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“A percepc¢ao do desconhecido é a mais fascinante das experiéncias. O homem que
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RESUMO

O céncer € uma das principais causas de morte no mundo e, portanto, um problema
de saude publica. Dentre os tratamentos disponiveis para o cancer estido a
intervencao cirurgica, radioterapia, quimioterapia e imunoterapia. Atualmente, a
combinagao de dois ou mais agentes antitumorais tem se tornado interessante para
alcangar um efeito sinérgico na terapia do cancer. Dentre os farmacos disponiveis
para a quimioterapia, a doxorrubicina (DXR) apresenta uma potente agao
antineoplasica e vem sendo utilizada no tratamento de diversos tumores. Entretanto,
seu uso apresenta limitagdo, principalmente devido a cardiotoxicidade. Nesse
contexto, sistemas nanoestruturados como os lipossomas vém sendo desenvolvidos
para o carreamento desse farmaco com o objetivo de promover o direcionamento
para a regidao tumoral, uma vez que os tecidos tumorais apresentam maior
permeabilidade e retencdo para nanossistemas. Recentemente, os glicosideos
cardiacos como a digitoxina tém demonstrado um grande potencial antitumoral,
contudo esses compostos apresentam baixo indice terapéutico o que pode limitar o
seu uso. Além disso, alguns compostos dessa classe apresentam baixa solubilidade
em agua o que dificulta sua administracdo. Dessa maneira, os lipossomas, que sao
sistemas capazes de carrear farmacos hidrofilicos, lipofilicos e anfifilicos tém se
mostrado como uma estratégia interessante para veiculagdo desses compostos,
bem como para o direcionamento para a regido tumoral. A proposta do presente
trabalho consistiu no desenvolvimento de lipossomas fusogénicos de circulagéo
prolongada contendo glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose
peracetiladas (GEVGP) e DXR na razdo molar de 1:1 (LpHS-GEVGP+DXR 1:1),
avaliacdo do sinergismo in vitro apresentado por essa formulagdo, estudo da
estabilidade de armazenamento, perfil de liberagdo em pH fisiolégico e acido, e os
ensaios de seletividade, cumulative population doubling (CPD), avaliagdo do ciclo
celular e dos processos de morte envolvidos. A partir dos resultados do presente
estudo, os LpHS-GEVGP+DXR 1:1 apresentaram propriedades quimicas e fisico-
quimicas adequadas tais como, tamanho de 193, 9 + 9,3 nm, indice de polidispersao
(IP) de 0,3 £ 0,1, potencial zeta de - 2,4 + 0,5 mV e teor de encapsulagéo (TE) de
GEVGP e DXR de 67,5 £ 11,1 e 104,2 £ 12,0, respectivamente o que permitiu a
obtencdo da razdo molar de 1:1. Essa formulacdo apresentou ainda indices de

combinagdo menores que 1 na concentragao inibitéria de 90 % do crescimento



celular (Clgo) para as trés linhagens de tumor de mama humana avaliadas (0,52 +
0,39 em MDA-MB-231, 0,36 + 0,19 em MCF-7 e 0,73 + 0,40 em SKBR-3), indicando
um efeito citotdxico sinérgico da combinagdo de GEVGP e DXR encapsulada em
lipossomas. Além disso, a formulacdo apresentou estabilidade de armazenamento
por 90 dias em termos de didametro médio, IP, potencial zeta e TE de GEVGP e
DXR, bem como houve uma baixa liberagdo de GEVGP e DXR a partir do estudo
realizado por dialise durante 24 horas. Os LpHS-GEVGP+DXR 1:1 apresentaram
seletividade para as células tumorais testadas em comparagdao com fibroblastos
humanos sadios. A avaliacdo do CPD demonstrou que as célululas sobreviventes
apos o tratatmento com a formulagao, nao readquiriam a capacidade de proliferacéo
apos 21 dias. A partir dos estudos de avaliacado de ciclo celular e processo de morte,
pode-se verificar que a formulagdo LpHS-GEVGP+DXR 1:1 promoveu a parada das
células na fase G2/M e induziu baixas taxas de morte por apoptose e necrose, o que
sugere que possa haver outro mecanismo de morte envolvido. Dessa maneira, 0s
resultados dessa dissertacdo de mestrado sugerem que os LpHS-GEVGP+DXR 1:1
podem se apresentar como uma alternativa promissora para o tratamento do cancer

de mama.

Palavras-chave: cancer; doxorrubicina; glicosideos cardiacos; lipossomas; co-

encapsulacao.



ABSTRACT

Cancer is one of the main causes of death in the world and thus a public health
problem. Among treatments available for cancer are the surgery, radiotherapy and
chemotherapy. Currently, the combination of two or more antitumor agents has
become interesting to achieve a synergistic effect in cancer therapy. Doxorubicin
(DXR) is a chemotherapeutic wich has a potent antineoplastic action and has been
used in the treatment of various tumors, however its use is limited, mainly due
cardiotoxicity. Therefore, nanostructured systems such as liposomes have been
developed to carry this durg and target the tumor region, since tumor tissues present
enhanced permeability and retention for nanosystems. Cardiac glycosides, such as
digitoxin, have recently shown a great antitumor potential despite low therapeutic
index which may limit their use. Futhermore, some compounds of this class have low
water solubility which makes it difficult to administer. Hence, liposomes, which are
systems capable of carrying hydrophilic, lipophilic and amphiphilic drugs, have been
as an interesting strategy for delivery these compounds and targeting of the tumor
region. The present work consisted in the development of fusogenic long-circulation
liposomes containing glucoevatromonoside with the peracetylated glucose hydroxyls
(GEVGP) and DXR in the molar ratio of 1: 1 (LpHS-GEVGP+DXR 1:1), the
evaluation of the synergism in vitro of this formulation, storage stability study, release
profile of GEVGP and DXR form LpHS-GEVGP+DXR 1:1, determination of the
selectivity index, cumulative population doubling (CPD), cell cycle and death
pathways evaluation. From the results of the present study, LpHS-GEVGP+DXR 1:1
presented adequate chemical and physicochemical properties such as size of 193, 9
+ 9.3 nm, polidispersivity index (PI) of 0.3 £ 0.1, zeta potential of - 2.4 + 0.5 mV and
entrapment percentage (EP) of GEVGP and DXR of 67.5 + 11.1 and 104.2 + 12.0,
respectively which allowed the molar ratio of 1: 1 to be obtained. This formulation
also presented combination index lower than 1 at concentration required to inhibit the
growth of 90% (ICg0) of three human breast tumor cell lines, such as: MDA-MB-231
(0.52 + 0.39), MCF-7 (0.36 + 0.19) and SKBR-3 (0.73 + 0.40) in SKBR-3). These
findings indicate a synergistic cytotoxic effect of the GEVGP and DXR combination
encapsulated in liposomes. Moreover, the formulation showed good storage stability
for 90 days in terms of mean diameter, Pl, zeta potential, EP of GEVGP and DXR
and presented reduced release of GEVGP and DXR from LpHS-GEVGP+DXR 1:1



after 24 hours. LpHS-GEVGP+DXR1:1 showed selectivity for the breast tumor cells
tested compared to healthy human fibroblasts. Evaluation of CPD demonstrated that
cells surviving after treatment with the LpHS-GEVGP+DXR1:1 did not recover the
proliferation capacity after 21 days. From the studies of cell cycle and death
pathways evaluation, the LpHS-GEVGP+DXR1:1 was able to arrest the cell cycle at
G2/M phase and induced low death rates from apoptosis and necrosis, suggesting
the existence other death process involved. Thereby the results of the present study
suggest that LpHS-GEVGP+ DXR 1:1 may be a promising alternative for breast

cancer treatment.

Keywords: cancer; doxorubicin; cardiac glycosides; liposomes; co-encapsulation.
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1 INTRODUGAO

O céncer € uma das principais causas de morte no mundo e, portanto, um problema
de saude publica, especialmente nos paises em desenvolvimento. De acordo com a
Organizagao Mundial da Saude (OMS) os tipos de cancer mais incidentes no mundo
sédo os de pulméo (1,8 milhdo), mama (1,7 milhdo), intestino (1,4 milh&o) e préstata
(1,1 milh&do), sendo o cancer de mama o mais prevalente nas mulheres e o de
prostata nos homens. Para o Brasil, a estimativa para o biénio 2016 — 2017 era de
61 mil novos casos de cancer de prostata em homens e 58 mil casos de cancer de
mama em mulheres (OMS, 2018; INCA, 2018). Aléem da grande incidéncia e
prevaléncia, o cancer de mama € umas das principais causas de morbidade e
mortalidade no sexo feminino e, dessa maneira, novas estratégias terapéuticas
tornam-se necessarias, visando o aumento da sobrevida das pacientes apds a

terapia.

Geralmente, o tratamento do cancer é realizado através de intervengéo cirurgica,
radioterapia, quimioterapia e imunoterapia. Diversas classes de quimioterapicos sao
empregados no tratamento do cancer e, dentre elas, os antibidticos antitumorais
como a daunorrubicina e a doxorrubicina (DXR) apresentam grande importancia
(SLINGERLAND et al., 2013; UNNATI, 2013). A DXR vem sendo utilizada no
tratamento de diversos tipos de cancer e seu principal mecanismo de agao tem sido
atribuido a sua capacidade de intercalar na hélice do DNA, bem como se ligar as
proteinas envolvidas no processo de replicagdo como a topoisomerase |Il.
Entretanto, a elevada toxicidade, principalmente cardiaca, relacionada a DXR, bem
como 0s mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas células a esse farmaco
tém limitado o seu uso (MEREDITH; CRISPIN, 2016; MINOTTI et al., 2004;
MEREDITH, 2016; LAGE, 2003). Com a intencdo de minimizar os efeitos adversos
da DXR a partir do direcionamento para a regido tumoral, bem como contornar os
problemas relacionados a resisténcia, varios sistemas nanoestruturados carreadores
de DXR ou da combinagdo de DXR com outros agentes antineoplasicos tém sido
desenvolvidos (NUNES et al., 2016).

Recentemente, os glicosideos cardiacos (GC), que apresentam o uso tradicional no
tratamento da insuficiéncia cardiaca, tém demonstrado um interessante potencial
citotoxico (SLINGERLAND et al., 2013; UNNATI et al., 2013). Dentre os GC, o
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glicoevatromonosideo (GEV) apresentou elevada citotoxicidade frente a diversos
tipos de linhagens celulares tumorais (CARVALHO, 2012). Os mecanismos
citotoxicos desses compostos envolvem principalmente a inibicio da bomba
Na*/K*ATPase que pode levar a indugao de apoptose (YU, 2003; ORRENIUS, 2003;
MCCONKEY et al., 2000). Apesar do potencial citotdxico, o baixo indice terapéutico
dos GC apresenta-se como uma limitagdo para o uso na clinica. Nesse contexto,
tém-se desenvolvido nanossistemas carreadores com o objetivo de promover o

direcionamento e reduzir a toxicidade desses compostos (HODGINS, 2004).

Atualmente, a combinagdo de dois ou mais agentes antitumorais tem se tornado
interessante para alcancgar o efeito sinérgico na terapia do cancer. Nesse sentido, o
desenvolvimento da nanotecnologia tem proporcionado uma excelente estratégia de
combinagao, permitindo a entrega simultdnea de compostos para o local de
interesse, mediante o0 uso de um unico veiculo. Além disso, as nanoparticulas sao
consideradas veiculos promissores de entrega de compostos biologicamente ativos
para a terapia do cancer, com base na sua capacidade de prolongar o tempo de
circulagao, reduzir a toxicidade sistémica e aumentar o acumulo no sitio tumoral
(CHOU, 2006; FAN et al., 2010).

Dentre os diversos nanossistemas disponiveis, o0s lipossomas sao sistemas
versateis que permitem a veiculacdo de substancias hidrofilicas, lipofilicas e
anfifilicas, bem como apresentam propriedades de direcionamento de farmacos para
a regidao tumoral, podendo consequentemente aumentar a eficacia e reduzir a
toxicidade (NEW, 1990; SHI et al., 2016).

Tendo em vista a utilizacido de sistemas carreadores para a co-encapsulacdo de
substancias bioativas, o desenvolvimento de lipossomas contendo DXR e um
derivado de GC, torna-se interessante no sentido de aprimorar o efeito terapéutico
desses agentes e proporcionar alternativas terapéuticas para o tratamento do cancer

de mama.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Cancer

O cancer é caracterizado por um crescimento descontrolado de células, que podem
se espalhar e invadir outros tecidos e orgaos. Normalmente, o desenvolvimento de
um tecido € regulado pelo equilibrio entre células em estado de proliferagdo e
células em repouso, sendo que a perda dessa regulagcdo é determinante para o
desenvolvimento do céncer. Sabe-se que o surgimento do cancer pode estar
relacionado a fatores externos, como o tabaco, organismos infecciosos e dietas nao
saudaveis, bem como por fatores internos como mutacdes hereditarias, horménios e
condicdes imunes (BELKACEMI et al., 2007; WHO, 2018; ACS, 2018).

Weinberg e Hanahan descreveram um conjunto de caracteristicas relacionadas ao
desenvolvimento do cancer, que incluem a manutengao da sinalizagao proliferativa,
a evasao de fatores supressores de crescimento, a invasdo e metastase, a
imortalidade replicativa, bem como a indugdo da angiogénese e a resisténcia aos
mecanismos de morte celular. Atualmente, os mesmos autores descreveram a
reprogramagao do metabolismo energético e a evasao da destruicdo pelo sistema
imune como duas novas caracteristicas para o desenvolvimento do cancer. Além
disso, foram descritos também dois fatores responsaveis por desencadear a
formacao de neoplasias, a instabilidade gendmica e a promog¢ao de tumores a partir
de respostas inflamatdrias (Figura 1) (HANAHAN; WEINBERG 2011).
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Figura 1 — Caracteristicas para formagao e desenvolvimento do cancer

Autossuficiéncia em sinais proliferativos Insensibilidade aos sinais antiproliferativos

=
Indugao de angiogénese Invasio tecidual e metistase

Fonte: adaptado de HANAHAN; WEINBERG, 2011.

Conforme mencionado, nos tecidos normais ha um controle bem estabelecido da
producao e liberacdo de fatores de crescimento, que permitem a homeostase do
numero de células, garantindo a fungdo e a manutencédo da arquitetura. Durante o
desenvolvimento da carcinogénese, as células podem adquirir a capacidade de
manter a sinalizagao proliferativa por diferentes vias, como a partir da produgéo de
fatores de crescimento e mutagdes somaticas em vias de sinalizacao intracelular.
Atualmente, sabe-se que aproximadamente 40 % dos melanomas humanos contém
mutacdes que afetam a estrutura da proteina B-raf, resultando em uma proliferacéo
celular descontrolada (DAVIES; SAMUELS, 2010; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Torna-se importante ressaltar ainda que, a proliferacdo celular descontrolada nao
envolve apenas a desregulagdo dos mecanismos de divisdo celular, mas também
alteragdbes no metabolismo energético. Palova e Thompson oraganizaram
recentemente essas alteracbes metabdlicas em seis caracteristicas, absorcao
desregulada de glicose e aminoacidos, modos oportunistas de aquisigcdo de
nutrientes, aumento da demanda de nitrogénio, alteragdes na regulagdo de genes
relacionados a metabdlitos e interacdes metabdlicas com o microambiente, que
permitem o desenvolvimento do tecido tumoral (PAVLOVA; THOMPSON, 2016).

Além de induzir e sustentar os sinais de estimulacdo de crescimento, as células
cancerigenas também desenvolvem mecanismos de evasao de fatores supressores
de crescimento como as proteinas retinoblastoma, p53 e TGF-f que regulam de

forma inibitéria a proliferagdo celular, permitindo assim o crescimento tumoral
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(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Outra caracteristica importante durante o desenvolvimento do céncer é o
desequilibrio que ocorre entre a proliferacao celular e os processos de morte, tais
como as vias apoptoticas. Esse comprometimento pode estar relacionado
principalmente ao desequilibrio entre os sinais de iniciagdo apoptoticos e os fatores
antiapoptoticos da familia de proteinas reguladoras Bcl-2 (FOUAD; AANEI, 2017).

A neovascularizagdo também é de grande importancia para a carcinogénese, uma
vez que o tumor ndo ultrapasssa 2 a 3 mm3 sem a formagdo de uma nova
vasculatura. A neovascularizagcdo esta associada a alguns reguladores
angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial A (VEGF-A), uma proteina
sinalizadora que se liga a receptores estimulatérios na superficie das células
endoteliais vasculares, promovendo a formagéao de novos vasos (FOLKMAN, 1971;
HANAHAN; WEINBERG, 2011).

As células tumorais apresentam ainda a capacidade de se disseminarem pelo
organismo atingindo locais diferentes do tumor primario. E importante ressaltar que
células epiteliais sdo imoveis e estreitamente aderidas entre si e com a matriz
extracelular. A superagdo dessa imobilidade esta relacionada a transigdo epitelial-
mesenquimatosa (TEM) que permite que as células cancerosas possam migrar para

novos sitios formando tumores secundarios (YE; WEINBERG, 2015).

Apods atingirem a corrente sanguinea, quase a totalidade das células tumorais séo
reconhecidas e eliminadas por linfocitos T. Consequentemente, menos de 0,1 % das
células que atingem os vasos sanguineos € capaz de se instalar em outros tecidos.
Dessa maneira, as células que sdo capazes de evadir da deteccdo e eliminagao
imune crescem de forma descontrolada formando novos tumores (MALMBERG,
2004; MACK; MARSHALL, 2010).

Com base no documento World Cancer Report 2014 da International Agency for
Research on Cancer (IARC), da Organizagao Mundial da Saude (OMS), o cancer é
umas das principais causas de morte no mundo e, portanto, um problema de saude
publica, especialmente entre os paises em desenvolvimento. Nesses paises, €

esperado que, nas préoximas décadas, o impacto do cancer na populacéo
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corresponda a 80 % dos mais de 20 milhdes de novos casos estimados em todo o
mundo para 2025 (WHO, 2018; INCA, 2018).

A estimativa para o Brasil no biénio 2016 - 2017, apontou a ocorréncia de cerca de
600 mil novos casos de cancer. De acordo com o perfll epidemiolégico, os canceres
mais frequentes seriam os de prostata (61 mil) em homens e mama (58 mil) em
mulheres (INCA, 2018).

Atualmente, o cancer de mama é uma das principais causas de morbidade e
mortalidade no sexo feminino dentre todos os tipos de cancer. Sendo assim, o
estudo de novas estratégias terapéuticas torna-se necessario, visando o aumento da

sobrevida dos pacientes apds a terapia.
2.1.1 Cancer de mama

O céncer de mama € a neoplasia maligna ndo cutanea mais frequente no sexo
feminino, com incidéncia crescente, sobretudo nos paises desenvolvidos. O Instituto
Nacional de Cancer (INCA) estimou que no ano de 2016 haveria 57.960 novos
casos de cancer de mama no Brasil (INCA, 2018). Diversos fatores de risco
relacionados ao cancer de mama tém sido constantemente identificados, e incluem o
envelhecimento, fatores ligados a vida reprodutiva da mulher, histérico familiar,
consumo de alcool, excesso de peso, sedentarismo, exposicdo a radiacdo, alta
densidade de tecido mamario (razdo entre o tecido glandular e o tecido adiposo da
mama) e mutagdes genéticas (SILVA et al., 2008; INCA, 2018).

A mama é composta por glandulas produtoras de leite (I6bulos), ductos, tecidos
adiposo e conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos (Figura 2). Diversos fatores de
crescimento como o TGF- estdo envolvidos no desenvolvimnto do tecido mamario.
As glandulas exdécrinas mamarias sdo responsaveis pela produgao de leite apds a
parturicdo. Essas glandulas respondem ao estrogénio, bem como a fatores de
crescimento alterando a arquitetura do tecido durante a pré-puberdade, puberdade,
idade sexual, gravidez, lactagdo e pdés-menopausa (MACIAS; HINCK, 2012; ACS,
2018).
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Figura 2 — Tecido mamario normal

Parede do
torax

Muasculo

Ductos

Aréola
Mamilo

Aréola Lop
Mamilo W S8 Lebulos
Ductos Ii : s A
Lébulos ,.,'j Estroma
,}'
",

Fonte: adaptado de ACS, 2018.

A maioria dos canceres de mama tém inicio nas células que compde os ductos. O
carcinoma invasivo de mama é um tumor capaz de migrar para tecidos adjacentes e
possui grande tendéncia a metastases. As metastases originarias do cancer de
mama atingem principalmente os ossos, pulmdes e figado (SILVA et al., 2008). O
surgimento do cancer de mama tem sido associado a inativagao funcional do gene
BRCA1, que codifica uma proteina que atua na glandula mamaria realizando
diversas fungdes. Nas células normais a proteina codificada pelo BRCA1 repara
lesdes no DNA, regula a transcrigdo, sinalizagdo de estrogénio e inativagado do
cromossomo X. A inativacdo desse gene resulta em carcinomas mais agressivos,
ocorrendo mais comumente em mulheres na pré-menopausa, com idade
compreendida entre 30 a 40 anos (SILVA et al., 2008).

O cancer de mama é uma doenga heterogénea e difere muito entre os pacientes
(intertumoral) e mesmo dentro de cada tumor (intratumoral). A heterogeneidade
clinica e morfologica é refletida pelos diferentes estadiamentos e classificagado
histopatoldgica dos tumores (TURASHVILI; BROGI, 2017). Clinicamente, o cancer
de mama é categorizado com base na existéncia de receptores de estrogénio (ER),
progesterona (PR) e receptor para o fator de crescimento epidermal humano tipo 2
(HER2). Os carcinomas de mama que nao expressam ER, PR e HER2 s&o

denominados triplo negativo. Este tipo de carcinoma constitue um grupo
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extremamente heterogéneo histologicamente e geneticamente, além disso as

possibilidades terapéuticas disponiveis ndo sao eficientes (PARK et al., 2011).

A elucidagdo dos mecanismos envolvidos na carcinogénese, bem como o estudo
das caracteristicas bioquimicas e histopatolégicas sdo de extrema importancia para
o desenvolvimento de novos farmacos e formulagbes com propriedades

antitumorais.
2.2 Tratamento farmacolégico do cancer

O tratamento do cancer pode ser realizado através de intervencao cirurgica,
radioterapia e quimioterapia. Mais recentemente, tem-se usado a terapia de
fotorradiagdo com derivados hematoporfirinicos e a imunoterapia. Em muitos casos,
€ necessario combinar mais de uma dessas modalidades de tratamento com o
objetivo de aumentar a eficacia terapéutica (DOLMANS, 2003; ALMEIDA et al.,
2005).

Uma das principais formas de intervengdo médica no tratamento do cancer € a
quimioterapia. Atualmente, diversas classes de antineoplasicos sdo empregados no
tratamento do cancer tais como: os alquilantes polifuncionais, (mostarda
nitrogenada, mostarda fenilalanina, ciclofosfamida, cisplatina e ifosfamida); os
agentes antimetabodlitos (6-mercaptopurina, 6- tioguanina, 5-fluorouracila,
metotrexato e citosina-arabinosideo C); os antibiéticos antitumorais (mitomicina C,
actinomicina D, mitramicina, bleomicina, daunorrubicina, actinomicina D,
doxorrubicina (DXR) e seus analogos mitoxantrona e epirrubicina); os inibidores
mitoticos como os alcalbides da vinca (vincristina, vimblastina e vindesina), o taxol e

os derivados da podofilotoxina (etoposideo e teniposideo) (ALMEIDA et al., 2005).

A maioria dos farmacos antitumorais tem a capacidade de destruir rapidamente as
células cancerigenas in vitro. Contudo, a administracdo in vivo desses agentes
quimioterapicos resulta em uma agdo nao especifica, lesando também as células
normais, em especial as células de rapido crescimento como as gastrointestinais, as
capilares e as do sistema imunolégico. Dessa maneira, o principal desafio consiste
no desenvolvimento de agentes antineoplasicos com baixa toxicidade e elevada
eficacia antitumoral (LEITE et al, 2012; MARONI et al., 2012; VANNEMAN;
DRANOFF, 2012).
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Os compostos derivados vegetais tém apresentado um papel importante no
desenvolvimento de antitumorais. Os primeiros agentes terapéuticos utilizados na
clinica foram os alcaldéides da vinca, vimblastina e vincristina, utilizados no
tratamento de leucemias, linfomas, bem como nos tumores de mama e pulmao.
Posteriormente, outros derivados vegetais como o paclitaxel e etoposideo passaram
a ser utilizados no tratamento do céncer. Atualmente, os glicosideos cardiacos (GC)
como a digoxina e digitoxina, vém sendo estudados quanto ao seu potencial
antitumoral (SLINGERLAND et al., 2013; UNNATI, 2013).

2.2.1 Tratamento farmacolégico do cdncer de mama

Os estadios iniciais do cancer de mama geralmente sdo tratados mediante a
intervengao cirurgica, sendo o tipo mais comum a mastectomia. Em certos casos,
utiliza-se ainda a radioterapia como tratamento apds os procedimentos cirurgicos.
Em relacdo a quimioterapia, € importante ressaltar que em diversos casos ela pode
ser recomendada como terapia neoadjuvante (antes da cirurgia) ou ainda adjuvante
(ap6s a cirurgia) (MINISTERIO DA SAUDE, 2014; ACS, 2018).

Os quimioterapicos mais utilizados incluem as antraciclinas, como a DXR e a
epirrubicina, os taxanos como paclitaxel e docetaxel, além do 5-fluorouracil,
ciclofosfamida e carboplatina. Utiliza-se ainda nos casos de cancer de mama

avancgado a cisplatina e a gencitabina, dentre outros farmacos (ACS, 2018).

Nos casos de cancer de mama ER positivo ou PR positivo, as opcdes de tratamento
adjuvante geralmente sdo o tamoxifeno, um antagonista competitivo de estrogénio,
ou inibidores de aromatase como o anastrasol. Podem ainda ser utilizados
ciclofosfamida, metotrexato, 5-fluorouracila, DXR e taxanos. J& nos casos de
carcinomas de mama que superexpressam HERZ2, geralmente utiliza-se o
traztuzumabe, um anticorpo monoclonal anti-HER2. Alguns tratamentos associam
um anticorpo monoclonal ao quimioterapico, permitindo assim a ligagao especifica e,
consequentemente, maior liberagdo do farmaco na regido tumoral (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014; NUNES et al, 2016).

O cancer de mama triplo negativo tende a ser o tipo mais agressivo. Uma vez que
nao pode ser utilizado a terapia receptor especifico, € fundamental a utilizacdo de
quimioterapico, como DXR, paclitaxel e cisplatina. Atualmente, a imunoterapia
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sistémica, como os inibidores da ligacdo de PD-L1, pembrolizumab e nivolumab,
vem sendo utilizada para erradicar células neoplasicas em casos de cancer de
mama triplo negativo, a partir da estimulagédo do sistema imunolégico (KATZ;
ALSHREDI, 2018; ACS,2018).

Atualmente, os GC tém demonstrado um importante potencial na utilizagdo para o
tratamento do cancer de mama. Tal potencial foi observado, inicialmente, por
Stenkvist e colaboradores que perceberam que as células das pacientes que
recebiam digitalicos para tratamento da insuficiéncia cardiaca, apresentavam
caracteristicas mais benignas em relagdo as pacientes que ndo recebiam o
tratamento. Stenkvist demonstrou também que a recorréncia dos tumores 5 anos
apés a mastectomia era 9,6 vezes maior nas pacientes que nio recebiam o
tratamento com digitalicos (STENKVIST et al., 1979; STENKVIST et al., 1980;
STENKVIST et al., 1982).

Sendo assim, uma vez que a DXR & um quimioterapico amplamente utilizado na
clinica e os GC tém demonstrado boas propriedades antitumorais, o estudo desses
compostos torna-se interessante do ponto de vista do desenvolvimento de novos
farmacos e formulagdes, visando o aumento da disponibilidade de alternativas
terapéuticas efetivas para o tratamento do cancer.

2.2.1.1 Doxorrubicina

A DXR é um antibiético antraciclinico com potente acdo antineoplasica e amplo
espectro de atividade, prescrito isoladamente ou em combinacdo com outros
agentes (MINOTTI et al., 2004). Frequentemente, a DXR tem sido utilizada no
tratamento de leucemia aguda, cancer de mama, sarcomas de tecidos moles,
linfomas Hodgkin e n&o-Hodgkin. Entretanto, apesar da alta eficacia, a DXR n&o é
seletiva para células cancerigenas, e logo, seu uso é significativamente limitado
devido a toxicidade. Essa toxicidade afeta, frequentemente, o coracio, cérebro,
figado e rins (MEREDITH; CRISPIN, 2016).

A estrutura quimica da DXR (Figura 3) apresenta uma aglicona e um agucar. A
aglicona consiste em um anel tetraciclico com dois grupos adjacentes quinona-
hidroquinona, um grupo metoxi e uma cadeia lateral curta contendo um grupamento

carbonila. O agucar, denominado daunosamina, esta ligado ao anel por uma ligagao
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glicosidica. A daunosamina é responsavel pela solubilidade aquosa da DXR,
enquanto o anel tetraciclico corresponde a regi&do hidrofobica (MINOTTI et al., 2004).

Figura 3 — Estrutura quimica da doxorrubicina
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Diversos mecanismos tém sido atribuidos a atividade antitumoral da DXR (Figura 4).
Além da sua capacidade de se intercalar na hélice do DNA e se ligar as proteinas
envolvidas no processo de replicacdo como a topoisomerase I, outro mecanismo de
acao proposto esta relacionado a habilidade da DXR em produzir radicais livres no
interior da cadeia respiratoria das mitocondrias. A formagéo de radicais livres ocorre
uma vez que esse farmaco pode atuar como aceptor de elétrons a partir de uma
reagao na presenca de NADH desidrogenase. Tal reagao resulta na formagao de um
radical semiquinona, que pode causar danos oxidativos ao DNA. Estudos recentes
tém sugerido também que a atividade das antraciclinas seja modulada por
proteossomas, responsaveis por transportar a molécula de DXR do citoplasma para
0 nucleo apo6s a entrada na célula por difusao passiva. Uma vez no nucleo, a DXR é
liberada do proteossoma e pode se intercalar com o DNA devido a alta afinidade
(KIYOMIYA, 2001; MINOTTI et al., 2004; MEREDITH, 2016, BOX, 2007).



30

Figura 4 — Mecanismos de ag¢ao da doxorrubicina

A DXR se liga ao proteassoma e é transportada para o nucleo, onde se dissocia e se liga ao
DNA (passos 1, 2 e 3). Um dos principais mecanismos de agao é a intercalagdao com a fita de
DNA ou ligagao as proteinas envolvidas na replicagao e transcricao do material genético. Além
disso, a DXR pode interagir com a mitocondria se ligando a cardiolipina e bloqueando a
ligacdo da creatina quinase mitocondrial (CQM). Adicionalmnete, a presenga de DXR na cadeia
respiratéria mitocondrial pode aumentar a formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO).

Fonte: adaptado de CARVALHO et al., 2009.

A especificidade mitocondrial da DXR tem sido relacionada a sua alta afinidade pela
cardiolipina, um fosfolipide presente na membrana das mitocondrias. Essa afinidade,
além de desencadear mecanismos citotoxicos a partir da formagédo de ERO, também
€ responsavel pela cardiotoxicidade causada por esse farmaco, uma vez que as
células cardiacas apresentam grande quantidade de mitocdndrias. A
cardiotoxicidade € um dos principais efeitos adversos relacionados a administracao
de DXR (GOORMAGHTIGH et al., 1990; HOYE, 2008; PETRIOLI et al., 2008).

Apesar de ser amplamente utilizada na clinica, a terapia convencional com DXR tem
sido ineficiente devido ao desenvolvimento de resisténcia. Em diversos tumores as
células ndo sdo sensiveis a DXR devido ao efluxo do farmaco, mediado
principalmente pela glicoproteina P (gpP) (LAGE, 2003).
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Recentemente, com a intengdo de minimizar os efeitos adversos da DXR a partir do
direcionamento para a regido tumoral, bem como contornar os problemas
relacionados a resisténcia, varios sistemas nanoestruturados carreadores de DXR
ou da combinacdo de DXR com outros agentes antineoplasicos tém sido
desenvolvidos (NUNES et al., 2016).

2.2.1.2 Glicoevatromonosideo

Os derivados vegetais vém sendo utilizados no tratamento de diversas doencas
humanas. Atualmente, mais de 50 % dos farmacos em uso clinico sdo de origem
natural e muitos desses farmacos apresentam propriedades antitumorais. Dentre os
compostos derivados vegetais, os GC, que apresentam o uso tradicional no
tratamento da insuficiéncia cardiaca, tém demonstrado recentemente um
interessante potencial citotoxico (SLINGERLAND et al., 2013; UNNATI et al., 2013).

Os GC sao constituidos por um nucleo esteroidal duplamente substituido por um
anel insaturado de lactona na posi¢ao 17 e um agucar na posigao 3 (Figura 5). A
natureza da lactona caracteriza o subgrupo desses glicosideos. Os cardenolideos
possuem um anel insaturado de cinco membros (butirolactona), enquanto os
bufanolideos apresentam um anel insaturado de seis membros (pirona). Diversos
acgucares podem estar ligados a porgéao aglicona, sendo os mais comuns a glicose,
galactose, manose, ramnose e digitalose. A adi¢gdo desses agucares pode afetar a
farmacodinamica, bem como o perfil farmacocinético desses compostos (PRASSAS;
DIAMANDIS, 2008).
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Figura 5 — Estrutura quimica dos glicosideos cardiacos
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Fonte: adaptado de PRASSAS; DIAMANDIS, 2008.

O mecanismo de agao cardiotdnica dos GC foi descrito ha aproximadamente 50
anos, quando Schatzman e colaboradores identificaram esses compostos como
inibidores especificos da bomba Na*/K*ATPase. Essa bomba & uma proteina
transmembrana que utiliza a energia proveniente da hidrolise de ATP para
transportar ativamente ions potassio (K*) para o interior das células e ions sodio
(Na*) para o meio extracelular. A bomba Na*/K*ATPase também apresenta um
importante papel na regulacdo do volume e pH citoplasmaticos por meio dos
trocadores Na*/Ca?* e Na'/H*, bem como na conducdo de varios processos
secundarios, como o transporte de glicose e aminoacidos dependentes de Na*. A
inibiciko da bomba Na*/K*ATPase aumenta os niveis de Na® no interior dos
cardiomidcitos, e por consequéncia, promove um aumento da troca de Na* por Ca?*
a partir do trocador Na*/Ca?*, levando a maior concentragdo de Ca?* intracelular,
aumentando assim a for¢a de contratilidade do coragéo (efeito inotropico positivo). A
acao exercida pelos GC possibilitou a utilizagdo da digoxina e digitoxina como
agentes de primeira linha no tratamento da insuficiéncia cardiaca (RAHIMTOOLA,;
TAK, 1996; SCHEINER-BOBIS, 2002; PRASSAS; DIAMANDIS, 2008).

Conforme ja mencionado, a partir dos estudos de Stenkvist e colaboradores nas

décadas de 1960 e 1980, iniciou-se uma maior investigacdo do potencial antitumoral
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dos GC. Atualmente, diversos possiveis mecanismos de acao antineoplasica dos
GC vém sendo descritos (Figura 6). Um desses mecanismos é que a inibicdo da
bomba Na*/K*ATPase promove a reducdo da concentragcdo de K*, bem como o
aumento nas concentragbes de Na* e Ca?* intracelulares, o que pode levar a
inducdo de apoptose a partir da clivagem de caspases, liberagdo de citocromo C e
ativacao de endonucleases (YU, 2003; ORRENIUS, 2003; MCCONKEY et al., 2000).
Outros mecanismos relacionados a atividade dos GC envolvem a acidificacédo
celular, ativagcao de proteina quinase, inibicdo da producao de interleucina 8, que
esta envolvida na resisténcia a apoptose, angiogénese e metastase, assim como a
inibicdo da producdo de TNF-a e NF-kB, o que resulta em inducdo de apoptose
(JUNCKER et al., 2009; LIANG et al., 2007). Estudos recentes tém demonstrado
ainda que a digitoxina pode promover a inibigdo de topoisomerase Il. Além disso os
GC podem levar ao acumulo de células na fase S e G2/M do ciclo celular, bem como
promover a indugdo de morte autofagica (SLINGERLAND et al., 2013; JUNCKER et
al., 2011; LOPEZ et al., 2005).

Figura 6 — Mecanismos de agao propostos para os glicosideos cardiacos
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Fonte: adaptado de SLINGERLAND, 2013.

Alguns derivados de GC ja se encontram em fase de estudo clinico para o

tratamento do cancer, como derivados da espécie Nerium oleander, a digoxina e um
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cardenolideo semissintético derivado da oxovuscarina extraido da espécie
Calotropis procera (SLINGERLAND, 2013; JUNCKER et al., 2009; MENGER et al.,
2013).

Em uma triagem realizada com uma série de cardenolideos de origem vegetal e
semissintética, avaliou-se o potencial citotoxico desses compostos em células
tumorais de pulm&o e rabdomiossarcoma. Nesse estudo, o glicoevatromonosideo
(GEV) apresentou maior citotoxicidade e seletividade dentre os compostos testados.
Além disso, o GEV promoveu a parada do ciclo celular na fase G2M, bem como
alteracdo na expressao de proteinas das vias de morte celular como NF-kB em
células de tumor de pulmao (CARVALHO, 2012). Devido a complexidade estrutural
do GEV (Figura 7), a sintese completa desse composto torna-se dificil. O GEV pode
ser isolado em pequena escala a partir das espécies de Digitalis lanata, bem como
Digitalis heywoodii. Munkert e colaboradores obtiveram o GEV a partir da
biotransformacdo e semissintese de precursores desse cardenolideo obtidos em
maiores quantidades a partir da espécie de Digitalis lanata (MUNKERT et al., 2017).

Figura 7 — Estrutura quimica do glicoevatromonosideo
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Fonte: adaptado de CARVALHO, 2012.

Devido ao baixo indice terapéutico, o uso de GC deve ser monitorado com cuidado e
a adogao de estratégias para reduzir sua toxicidade é de grande relevancia. Nesse
contexto, nanossistemas carreadores lipossomais contendo digoxina, digitoxina e
oleandrina, apresentaram menor toxicidade sistémica, além de direcionamento a
regido tumoral e maior eficacia antitumoral em relagdo aos GC administrados na
forma nédo encapsulada (HODGINS, 2004).
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Portanto, tendo em vista o grande potencial citotoxico do GEV, os trabalhos
realizados para a otimizagdo da producédo em larga escala desse composto, bem
como os sistemas desenvolvidos para a reducao da toxicidade, torna-se interessante
o seu estudo para a obtencdo de novas formulacées com potencial terapéutico no

tratamento do cancer.
2.2.2 Quimioterapia combinada para o tratamento do cancer

A combinagdo de dois ou mais agentes antitumorais tem se tornado interessante
para alcancar o efeito sinérgico na terapia do cancer. Diversos fatores tais como a
exposicao sequencial ou simultanea dos agentes ao tecido tumoral, a cinética de
ativacado dos farmacos, individualmente, e a compatibilidade quimica, precisam ser
considerados para selecionar a melhor estratégia de combinagéo (FAN et al., 2010).
A utilizacdo de multiplos farmacos, que apresentam diferentes mecanismos de acgao,
pode aumentar a eficacia do efeito terapéutico, assim como reduzir a dose utilizada,

minimizando os efeitos adversos e o desenvolvimento da resisténcia (CHOU, 2006).

As combinagdes de farmacos antitumorais podem atuar de maneira sinérgica, aditiva
ou antagbnica dependendo dos compostos associados, bem como da razao utilizada
para a combinacdo. Apesar dessa relacao ser facilmente avaliada in vitro, onde as
razbes podem ser bem controladas, torna-se dificil a correlacdo dessas informacgdes
para comportamentos in vivo, uma vez que a farmacocinética dos compostos
individuais pode ser diferente (PAVILLARD et al., 2001; MAYER et al., 2006).

Nesse contexto, o desenvolvimento da nanotecnologia tem proporcionado uma
estratégia de combinagado, permitindo a entrega simultanea de compostos para o
local de interesse mediante o uso de um unico veiculo. Além disso, as
nanoparticulas sdo consideradas veiculos promissores de entrega de compostos
biologicamente ativos para a terapia do cancer com base na sua capacidade de
prolongar o tempo de circulagdo, reduzir a toxicidade sistémica e aumentar o

acumulo no sitio tumoral.

2.3 Aplicagao de sistemas nanoestruturados para a liberagao de farmacos na

regiao tumoral

O crescente interesse na utilizagdo da nanotecnologia para o cancer € atribuido em
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grande parte a sua excelente caracteristica de entrega de farmacos, possibilidade de
uso em diagnodstico e a natureza terapéutica de alguns nanomateriais. Diversos
nanossistemas tais como lipossomas, nanoparticulas de albumina e micelas
poliméricas ja foram aprovados para o tratamento do cancer e varios outros estdo
em investigacao clinica em diferentes modalidades terapéuticas como quimioterapia,
hipertermia, radioterapia, terapia de RNA interferente e imunoterapia (SHI et al.,
2016; FERRARI, 2005).

A maioria das nanoparticulas terapéuticas sao administradas sistemicamente. Os
capilares sanguineos continuos ou fenestrados, em tecidos sadios, apresentam
permeabilidade restrita de acordo com o peso molecular. Entretanto, em tecidos
tumorais ha um aumento na permeabilidade vascular, o que possibilita o
extravasamento dos nanocarreadores. Esse aumento da permeabilidade em
tumores € consequéncia da formacdo rapida e defeituosa de novos vasos
sanguineos. Além disso, a drenagem linfatica ineficiente retém os nanossistemas na
regiao tumoral. Esse mecanismo é conhecido como efeito de permeabilidade e
retencdo aumentadas (EPR) (Figura 8) e possibilita uma entrega seletiva da
substancia bioativa incorporada em nanossistemas (farget passivo) na regial tumoral
(TORCHILIN, 2007; WONG et al., 2007, PEER et al., 2007).

Diversos fatores podem influenciar biologicamente o efeito EPR tais como a ligagéao
das nanoestruturas a proteinas plasmaticas, o tempo de circulagdo sanguinea, o
extravasamento e interagdo com o microambiente tumoral, a penetracdo no tecido
tumoral e a internalizagdo celular. Além disso, caracteristicas da nanoparticula,
como tamanho, geometria, rigidez, porosidade, composi¢cao e presenca de ligantes
(target ativo) também podem influenciar nesse processo e consequentemente nos
resultados terapéuticos (PEER et al., 2007).
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Figura 8 — Representacao esquematica do efeito EPR (target passivo) e target

ativo dos nanossistemas
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Fonte: adaptado de PEER et al., 2007.

Conforme descrito anteriormente, a nanotecnologia tem contribuido de forma
importante para a oncologia nas ultimas décadas. Os lipossomas (como exemplo os
lipossomas contendo DXR) Doxil® e Myocet®, foram as primeiras nanoparticulas
terapéuticas a receber aprovagao para uso clinico no cancer. A partir de entéo,
diversos sistemas nanoestruturados foram aprovados para uso clinico como
lipossomas contendo daunorrubicina (DaunoXome®), lipossomas contendo
vincristina (Marqibo®), nanoparticulas de albumina contendo paclitaxel (Abraxane®),
micelas poliméricas contendo paclitaxel (Genexol®PM) e diversos outros encontram-
se em alguma etapa de estudo clinico como lipossomas contendo cisplatina e

lipossomas contendo paclitaxel (SHI et al., 2016).

Dessa maneira, dentre os diversos sistemas nanoestruturados utilizados, os
lipossomas tém apresentado relevancia significativa no carreamento e
direcionamento de substancias antitumorais e apresentam-se como uma excelente
estratégia no desenvolvimento de novas formulagdes para serem utilizadas no

tratamento do cancer.
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2.3.1 Lipossomas

Lipossomas sao vesiculas esféricas que se organizam espontaneamente em meio
aquoso, constituidas geralmente por uma ou mais camadas fosfolipidicas e
orientadas concentricamente em torno de um compartimento aquoso (Figura 9)
(NEW, 1990; LASIC, 1998).

Figura 9 — Organizagao estrutural dos lipossomas
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Fonte: adaptado de FREZARD, 2007.

Estes sistemas foram descritos pela primeira vez por Bangham e colaboradores em
1965 como modelo de membranas biologicas. Devido a propriedade anfifilica dos
fosfolipides presentes na bicamada, os lipossomas sido capazes de incorporar
substancias de carater hidrofilico em seu compartimento aquoso, substancias
lipofilicas no interior da bicamada lipidica e substéncias anfifilicas na interface entre

o compartimento aquoso e a bicamada lipidica (NEW, 1990).

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com suas propriedades fisico-
quimicas como tamanho, lamelaridade, carga superficial e composic¢do lipidica. De
acordo com o diametro das vesiculas e lamelaridade, as principais formas
reconhecidas sao: (i) vesiculas unilamelares pequenas (SUV), que sao formadas por
uma unica bicamada lipidica e apresentam didametro médio entre 25 a 100 nm: (ii)

vesiculas unilamelares grandes (LUV), quando apresentam uma unica bicamada
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lipidica e o didmetro médio das vesiculas é maior que 100 nm: (iii) vesiculas
multilamelares grandes (MLV), que s&o formados por varias bicamadas sucessivas
separadas por compartimentos aquosos e que apresentam didmetro médio entre 1 e
5 pym (Figura 10) (NEW, 1990; LOPES et al., 2013).

Figura 10 — Classificagao de lipossomas quanto ao tamanho e lamelaridade

Fonte: adaptado de LOPES et al., 2013.

De acordo com a carga dos lipides presentes na constituigdo das bicamadas, os
lipossomas podem adquirir diferentes cargas em sua superficie, sendo classificados
como catidénicos, anibnicos ou neutros. Uma ferramenta bastante utilizada para
determinacdo da carga e, com isso, para a detecgdo da magnitude de interagdes
repulsivas entre as particulas coloidais, € a medida do potencial zeta das vesiculas
(CASALS et al., 2003).

Os lipossomas podem ser classificados ainda em convencionais ou de circulacao
prolongada. Os lipossomas convencionais geralmente sdo constituidos por
fosfolipides e colesterol, podendo-se utilizar um fosfolipide carregado positiva ou
negativamente para promover a repulsao eletrostatica entre as vesiculas e, com
isso, aumentar a estabilidade. Quando administrados por via endovenosa estes
lipossomas podem ser reconhecidos pelas opsoninas, 0 que permite sua captacao

por 6rgaos do sistema fagocitario mononuclear (SFM), sobretudo figado, baco e
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medula Ossea, sendo entdo rapidamente removidos da circulagdo sanguinea
(VEMURI; RHODES, 1995).

Com o objetivo de promover o escape dos lipossomas dos mecanismos de captagao
extracelulares e aumentar o tempo de circulagao, varias alteracées na constituicdo

da bicamada lipidica tém sido propostas.

2.3.1.1 Lipossomas de circulagao prolongada

Os lipossomas de circulagcéo prolongada podem ser obtidos por diferentes métodos,
incluindo o revestimento da superficie lipossomal com polimeros hidrofilicos
sintéticos, como os polietilenoglicéis (PEG) ou compostos hidrofilicos naturais, como
o monossialogangliosideo GM1 e fosfatidilinositol. A camada hidrofilica desses
polimeros forma uma “cabeleira” envolvendo os lipossomas, dificultando seu
reconhecimento e associacdo com as opsoninas. Com isso, os lipossomas sao
capturados mais lentamente pelos 6rgdos do SFM, permanecendo por mais tempo

em circulagao na corrente sanguinea (TORCHILIN, 2007).

Uma alternativa para promover o escape de lipossomas do reconhecimento pelo
SFM é a utilizacdo de lipossomas pequenos, neutros e com membrana rigida.
Entretanto, esse tipo de lipossoma tem sérias desvantagens como sistema de
liberacdo de farmacos, que incluem: pequeno volume interno de encapsulagao,
aumento do didametro das vesiculas durante armazenamento, poucas substancias
disponiveis para esse tipo de formulagdo e perfil farmacocinético dose-dependente
(PAPAHADJOPOULOS; GABIZON., 1995).

Na tentativa de direcionar os sistemas lipossomais para seus sitios especificos, bem
como aumentar a liberagdo do farmaco nessas regioes, diversas estratégias vém
sendo desenvolvidas em busca de novos sistemas carreadores. Os lipossomas
polimorficos, por exemplo, apresentam mudangas em sua estrutura devido a
alteracbes como temperatura e pH. Um dos lipossomas polimorficos bastante

estudados sao os lipossomas pH-sensiveis (BATISTA et al., 2007).

2.3.1.2 Lipossomas pH-sensiveis

Os lipossomas pH-sensiveis sao constituidos por fosfolipides derivados da

fosfatidiletanolamina (PE) como por exemplo, a dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE).



41

Esses derivados organizam-se em meio aquoso, na temperatura ambiente, sob a
forma hexagonal, ndo sendo capazes de formar vesiculas. Sendo assim, para a
formacdo dos lipossomas, € necessaria a adicdo de moléculas estabilizadoras de
membrana, geralmente grupos carboxilados como o hemisuccinato de colesterila
(CHEMS), que em pH fisiologico encontram-se sob a forma ionizada, anidnica. Ao se
inserirem entre as moléculas de fosfolipides, os grupos carboxilados promovem
repulsdo eletrostatica com os grupos fosfatos dos fosfolipides, favorecendo a
formacao de bicamadas (Figura 11) (SIEGEL, 1986).

Figura 11 — Esquema da formacgao das fases lamelar e hexagonal da
DOPE

.. 4qmny» - 7

DOPE \ CHEMS

5 pH fisiologico
iz e g i,

£ aeoetog, B

.T.T. £oF e R
. ¢ Lamellar £

=1 &

b Fas g

% —rfﬂ-rr'.:rrp‘{

o,

-_ —_— Q&
Cosooo

l Redugo do pH

L/ \

DOPE CHEMS Hexagonal (H,)

e 200000,
ECLLENS
o
i
o
anand™ g
o PR

Fonte: adaptado de FERREIRA et al., 2013.

Os lipossomas pH-sensiveis tém sido utilizados como sistema de liberacdo de
farmacos em tecidos tumorais e no interior dos endossomas, uma vez que esses
tecidos e compartimentos apresentam uma reducao do pH. Essa reducao promove a
protonacdo dos grupos carboxilados, levando a desestruturacdo da bicamada
lipidica, e consequentemente, a liberagdo do farmaco no sitio especifico. Os
mecanismos moleculares pelos quais os lipossomas transpdéem a membrana
endossomal para alcangcarem o citoplasma ainda nao estao totalmente esclarecidos.

Entretanto, algumas hipdteses sdo postuladas para explicar esse processo. Uma
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primeira hipotese propde que apds a endocitose, a membrana dos lipossomas pH-
sensiveis pode se fundir a membrana endossomal havendo a liberagdo do material
encapsulado para o citoplasma, sendo que esse processo ocorre devido as
propriedades fusogénicas da bicamada constituida pela DOPE. Outra possibilidade
€ que apos a desestabilizacdo dos lipossomas, as moléculas encapsuladas se
difundam pela membrana endossomal para o citoplasma. Por fim, sugere-se que a
desestabilizacao dos lipossomas pH-sensiveis promova o inicio da desestabilizacao
da membrana endossomal, provavelmente pela formagdo de poros, que conduz a
liberagdo do conteido encapsulado para o citoplasma (SIMOES et al., 2004;
FERREIRA et al., 2013).

Recentemente, os nanocarreadores lipidicos, dentre eles os lipossomas, tém
ganhado cada vez mais atengdo devido a sua capacidade para co-encapsular

agentes terapéuticos e sincronizar a entrega para sitios especificos.
2.4 Co-encapsulagao de farmacos em sistemas nanoestruturados

Atualmente, a combinacdo de farmacos antitumorais tem se apresentado viavel.
Entretanto, a entrega desses farmacos ao sitio especifico continua sendo um grande
desafio. Nesse contexto, a utilizacdo de nanossistemas pode proporcionar diversas
vantagens na combinagéo de agentes antitumorais, tais como: aumento do tempo de
meia-vida, protecdo do composto contra degradacéao, redugdo da imunogenicidade,
veiculacdo de compostos hidrofobicos, hidrofilicos e anfifilicos simultaneamente,
direcionamento para a regido tumoral, promogao da captagéo celular e do trafego
intracelular apropriado, obtencéo de efeito sinérgico entre os compostos e liberagéao
simultdnea dos compostos no alvo. Todas essas propriedades podem aumentar a
eficacia dos agentes antitumorais, bem como reduzir a toxicidade (ELDAR-BOOCK
et al., 2013).

A escolha do nanossistema torna-se, portanto, importante para eficacia da terapia
combinada. Sendo assim, a selecdo deve ser realizada de acordo com as
propriedades fisico-quimicas das moléculas utilizadas, com a intencdo de explorar
diferentes caracteristicas tais como carga, hidrofobicidade e reagcbes de conjugagao
com sitios especificos. Com base nessas caracteristicas, diferentes nanossistemas
tém sido utilizados para cada combinagao (ELDAR-BOOCK et al., 2013).
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Varias estratégias tém sido adotadas para o desenvolvimento de sistemas
lipossomais como alternativa para a co-encapsulagdo de agentes antitumorais.
Diversos estudos tém demonstrado que a co-encapsulacdo em lipossomas
promoveu o aumento das atividades antitumoral, citotdxica e antiproliferativa, bem
como a reducdo da toxicidade sistémica. Além disso, esses sistemas tém
apresentado ainda a capacidade de reverter a resisténcia a farmacos desenvolvida

por algumas células cancerigenas (VAHED, 2013).

Wang e colaboradores desenvolveram uma formulagdo liposssomal contendo
salinomicina e DXR para o tratamento de células de carcinoma de mama. Essa
formulacdo apresentou maior efeito na inibicdo do crescimento das células em

relagéo a associagcado nao encapsulada (KIM et al., 2015).

No trabalho de Chiu e colaboradores foi desenvolvida uma formulacao lipossomal
co-encapsulando DXR e irinotecano e avaliada a eficacia dessa formulagdo em
modelo xenografico de tumor de ovario humano. A formulagdo promoveu o aumento
da sobrevida dos animais, o que foi justificado pela manutengcdo da razdo molar
encapsulada na circulagdo sanguinea, bem como pelo maior tempo de exposig¢ao ao
tumor (SHAIKH et al., 2013).

Resultados do recente estudo de fase lll de lipossomas contendo citarabina e
daunorrubicina na razao molar de 5:1 (Vyxeos, também conhecido como CPX-351),
demonstraram que a administracdo dessa formulacdo aumentou a sobrevida dos
pacientes com leucemia mieldide aguda para 9,56 meses em relagdo a 5,95 meses
obtido com o regime de tratamento com citarabina e daunorrubicina livres (SHI et al.,
2016).

Sendo assim, tendo em vista os diversos estudos utilizando sistemas carreadores
para a co-encapsulacado de substancias bioativas e uma vez que a DXR e o GEV
apresentam caracteristicas fisico-quimicas diferentes, bem como diferentes
mecanismos de acao antitumoral, o desenvolvimento de lipossomas pH-sensiveis de
circulagao prolongada contendo essas duas substancias torna-se interessante no

sentido de aprimorar o efeito terapéutico desses agentes.

Para a encapsulacdo no sistema lipossomal foi selecionado um composto

intermediario da sintese do GEV, o glicoevatromonosideo com as hidroxilas da
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glicose peracetiladas (GEVGP) (Figura 12). A presenca dos grupos acetil aumenta a
lipofilia desse composto em relagdo ao GEV, o que pode promover maior eficiéncia
de encapsulagcdo, bem como maior estabilidade de armazenamento uma vez que o

GEVGP interage fortemente com a bicamada lipidica dos lipossomas.

Figura 12 — Estrutura quimica do glicoevatromonosideo com as hidroxilas da

glicose peracetiladas
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar quimica e fisico-quimicamente e avaliar a estabilidade de
uma formulagdo de lipossomas fusogénicos de circulagdo prolongada, contendo
GEVGP e DXR (LpHS-GEVGP+DXR) co-encapsulados, bem como avaliar o
sinergismo na atividade citotoxica em linhagens de células de cancer de mama

humana.
3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar e determinar a melhor razado de sinergismo entre GEVGP e DXR sob a
forma livre, para ser co-encapsulada em lipossomas fusogénicos de circulagao
prolongada (LpHS);

e Desenvolver e caracterizar os LpHS-GEVGP+DXR, a partir da determinacédo do
didmetro médio, potencial zeta e indice de polidisperséo (IP) das vesiculas, bem
como pelo teor de encapsulagao (TE) de GEVGP e DXR;

e Avaliar a estabilidade quimica e fisico-quimica dos LpHS-GEVGP+DXR na razao
molar de 1:1 (LpHS-GEVGP+DXR 1:1);

e Avaliar o perfil de liberacdo do GEVGP e DXR, a partir dos LpHS-GEVGP+DXR
1:1,em pH 5,0 e pH 7 4;

e Avaliar a citoxicidade dos compostos individuais, combinagcdo dos compostos
livres nas razbes molares de 1:1, 1:5 e 5:1, lipossomas contendo GEVGP (LpHS-
GEVGP), lipossomas contendo DXR (LpHS-DXR) e LpHS-GEVGP+DXR frente
as células tumorais humanas das linhagens MCF-7, MDA-MB-231 e SKBR-3;

e Determinar a seletividade da combinacdo dos compostos livres na razao molar
de 1:1 e LpHS-GEVGP+DXR 1:1 nas linhagens MCF-7, MDA-MB-231 e SKBR-3
em comparagado com culturas primarias de fibroblastos humanos saudaveis.

e Avaliar o efeito antiproliferativo a longo prazo dos compostos individuais,
combinagdo dos compostos livres na razdo molar de 1:1 (GEVGP+DXR 1:1),
LpHS-GEVGP, LpHS-DXR e LpHS-GEVGP+DXR 1:1 frente as células MDA-MB-
231, a partir do estudo de Cumulative Population Doubling (CPD);
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e Avaliar a influéncia no ciclo celular, bem como a via de morte dos compostos
individuais, combinacgao livre GEVGP+DXR 1:1, LpHS-GEVGP, LpHS-DXR e
LpHS-GEVEP+DXR 1:1 frente as células MDA-MB-231;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

A DOPE e o diestearoilfosfatidiletanolamina acoplado ao polietilenogliol 200 (DSPE-
MPEG2000) foram comprados da Lipoid GmbH (Ludwisgshafen, Alemanha). O
CHEMS, hidroxido de sodio, o acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina etanosulfénico
(HEPES), Dbicarbonato de sdédio, tripsina, sulforrodamina B (SRB),
tris(hidroximetil)aminometan (tris base), DXR, sulfato de aménio foram adquiridos da
Sigma Chemical Company (St Louis, EUA). O TO-PRO-3 e o kit de detecgédo de
Anexina-V-FITC foram adquiridos da Life Technologies (Eugene, Oregon, EUA). A
solugdo de RNAse foi adquirida da Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
(Massachussetts, USA). O GEVGP foi cedido gentilmente pelo Professor Dr. Rodrigo
Maia de Padua, do Laboratério de Farmacognosia e Fitoquimica da Faculdade de
Farmacia da UFMG (Belo Horizonte, Brasil). O meio de cultura Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM), soro fetal bovino (SFB), penicilina, estreptomicina e
anfotericina foram adquiridos da Gibco® (Grand Island, NE, EUA). A acetonitrila
(ACN) de grau analitico para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o
cloreto de sddio e o fosfato de sddio dibasico heptahidratado foram obtidos da Merck
(Frankfurter, Alemanha). Cloroférmio P.A., tween 80 e dimetilsulféxido (DMSQO) P.A.
foram adquiridos da Synth (Sdo Paulo, Brasil). O alcool isopropilico de grau analitico
para CLAE, fosfato de potassio monobasico anidro P.A e hidroxido de sédio (NaOH)
foram adquiridos da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil). Os demais
reagentes utilizados foram de grau analitico. Células das linhagens tumorais MCF-7
(ATCC® HTB22™), MDA-MB-231 (ATCC® HTB26™) e SKBR-3 (ATCC® HTB30™)
foram adquiridas da ATCC (Manassas, EUA). Fibroblastos humanos nao-tumorais
oriundos de cultura primaria de tecido gengival humano foram isolados pela Dra.
Ariadne Cruz e cedidos gentilmente pela professora Dr? Claudia Maria Oliveira
Simdes da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo aprovado no Comité
de Etica em Pesquisa da UFSC, nimero 021/2009).
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4.2 Métodos
4.2.1 Avaliagao do efeito citotoxico de diferentes razées de GEVGP+DXR

4.2.1.1 Culturas Celulares

A atividade citotoxica foi avaliada na linhagem celular de tumor de mama humana
MDA-MB-231 (ATCC® HTB26 ™). As células foram cultivadas em meio DMEM, com
adicao de bicarbonato de sddio, penicilina, estreptomicina e anfotericina (PSA) e
suplementado com 10% (v/v) de SFB (meio completo). As células foram mantidas
em garrafas T-75, armazenadas em estufa de atmosfera umida a 37°C e 5% (v/v) de
CO¢z. As subculturas para as linhagens celulares eram realizadas quando as garrafas

de cultura atingiam uma confluéncia aproximada de 80%.

4.2.1.2 Avaliacao da atividade citotoxica pelo ensaio de Sulforrodamina B

Para o ensaio, as células foram coletadas nas garrafas de cultura por meio da
adicao de tripsina, que posteriormente foi inativada com meio completo. Em seguida,
as células foram contadas em camara de Neubauer e a suspensdo celular foi
semeada em placas de 96 pogos (1x10* células/pogo) e mantidas em estufa de
atmosfera umida a 37°C e 5% (v/v) de CO2 durante 24 horas. Apos esse periodo,
solucbes de GEVGP livre, DXR livre, combinacdo de GEVGP+DXR nas razdes
molares de 1:1, 1:5 e 5:1 foram adicionadas (Tabela 1), sem retirada do meio, aos
respectivos pogcos e novamente mantidas em estufa de atmosfera umida a 37°C e
5% (v/v) de CO2 durante por 48 horas.

Tabela 1 — Intervalos de concentragao dos tratamentos para a determinagao da

citotoxicidade em células de cancer de mama

Intervalo de concentragdo dos compostos/uM

Tratamento GEVGP DXR
GEVGP 0,0078 — 2,0 -
DXR - 0,0312 - 32,0
Combinagao GEVGP+DXR razao molar 1:1 0,005 - 1,28 0,005 - 1,28
Combinacdo GEVGP+DXR razdo molar 1:5 0,002 - 0,128 0,01 - 0,640
Combinagao GEVGP+DXR razéo molar 5:1 0,008 - 0,640 0,002 -10,128

Doxorrubicina (DXR), glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas
(GEVGP).
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Apoés o periodo de tratamento, adicionou-se 100 yL de acido tricloroacético 10 %
(p/v) em cada pogo para fixagdo das células. Em seguida, as placas foram mantidas
a 4 °C por 1 hora. Apds a fixagao, lavou-se os pogos com agua destilada e secou-se
as placas em temperatura ambiente. Apds as placas estarem totalmente secas,
adicionou-se 100 yL da solugao de sulforrodamina B (SRB) 0,057 % (p/v) em cada
poco e manteve-se a placa em temperatura ambiente por 30 minutos para coloracéo
das células. Em seguida, lavou-se as células com solu¢ao de acido acético 1 % (v/v)
para remover o corante nao ligado as proteinas. Novamente, as placas foram
mantidas a temperatura ambiente para secagem. Apos totalmente secas adicionou-
se 100 yL da solugéo de Tris-base 10 mM (pH 10,5) em cada pogo para solubilizar o
corante ligado as proteinas celulares. Posteriormente, realizou-se a leitura no
comprimento de onda de 510 nm em espectrofotdmetro de placas modelo Spectra
Max Plux 384, da marca Molecular Devices®, utilizando o software Softmax Pro
6.51®. Foram realizados trés experimentos independentes, em dias e passagens
celulares diferentes. Para o calculo de determinacao de citotoxicidade subtraiu-se
todos os valores de absorbéancia do controle de Tris-base dos demais valores da
placa. A porcentagem de viabilidade celular foi determinada pela porcentagem de
absorbancia de cada grupo tratado em relagdo ao controle de células (isento de
tratamento), que foi considerado como 100% de viabilidade celular. Os percentuais
de viabilidade celular foram transferidos para o software de estatistica GraphPad
Prism 6 e, por meio de analise de regressdo nao linear, foram determinadas as

curvas de viabilidade celular.

4.2.1.3 Determinacdo do indice de combinacdo para as diferentes razbes de
GEVGP+DXR

Para a determinacdo do efeito da combinacdo de dois compostos € necessario
determinar previamente a poténcia, bem como a forma da curva dose-efeito de cada
composto. Sendo assim, torna-se necessario conhecer parametros para os
compostos livres, bem como para a combinacdo tais como: m, que determina o
formato da curva (por exemplo m > 1, indica uma curva sigmoidal), Dm, que
representa a dose que corresponde ao efeito médio obtido pelo composto (exemplo
Clso) e r, que corresponde ao coeficiente de correlacdo linear. Portanto, os

experimentos de citotoxicidade com os compostos livres, assim como com a
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combinagdo devem ser realizados. Em seguida, determina-se o indice de

combinagao (IC) de acordo com a equagéo abaixo:
I¢ =[(D)1/(Dx)1] + [(D)2/(Dx)2]

onde, D1 e D2 representam as doses dos compostos 1 e 2, respectivamente,
utilizados na combinagéo para induzir o efeito definido (por exemplo 90 % de morte
celular). Dx1 e Dx2 correspondem as doses dos compostos 1 e 2, respectivamente,
necessaria para obter o mesmo efeito quando os farmacos sao utilizados livremente.
Os valores de IC podem ser obtidos inserindo os resultados de viabilidade celular
nos soffwares CompuSyn® ou CalcuSyn®. Os valores de IC > 1 indicam antagonismo
(o efeito da combinacdo é menor que a soma dos efeitos dos compostos
individuais), valores de IC < 1 correspondem a uma combinagao sinérgica (o efeito
da combinagdo € maior que a soma dos efeitos dos compostos individuais), ja os
valores de IC proximos a 1 indicam um efeito aditivo, em que o efeito da combinacao

é igual a soma dos efeitos para os compostos individuais (CHOU, 2006).

Dessa forma, os dados de viabilidade celular obtidos a partir do ensaio de SRB para
os tratamentos GEVGP livre, DXR livre e combinacdo de GEVGP+DXR nas razdes
molares de 1:1, 1:5 e 5:1, foram submetidos a andlise de efeitos médios e IC

utilizando o soffware CompuSyn® (versao 1, Paramus, NJ, EUA).
4.2.2 Preparo dos lipossomas fusogénicos de circulagdao prolongada

4.2.2.1 Preparo dos lipossomas contendo GEVGP

Os lipossomas foram preparados pela técnica de hidratacdo do filme lipidico
(Bangham, 1965), seguido da calibracdo de tamanho por sonicag&o. Inicialmente,
foram preparadas solugdes cloroférmicas de DOPE, CHEMS e DSPE-mPEG2o000 €,
em seguida, aliquotas dessas solugbes (razdo molar igual a 5,7: 3,8: 0,5,
respectivamente, e concentragéo lipidica total igual a 10 mM) foram transferidas
para um baldo de fundo redondo e submetidas a evaporagdo do solvente em
rotavapor da marca Buchi Labortechnik AG, modelo R-210, acoplado a uma bomba
de vacuo de mesma marca, modelo V-700 (Flawil, Suiga), em banho maria a 30 °C e
rotacdo de 150 rpm. Em seguida, adicionou-se ao filme lipidico uma solugéo de
NaOH (0,228 M) em quantidade equimolar ao CHEMS para promover ionizagao
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completa dos grupamentos carboxilatos. Solubilizou-se entdo o filme, apos a
ionizagdo das moléculas de CHEMS, em cloroférmio e adicionou-se uma solugao
cloroférmica contendo GEVGP (concentragao final de 0,5 mg/mL). O composto foi
adicionado apods a ionizagao das moléculas de CHEMS, pois o contato com o NaOH
poderia promover a hidrolise do GEVGP. A solugcdo foi novamente submetida a
evaporagao sob as mesmas condi¢des descritas anteriormente. O filme lipidico final
foi hidratado a temperatura ambiente com solugcéo de sulfato de aménio (300 mM,
pH 7,4), com auxilio de um mini-shaker lka, modelo MS1 (Staufen, Alemanha). A
reducdo do tamanho das vesiculas multilamelares foi realizada por sonicagao
durante 5 minutos em amplitude de 21%, utilizando o sonicador da marca Cole
Parmer® modelo CPX500. O material ndo encapsulado foi removido por
centrifugagdo em centrifuga baby Thermo Scientific® modelo 11210801, a 5000 rpm
por 1 minuto. Em seguida, os lipossomas foram mantidos em didlise overnight,
utilizando membrana de celulose com cut-off de 10 KDa da marca Sigma (EUA), em
tampao HEPES pH 7,4 como fase receptora para retirada do sulfato de amédnio
externo. Os lipossomas brancos foram preparados seguindo as mesmas etapas
descritas acima sem adigao de GEVGP e a hidratagdo com a solucédo de sulfato de
amoénio foi realizada logo apds a adigdo da solugdo de NaOH, ou seja, o filme

lipidico formado n&o foi novamente solubilizado em cloroférmio.

4.2.2.2 Preparo dos lipossomas contendo DXR

A obtencao do filme lipidico foi realizada conforme descrito no item 4.2.2.1. Em
seguida, adicionou-se ao filme lipidico uma solugdo de NaOH (0,228M) e hidratou-se
a temperatura ambiente com solugao de sulfato de amdénio (300 mM, pH 7,4), com
auxilio de um mini-shaker lka, modelo MS1 (Staufen, Alemanha). A redugédo do
tamanho das vesiculas multilamelares foi realizada por sonicagdo e, em seguida, os

lipossomas foram mantidos em dialise overnight, conforme descrito no item 4.2.2.1.

Para a incorporagao da DXR na formulacéao foi utilizado o método de encapsulagao
remota por gradiente de sulfato de amoénio (Figura 13). A cada mL de dispersao
coloidal adicionou-se 2 mg de cloridrato de DXR, a partir de uma solu¢do aquosa na
concentragdo de 30 mg/mL. Em seguida, manteve-se a formulagdo em contato com
a DXR por 2 horas em temperatura ambiente e entdo, os lipossomas foram

novamente dialisados overnight, utilizando membrana de celulose com cut-off de 10
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KDa da marca Sigma (EUA) em tampao HEPES pH 7,4 para remog¢ao da DXR né&o
encapsulada.

Figura 13 — Incorporagao do cloridrato de DXR na formulagao utilizando o
método de encapsulagao remota por gradiente de sulfato de amoénio
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4.2.2.3 Preparo dos lipossomas contendo GEVGP+DXR

Inicialmente, os lipossomas contendo GEVGP foram preparados conforme o item
4.2.21. Apos a determinacdao do teor de GEVGP por CLAE, foi determinada a
quantidade de cloridrato de DXR a ser adicionada para preparar lipossomas
contendo as seguintes razées molares de GEVGP:DXR: 1:1 e 5:1. A encapsulagao
da DXR foi realizada pelo método de encapsulagdo remota por gradiente de sulfato
de amoénio conforme o método descrito no item 4.2.2.2. Posteriormente, determinou-

se novamente o TE de GEVGP e DXR nos lipossomas.
4.2.3 Caracterizagdao quimica e fisico-quimica dos lipossomas

Os lipossomas foram caracterizados quanto ao diametro médio, IP, potencial zeta e

TE, conforme os métodos descritos a seguir.

4.2.3.1 Determinacao do diametro médio, IP e do potencial zeta

As analises de didametro médio e do IP das vesiculas foram realizadas pela técnica



53

de espalhamento dindmico da luz a 25 °C e angulo de 90° utilizando o equipamento
Malvern Zeta Sizer nano series ZS90 (Malvern, Inglaterra). O potencial zeta foi
avaliado por espalhamento dinamico da luz associado a mobilidade eletroforética,
em angulo de 90° utilizando o mesmo equipamento descrito acima. Para a medida
dos parametros descritos, 50 yL de lipossomas foram diluidos em 1 mL de tamp&o
HEPES pH 7,4 filtrado em membrana 0,45 pm. As medidas foram realizadas em

triplicata e os resultados foram apresentados como a média * desvio padrao.

4.2.3.2 Determinacao do teor de encapsulacao de GEVGP nos lipossomas

Para a determinacdo do TE de GEVGP nos lipossomas foi utilizado um equipamento
Agilent 1260 Infinity, composto por uma bomba modelo G1311B, auto-injetor
G1329B, forno de coluna G1316A e detector G4212B (Agilent Technologies, Santa
Clara, EUA), monitorado por um computador utilizando um soffware Agilent
OpenLab CDS EZChrom®. As condigdes cromatograficas utilizadas estéo descritas

na Tabela 2.

Tabela 2 — Condi¢oes cromatograficas utilizadas no doseamento de GEVGP

por CLAE
Parametros Especificagao
Concentracao de trabalho 6 ug/mL de GEVGP
Volume de injegao 10 uL
Tempo de corrida 16,0 minutos
Comprimento de onda de detecgao 220 nm
Fluxo da fase movel 1,0 mL/min
Coluna cromatografica C18 (4,6 mm x 250 mm, 5 ym)
Temperatura da coluna cromatografica 40 °C
Diluente Acetonitrila
Fase movel Solugéo Acetonitrila:agua 30:70 (v/v) até 6 minutos,

95:5 até 12,5 minutos, 30:70 até 16 minutos.

Inicialmente, a membrana lipidica dos lipossomas foi aberta com alcool isopropilico
na proporgao 1:5, respectivamente, e em seguida, a preparagao foi diluida em ACN
e injetada no cromatégrafo. O teor de GEVGP foi determinado nos lipossomas antes
(GEVGP total) e apds centrifugagcédo (GEVGP encapsulado) e calculado de acordo

com a seguinte equagao:
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TE(GEVGP) (%) = [GEVGP] lipossoma purificado 100
( ) () = [GEVGP] lipossoma total X

4.2.3.3 Determinacao do teor de encapsulacao de DXR nos lipossomas

Para o doseamento de DXR o aparato cromatografico foi constituido de uma bomba
modelo 515, um auto-injetor modelo 717 Plus. Os dados foram monitorados por um
computador utilizando o software Empower Pro® versao 6.00.00.00. As condigdes
cromatograficas utilizadas estdo descritas na Tabela 3. O material eluido foi
analisado com o uso de um detector de fluorescéncia modelo 2475 (Waters
Instruments, Milford, EUA).

Tabela 3 — Condigoes cromatograficas utilizadas no doseamento de DXR por

CLAE
Parametros Especificagdo
Concentragao de trabalho 0,4 yg/mL de DXR
Volume de injegao 20 uL
Tempo de corrida 7,0 minutos
Comprimento de onda de excitagcédo 470 nm
Comprimento de onda de emissao 555 nm
Fluxo da fase movel 1,0 mL/min
Coluna cromatografica C8 (4,6 mm x 250 mm, 5 pm)
Temperatura da coluna cromatografica 25°C
Diluente Solugao metanol:tampéao fosfato 0,01 M pH 3,0;
65:35 (v/v), respectivamente
Fase movel Solugdo metanol:tampao fosfato 0,01 M pH

3,0;65:35 (v/v), respectivamente

Inicialmente, a membrana lipidica dos lipossomas foi aberta com alcool isopropilico
na proporgcao 1:5, respectivamente, e em seguida, a preparagao foi diluida em fase
movel e injetada no cromatdgrafo. O TE da DXR foi calculado de acordo com a
seguinte equacao:

[DXR] lipossoma purificado

TE(DXR) (%) = 100
( ) (%) [DXR] lipossoma total X
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4.2.4 Estudo de estabilidade dos LoHSGEVGP+DXR

Para a determinagdo da estabilidade de armazenamento dos LpHS-GEVGP+DXR,
as amostras foram mantidas em geladeira, entre 4 °C a 8 °C, em frascos de
penicilina @mbar e atmosfera de nitrogénio. A estabilidade da formulacao foi avaliada
nos tempos de 0, 15, 30, 60 e 90 dias. Em cada tempo do estudo, as amostras
foram caracterizadas quanto a concentragdo de GEVGP e DXR retido nas vesiculas,
diametro médio, IP e potencial zeta. Para o doseamento do GEVGP e DXR, as
amostras foram submetidas a centrifugacdo a 25 °C, 5000 rpm durante 1 minuto
para a retirada do GEVGP nao encapsulado (sob forma precipitada) e dialisadas
overnight, utilizando membrana de celulose com cut-off de 10 KDa da marca Sigma
(EUA), em tampao HEPES pH 7,4, para retiradas do GEVGP e DXR nao

encapsulados soluveis na fase externa, antes da analise por CLAE.

4.2.5 Estudo do perfil de liberacao de GEVGP e DXR a partir dos LpHS-
GEVGP+DXR

A determinacgao do perfil de liberagao foi realizada em solugdes de pH 5,0 e pH 7,4
com o objetivo de avaliar a pH sensibilidade dos LpHS-GEVGP+DXR. O estudo foi
realizado de maneira semelhante para as duas condi¢gdes avaliadas, conforme
descrito a seguir. Foram adicionados 370 pL de formulagdo em membrana de
celulose com cut-off de 10 KDa da marca Sigma (EUA), a qual teve as duas
extremidades vedadas. A membrana foi inserida em um frasco &mbar contendo 100
mL de tamp&o HEPES acrescido de Tween 80 1 % (p/v) para garantir a condigao
sink para o GEVGP (185 ug de GEVGP em 100 mL do tampao descrito acima). O
pH do tampao HEPES foi ajustado para os valores descritos utilizando as solugdes
de NaOH (1 M) ou HCI (1 M). Foram preparados frascos para cada tempo
investigado (1, 2, 4, 8, 12 e 24 horas). Os frascos foram mantidos em agitador orbital
na incubadora IKA KS 4000 i control (Xangai, China) a 37 °C, sob agitacdo de 156
rom. Posteriormente, a cada tempo de investigagdo, uma amostra foi retirada do
interior da membrana de didlise para a sua caracterizagdo. Foram avaliados o
didmetro médio, IP, potencial zeta e teor de GEVGP e DXR. Foram realizados trés

experimentos independentes para cada tempo avaliado.
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4.2.6 Avaliagcao da viabilidade celular dos lipossomas pelo ensaio de SRB

A atividade citotoxica foi avaliada em trés linhagens celulares de tumores de mama
humana MCF-7 (ATCC® HTB22™), MDA-MB-231 (ATCC® HTB26™), SKBR-3
(ATCC® HTB30™). As células foram cultivadas em meio DMEM (MDA-MB-231),
McCoy (SKBR-3) e MEM (MCF-7), conforme descrito no item 4.2.1.1. O ensaio de
SRB foi realizado conforme item 4.2.1.2 para as seguintes amostras: GEVGP livre,
DXR livre, combinagcao de GEVGP+DXR nas razdes de 1:1 e 5:1, LpHS-GEVGP,
LpHS-DXR, LpHS-GEVGP+DXR nas razées molares de 1:1 e 5:1 e LpHS-branco. A
combinacdo de GEVGP+DXR livre e encapsuladas na razdo molar de 5:1 foi
avaliada somente na linhagem celular MDA-MB-231. Os intervalos de concentragdes
de GEVGP e DXR nos tratamentos livres e lipossomas, estdo apresentados nas
Tabela 1 (item 4.2.1.2) e na Tabela 4. Foram realizados trés experimentos

independentes, em dias e passagens diferentes para cada linhagem celular.

Tabela 4 — Intervalos de concentragao dos tratamentos para a determinagao da

citotoxicidade utilizando células de cancer de mama

Tratamento Intervalo de concentragdo dos compostos(uM)
GEVGP DXR
LpHS-GEVGP 0,0078 - 2,0 -
LpHS-DXR - 0,0312 - 32,0
LpHS-GEVGP:DXR 1:1 0,005 -—1,28 0,005 -—1,28
LpHS-GEVGP:DXR 5:1 0,008 — 0,640 0,002 - 0,128

Lipossomas fusogénicos de circulagao prolongada contendo doxorrubicina (LpHS-DXR),
contendo glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas (LpHS-GEVGP)
contendo GEVGP+DXR na razdao molar de 1:1 (LpHS-GEVGP+DXR 1:1) e na razao molar de 5:1
(LpHS-GEVGP+DXR 5:1).

4.2.7 Determinagcdo do indice de combinagdo para GEVGP+DXR e LpHS-

GEVGP+DXR

Os dados de viabilidade celular obtidos a partir do ensaio de SRB para as amostras
GEVGP livre, DXR livre, LpHS-GEVGP, LpHS-DXR, combinagdo GEVGP+DXR nas
razbes molares de 1:1 e 5:1, LpHS-GEVGP+DXR nas razées molares de 1:1 e 5:1
foram submetidos a analise de efeitos médios e IC utilizando o software Compusyn®
(versédo 1, Paramus, NJ, EUA), conforme descrito no item 4.2.1.3. Foram realizados

trés experimentos independentes em dias e passagens celulares diferentes para
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cada linhagem celular. Os valores de IC foram apresentados como média + desvio

padréo.
4.2.8 Seletividade

A seletividade da combinagcdo GEVGP+DXR na razao molar de 1:1 e LpHS-
GEGP+DXR1:1 para as células tumorais em relagdo aos fibroblastos ndo-tumorais
de gengiva humana obtidos por cultura primaria, foi determinada utilizando o ensaio
de SRB, conforme descrito no item 4.2.1.2. O uso de culturas de fibroblastos se da
pela facil obtencdo dessas células por biopsia e do fato de, apds isolamento e
estabelecimento das culturas, os fibroblastos apresentarem uma proliferacéo rapida
e continua na presenca de soro, comparativamente a outros tipos de células que
necessitam de fatores de crescimento adicionais (TAKASHIMA, 1998).

Depois de calculados os valores de Clso das amostras nas diferentes linhagens
tumorais e nos fibroblastos n&o-tumorais, foi possivel calcular o Indice de

Seletividade (IS), dado pela formula:

- CI50 FIB
"~ CISOTUM

onde Clso FiB equivale ao valor de Clso em fibroblastos ndo-tumorais, e Clso Tum
equivale ao valor de Clso em linhagem tumoral (SILVA, 2013). Foram realizados trés
experimentos independentes, em dias e passagens celulares diferentes.

4.2.9 Cumulative population doubling

O estudo de CPD foi realizado na linhagem celular de tumor de mama humana
MDA-MB-231. As células foram cultivadas conforme descrito no item 4.2.1.1. A
suspensdo celular foi semeada em placas de 12 pogos (1x10° células/pogo) e
mantidas em estufa de atmosfera umida a 37°C e 5% (v/v) de COz durante 24 horas.
Apos esse periodo, foram adicionados os seguintes tratamentos nas respectivas
concentragdes de Clso: GEVGP livre, DXR livre, LpHS-GEVGP, LpHS-DXR, LpHS-
GEVGP+DXR 1:1 e LpHS-Branco, e novamente as placas foram mantidas em estufa
de atmosfera umida a 37°C e 5% (v/v) de CO2 durante 48 horas. O grupo controle
celular foi utilizado para comparacdo com os demais tratamentos. Apds o
tratamento, as células viaveis foram tripsinizadas, contadas e novamente semeadas

em placas de 12 pogos (2,5 x 10* células/pogo). A avaliagdo da proliferagdo celular
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foi realizada por 21 dias. A cada trés a cinco dias, respeitando a confluéncia
maxima de 80%, as células foram ftripsinizadas, contadas e replaqueadas e a
cinética de crescimento das células foi determinada a partir de planilhas especificas
utilizando o software Excel® 2016 (SILVA et al., 2016). Foram realizados trés

experimentos independentes, em dias e passagens celulares diferentes.
4.2.10 Avaliacao do ciclo celular

A avaliagao do ciclo celular foi realizada na linhagem celular de tumor de mama
humana MDA-MB-231. As células foram cultivadas conforme item 4.2.1.1. A
suspensdo celular foi semeada em placas de 6 pogos (5x10° células/pogo) e
mantidas em estufa de atmosfera umida a 37°C e 5% (v/v) de COz durante 24 horas.
Apos esse periodo, solugcbes de GEVGP livre, DXR livre, combinacdo de
GEVGP+DXR na razao molar de 1:1, LpHS-GEVGP, LpHS-DXR, LpHS-
GEVGP+DXR na razdo molar de 1:1, em concentragdes correspondentes aos
respectivos valores de Clso foram adicionadas aos pog¢os e novamente mantidas em
estufa de atmosfera umida a 37°C e 5% (v/v) de CO2 durante 48 horas. Apds o
tratamento, as células foram tripsinizadas e centrifugadas por 5 minutos a 1600 rpm,
em centrifuga (HeraeusMultifuge X1R, Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,
EUA). Em seguida, retirou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em alcool
70 % (p/p) (77 ° GL) gelado. As células foram novamente centrifugadas utilizando a
mesma condi¢cdo descrita anteriormente e ressuspendidas em tampao de extragcao
cell cycle (NazHPO4, Triton-X 100). Em seguida, as células foram marcadas com o
corante TO-PRO-3 ap6s a adi¢cado da solugdo de RNAse de acordo com protocolo do
fabricante. As leituras foram realizadas no citbmetro Guava EasyCyte 6-2L (Millipore,
MA, EUA). A fluorescéncia para o TO-PRO-3 foi coletada utilizando o filtro de
emissdo de 680/30. Para detecgdo da populagdo de interesse, o grafico tamanho
versus granulosidade foi utilizado, sendo adquiridos 5000 eventos, e em seguida, foi
gerado um grafico do tipo histograma expressando numero de eventos versus
fluorescéncia. Os dados foram analisados utilizando o software FlowJo (Tree Star,
San Carlos, CA, EUA). Foram realizados trés experimentos independentes, em dias
e passagens celulares diferentes.
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4.2.11 Avaliacao da via de morte por citometria de fluxo

A avaliagédo das vias de morte celular foi realizada na linhagem celular de tumor de
mama humana MDA-MB-231. As células foram cultivadas conforme intem 4.2.1.1. A
suspensdo celular foi semeada em placas de 6 pogos (5x10° células/pogo) e
mantidas em estufa de atmosfera umida a 37°C e 5% (v/v) de CO2 durante 24
horas. Apos esse periodo, solugbes de GEVGP livre, DXR livre, combinagédo de
GEVGP+DXR na razao molar de 1:1, LpHS-GEVGP, LpHS-DXR, LpHS-
GEVGP+DXR na razdo molar de 1:1, em concentragdes correspondentes aos
respectivos valores de Clso € Clgoo foram adicionadas aos pogos e as células foram
novamente mantidas em estufa de atmosfera umida a 37°C e 5% (v/v) de COz2
durante 48 horas. Apds o tratamento as células foram tripsinizadas e centrifugadas
por 5 min a 1600 rpm. Em seguida, retirou-se o sobrenadante e o pellet foi
ressuspendido em 1 mL de PBS. As células foram novamente centrifugadas,
utilizando as mesmas condigcdes descritas anteriormente, para a retirada do
sobrenadante e ressuspendidas em tampao de ligagao a Anexina-V (50 mM HEPES,
700 mM NaCl, 12.5 mM CaClz, pH 7,4). Posteriormente, as células foram marcadas
com o Kit de detecgdo de Anexina-V-FITC e TO-PRO-3 de acordo com os
respectivos protocolos do fabricante. As leituras foram realizadas no citdmetro
Guava EasyCyte 6-2L (Millipore, MA, EUA). A fluorescéncia para Anexina-V-FITC foi
coletada utilizando o filtro de emissao de 525/30 e a fluorescéncia para o TO-PRO-3
foi coletada utilizando o filtro de emissdo de 680/30. Os sinais de fluorescéncia
foram devidamente compensados antes da coleta dos dados utilizando células
marcadas separadamente. A populagado de interesse foi obtida por meio do grafico
tamanho versus granulosidade sendo 5000 eventos capturados para tal, os quais
foram entdo utilizados para a formacado de um grafico do tipo dot-plot expressando
fluorescéncia TO-PRO-3 versus fluorescéncia Anexina-V-FITC. Os dados foram
analisados utilizando o software FlowJo (Tree Star, San Carlos, CA, EUA). Foram
realizados trés experimentos independentes, em dias e passagens celulares

diferentes.
4.3 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados obtidos foram analisados

com o software GraphPad Prism versao 6 para Windows (GraphPad, San Diego,
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CA, EUA). Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste KS e
D’Agostino e Pearson e homocedasticidade pelo teste de Bartlett. Os dados que
seguiram distribuicdo normal foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
seguido do pos-teste de Tuckey. Para todas as analises adotou-se o intervalo de
confianga de 95% e as diferengas foram consideradas significativas quando o valor
de p foi menor ou igual a 0,05 (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliagao no efeito citotoxico de diferentes razées de GEVGP+DXR
5.1.1 Avaliagao da atividade citotoxica pelo ensaio de SRB

O ensaio de SRB, desenvolvido em 1990, continua sendo um dos métodos mais
utilizados para a determinacdo de citotoxicidade. O ensaio parte do principio da
ligacdo da SRB aos componentes proteicos das ceélulas. A SRB é um corante
aminoxantana rosa brilhante contendo dois grupamentos sulfénicos, que se liga aos
residuos basicos dos aminoacidos em condi¢cdes acidas e se dissocia em condicdes
de pH basico. A ligacdo da SRB €& estequiométrica e a intensidade da coloragéo é
diretamente proporcional a massa celular (VICHAI; KIRTIKARA, 2006). Para a
avaliagao do efeito citotoxico das combinag¢des propostas (Tabela 1), foi utilizada a
linhagem tumoral de mama humana MDA-MB-231. Essa linhagem foi selecionada,
uma vez que as ceélulas ndo expressam ER, PR ou HER-2 e, portanto, sdo
caracterizadas como triplo negativo. Sabe-se que os tumores que s&do constituidos
por células do tipo triplo negativo apresentam grande heterogeneidade e as terapias

disponiveis ndo sao eficientes (PARK et al., 2011).

A citotoxicidade foi determinada pelo ensaio de SRB e as curvas de viabilidade
celular (dose-resposta) sdo mostradas na Figura 14.
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Figura 14 — Curva dose-resposta em células de cancer de mama MDA-MB-231
para os diferentes tratamentos
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Doxorrubicina (DXR), glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas
(GEVGP), combinagido de GEVP+DXR na razao molar de 1:1 (GEVGP+DXR 1:1) e combinagéo
de GEVP+DXR na razdo molar de 5:1 (GEVGP+DXR 5:1). Foram realizados trés experimentos
independentes em dias e passagens celulares diferentes. Os valores sdo expressos como a

média * DP.

A partir da analise da Figura 14, pode-se observar que foi possivel obter uma curva
dose-resposta para as amostras de GEVGP livre, DXR livre e para as combinagdes
GEVGP:DXR nas razdes molares de 1:1 e 5:1. A determinagdo dessa curva, tanto
dos compostos livres, quanto das combinagdes € necessaria para que os dados
sejam inseridos no software CompuSyn® para o calculo do IC. E importante ressaltar
que ndo foi possivel obter uma curva dose-resposta para a combinacdo de
GEVGP:DXR na razdo molar de 1:5. Para esse tratamento, mesmo na maior
concentragcdo da combinagdo n&o houve uma citotoxicidade significativa. Dessa
maneira, optou-se por ndo dar continuidade com essa razdo devido ao potencial

antagonismo a ser apresentado.
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5.1.2 Determinacdao do IC para as diferentes razées de GEVGP+DXR

Para a co-enpasulacdo de GEVGP e DXR nos lipossomas, torna-se importante
avaliar previamente o efeito da combinacdo dessas substanicas bioativas na
citotoxicidade, uma vez que a razdo molar de farmacos em uma combinacio pode
afetar o efeito desejado (MAYER; JANOFF, 2007).

A equagao do IC pode ser utilizada para determinar esse parametro em diferentes
niveis de efeito, ou seja, em diferentes concentragcdes de inibicdo do crescimento
celular (por exemplo Clso, Cl7o e Clgo). Sendo assim, o efeito sinérgico (IC < 1),
aditivo (IC ~ 1) ou antagbnico (IC > 1) pode ser determinado para cada fragao
afetada (CHOU, 2006).

Para a avaliagado do IC, os valores da curva dose-resposta obtidos no ensaio de
citotoxicidade foram inseridos no software CompuSyn®. Os resultados de IC, nas
concentragbes de inibicdo de 50 % (Clso), 70 % (Cl7o) e 90 % (Cloo) para as
combinagdes GEVGP:DXR nas razdes molares de 1:1 e 5:1 sdo apresentados na

Figura 15.
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Figura 15 — indice de combinagdo em diferentes fragdes afetadas para as
combinagoes de GEVGP+DXR nas razées molares de 1:1 e 5:1 em células de
cancer de mama MDA-MB-231
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Doxorrubicina (DXR), glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas
(GEVGP), combinacdao de GEVGP+DXR na raziao molar de 1:1 (GEVGP:DXR 1:1), combinagéao
de GEVGP+DXR na razédo molar de 5:1 (GEVGP:DXR 5:1), concentragéao de inibigao de 50 %, 70
% e 90 % de crescimento (Clsg, Clzo, Clao, respectivamente), indice de combinagao (IC). Foram
realizados trés experimentos independentes em dias e passagens celulares diferentes. Nao
houve diferencga significativa entre as razées testadas (p < 0.05).

A partir dos resultados mostrados na Figura 15, € possivel verificar que tanto a
combinacao de GEVGP+DXR na razao molar de 1:1, quanto na razao molar de 5:1,
apresentaram valores de IC menores que 1 nas Cl7o e Cloo, 0 que corresponde a um
efeito sinérgico para essas combinagdes. O sinergismo ocorre quando o efeito de
citotoxicidade observado para a combinacdo € maior em comparagdo a soma dos
efeitos dos compostos individuais. De acordo com o valor de IC, a resposta

observada pode ser subdividida em diferentes graus, conforme a Tabela 5 (CHOU,
2006).
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Tabela 5 — Descrigao do efeito observado para diferentes faixas de indice de
combinagao

Faixa de IC Descrigao
<0,1 Sinérgico muito forte
0,1-0,3 Sinérgico forte
0,3-0,7 Sinérgico
0,7-0,85 Sinérgico moderado
0,85 -0,90 Sinérgico leve
0,90 - 1,10 Quase aditivo
1,10 - 1,20 Aditivo leve
1,20 - 1,45 Aditivo moderado
1,45-3,3 Antagbnico
3,3-10,0 Antagénico forte
>10,0 Antagoénico muito forte

Fonte: adaptado de CHOU, 2006.

Conclui-se entado que, a razdo molar 1:1 da combinagdo GEVGP+DXR nas Clso, Clzo
e Clgo (IC = 0,84 £ 0,02; 0,77 £ 0,08 e 0,69 + 0,14, respectivamente) apresentou um
efeito sinérgico moderado. Ja a razdo molar de 5:1 nas mesmas fragdes afetadas
apresentou efeito quase aditivo (IC = 1,05 £ 0,17; 0,96 + 0,15 e 0,94 + 0,51,
respectivamente). Uma vez que ndo houve diferenga significativa entre o IC das
duas razdes, optou-se por desenvolver duas formulagdes lipossomais co-

enpsulando GEVGP+DXR nas razdes molares de 1:1 e 5:1.
5.2 Preparo dos lipossomas fusogénicos de circulagao prolongada

Tendo em vista que as duas razdes molares para a combinagao de GEVGP+DXR
apresentaram valores de IC proximos, foram desenvolvidos lipossomas contendo as
razbes molares de 1:1 e 5:1. As caracteristicas quimicas e fisico-quimicas das

formulacdes desenvolvidas sdo mostradas na Tabela 6.
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Tabela 6 — Propriedades quimicas e fisico-quimicas dos LpHS-GEVGP+DXR
nas razées molares de 1:1 e 5:1

Formulagdo Diametro IP Potencial TE (%) Concentracao
médio zeta (mM)
(nm) (mV) GEVGP DXR GEVGP DXR

LpHS- 193,9+93 0,3+01 -24+05 67,5+11,1 104,2+120 05+0,1 0,5+0,1
GEVGP+DXR
1:1*
LpHS- 200,4 0,3 -2,2 65,0 90,4 0,44 0,07
GEVGP+DXR
5:1 **

Lipossomas fusogénicos de circulagao prolongada contendo doxorrubicina e
glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas na razao molar de 1:1 (LpHS-
GEVGP+DXR 1:1) e na razdo molar de 5:1 (LpHS-GEVGP+DXR 5:1), indice de polidispersao
(IP), teor de encapsulacio (TE). *Foram realizados trés experimentos independentes. Os
valores sdo expressos como a média * DP. ** Foi realizado um experimento.

Conforme ja descrito, o aumento da permeabilidade vascular permite o
extravasamento de sistemas nanoestrutrados para a regiao tumoral. Experimentos
utilizando lipossomas de diferentes tamanhos médios, sugerem que particulas com o
tamanho proximo a 400 nm sido capazes de penetrarem nos tecidos tumorais.
Entretanto, alguns estudos demostram que a eficiéncia de extravasamento € maior
em particulas de didametro menor que 200 nm (YUAN, F. et al., 1995; HOBBS, S. et
al., 1998; COUVREUR, P, 2006). Dessa maneira, de acordo com os resultados
mostrados na Tabela 6, os lipossomas desenvolvidos, uma vez que apresentaram
diametro médio proximos a 200 nm, podem ser capazes de extravasarem para a

regiao tumoral promovendo maior entrega dos compostos em fungao do efeito EPR.

O IP esta relacionado a distribuigcdo granulométrica de uma populagao. Populagbes
com tamanho de particula heterogéneo (polidispersas) apresentam maiores valores
de IP. Ja as populagdes em que as particulas possuem tamanhos semelhantes, ou
seja, sdao monodipersas, apresentam menores IP. O IP préximo a 0,3 observado
para as formulagdes, indica uma distribuicdo homogénea do tamanho das vesiculas.
Além disso, uma vez que o didmetro médio das vesiculas foi proximo a 200 nm,

essas formulagdes apresentam-se adequadas para a administracido endovenosa.

A partir dos resultados da Tabela 6, pode-se observar ainda que o potencial zeta
para as duas formulagdes foi proximo a neutralidade. Apesar das moléculas de
CHEMS apresentarem os grupamentos ionizados, a presenga das cadeias de PEG
mascara a carga superficial das vesiculas conferindo neutralidade. Sabe-se que
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valores de potencial zeta mais elevados, tanto positivos quanto negativos,
contribuem para uma maior estabilidade das vesiculas, uma vez que promovem
repulsdo eletrostatica impedindo a agregacédo (VEMURI; RHODES, 1995).
Entretanto, a presenca de polimeros hidrofilicos como o PEG na superficie dos
lipossomas, promove um impedimento estérico evitando a agregacao das vesiculas
e contribuindo para a estabilidade da formulagdo (IMMORDINO, 2006). Além disso,
o PEG dificulta o reconhecimento das vesiculas e associagdo com as opsoninas.
Com isso, os lipossomas sao capturados mais lentamente pelos érgaos do SFM,
permanecendo por mais tempo em circulagdo na corrente sanguinea (TORCHILIN,
2007).

Ainda de acordo com a Tabela 6, ambas as formulagdes apresentaram elevado TE
para a DXR, o que pode ser justificado pela utilizagdo do método de encapsulagao
remota por gradiente de sulfato de amoénio. Nesse método, os lipossomas séo
hidratados com uma solugao de sulfato de aménio e, apds a dialise, o sulfato de
amoénio do meio externo € substituido por tampao HEPES permitindo a formacéo de
um gradiente, onde a concentragao de sulfato de aménio € maior na cavidade
interna dos lipossomas em relagédo a fase externa. Dessa maneira, as moléculas de
DXR na forma de base livre atravessa a membrana dos lipossomas e ocorre a
protonagédo do grupamento amino na cavidade aquosa, formando o sal de sulfato de

DXR que precipita no interior das vesiculas, impedindo a sua saida (HARAN, 1993).

Uma vez que os lipossomas sado sistemas versateis para o carreamento de
substancias, a encapsuacao de GEVGP é possivel devido a afinidade da porcao
hidrofobica desse composto pela bicamada lipidica. As caracteristicas estruturais da
porcao aglicona do GEVGP pode permitir ainda uma acomodag¢ado do composto na
bicamada lipidica devido a semelhanga estrutural com os moduladores de
temperaturas de transicdo de fase (Tc), como o colesterol. Os moduladores de Tc,
tém a capacidade de se intercalarem na bicamada lipidica modulando a rigidez da
membrana (ULRICH, 2002). Dessa maneira, o TE de GEVGP préximo a 70 %, pode
ser justificado pela sua alta afinidade desse composto pela bicamada dos

lipossomas.

Conforme pode-se observar na Tabela 6, foi possivel alcangar as razbes molares
pretendidas de GEVGP:DXR (1:1 e 5:1). A obtencéo dessas razdes foi possivel, pois
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a DXR é quase totalmente encapsulada e foi adicionada a formulacdo apds o
doseamento do GEVGP.

Os lipossomas contendo apenas GEVGP, bem como os lipossomas contendo
apenas DXR foram preparados para a obtencao da curva dose-resposta, uma vez
que, conforme descrito, o IC é calculado a partir dos experimentos realizados com
os compostos individualmente e com a combinagdo. Como pode ser obervado na
Tabela 7, essas formulagcdes apresentaram caracretisticas quimicas e fisico-
quimicas semelhantes aos lipossomas contendo os compostos co-encapsulados.
Além disso, ao comparar as formulagdes contendo DXR ou GEVGP com os
lipossomas brancos é possivel verificar que a encapsulagdo dessas substancias
bioativas nao interferiu no tamanho, IP e potencial zeta, uma vez que a formulagao
isenta dos compostos também apresentou caracteristicas semelhantes a essas
formulagdes. Entretanto, em relacdo ao diametro das vesiculas, péde-se observar
um aumento no caso dos LpHS-GEVGP. Esse aumento pode ser resultante da
insercdo das moléculas de GEVGP na bicamada lipidica, levando a modificagcédo da

curvatura, o que dificulta a reducéo do diametro por sonicacéo.

Tabela 7 — Propriedades quimicas e fisico-quimicas dos LpHS-GEVGP, LpHS-
DXR e LpHS-branco

Formulacao Diametro IP Potencial TE (%)
médio zeta GEVGP DXR
(nm) (mV)
LpHS-GEVGP 179,1 0,3 -2,74 77,0 -
LpHS-DXR 131,9 0,2 - 3,17 - 95,2
LpHS-branco 135,0 0,1 - 3,40 - -

Lipossomas fusogénicos de circulagao prolongada contendo glicoevatromonosideo com as
hidroxilas da glicose peracetiladas (LpHS-GEVGP), contendo doxorrubicina (LpHS-DXR) e
isento de substancia bioativa (LpHS-branco), indice de polidispersao (IP), teor de
encapsulacgao (TE). Foi realizado um experimento.

5.3 Determinagao do IC para os LpHS-GEVGP+DXR raz6es molares de 1:1 e 5:1

As curvas de viabilidade celular dos LpHS-GEVGP+DXR nas razées molares de 1:1
e 5:1, bem como dos LpHS-GEVGP e LpHS-DXR foram obtidas a partir do ensaio
de SRB utilizando células de cancer de mama MDA-MB-231. Conforme mencionado
anteriormente, a determinacéo da curva dose-resposta dos lipossomas contendo os
compostos individualmente é importante para a determinagao do IC pelo software
CompuSyn®.
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Os intervalos de concentracdo testados para cada formulacdo sdo mostrados na
Tabela 4 (item 4.2.6) e os resultados de IC, nas Clso, Cl7o e Cloo para os LpHS-

GEVGP+DXR nas razdes molares de 1:1 e 5:1 sdo apresentados na Figura 16.

Figura 16 — indice de combinagdo em diferentes fragcdes afetadas para as
combina¢oes LpHS-GEVGP+DXR nas razées molares de 1:1 e 5:1 em células
de cancer de mama MDA-MB-231
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Lipossomas fusogénicos de circulagao prolongada contendo doxorrubicina e
glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas na razao molar de 1:1 (LpHS-
GEVGP+DXR 1:1), na razdo molar de 5:1 (LpHS-GEVGP+DXR 5:1), concentragao de inibigao de

50 %, 70 % e 90 % de crescimento celular (Clso, Cl7o, Clgo, respectivamente), indice de
combinacgao (IC). Foram realizados trés experimentos independentes em dias e passagens
celulares diferentes. Os valores sdo expressos como a média * DP. Nao houve diferencga
significativa entre as razdes testadas (p < 0.05).

A partir dos resultados mostrados na Figura 16, € possivel verificar que os LpHS-
GEVGP+DXR na razdo molar de 5:1 apresentaram uma tendéncia ao antagonismo
nas trés fragcbes afetadas avaliadas, o que sugere que independente da
concentracdo, a fracao molar 5:1 apds encapsulacdo tem seu efeito citotdxico
prejudicado. Ja os LpHS-GEVGP+DXR na razdo molar de 1:1 apresentaram efeito
aditivo moderado na Clso (1,27 + 0,38), sinérgico moderado na Clzo (0,87 + 0,37) e
sinérgico na Clgo (0,52 £ 0,39), indicando que a formulacdo foi capaz de manter o
efeito observado para a razao livre e que ha uma relacdo diretamente proporcional

entre o aumento da concentragdo da formulagdo e o sinergismo observado. Dessa
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maneira, pode-se concluir que a formulagdo tende a ser mais sinérgica quando a
fracao afetada é maior. Esse resultado € extremamente positivo, tendo em vista que
para o tratamento do cancer a obtengao do sinergismo em niveis altos de efeito (Clao
e Clos) € muito mais relevante do ponto de vista terapéutico que em baixos niveis de
efeito (Clso e Clso) (CHOU, 2006).

Shaik e colaboradores, demonstraram que uma combinagao de DXR+irinotecano na
razdo molar de 1:1 foi mais promissora em relacdo as razées molares de 10:1 e
1:10, quando avaliadas em trés linhagens celulares de cancer de ovario. A razao 1:1
apresentou os respectivos valores de IC nas linhagens SKOV-3, OVCAR-3 e
IGROV-1 na Clgo (0,586; 0,429 e 0,639, respectivamente). Posteriormente, a razédo
molar de 1:1 foi encapsulada em lipossomas e avaliada em modelo xenografico de
tumor de ovario humano e demonstrou-se mais efetiva em relagdo a combinacao
livre, devido principalmente a alteracdo nos parametros farmacocinéticos, uma vez
que a razado molar de 1:1 foi observada por mais tempo na circulagdo sanguinea
(SHAIK, 2013).

Apesar de ndo ter sido obervada diferenga significativa entre os LpHS-GEVGP+DXR
nas razdées molares de 1:1 e 5:1, foi possivel notar que o efeito biolégico promovido
pela formulagdo contendo a razdo molar de 1:1, promoveu maior sinergismo nas
células de cancer de mama MDA-MB-231. Dessa maneira os LpHS-GEVGP+DXR
na razao molar de 1:1 foram selecionados para a avaliagdo do IC nas linhages de
tumor de mama humana MCF-7 e SKBR-3. A escolha dessas linhagens teve como
objetivo avaliar o efeito da formulagdo em células que superexpressam ER (MCF-7)
e HER-2 (SKBR-3).

Os resultados de IC na Clgo da combinagdo de GEVGP+DXR na razdo molar de 1:1,
bem como dos LpHS-GEV+DXR 1:1 nas linhagens MCF-7 e SKBR-3 s&o mostrados
na Tabela 8.
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Tabela 1 - indice de combinagao na Clso de GEVGP+DXR e dos LpHS-
GEV+DXR na razdo molar de 1:1 utilizando as linhagens celulares de cancer de
mama MCF-7 e SKBR-3

Tratamento MCF-7 SKBR-3
Valor de IC Efeito observado Valor de IC Efeito
observado
GEVGP+DXR 1:1 0,19+ 0,13 Sinérgico forte 0,99 + 0,09 Quase aditivo
LpHS-GEVGP+DXR 0,36 £ 0,19 Sinérgico 0,73 £ 0,40 Sinérgico
1:1 moderado

Llipossomas fusogénicos de circulagao prolongada contendo doxorrubicina e
glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas na razido molar de 1:1 (LpHS-
GEVGP+DXR 1:1, concentragao de inibicdo de 90 % de crescimento celular (Clg), indice de
combinacéao (IC). Foram realizados trés experimentos independentes em dias e passagens
celulares diferentes. Os valores sao expressos como a média + DP.

A partir da observacdo da Tabela 8, pode-se observar que a encapsulacido de
GEVGP e DXR na razdo molar de 1:1 nos lipossomas ndao comprometeu o efeito
observado para a combinacgao livre. Nas células MCF-7 houve uma ligeira redugao
do sinergismo apds a encapsulagao, entretanto a formulagdo se manteve sinérgica.
Ja na linhagem SKBR-3 o efeito foi quase aditivo para a combinacgao livre e, apos a
encapsulacdo nos lipossomas a formulagdo apresentou um efeito sinérgico
moderado. O menor valor de IC encontrado utilizando as células de cancer de mama
MCF-7 em relagdo as demais linhagens avaliadas, sugere uma maior sensibilidade
dessas células a formulacdo testada. Apesar das diferengcas nos valores de IC
serem baixas em relacdo a combinacido livre, a encapsulagdo das substancias
bioativas conjuntamente em um nanossistema carreador apresenta vantagens, como
manuteng¢do da razdo na circulagdo sanguinea, entrega da razao pretendida na

regiao tumoral e reducao da toxicidade, conforme ja discutido.

E importante ressaltar ainda que o sinergismo pode ser util tanto no aumento da
eficacia terapéutica, quanto na reducao dos efeitos adversos observados, uma vez
que é possivel manter o mesmo efeito do composto individual reduzindo a dose de

um dos compostos ao se utilizar uma combinagao sinérgica (CHOU, 2006).

Com base nos resultados obtidos, a formulagado LpHS-GEVGP+DXR na razdo molar
de 1:1 foi selecionada para os estudos de estabilidade de armazenamento e perfil de
liberagdo, bem como para a avaliagdo da seletividade para as diferentes linhagens

celulares tumorais em relagdo a linhagem de fibroblastos n&o-tumorais, estudo de
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CPD, avaliagao do ciclo celular e dos processos de morte em células de cancer de
mama MDA-MB-231.

5.4 Estudo de estabilidade dos LpHS-GEVGP+DXR 1:1

A estabilidade de armazenamento a 4 °C dos LpHS-GEVGP+DXR 1:1 foi avaliada
durante 90 dias. A formulacéo foi avaliada quimica e fisico-quimicamente em relacao
ao tamanho, IP, potencial zeta, concentracdo de GEVGP e DXR nos lipossomas e

manutencao da razao molar encapsulada a cada tempo do estudo.

A avaliagao do didmetro médio € extremamente importante durante o estudo de
estabilidade, uma vez que um dos principais fendbmenos que pode ocorrer durante o
armazenamento de sistemas coloidais € o aumento do tamanho das vesiculas
devido a fusdo ou agregacgao. Esses fatores podem acarretar nédo s6 no aumento do
didametro das particulas, como também podem promover alteracées na concentracao
da substancia bioativa encapsulada (YANG, et al., 2007). Os resultados de didmetro
meédio e IP sdo mostrados na Figura 17. Durante 90 dias de armazenamento nao
houve alteracédo significativa no didmetro médio das vesiculas, onde os valores
inicial e apds 90 dias foram 193,9 + 9,3 e 187,6 + 20,1 nm, respectivamente. Além
disso, os valores de IP se mantiveram préximos a 0,3, ndo havendo aumento
significativo durante o periodo avaliado, o que sugere que n&o houve agregacao ou
fusdo de vesiculas, bem como o sistema manteve-se monodisperso durante o
periodo de armazenamento. Os valores de |IP para os tempos inicial e 90 dias foram
0,3+0,05¢€ 0,3 0,02, respectivamente.
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Figura 17 — Variagoes do diametro médio e IP dos LpHS-GEVGP+DXR 1:1
durante 90 dias de armazenamento a 4 °C
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Lipossomas fusogénicos de circulagao prolongada contendo doxorrubicina e
glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas na razao molar de 1:1 (LpHS-
GEVGP+DXR 1:1), indice de polidispersao (IP). Foram realizados trés experimentos
independentes. Nao houve diferenga significativa entre os tempos avaliados (p < 0.05).

E importante ressaltar também que, durante o periodo avaliado n3o houve alteragdo
significativa no potencial zeta dos lipossomas, que se manteve proximo a
neutralidade apresentando valores de - 2,4 + 0,5 mV para o tempo inicial e — 2,9 *
2,3 mV apés 90 dias (Figura 18). A manutencdo do potencial zeta pode ser
justificada pela presenca do PEG na superficie lipossomal. Em geral, valores de
potencial zeta proximos a 30 mV (em moddulo) contribuem para aumentar a
estabilidade da formulagao, devido a repulsao eletrostatica (NEW, 1990). Entretanto,
as cadeias poliméricas do PEG sao responsaveis por uma repulsao estérica, o que
também evita a agregacdo das particulas, como foi obervado na avaliagdo do

tamanho da formulacao.
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Figura 18 — Variagoes do potencial zeta dos LpHS-GEVGP+DXR 1:1 durante 90

dias de armazenamento a 4°C
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Lipossomas fusogénicos de circulagao prolongada contendo doxorrubicina e
glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas na razao molar de 1:1 (LpHS-
GEVGP+DXR 1:1). Foram realizados trés experimentos independentes. Nao houve diferenga
significativa entre os os tempos avaliados (p < 0.05).

Em relacdo ao teor de GEVGP e DXR encapsulados nos lipossomas, ndao houve
uma redugao significativa da concentracédo (expressa em mM) dos dois compostos
(Figura 19). A manutenc¢do da concentragdo encapsulada de DXR (0,47 + 0,04 mM
no tempo inicial e 0,37 £ 0,01 mM apds 90 dias), pode ser atribuida ao método de
gradiente de sulfato de aménio utilizado. A formacao do sal sulfato de DXR sob a
forma precipitada no interior do nucleo aquoso dos lipossomas, contribui para que o
farmaco permaneca encapsulado durante o armazenamento. Ja para o GEVGP,
sua afinidade pela bicamada lipidica pode ter contribuido para a manutengao desse
composto nos lipossomas durante o periodo de armazenamento. As concentragdes
de GEVGP nos lipossomas para os tempos inicial e 90 dias foram 0,45 £ 0,08 mM e
0,32 + 0,04 mM, respectivamente. E importante ressaltar que, como ndo houve uma
liberacdo significativa dos compostos co-encapsulados a raz&o molar se manteve
préxima a 1:1 durante 90 dias (0,96 £ 0,07 mM no tempo inicial e 0,88 + 0,08 mM
apos 90 dias). A manutencédo da razdo molar é extremamente importante, uma vez
gue a variagao da razao molar de farmacos em uma combinacéo pode afetar o efeito
pretendido (MAYER; JANOFF, 2007).
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Figura 19 — Variagoes da concentragao em mM de GEVGP e DXR nos LpHS-
GEVGP+DXR na razao molar de 1:1 durante 90 dias de armazenamento a 4°C
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Doxorrubicina (DXR), glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas
(GEVGP), lipossomas fusogénicos de circulagido prolongada contendo GEVGP e DXR na razdo
molar de 1:1 (LpHS-GEVGP+DXR 1:1). Foram realizados trés experimentos independentes. Nao
houve diferencga significativa entre as concentragdes e as razées de GEVGP e DXR ao longo do

tempo (p < 0.05).

5.5 Estudo do perfil de liberacao de GEVGP e DXR a partir dos LpHS-
GEVGP+DXR 1:1

Um importante parédmetro a ser avaliado durante o desenvolvimento de sistemas
direcionados € o perfil de liberacdo dos farmacos a partir da formulagdo. Para os
sistemas lipossomais, essa liberacdo pode acontecer a partir da difusdo da
substancia bioativa através da bicamada lipidica, pela desestruturacdo dos
lipossomas em diferentes condigcdes ou ainda pela fusdo das vesiculas com as
membranas celulares ou endossomais (LEE, 1998). Além disso, a cinética de
liberacdo de lipossomas € dependente da composicao lipidica, natureza do material
encapsulado e método de encapsulacio. Portanto, a avaliagao do perfil de liberacao
tem grande importancia na seguranca e eficacia terapéutica dos nanossistemas
(MONTEIRO et al., 2014).

O perfil de liberagao de GEVGP e DXR a partir dos LpHSGEVGP+DXR na razao

molar de 1:1 foi avaliado por meio de dialise em tampao HEPES em pH 5,0 e pH 7 4,
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por 24 horas, e a quantificagado dos dois compostos foi realizada por CLAE conforme
descrito nos respectivos métodos.

A partir da avaliagdo da Figura 20, pode-se observar que houve uma pequena
liberacdo do GEVGP a partir da formulagdo. Apdés 8 horas o GEVGP ¢é liberado
lentamente, sendo que ao final de 24 horas ocorreu a liberagao de 24,1 £ 7,0 % em
pH 7,4 e 33,3 £ 17,1 em pH 5. O baixo teor de GEVGP liberado apds 24 pode estar
associado ao fato desse composto interagir fortemente com a bicamada lipidica
devido a sua alta lipofilia (HODGINS, 2004).

Figura 20 — Perfil de liberacao de GEVGP a partir dos LpHS-GEVGP+DXR 1:1
em pH 5 (linha azul) e pH 7,4 (linha vermelha)
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Glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas (GEVGP), lipossomas
fusogénicos de circulagao prolongada contendo GEVGP e doxorrubicina na razao molar de 1:1
(LpHS-GEVGP+DXR 1:1). Foram realizados trés experimentos independentes. Nao houve
diferenca significativa entre o teor de GEVGP liberado ao longo do tempo nos pH 7,4 e 5,0 (p <
0.05).

Nao foi possivel determinar um perfil de liberagdo da DXR a partir da formulacao
lipossomal, uma vez que mesmo apos 24 horas nao houve liberagao do farmaco em
pH 7,4. Em pH 5,0 foi possivel somente detectar um percentual de liberagdo de DXR
igual a 43,5 £ 17,0 % apods 24 horas.

A liberacao de GEVGP e DXR a partir de LpHS-GEVGP+DXR na razdo molar de 1:1
nao foi acompanhada da desestruturagao das vesiculas, conforme pode ser avaliado

na Tabela 9. Sendo assim, a hipotese de liberacdo das substancias bioativas devido
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a desestruturacido total dos lipossomas a partir da reducdo do pH parece nio se
aplicar. A auséncia da pH sensibilidade pode ser justificada pela presenga do PEG
na superficie dos lipossomas, o que pode dificultar a protonagdo dos grupos
carboxilatos das moléculas de CHEMS, impedindo a desestruturacdo dos

lipossomas.

Tabela 2 — Avaliagao do diametro médio e IP dos LpHS-GEVGP+DXR na razao

molar 1:1 submetida ao estudo de perfil de liberagao por dialise

Formulagao Tempo 0 Tempo 24 horas
Diametro IP Diametro médio (nm) IP
médio (nm) pH7,4 pH 5,0 pH 7,4 pH 5,0
LpHS- 175,2+12,7 0,3+0,0 163,3+10,8 158,6+22 0,02+0,0 0,2+0,0
GEVGP+DXR

1:1

Lipossomas fusogénicos de circulagao prolongada contendo glicoevatromonosideo com as
hidroxilas da glicose peracetiladas e doxorrubicina na razdo molar de 1:1 (LpHS-GEVGP+DXR
1:1), indice de polidispersao (IP). Foram realizados trés experimentos independentes. Os
valores sdo expressos como a média * DP.

Apesar da pH sensibilidade nao ter sido observada pela avaliagao in vitro, diversos
estudos tém demonstrado que os lipossomas constituidos de DOPE:CHEMS:DSPE-
PEG sao internalizados de maneira mais eficiente nas células em relacdo aos
lipossomas convencionais, uma vez que a menor hidratacdo da porcéo polar da
molécula de DOPE aumenta a hidrofobicidade da bicamada dos lipossomas,
favorecendo a internalizacdo. Além disso, é conhecido que o baixo pH endossomal,
aumenta a capacidade fusogénica da molécula de DOPE (LEE, 1998; FEEREIRA,
2013).

Sendo assim, a manutencao dos compostos nos lipossomas, além de contribuir para
permitir a entrega da razdo encapsulada na regido tumoral pode permitir o aumento
da eficacia terapéutica, uma vez que a presenca da molécula de DOPE promove a
liberacdo dos compostos por outros mecanismos, conforme descrito. Além disso, a
baixa liberagdo pode contribuir para que os compostos permanecam no sistema

carreador durante a circulagao sanguinea minimizando assim os efeitos toxicos.
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5.6 Seletividade

A determinacéo da seletividade a partir do estudo comparativo entre a citotoxicidade
em linhagens celulares tumorais e linhagens celulares sadias é de grande relevancia
durante o desenvolvimento de novos farmacos e formulagdes para tratamento do
cancer, uma vez que um dos principais desafios dessa terapia é evitar os efeitos
toxicos causados as células ndo-tumorais. Conforme mencionado, os nanossistemas
permitem um direcionamento dos agentes citotdxicos para a regido tumoral,
minimizando os efeitos adversos. Entretanto, € importante avaliar a seletividade in
vitro, uma vez que pode ocorrer a indugao de vias de morte em células tumorais que

nao estejam presentes em células saudaveis (SILVA, 2013).

A seletividade da combinacdo GEVGP+DXR na razdo molar de 1:1 e dos LpHS-
GEVGP+DXR na razdao molar de 1:1 foi avaliada a partir dos resultados de Clso
obtidos pelo ensaio de SRB nas trés linhagens de tumor de mama em comparagao
com a Clso obtida em fibroblastos humanos n&o-tumorais. Os valores referentes aos

IS sdo mostrados na Tabela 10.

Tabela 3 — Valores de indice de seletividade nas linhagens MDA-MB-231, MCF-

7 e SKBR-3 em comparagao com fibroblastos humanos saudaveis

Formulagéo IS
MDA-MB-231 MCF-7 SKBR-3
GEVGP+DXR 1:1 7,3+22 44,+1,0 6,8 13,2
LpHS-GEVGP+DXR 1:1 9,8+3,9 109+74 14,8 + 8,3

Combinagao de doxorrubicina (DXR) e glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose
peracetiladas (GEVGP) na razdao molar de 1:1 (GEVGP:DXR 1:1), lipossomas fusogénicos de
circulagao prolongada contendo GEVGP+DXR na razdao molar de 1:1 (LpHS-GEVGP+DXR 1:1),
indice de seletividade (IS). Foram realizados trés experimentos independentes. Os valores sao
expressos como a média * DP.

A partir dos resultados mostrados na Tabela 10, pode-se obsevar que tanto a
mistura das substancias bioativas ndo encapsuladas quanto a formulacao lipossomal
contendo ambas as substancias foram mais seletivas as trés linhagens tumorais em
relagdo aos fibroblastos humanos sadios. Esses resultados sugerem que a
combinacao pode interferir ou desencadear mecanismos de morte que nao estao
presentes nos fibroblastos. Sabe-que que os fibroblastos sadios apresentam taxas
de proliferacdo menores que células tumorais. Portanto, uma possibilidade € a

conhecida ac&o tanto dos glicosideos cardiacos, quanto de DXR nos processos de
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duplicagdo do DNA, o que afeta de forma mais efetiva células com maiores taxas de
proliferagdo. Os maiores valores de IS em relagdo a formulagéo lipossomal podem
ser justificados pela maior internalizacdo dos lipossomas o que pode aumentar o

efeito de morte nas células tumorais.

Dessa maneira, pode-se concluir que a formulagdo lipossomal apresenta
seletividade in vitro para as trés linhagens de células tumorais testadas e, somado
ao fato de se tratar de um nanossistema carreador, também apresenta um grande

potencial para ser mais seletiva in vivo.
5.7 Cumulative population doubling

O cancer é uma doencga crbnica em que o tratamento pode levar meses ou anos
para ser concluido. Os estudos in vitro geralmente sado realizados em um curto
periodo de tempo (horas ou dias) sendo necessarios métodos alternativos que
permitam uma analise a longo prazo. O CPD é um ensaio que avalia o
comportamento in vitro, a longo prazo, das células sobreviventes apdés um
tratamento, e logo, pode ser melhor correlacionado com os experimentos in vivo

comparado aos experimentos de curto prazo (SILVA et al., 2016).

O estudo de CPD foi realizado com o objetivo de avaliar o comportamento in vitro, a
longo prazo, das células sobreviventes apds o0s seguintes tratamentos nas
respectivas concentragdes de Clso: GEVGP livre, DXR livre, combinagao
GEVGP+DXR na razao molar de 1:1, LpHS-GEVGP, LpHS-DXR, LpHS-
GEVGP+DXR 1:1 na razdo molar de 1:1 e LpHS-branco, em células da linhagem
MDA-MB-231. Apesar de ter sido observado o maior sinergismo na Cleo, para a
realizacdo do estudo de CPD é necessario tratar as células de maneira que
permanecam células viaveis para serem replaqueadas, o que inviabiliza a utilizagao

de uma dose que promova a morte de 90 % das células.

Sendo assim, o estudo determinou a cinética de crescimento dos diferentes grupos
em comparag¢ao ao grupo controle celular por 21 dias. Foram avaliados também os
seguintes parametros, calculados a partir do grafico mostrado na Figura 21: CPD
final relativo (RendCPD), que compara o valor de CPD obtido ao final de 21 dias
para os grupos tratados em relag&o ao valor obtido para o grupo controle; area sob a
curva relativa (rAUC), que determina o efeito global do tratamento a partir da area
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sob a curva de cada grupo tratado em relagdo ao controle celular; taxa de
proliferagao relativa (RPR), que determina a taxa de crescimento relativo das células
sobreviventes em cada grupo tratado em relagdo ao grupo controle. Esses
parametros sado calculados dividindo-se os respectivos valores de cada grupo
tratado pelo valor do grupo controle e s&o expressos como porcentagem. Foi
determinado também o tempo relativo para atingir o threshold (RTCT), que avalia o
atraso na taxa de proliferacdo de cada grupo tratado em relagdo ao grupo controle.
Esse parametro é calculado dividindo-se o valor do grupo controle pelos valores de

cada grupo tratado e é expresso como porcentagem.

Figura 21 — Avaliagao in vitro a longo prazo das células sobreviventes apo6s os
seguintes tratamentos nas respectivas concentragoes de Clso: GEVGP livre,
DXR livre, combinagao GEVGP+DXR na razao molar de 1:1, LpHS-GEVGP,
LpHS-DXR, LpHS-GEVGP+DXR razao molar 1:1 e LpHS-branco em células de
cancer de mama MDA-MB-231
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Doxorrubicina (DXR), glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas
(GEVGP), combinagao de GEVGP+DXR na raziao molar de 1:1 (GEVGP:DXR 1:1), lipossomas
fusogénicos de circulagao prolongada contendo GEVGP (LpHS-GEVGP), DXR (LpHS-DXR),

combinagdo de GEVGP+DXR na razdo molar de 1:1 (LpHD-GEVGP+DXR 1:1), isento de

substancias bioativas (LpHS-branco), cumulative population doubling (CPD). Foram realizados
trés experimentos independentes. *representa diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle (p<0,05).

A partir da avaliagdo do grafico de CPD em fungao do tempo, pode-se concluir que
as células tratadas com DXR livre, LpHS-DXR e LpHS-GEVGP+DXR na razdo molar

1:1, ndo readquiriram a capacidade de proliferagdo ao longo de 21 dias. Conforme ja
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mencionado no trabalho, um dos mecanismos de acdo da DXR e dos GC € a
inibicdo da replicagdo do DNA. Dessa maneira as células que permaneceram viaveis
apos esses tratamentos poderiam estar com o ciclo celular parado em alguma fase
e, posteriormente, esse dano causado ao DNA levou as células a morte. Entretanto,
para os grupos tratados com GEVGP livre, LpHS-GEVGP ou com a combinagao
GEVGP+DXR na razdo molar de 1:1, as células readquiriram a capacidade de
proliferagdo ao longo do estudo, apesar do valor de CPD apds 21 dias ter sido
significativamente diferente em relagédo ao grupo controle. A menor capacidade de
proliferagdo desses grupos também pode estar associada ao bloqueio da replicagao
do DNA pelo GEVGP e/ou DXR. E importante ressaltar que a diferenca observada
entre esses grupos em relagdo os grupos tratados com DXR livre, LpHS-DXR ou
LpHSGEVGP+DXR na razdo molar de 1:1, os quais nao apresentaram crescimento
celular, sugere que o a indugdo de morte ao longo do tempo por DXR nas células
sobreviventes pode ser maior em relacdo a indugdo pelo GEVGP. Ja a diferenca
observada da combinagao das substancias bioativas livres em relagdo a combinacao
das substancias bioativas encapsulada, pode estar relacionada a maior

internalizacdo de DXR e GEVGP promovida pelos lipossomas.

A partir do grafico de CPD em fungdo do tempo foram obtidos os valores de
parametros relativos (Figura 22), calculados em planilhas de Excel elaboradas a

partir das férmulas descritas por Silva e colaboradores (SILVA et al., 2016).



82

Figura 22 — Parametros relativos calculados a partir do estudo de CPD apds os
tratamentos com GEVGP livre, DXR livre, combinagao GEVGP+DXR na razao
molar de 1:1, LpHS-GEVGP, LpHS-DXR, LpHS-GEVGP+DXR razao 1:1 e LpHS-

Branco, em células de cancer de mama MDA-MB-231
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Doxorrubicina (DXR), glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas
(GEVGP), combinagdao de GEVGP+DXR na raziao molar de 1:1 (GEVGP+DXR 1:1), lipossomas
fusogénicos de circulagao prolongada contendo GEVGP (LpHS-GEVGP), DXR (LpHS-DXR),
combina¢ao de GEVGP+DXR na razdao molar de 1:1 (LpHS-GEVGP+DXR 1:1), isento de
substancias bioativas (LpHS-branco), area sob a curva relativa (rAUC), cumulative population
doubling final relativo (RendCPD), taxa de proliferagao relativa (RPR), tempo relativo para
atingir o threshold (RTCT). Foram realizados trés experimentos independentes e os resultados
sdo apresentados como média.

E possivel observar a partir da Figura 22 que os valores de todos os parametros
relativos para os grupos tratados com DXR livre, LpHS-DXR e LpHS-GEVGP:DXR
na razdo molar de 1:1 foram muito baixos, ou seja, esses grupos apresentaram
menores valores de CPD apds 21 dias, menores taxas de proliferagdo, maiores
atrasos de crescimento das células, bem como menores areas sob a curva em
relagdo ao grupo controle, o que indica que as células apds receberem esses
tratamentos reduziram acentuadamente sua capacidade de proliferagcao. Ja para os
grupos tratados com GEVGP livre, LpHS-GEVGP ou combinagdo GEVGP:DXR na
razao molar de 1:1 a reducéo desses valores foi menor, indicando que o efeito sobre
a capacidade proliferativa das células € menos significativo. O tratamento com
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LpHS-branco ndo apresentou nenhum efeito na cinética de crescimento celular,

como pode ser verificado pelos valores proximos a 100 % dos parametros relativos.

Sendo assim, de acordo com os resultados do estudo de CPD é possivel verificar
um grande potencial da formulagdo LpHS-GEVGP+DXR na razdo molar de 1:1 para
ser avaliada em estudos in vivo, uma vez que além de promover aumento da
eficacia citotoxica a partir do sinergismo observado, pode minimizar os riscos de
recidiva de tumores, pois as células tratadas com essa formulacéo n&o readquiriram

a capacidade proliferativa.
5.8 Avaliagao do ciclo celular

O ciclo celular representa o conjunto de modificagdes pelo qual a célula passa para
promover sua duplicacdo. Didaticamente, o ciclo celular pode ser dividido nas
seguintes fases: G1 (fase na qual a célula estd aumentando de tamanho e se
preparando para a copia do material genético em resposta a fatores de crescimento
e sinais internos), S (etapa de replicacédo do DNA), G2 (preparagéo da célula para a
mitose) e M (mitose celular). As fases G1, S e G2 compdem a intérfase, etapa na
qual ndo ha divisao celular, enquanto a fase M representa a etapa de divisdo
propriamente dita. A fase GO é considerada como um estado de repouso e certas
células nessa fase podem entrar no ciclo apds indugao por diversos fatores (KENNY
et al., 2004).

A avaliagcao da interferéncia no ciclo celular foi realizada em células de cancer de
mama MDA-MB-231 para os seguintes tratamentos nas respectivas concentragdes
de Clso: GEVGP livre, DXR livre, combinacdo GEVGP+DXR na razdo molar 1:1,
LpHS-GEVGP, LpHS-DXR, LpHS-GEVGP+DXR razao molar de 1:1 e LpHS-branco.
Apesar de ter sido observado o maior sinergismo na Cloo, para a avaliagdo do ciclo
celular é necessario tratar as células de maneira que permanecam ceélulas viaveis
para alcancar o numero de eventos necessarios conforme o método descrito no item
4.2.10, o que inviabiliza a utilizagdo de uma concentracido que promova a morte de
90 % das células. Os resultados da avaliagdo do ciclo celular sdo mostrados nas
Figuras 23 e 24.
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Figura 23 - Ciclo celular da linhagem de cancer de mama MDA-MB-231 apés
tratamentos com GEVGP livre, DXR livre, combinagcao GEVGP+DXR na razao
molar 1:1, LopHS-GEVGP, LpHS-DXR, LpHS-GEVGP+DXR razao molar de 1:1 e

LpHS-Branco. Histograma obtido por citometria de fluxo
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Doxorrubicina (DXR), glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas
(GEVGP), combinagédo de GEVGP+DXR na razdo molar de 1:1 (GEVGP+DXR 1:1), lipossomas
fusogénicos de circulagao prolongada contendo GEVGP (LpHS-GEVGP), DXR (LpHS-DXR),
combina¢ao de GEVGP+DXR na razdao molar de 1:1 (LpHS-GEVGP+DXR 1:1), isento de
substancias bioativas (LpHS-branco).
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Figura 24 — Porcentagem das diferentes fases do ciclo em linhagem de céancer
de mama MDA-MB-231 apés tratamentos com GEVGP livre, DXR livre,
combinacao GEVGP+DXR na razao molar 1:1, LpHS-GEVGP, LpHS-DXR, LpHS-
GEVGP+DXR razao 1:1 e LpHS-branco
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Doxorrubicina (DXR), glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas
(GEVGP), combinacdao de GEVGP+DXR na razio molar de 1:1 (GEVGP+DXR 1:1), lipossomas
fusogénicos de circulacido prolongada contendo GEVGP (LpHS-GEVGP), DXR (LpHS-DXR),
combina¢do de GEVGP+DXR na razdo molar de 1:1 (LpHS-GEVGP+DXR 1:1), isento de
substancias bioativas (LpHS-branco). Foram realizados trés experimentos independentes.
* representa diferencga significativa em relagao ao grupo controle (p<0,05).

A partir da analise das Figuras 23 e 24 é possivel observar que para os grupos
controle e LpHS-branco a maioria das células encontram-se na fase G1 do ciclo de
divisdo celular, evidenciando que os LpHS-branco nao interferem no processo de
proliferacdo. Ja para as células que receberam os tratamentos com DXR, GEVGP e
LpHS-GEVGP ocorreu um pequeno aumento da porcentagem de células na fase
G2/M (29,83 + 7,68 %, 22,33 + 4,70 %, 24,23 + 2,51 %, respectivamente) em
relagdo ao grupo controle (15,83 + 2,75) indicando que esses tratamentos
promovem a parada do ciclo celular apdés a duplicagdo do material genético e

impedem as células de continuarem o processo de duplicagdo. Os grupos tratados
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com LpHS-DXR, GEVGP+DXR na razdo molar de 1:1 e LpHS-GEVGP+DXR na
razdo molar de 1:1 (33,70 + 11,44 %, 46,20 £+ 18,51 %, 35,80 = 16,01 %,
respectivamente), promoveram um acumulo ainda maior das células na fase G2/M,
indicando que a combinacdo dos compostos também pode promover o aumento da
parada das células na fase G2/M. Diferenga significativa foi observada apenas na
diminuicdo da fase G1 das células tratadas com LpHS-DXR ou com a combinacao
GEVGP+DXR na razao molar de 1:1 ndao encapsulada, bem como no aumento de

G2/M promovido pelo tratamento com LpHS-DXR, em relagdo ao grupo controle.

Schneider e colaboradores avaliaram o efeito do glicosideo cardiaco digitoxigenina
monodigitoxosideo no ciclo celular da linhagem tumoral de pulm&o humano A549 e
verificaram que esse composto promoveu a parada de ciclo celular nas fases S e
G2/M ap6és 72 horas de tratamento (SCHNEIDER, 2018).

Conforme descrito, a DXR também promoveu a parada das células na fase G2/M.
Estudos de Bar-On e colaboradores também demonstraram que a DXR levou a
parada de células de tumor de mama humana MDA-MB-231 nessa fase do ciclo
celular (BAR-ON, 2007).

O ciclo celular apresenta controles internos denominados pontos de verificagao que
impedem a célula de continuar o processo de divisdo em casos especificos, como
dano ao DNA. Os dois principais pontos de bloqueio estdo na transicao G1/S e
G2/M. Durante essas pausas no ciclo sdo ativados mecanismos de reparo ao DNA,
mediados, por exemplo, pela proteina p53. Caso o reparo ndo seja possivel, a p53
ativa genes indutores de apoptose (MALUMBRES; CARNERO, 2003).

Nesse contexto é possivel comparar os dados obtidos na avaliacdo do ciclo celular e
o estudo de CPD, que avalia a capacidade de proliferagcao das células a longo prazo.
A partir dos resultados de ciclo celular pode-se verificar um acumulo de células na
fase G2/M para os grupos tratados com DXR, LpHS-DXR, GEVGP, LpHS-GEVGP,
combinacdo GEVGP+DXR 1:1 e LpHS-GEVGP+DXR 1:1. No estudo de CPD foi
possivel verificar que as células tratadas com GEVGP, LpHS-GEVGP, combinagao
GEVGP+DXR 1:1, readquiriram a capacidade de proliferagdo, o que sugere que a
parada do ciclo ndo foi capaz de induzir os mecanismos de morte, ou seja, houve o

reparo do material genético e as células sobreviventes, mesmo apds uma parada no
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ciclo, readquiriram a capacidade de se dividirem. Ja para os grupos tratados com
DXR, LpHS-DXR e LpHS-GEVGP+DXR 1:1, as células sobreviventes nao
readquiriram a capacidade de proliferacdo e morreram ao longo do tempo, o que
sugere que o dano causado ao DNA, faz com que as células parem o ciclo celular na
fase G2/M e a partir dai induzam mecanismos de morte. Novamente, a diferenca
observada entre os grupos tratados com a combinagdo GEVGP+DXR na razao
molar de 1:1 ou LpHS-GEVGP+DXR 1:1, pode estar relacionada a maior

internalizacdo da DXR e GEVGP mediada pelos lipossomas.

A partir dos resultados de ciclo celular e CPD, pode-se concluir que a formulagao
LpHS-GEVGP+DXR na razdo molar de 1:1 apresenta um grande potencial de
parada do ciclo celular na fase G2/M e nao permite que as células sobreviventes
readquiram a capacidade de proliferacdo, bem como induz a morte nessas células

ao longo do tempo.
5.9 Avaliagao da via de morte celular

A homeostase dos tecidos € garantida a partir de um controle rigoroso entre a
proliferacdo e morte celular. Dentre as formas de morte celular descritas, a apoptose
€ um tipo de morte programada que apresenta como caracteristicas a inversdo da
fosfatidilserina do folheto interno da bicamada lipidica da membrana celular,
fragmentagcdo nuclear, condensagdo da cromatina e formagdo de vesiculas
denominadas corpos apoptéticos (STRASSER et al., 2000). Outra forma de morte é
a necrose, que apresenta como caracteristicas morfolégicas o aumento do volume
celular, ruptura da membrana celular, com consequente liberagdo do conteudo para
o meio externo (PROSKURYAKOV et al.,2003).

A avaliagdo do processo de morte celular foi realizada por citometria de fluxo,
utilizando anexina-V-FITC e TO-PRO-3. A anexina-V € uma proteina que se liga a
fosfatidilserina (lipide presente na fase interna da bicamada lipidica celular) que se
externaliza durante os estagios iniciais do processo apoptotico. Essa exposicdo ao
meio extracelular da fosfatidilserina € um indicador para células em estagios iniciais
de apoptose. O TO-PRO-3, por sua vez, penetra apenas em células com membrana

celular comprometida, ou seja, € um indicador de processos necréticos.
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A elucidacdo do processo de morte envolvido para os tratamentos GEVGP livre,
DXR livre, combinacdo GEVGP+DXR na razdo molar 1:1, LpHS-GEVGP, LpHS-
DXR, LpHS-GEVGP+DXR na razao molar de 1:1 e LpHS-Branco nas respectivas
Clso e Clgo foi realizada em células de cancer de mama MDA-MB-231. Os resultados

sdo mostrados nas Figuras 25 e 26.
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Figura 25 — Perfil do processo de morte em células de cancer de mama MDA-

MB-231 apdés tratamentos com GEVGP livre, DXR livre, combinagao
GEVGP+DXR na razao molar 1:1, LopHS-GEVGP, LpHS-DXR, LpHS-GEVGP+DXR

na razao molar de 1:1 nas respectivas Clso
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Doxorrubicina (DXR), glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas
(GEVGP), combinagdao de GEVGP+DXR na raziao molar de 1:1 (GEVGP+DXR 1:1), lipossomas

fusogénicos de circulacido prolongada contendo GEVGP (LpHS-GEVGP), DXR (LpHS-DXR),

v

combinagdo de GEVGP+DXR na razdao molar de 1:1 (LpHS-GEVGP+DXR 1:1), concentragao de
inibicdo de 50 % do crescimento celular (ICso). Foram realizados trés experimentos
independentes e os resultados sdo apresentados como média.
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Figura 26 — Avaliagao do processo de morte em células de cancer de mama
MDA-MB-231 apds tratamentos com GEVGP livre, DXR livre, combinagao
GEVGP+DXR na razao molar 1:1, LopHS-GEVGP, LpHS-DXR, LpHS-GEVGP+DXR

na razao molar de 1:1 nas respectivas Clso
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Doxorrubicina (DXR), glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas
(GEVGP), combinagdao de GEVGP+DXR na raziao molar de 1:1 (GEVGP:DXR 1:1), lipossomas
fusogénicos de circulagao prolongada contendo GEVGP (LpHS-GEVGP), DXR (LpHS-DXR),

combinagdao de GEVGP+DXR na razdao molar de 1:1 (LpHS-GEVGP+DXR 1:1), concentragao de
inibicdo de 50 % do crescimento celular (ICs0). Foram realizados trés experimentos
independentes. Nao houve diferencga significativa entre as razées testadas (p < 0.05).

A partir da analise das Figuras 25 e 26, pode-se concluir que comparado ao grupo
controle, todos os tratamentos promoveram um aumento das células em processo
necrotico (Q1 — simples marcada para TO-PRO-3) e apoptdticos (Q2 — duplo
marcada e Q3 — simples marcada para Anexina-V-FITC). E importante ressaltar que
células em apoptose tardia permitem a permeacgao do TO-PRO-3 pela membrana, o

que justifica a dupla marcacéao.

Em relacdo aos tratamentos realizados com as respectivas Cloo, Figuras 27 e 28,
pode-se concluir que os grupos tratados com DXR e LpHS-DXR promoveram um
aumento da porcentagem das células em processos apoptoticos (Q2 e Q3) o que
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indica que a encapsulagéo néo altera o processo de morte. Os grupos tratados com
GEVGP, LpHS-GEVGP, GEVGP+DXR na razdo molar 1:1 e LpHS-GEVGP+DXR na
razao molar de 1:1, apresentaram baixa indu¢ao de morte por processos apoptoéticos
ou necroticos. De acordo com esses resultados, pode-se sugerir que o0 processo de
morte induzido nas células que receberam esses tratamentos ndo esteja envolvido
com a necrose ou apoptose. Schneider avaliou o processo de morte do glicosideo
cardiaco digitoxigenina monodigitoxosideo e percebeu uma baixa indugdo de morte
por apoptose e aumento de células em processo de morte autofagica (SCHNEIDER,
2015). Dessa maneira, a baixa inducdo de morte por apoptose e/ou necrose nos
grupos tratados com a combinacdo GEVGP e DXR livre e encapsulada em
lipossomas, pode estar relacionada ao possivel diferente mecanismo de morte
induzido pelo GEVGP. O LpHS-branco ndo desencadeou nenhum dos processos de

morte avaliados no estudo.

A elucidagdo dos processos de morte geralmente € realizada por experimentos
complementares para maior compreensao das vias envolvidas. Sendo assim, torna-

se importante a realizagao de outros ensaios para se confirmar o processo de morte.
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Figura 27 — Perfil do processo de morte em células MDA-MB-231 apés
tratamentos com GEVGP livre, DXR livre, combinagao GEVGP+DXR na razao
molar 1:1, LoHS-GEVGP, LpHS-DXR, LpHS-GEVGP+DXR 1:1 e LpHS-Branco

nas respectivas Cloo
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Doxorrubicina (DXR), glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas
(GEVGP), combinacao de GEVGP e DXR na razao molar de 1:1 (GEVGP:DXR 1:1), lipossomas
fusogénicos de circulagao prolongada contendo GEVGP (LpHS-GEVGP), DXR (LpHS-DXR),
combinac¢ao de GEVGP e DXR na razdo molar de 1:1 (LpHS-GEVGP+DXR 1:1), isento de
substancias bioativas (LpHS-branco), concentragao de inibigdo de 90 % do crescimento
celular (ICg0). Foram realizados trés experimentos independentes e os resultados sdao
apresentados como média.
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Figura 28 — Avaliagao do processo de morte em células de cancer de mama
MDA-MB-231 apés tratamentos com GEVGP livre, DXR livre, combinagao
GEVGP+DXR na razao molar 1:1, LpHS-GEVGP, LpHS-DXR, LpHS-GEVGP+DXR
na razao molar de 1:1 e LpHS-Branco nas respectivas Clao

140 -

| Q3

a Q1

Porcentagem de células

Doxorrubicina (DXR), glicoevatromonosideo com as hidroxilas da glicose peracetiladas
(GEVGP), combinagédo de GEVGP e DXR na razdo molar de 1:1 (GEVGP:DXR 1:1), lipossomas
fusogénicos de circulacido prolongada contendo GEVGP (LpHS-GEVGP), DXR (LpHS-DXR),
combinacgido de GEVGP e DXR na razdo molar de 1:1 (LpHD-GEVGP+DXR 1:1), isento de
substancias bioativas (LpHS-Branco), concentragdo de inibigdo de 90 % do crescimento
celular (ICsp). Foram realizados trés experimentos independentes. *representa diferenga
significativa em relagdao ao grupo controle (p<0,05).
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, concluiu-se que a combinagao
de DXR e GEVGP na razdo molar de 1:1 apresentou maior sinergismo frente a
linhagem de tumor de mama humana MDA-MB-231. A partir da obtengcdo da melhor
razao sinérgica, foi possivel desenvolver LopHS-GEVGP+DXR 1:1 que apresentaram
caracteristicas quimicas e fisico-quimicas adequadas para a administracédo
endovenosa, bem como estabilidade por 90 dias em termos de didmetro médio, IP,
potencial zeta, TE de GEVGP e DXR e manutencdo da razdo molar encapsulada.
Os LpHS-GEVGP+DXR 1:1 apresentaram ainda uma liberacdo lenta tanto de
GEVGP, quanto de DXR permitindo ainda a manutencdo da razdo molar na
formulacédo. Apesar de nao ter apresentado pH-sensibilidade, o carater fusogénico
da DOPE pode permitir maior liberagdo das substancias bioativas encapsuladas no

interior das células em comparagao com os lipossomas convencionais.

Os resultados dos estudos de citotoxicidade e a utilizagdo do soffware CompuSyn®,
permitiram verificar que os LpHS-GEVGP+DXR 1:1 apresentam efeito sinérgico na
Clgo nas trés linhagens de tumor de mama humana avaliadas (MDA-MB-231, MCF-7
e SKBR-3), bem como mostrou-se seletiva para essas linhagens em comparagao

com fibroblastos humanos nao-tumorais.

A avaliagao do efeito a longo prazo (estudo de CPD) permitiu concluir que as células
da linhagem MDA-MB-231 sobreviventes apdés o tratamento com os LpHS-
GEVGP+DXR 1:1 ndo readquiriram a capacidade de proliferagdo, sendo

posteriormente induzidas a morte.

O estudo do ciclo celular apés tratamento das células MDA-MB-231 com LpHS-
GEVGP+DXR 1:1 mostrou a inducido da parada do ciclo na fase G2/M, o que esta
relacionado com o0s mecanismos de inibicdo de topoisomerase Il dos dois
compostos encapsulados na formulagdo. Além disso, foi possivel observar uma
baixa indugcdo de morte por apoptose e necrose, sugerindo que 0 mecanismo de
morte promovido pelos LpHS-GEVGP+DXR 1:1 pode estar relacionado a outros

processos.
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Dessa maneira, os resultados obtidos demonstraram que os LpHS-GEVGP+DXR
1:1 podem se apresentar como uma alternativa promissora para o tratamento do

cancer de mama.



96

7 PERSPECTIVAS

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, algumas perspectivam

sao propostas:

e Estudo de possiveis interagées entre GEVGP e DXR com a bicamada lipidica,
utilizando técnicas de analise térmica e difracao de raios X a fim de compreender
a perda da pH-sensibilidade da formulagao de LpHS-GEVGP+DXR 1:1.

e Avaliacdo da eficacia antitumoral dos LpHS-GEVGP+DXR 1:1 em modelos
xenograficos de tumor de mama.

e Avaliacéo in vitro e in vivo da cardiotoxicidade dos LpHS-GEVGP+DXR 1:1.

e Estudo da internalizacido celular dos LpHS-GEVGP+DXR 1:1, utilizando técnica
de microscopia de fluorescéncia confocal.

e Elucidacio das vias de morte induzidas pelos LpHS-GEVGP+DXR 1:1.
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