio-
logical pH. This is advantageous to achieve optimal balance between
tumor uptake and protection of off-target tissue, especially when the

encapsulated drug is considered a prodrug. pH sensitivity allowed IRN to
be released only after it reached tumor sites where it can be activated
locally [48].

Since IRN is a prodrug and is usually activated once inside the cells,
its internalization is extremely important. However, only a few studies
have reported the subcellular localization of camptothecin derivatives
and the published results are somewhat heterogeneous [35]. Herein,
confocal microscopy images demonstrated the presence of IRN in the
intracellular environment in all groups evaluated, which confirms that
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Fig. 5. Histopathological analysis of tumor necrosis. Histological sections of primary tumor from CT26 colorectal tumor-bearing female BALB/c mice treated
with free IRN, SpHL-IRN or SpHL-IRN-Fol stained by hematoxylin & eosin. (A) control group at amplification of 2x. (B) Free-IRN-treated at amplification of 2x. (C)
SpHL-IRN-treated at amplification of 2x. (D) SpHL-IRN-Fol-treated at amplification of 2x. (E) control group at amplification of 20x. (F) Free-IRN-treated at
amplification of 20x. (G) SpHL-IRN-treated at amplification of 20x. (H) SpHL-IRN-Fol-treated at amplification of 20x. The black asterisks indicate areas of

tumor necrosis.

Fig. 6. Histopathological analysis of liver and intestinal toxicity. Histological sections of tissues from CT26 colorectal tumor-bearing female BALB/c mice
treated with free IRN, SpHL-IRN or SpHL-IRN-Fol stained by hematoxylin & eosin. (A) control group liver. (B) Fre-IRN-treated liver. (C) SpHL-IRN-treated liver. (D)
SpHL-IRN-Fol-treated liver. (E) control group large intestine. (F) Free-IRN-treated large intestine. (G) SpHL-IRN-treated large intestine. (H) SpHL-IRN-Fol-treated
large intestine. (I) control group kidney. (J) Free-IRN-treated kidney. (K) SpHL-IRN-treated kidney. (L) SpHL-IRN-Fol-treated kidney. Amplification of 40x.

encapsulation into liposomal formulations did not compromise the ca-
pacity of IRN to be internalized by tumor cells.

The CT26 colorectal tumor-bearing BALB/c mouse model is a
commonly used experimental animal model to study angiogenesis and
antitumor activity of several pharmaceutical formulations [49]. Het-
erotopic implantation models such as subcutaneous tumor implants in
mice have been traditionally used to evaluate antitumor treatment
because of their reproducibility and monitoring of tumor formation [49,
50]. Our results demonstrated fast tumor growth in the control group.

Even though IRN treatment is potentially highly active against CT26
colorectal tumor cells in vivo, a very high tumor growth rate was still
observed in animals that received free IRN [51]. However, drug
encapsulation in liposomes enhanced its antitumor activity. More
importantly, active targeting of liposomes with the presence of acid
folate contributed positively for anti-tumor effects. Significantly lower
tumor volumes were found for animals administered with SpHL-IRN-Fol
when compared to all other groups investigated. That group had the
highest inhibition rate (57.8%), which had around 3.4 times higher
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anti-tumor efficiency than the free drug. Comparable tumor growth in-
hibition was previously reported to folate-coated liposomes highlighting
the efficiency of using folate-targeting [52]. Histological analysis of
tumor tissue presented similar morphological characteristics among
groups with central areas of necrosis and proliferation of pleomorphic
cells at the periphery infiltrated by leukocytes (Fig. 4) [25]. However,
the histological analysis of the primary tumor showed greater necrosis
areas in the SpHL-IRN-Fol treated group when compared to all other
groups investigated. These data make it clear that not only drug
encapsulation but also pH sensitiveness and active targeting the greatly
enhanced the antitumor activity. In fact, some studies have shown that
folate-targeted liposomes had a potential role in overcoming drug
resistance because of the bypass of the P-glycoprotein efflux pump [53,
54]. Gabizon et al. also described that FR-targeted liposomal delivery
could reverse multidrug resistance to doxorubicin [53]. Since hetero-
topic tumor models lack fully developed tumor microenvironments,
further studies in more clinically relevant tumor models such as ortho-
topic models are necessary for better assessment of positive impact of
active targeting in anti-tumor efficacy.

Noteworthy, no apparent systemic toxicity was found in any of the
groups investigated. Body weight measurements as well as hematolog-
ical and biochemical tests (hepatic and renal) revealed no acute toxicity
to liposome formulations. Altogether, our results indicate the potential
of our formulated IRN encapsulated liposome as an alternative drug
delivery system for colorectal cancer [55,56].

5. Conclusion

In this study, we developed and characterized a folate-coated and
pH-sensitive liposome drug delivery system containing irinotecan
(SpHL-IRN-Fol) for the treatment of colorectal cancer. This novel
multifunctional formulation demonstrated to have significantly
improved antitumor activity than IRN alone with no evidence of
toxicity. These data support further preclinical development of SpHL-
IRN-Fol as a promising drug delivery system for the treatment of colo-
rectal cancer.
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