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RESUMO

A forma mais usada para o tratamento de canceres ja difundidos pelo organismo € a
quimioterapia. Devido a sua alta toxicidade e problemas de resisténcia, fazem-se
necessérias novas opg¢bes para o tratamento quimioterapico das neoplasias. Uma
importante fonte de novos compostos com atividade terapéutica € o Reino Vegetal. O
diterpeno esclareol, isolado primeiramente da Salvia sclarea, € uma molécula que vem
despertando interesse devido as suas atividades citostaticas e citotéxicas em diversas
linhagens de cancer. Sua hidrofobicidade, contudo, € um limitante para sua
administragao in vivo. Dessa maneira, encapsulou-se o esclareol em Carreadores
Lipidicos Nanoestruturados (CLN), o que permite que doses maiores dele possam ser
veiculadas in vivo. Comparou-se a citotoxicidade in vitro do esclareol na sua forma livre
e encapsulada em CLN em duas linhagens tumorais humanas: MDA-MB-231
(adenocarcinoma de mama) e HCT-116 (carcinoma de coélon). Viu-se que a
citotoxicidade do esclareol é reduzida quando ele se encontra em CLN para ambas as
linhagens. Ademais, viu-se que para a linhagem HCT-116, enquanto o esclareol na
forma livre levava a geracdo de DNA subdiploide, o esclareol em CLN gerava parada
em G2/M. Isso pode ser um indicativo de um diferente mecanismo de morte celular, o
gue pode ser uma explicacdo para a menor morte celular gerada pelos CLN contendo
esclareol. Assim, os CLN sdo uma alternativa para a veiculacdo do esclareol, mas
parecem diminuir seus efeitos. Dessa maneira, tentou-se produzir CLN carregando
esclareol e um conhecido farmaco antineoplasico, a doxorrubicina. Produziu-se CLN
contendo doxorrubicina (0,05% p/v) e duas diferentes concentracdes de esclareol (0,05
e 0,20% p/v). Os CLN produzidos tiveram tamanho adequado e controlaram a liberacéo
da doxorrubicina em meio PBS pH 7,4. Viu-se que para os CLN contendo 0,05% p/v de
esclareol, ha um efeito sinérgico entre as duas moléculas na linhagem MDA-MB-231.
Dessa maneira, os CLN sdo também uma opcdo para veicular conjuntamente o
esclareol e a doxorrubicina, mantendo o efeito sinérgico entre elas, indicando uma

alternativa promissora para o tratamento do cancer.

Palavras-chave: Cancer, produtos naturais, esclareol, carrreadores lipidicos

nanoestruturados, doxorrubicina, sinergismo.



ABSTRACT

Cancer is a big public health issue all over the world. The most common way to treat
cancers already spread throughout the body is through chemotherapy. Due its high
toxicity and resistance issues, new options for the chemotherapeutic treatment of
neoplasias are required. An importante source of new compounds with therapeutic
activity is the Vegetal Kingdom. The diterpene sclareol, first isolated from Salvia sclarea,
is a molecule that is arousing interest due its cytosatatic and cytotoxic activities in
several cancer cell lines. Its hydrophobicity, however, is a limiting factor for its in vivo
administration. Trying to solve this issue, sclareol was loaded in Nanostrucured Lipid
Carriers (NLC), what would allow its in vivo administration in higher doses. The in vitro
cytotoxicity of the sclareol and the sclareol loaded NLC was evaluated in two human
tumour cell lines: MDA-MB-231 (breast adenocarcinoma) and HCT-116 (colon
carcinoma). It was observed that, when loaded in NLC, the cytotoxicity of sclareol is
diminished in both cell lines. Moreover, for the HCT-116 cell line, the sclareol produced
subdiploid content when not enpasulated, but when in NLC, it produced cell cycle arrest
in the G2/M checkpoint. This can be an indicative of a different cell death mechanism
induced by the sclareol loaded NLC, what could explain the smaller cytotoxicity of them.
In that way, the NLC are an alternative for the veiculation of sclareol, but seem to reduce
its activity. Hence, new NLC were produced, loading sclareol and also a well-known
anticancer drug, doxorubicin. NLC containing doxorubicin (0,05% w/v) and two different
concentrations of sclareol (0,05 and 0,2% w/v) were produced. The doxorubicin and
sclareol loaded NLC had appropriate size, narrow size distribution and could control the
release of doxorubicin in PBS medium pH 7,4. Moreover, the sclareol was loaded more
efficiently in the concentration of 0,05% w/v and there was seen a synergism between
the molecules in the NLC that were loading 0,05% w/v of sclareol, in the cancer cell line
MDA-MB-231. Therefore, the NLC are an option to deliver, simultaneously, sclareol and
doxorubicin and, moreover, the loading of doxorubicin and sclareol leads to a synergism

between the molecules, being a promising alternative for the treatment of cancer.

Key-words: Cancer, natural products, sclareol, nanostructured lipid carriers,

doxorrubicin, synergism.
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1. INTRODUCAO

Os diferentes tipos de céanceres figuram entre as principais causas de morbidade e
mortalidade em todo o mundo com cerca de 8,2 milhdes de mortes relacionadas,
apenas em 2012. E esperado um aumento de 70% de casos de cancer nas proximas
duas décadas, passando dos 14 milhdes de casos anuais, relatados em 2012, para 22
milhdes de casos, ao final desse periodo (OMS, 2015; STEWARD; WILD, 2014).

Apesar de importantes avang¢os no tratamento do céancer, como a descoberta de novos
farmacos antineoplasicos, a abordagem pouco especifica desses agentes provoca a
destruicdo indiscriminada de células saudaveis, gerando expressivas reacdes adversas
(PEREZ-HERRERO; FERNANDEZ-MEDARDE, 2015).

Uma forma de realizar uma terapia mais especifica é através dos nanocarreadores.
Nanocarreadores sdo sistemas coloidais nanoestruturados capazes de transportar
farmacos ou macromoléculas para um determinado tecido-alvo, fazendo com que estes
se acomulem em maiores quantidades em tumores do que se estivessem na sua forma
livre (FANG; NAKAMURA; MAEDA, 2011; MISHRA; PATEL,; TIWARI, 2010).

Dentre os diferentes tipos de nanocarreadores, encontram-se 0os Carreadores Lipidicos
Nanoestruturados (CLN). Os CLN sao nanocarreadores de farmacos relativamente
Nnovos e se apresentam como a segunda geracdo das Nanoparticulas Lipidicas Sélidas
(NLS). Elas apresentam em sua constituicdo lipidios que se mantém sdlidos a
temperatura ambiente e corporal, conjuntamente com lipidios liquidos. Devido as
numerosas vantagens que podem oferecer como a ndo necessidade do uso de
solventes organicos na sua producdao, facil preparacdo e baixa toxicidade, os CLN séo
terapias emergentes no campo da pesquisa anticancer (BELOQUI et al., 2016; KANG et
al., 2010; WONG et al., 2007).

Outra vantagem de uso da nanotecnologia é permitir a veiculagdo de moléculas que

tém baixa solubilidade aguosa. Um exemplo é o esclareol. O esclareol € um diterpeno
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gue mostrou potencial para induzir a interrupcdo do ciclo celular e a apoptose em
células de cancer de mama, de colon e leucémicas. Contudo, sua hidrofobicidade
prejudica sua administragdo in vivo por vias como a endovenosa (DIMAS et al., 1998;
DIMAS et al., 2006; HATZIANTONIOU et al., 2006; MAHAIRA et al., 2011). Assim, sua
veiculagdo em nanocarreadores pode ser uma alternativa para permitir sua

administracao.

Ademais, a encapsulacdo do esclareol em combinacdo com um farmaco ja utilizado na
clinica oncolégica pode potencializar os efeitos de ambas as moléculas. Uma opcao
que surge nesse interim € a doxorrubicina, um farmaco correntemente usado na prética
clinica para o tratamento do cancer. O sucesso terapéutico da doxorrubicina é
prejudicado pela sua toxicidade que leva a diversas reacdes adversas, em especial a
uma elevada cardiotoxicidade (OCTAVIA et al.,, 2012). Contudo, a encapsulacdo da
doxorrubicina em sistemas nanoestruturados, vide lipossomas (Doxil®, Caelyx®),
reduziu sua cardiotoxicidade (STYLIANOPULQOS; JAIN, 2015).

Dessa maneira, 0 presente trabalho buscou o desenvolvimento de CLN que
permitissem a veiculacdo do esclareol. Em uma segunda etapa, foi buscada a insercao
da doxorrubicina nos nanocarreadores, com 0 objetivo de se desenvolver uma
formulacdo que permitisse um ganho sinérgico da atividade anticancer de ambas as

moléculas e também permitisse diminuir a toxicidade da doxorrubicina.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer

2.1.1 Definicdo, bioguimica e fisiologia

Céancer é um termo genérico para um vasto grupo de doencas que pode afetar qualquer
parte do organismo. Ele pode ser definido como uma situacdo de multiplicacao rapida
de células anormais que crescem para além dos seus limites usuais. Essa multiplicacéo
leva a diversas complicacdes para a saude do individuo, incluindo sua morte (OMS,
2015).

Em suma, as céulas do cancer sao células “senhoras de seus préprios destinos” que se
reproduzem indefinidamente. As caracteristicas comuns a essas ceélulas estédo
representadas na Figura 1. Elas podem ser sintetizadas como a capacidade de se
manter uma proliferacdo constante e uma resisténcia aos mecansimos de controle de
crescimento do organismo. Dois fatores comuns as células tumorais foram evidenciados
mais recentemente: um metabolismo de energia reprogramado dessas células e uma
capacidade de evaséo da destruigcdo imune (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Tecidos normais conseguem controlar a producdo e a liberacdo de sinais ligados ao
crescimento e divisdo celular, garantindo a homeostase do numero celular e a
manutencdo da arquitetura e fun¢cdes normais dos tecidos. As células cancerosas, ao
desregularem esses sinais, passam a controlar sua replicagcdo e desenvolvimento.
Células cancerosas podem adquirir a capacidade de manter a sinalizacdo constante da
proliferacéo celular por diversos modos como a producédo de fatores de crescimento,
envio de sinais para estimular células normais, dentre outros (HANAHAN; WEINBERG,
2011).
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Figura 1 - Principais caracteristicas das células cancerosas.
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Adaptado de HANAHAN; WEINBERG, 2011.

Essa proliferacdo continua faz com que haja a metastase. Nela, células do tumor,
localizadas inicialmente em um sitio primario se despreendem e invadem outros 6rgaos.
Essa invasdo de outros sitios e espalhamento dos tumores € a principal causa das
mortes pelo cancer (SCHROEDER et al., 2012) (Figura 2).

A origem do cancer é multifatorial. Alteracdes em dois grupos de genes levam a
situacdes de cancer. os oncogenes (ligados ao crescimento celular) e os genes
supressores de tumores (ligados a supressao do crescimento). Através de mutacgdes,
amplificacbes e translocacdes desses genes, a expressao deles passa a ser alterada,
levando as caracteristicas vistas anteriormente (Figura 1). Contudo, a taxa de mutacao
das células é muito baixa, sendo que muitas vezes, todo o conjunto de mutacdes nao
leva a um estado neoplasico para o individuo (HAHN; WEINBERG, 2002). Como
ilustragéo, 78% dos canceres desenvolvem-se em pessoas com mais de 55 anos de
idade, sendo um retrato da acumulacado de diversos eventos ao longo da vida do
individuo (ACS, 2015).
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Figura 2 - Os caminhos para a metastase: (a) reducédo da aderéncia as células vizinhas, (b)
permeabilidade através do epitélio e estroma, (c) passagem pelas fenestragdes para adentrar na
corrente sanguinea, (d) aderéncia aos receptores de metastase no vaso ou (e) as plaquetas, (f)
saida da corrente sanguinea e (g) chegada ao sitio secundario.
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Adaptado de SCHROEDER et al., 2012.

Contudo, raramente, apenas alteracfes genéticas levam as situacfes neoplasicas. Ha
influéncia preponderante de situacdes epigenéticas, dos habitos de vida e do meio
ambiente. Assim, a grande maioria dos canceres € resultado da interacdo entre todos
esses fatores apesar da existéncia de eventos extremamente significativos para a
predisposicdo ao cancer. Um exemplo é a heriditariedade para alguns tipos (a
probabilidade de ocorréncia do cancer de mama € duas vezes maior em mulheres com

histérico familiar do que naquelas sem esta caracteristica) (ACS, 2015; CROCE, 2008).

Entre os principais fatores externos, encontram-se o uso de tabaco, organismos

infecciosos e uma dieta inapropriada. Entre os principais fatores intrinsecos ao
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individuo, encontram-se mutagfes genéticas, condicdes hormonais e imunolégicas
(ACS, 2015; IARC, 2013).

Mesmo se sabendo de varios fatores que levam ao aparecimento do cancer ou o
predispbem, héa escassez de evidéncias sobre os eventos moleculares que ocorrem nos
estagios iniciais do desenvolvimento do cancer assim como os fatores e sinalizagfes

gue desencadeiam essas mudancas (IARC, 2013).

Para citar alguns dos mais importantes eventos moleculares envoltos no
desenvolvimento do céancer, pode-se citar a mutacdo no gene p53 e a expressao

alterada da enzima telomerase.

Em relacdo ao gene p53, sua expressdo esta alterada na maioria, sendo em todos os
canceres humanos. Em células normais, o gene p53 é responsavel por parar
temporariamente o crescimento celular em resposta aos danos moleculares e
bioquimicos, até que esses danos sejam reparados. As células pré-neoplasicas
diminuem a acdo do p53, inativando a maquinaria apoptética em diversos tipos de
células cancerosas (HAHN; WEINBERG, 2002).

Destaca-se também a acdo dos telébmeros, sequéncias protetoras que constituem o final
dos cromossomos. A enzima telomerase (inibida em células normais em situacées de
nao replicacdo) € extremamente ativa em células cancerosas, levando a uma clivagem

dos teldomeros e a replicacéo continua das células (HAHN; WEINBERG, 2002).

A crescente escalada da incidéncia do cancer, em todo o mundo, torna-o objeto de
estudo, em diversas perspectativas, por centros de pesquisa pelo planeta. A
compreensao mais extensa do que ocorre na geracdo e manutencdo dos canceres
pode levar a possibilidades de melhor controle e tratamento dos diversos tipos de

neoplasias.
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2.1.2 Epidemiologia

Os diversos tipos de canceres sdo resposaveis por altos indices de mortalidade e
morbidade em todo o mundo. Antes identificados como patologias de paises mais
desenvolvidos, hoje afetam todas as regides do mundo, sendo, em muitas, a principal
causa mortis, conjuntamente com as patologias cardiovasculares. Em 2012, houve 14
milhdes de novos casos de cancer, com 8,2 milhdes de mortes (Figura 3). Estima-se

gue em 20 anos, esses humeros aumentem por volta de 70% (OMS, 2015).

Figura 3 - Distribuicdo mundial do cancer em 2012.
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Adaptado de OMS, 2015.

Dentre os diversos canceres, 0s mais diagnosticados séo o de pulméo (13% do total de
casos), mama (12% do total de casos) e intestino (10% do total de casos). Essa
distribuicdo difere entre homens e mulheres. Para os homens, os mais diagnosticados
sdo, nessa ordem, os canceres de pulmao, prostata e intestino e para as mulheres, os

canceres de mama, intestino e pulmdo. A maior causa de morte pelos canceres € o



22

cancer de pulmao (20%), figado (10%) e estdbmago (9%) (KHAZEI; SALEHINIYA,
MOHAMMADIAN-HAFSHE-JANI, 2015).

Esses dados sdo extremamente Uteis para que se tenha ideia da evitabilidade dos
diversos canceres. O cancer mais diagnosticado e o que mais causa mais mortes— o
de pulmao— est4 ligado em 80% dos casos ao tabagismo. O cancer mais comum em
mulheres— o0 de mama— e 0 segundo mais comum em homens— o0 de prostata—
podem ser diagnosticados em estagios iniciais através de acompanhamento médico e,
se tratados nesses estagios, tém altas chances de cura. O cancer de intestino, o
terceiro mais diagosticado, e o cancer de estbmago, o terceiro que mais causa mortes,
podem ter sua incidéncia altamente reduzida por uma alimentacdo mais saudavel.
Estima-se, assim, que metade dos casos de cancer pode ser evitada por mudancas de
habitos de vida (ARMAROLI et al., 2015; SCHUZ et al., 2015).

Ademais, estima-se que a grande maioria dos canceres causados por alcool e tabaco
podem ser preveninidos totalmente. A OMS calcula que mais de um terco dos canceres
nos paises desenvolvidos estdo relacionados a fatores como sobrepeso ou obesidade,
falta de atividades fisicas e mé& nutricdo. Canceres relacionados as infec¢gées podem ser
evitados prevenindo o contdgio por virus como o HBV, HCV, HIV e HPV e pelo
Helicobacter Pylori. Por fim, mais de trés milhdes de cénceres do tipo melanoma,
diagnosticados anualmente, podem ser evitados protegendo-se a pele da exposicéo
solar (ACS, 2015).

Dessa maneira, a prevencdo do cancer pode ser obtida com um conjunto de acdes
individuais e coletivas. No ambito individual, recomenda-se um peso corporal
adequado; o consumo de uma dieta rica em frutas, vegetais, graos e legumes; o menor
consumo possivel de alcool e carne vermelha e n&o se consumir refrigerantes e carne
processada. Ademais, uma vida saudavel e atividades fisicas diarias contribuem
enormemente para a reducdo do risco de se desenvolver um céncer. Incentivo a uma

vida mais saudavel passa também por iniciativas publicas, através de campanhas
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educativas relativas a alimentacdo, alcoolismo, tabagismo e sexo seguro, além de
garantir a vacinacao da populacdo (ARMAROLI et al., 2015; NORAT et al., 2015).

Avaliando o caso brasileiro, a expectativa de vida cresce ano apdés ano, levando a
participagéo cada vez maior de idosos (grupo mais acometido pelo cancer) na estrutura
demografica do pais. Além disso, houve uma rpida industrializacdo e urbanizacdo em
todo o Brasil, trazendo com ela, habitos ndo saudaveis de vida, advindos de um padrao
alimentar globalizado e de habitos ocupacionais mais repetitivos (ACS, 2015;
BARBOSA et al., 2015).

Atualmente, o cancer € a segunda causa de mortes no Brasil, atras apenas das
doencas cardiovasculares. Assim, as doencas cronico-degenerativas encontram-se no
centro das preocupacdes da saude publica brasileira, frente as doencas infecto-
parasitarias, principal preocupacao de outrora. Para o biénio 2016/2017, sédo esperados
600 mil novos casos de cancer. A distribuicdo da incidéncia no Brasil € semelhante
aguela observada em ambito mundial, contudo apresenta algumas diferencas. Para os
homens, os canceres mais diagnosticados sdo, nessa ordem, o de préstata, o de
pulm&o e o de intestino e, para as mulheres, o de mama, o de intestino e o cervical
(BARBOSA et al., 2015; INCA, 2016).

A estimativa da evolucdo da mortalidade do cancer no Brasil € dispare nas diversas
regibes do pais. Estima-se uma estabilizacdo das mortes por cancer nas regiées Sul e
Sudeste, enquanto espera-se um aumento das mortes nas regides Norte e Nordeste.
Isso se deve em grande parte, as piores condicbes de diagnostico e tratamento

presentes nas regides menos desenvolvidas (BARBOSA et al., 2015).

2.1.3 Quimioterapia no cancer

As cirurgias de retiradas de tumor sdo as formas mais efetivas de tratamento de
tumores primarios localizados e, até os anos 1950, essas modalidades eram

praticamente a Unica forma de terapia contra o cancer. As cirurgias, contudo, nao
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conseguem tratar canceres metastaticos. Para trata-los, sdo necessarios tratamentos
que atinjam praticamente todos os Orgdos do corpo. Assim, farmacos, terapias
imunomediadas e a radioterapia se tornaram o foco das pesquisas destinadas ao
cancer (CHABNER; ROBERTS, 2005; URRUTICOECHEA et al., 2010).

A quimioterapia constitui-se como a principal terapia de combate aos céanceres ja
difundidos pelo organismo. Os quimioterapicos agem levando a parada do ciclo celular
das células em algum momento, causando assim a morte das células tumorais. Um dos
principais problemas da quimioterapia € que os alvos atingidos para causar a morte
celular sdo comuns tanto as células do cancer quanto as saudaveis. Assim, a morte
dessas células saudaveis gera graves efeitos colaterais, fator comum a todos os tipos
de quimioterapicos (JONES, 2015; SILVA, 2010).

A quimioterapia teve inicio na década de 1940, com a descoberta de que o gas
mostarda, usado nos combates da 22 Guerra Mundial, tinha acdo contra linfomas.
Desde entdo, varios farmacos foram obtidos através de extracdo de organismos
naturais ou sintese quimica. Esses farmacos mostraram-se muito Uteis para aumentar a
sobrevida dos pacientes. Um exemplo é a quimioterapia para os casos de cancer
colorretal, onde a sobrevida era de apenas seis meses na década de 90 e hoje,
encontra-se em trés anos, através de um esquema combinado de farmacos. Contudo,
esse aumento de sobrevida ndo significa sempre uma diminuicdo da mortalidade,
sendo ainda necessarios o descobrimento e o desenvolvimento de novos farmacos e
terapias para o cancer (JONES, 2015; MAEDA, 2012).

Existem diversas classes de quimioterapicos, com diversos representantes cada. Em
suma, essas classes séo: agentes alquilantes, antimetabdlicos, antibioticos, inibidores
das topoisomerases, inibidores dos microtubulos, derivados da platina e inibidores de
Tirosina Cinase (LIND, 2015; SILVA, 2010).

Esses agentes atuam levando a interrup¢do ou conturbacdo de importantes etapas do

ciclo celular. Isso se da por mecanismos como, intercalacdo de moléculas de DNA,
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inibicdo da despolimerizagdo dos microtabulos, entre outros. Em suma, os alvos dos
farmacos antineoplasicos sdo eventos vitais para a sobrevivéncia e replicacdo das
células como a sintese de proteinas, DNA e RNA. A inibicdo de importantes enzimas,
como as topoisomerases, € também um desses mecanismos, sendo, a doxorrubicina,

um dos farmacos mais conhecidos que atua dessa maneira (LIND, 2015; SILVA, 2010).

2.2 Doxorrubicina

2.2.1 Farmacologia

A doxorrubicina € um farmaco quimioterapico, considerado pelo FDA (Food and Drug
Administration) como um dos mais potentes a disposi¢cdo, sendo largamente utilizado na
clinica. Ela é comercializada na forma de cloridrato e administrada pela via
endovenosa. A doxorrubicina pertence a classe das antraciclinas, sendo uma
antraciclina do tipo | ndo seletiva (Figura 4). Como a daunomicina— a primeira
antraciclina descrita— a doxorrubicina foi isolada da Streptomyces peucetius, uma
bactéria do solo. A doxorrubicina tem mostrado grande eficacia na morte de células de
tumores hematoldgicos e sélidos, sendo usada para tratamento de diversos canceres:
mama, préstata, Utero, de dutos biliares, ovério, eséfago, estbmago, figado,
osteossarcomas, sarcoma de Kaposi, leucemia mieloblastica aguda, leucemia
linfobastica, tumor de Wilms, neuroblastomas, sarcomas, pulmao, tiredide e bexiga
(CARVALHO et al., 2009; DATTA et al., 2015; TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2012;
YANG et al., 2014).

Véarios modelos foram propostos para explicar sua acdo citotdéxica: acdo ha
Topoisomerase |l, formagdo de adutos de DNA, estresse oxidativo e producéo
exacerbada de ceramidas (HANDE, 2008; TEWEY et al., 1984; THORN et al., 2011;
YANG et al., 2014).
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Figura 4 - Estrutura quimica da doxorrubicina

A doxorrubicina entra nas células através de difusdo passiva e, no citoplasma, liga-se a
subunidade 20S do proteassoma. Esse complexo migra para o nucleo e, pela maior
afinidade da doxorrubicina pelo DNA, ela se mantém I|4. A concentracdo de
doxorrubicina mantém-se, entdo, cinquenta vezes maior no nucleo do que no
citoplasma (CARVALHO et al., 2009; TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2012). No
ndcleo, a doxorrubicina inibird a acdo da Topoisomerase Il, mecanismo aceito como o

mais relevante de sua ac¢ao citotoxica.

Esse mecanismo se da da seguinte forma: o DNA estd naturalmente na forma
tensionada, sendo necessario que haja um relaxamento na sua estrutura para que ele
se duplique. Esse relaxamento se da por cortes na dupla fita de DNA e posterior juncéo
desses fragmentos em uma posi¢do onde o DNA permaneca menos tensionado. Esses
cortes e juncdes sao mediados pela Topoisomerase Il. A doxorrubicina se liga ao DNA
e forma um complexo estavel com ele e a Topoisomerase |l (Doxorrubicina-DNA-
Topoisomerase Il). Com a formacédo desse complexo, as juncdes da dupla fita ndo
ocorrem, levando a parada do ciclo celular (CHAMPOUX, 2001; HANDE, 2008).

A doxorrubicina liga-se a molécula de DNA (Figura 5) da seguinte forma: o formaldeido,
originado em reacdes mediadas por radicais livres, leva a formacdo de ligacOes
covalentes entre a por¢ao glicosidica da doxorrubicina e a base nitrogenada guanina na

Fita | do DNA. Além disso, a molécula de doxorrubicina também forma ligacbes de
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hidrogénio com uma guanina presente na Fita Il do DNA. Fora a inibicdo da
Topoisomerase Il, a simples formacao de complexos DNA-doxorrubicina leva a tor¢des
no DNA gque podem levar ao tensionamento do nucleossoma. Esse tensionamento leva
a morte celular, sendo que ja foi mostrado que isso acontece mesmo em doses baixas
da doxorrubicina (YANG et al., 2014).

Figura 5 - (a) Ligagdes entre a molécula de doxorrubicina e o DNA e (b) intercalagéo da

doxorrubicina na molécula de DNA, com torgao da estrutura desta.
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Adaptado de YANG et al., 2014.

A morte celular pela doxorrubicina também pode ser mediada por espécies reativas de
oxigénio (EROs). As EROs podem se formar de algumas maneiras: (1) a doxorrubicina
pode ser oxidada por oxirredutases como a NADH-desidrogenase, NADPH-citocromo
P450 redutase, xantina oxidase e a oxido nitrico sintase, gerando semiquinonas. Essas
semiquinonas reagem com o oxigénio, formando EROs, como os radicais superoxido e
peroxido; (2) a doxorrubicina também pode quelar o ferro intracelular, levando a
formacdo de radicais hidroxil por Reagcdo de Fenton; (3) pode-se também formar
radicais superoxido pela acdo da flavoproteina redutase, quando ha oxigénio molecular

presente. As EROs produzidas geram danos ao DNA, como a separacao das fitas e a
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sua alquilacdo, e inibem a producdo de macromoléculas, levando a morte ceular
(CARVALHO et al., 2009; TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2012; YANG et al., 2014).

Sob a acdo da doxorrubicina, as células experimentam uma parada do ciclo celular nas
posicdes G1 e G2. E noticiado aumento de marcadores de apoptose celular durante o
processo. Foi visto que em células MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano), a
razdo entre as proteinas Bcl-2 (anti-apoptética) e Bax (pré-apoptética) diminui em
virtude do tratamento com a doxorrubicina (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2012).

Outro marcador de apoptose que se encontra em niveis alterados nas células pelo
tratamento com a doxorrubicina € a proteina pré-apoptotica p53. As EROs geradas pela
doxorrubicina ativam a AMPK (proteina cinase ativada por AMP). A AMPK fosforila a
serina 15 da p53, ativando-a, e levando a interrupcdo do ciclo celular. A proteina p53,
entdo, ativard a cascada das caspases (proteases fundamentais no processo de morte
celular), levando a célula a apoptose (CARVALHO et al, 2009; TACAR;
SRIAMORNSAK; DASS, 2012).

Apesar do grande potencial terapéutico da doxorrubicina, a resisténcia celular que
emerge com seu tratamento € um grande limitante de seu uso. A resisténcia a
doxorrubicina se da como resultado da superexpresséo de proteinas de efluxo, como a
glicoproteina P (HANDE, 2008). Ademais, ha outros mecanismos que podem levar a

essa resisténcia.

A doxorrubicina aumenta a expressdo de ceramidas, lipidios presentes na membrana
celular que apresentam funcéo estrutural e de sinalizacdo celular. Essa inducédo da
producdo de ceramidas pode ser um dos mecanismos que induzem apoptose as
células, ja que as ceramidas apresentam papel na morte celular. Esse aumento da
guantidade de ceramidas leva, contudo, a um aumento no nivel da glucosilceramida
sintase (GCS). A GCS gicoliza as ceramidas, transformando-as em glicosilceramidas. E
mostrado que essas glicosilceramidas estdo envolvidas no processo de resisténcia a

doxorrubicina, sendo encontrado um nivel aumentado destas em células tumorais
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resistentes. Também foi mostrado que a doxorrubicina ndo aumenta o nivel de
ceramidas em células MCF-7/ADR (cancer de mama humano resistentes a
doxorrubicina). Contudo, quando a expressdo da GCS era suprimida, as células
voltavaram a ser sensiveis a doxorrubicina (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2012,
YANG et al., 2014).

2.2.2 Toxicidade

Outro grave problema relacionado ao uso da doxorrubicina é a sua toxicidade. O
farmaco pode levar a mielossupressao, nauseas, vémitos, estomatite, alopecia, calvice,
distarbios neurolégicos (alucinacdes, tonturas e vertigens), aplasia da medula 6ssea e
mucosite, além de graves reacdes caso ocorra extravasamento durante sua
administracdo (CARVALHO et al., 2009; OCTAVIA et al., 2012).

A mais grave toxicidade associada ao farmaco é sua cardiotoxicidade. Os efeitos
agudos comecam logo apos sua administracdo e incluem arritmias, hipotensdo e
alteracdes eletrocardiograficas, podendo ocorrer pericardite. Esses efeitos agudos
ocorrem em por volta de 11% dos pacientes e podem ser revertidos, desaparecendo
geralmente apoés o fim do tratamento (CARVALHO et al., 2009; OCTAVIA et al., 2012).

Em relacdo aos efeitos cronicos, eles ocorrem em por volta de 1,7% dos pacientes
tratados com doxorrubicina, promovendo uma taxa de mortalidade de 50% nestes
pacientes. Eles ocorrem por acumulacdo de doses sucessivas de doxorrubicina (em
especial quando atingem valores acumulados de 500 mg/m?) e levam & insuficiéncia
cardiaca congestiva e cardiomiopatias que podem surgir até anos apos o fim do
tratamento. O mecanismo geralmente reconhecido para explicar a cardiotoxicidade da
doxorrubicina é através da geracao de radicais livres, em especial nas mitocondrias
(CARVALHO et al., 2009; OCTAVIA et al., 2012).

O tecido cardiaco apresenta uma maior concentracdo de mitocéndrias quando

comparado com outros tecidos. A doxorrubicina tem grande afinidade com a
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cardiolipina— fosfolipideo presente na membrana mitocondrial— penetrando nas
mitocondrias por difusdo. Dentro das mitocondrias, a doxorrubicina leva a formagao de
EROs, além de formar adutos com o DNA mitocondrial. As EROs formadas levam a
abertura do poro de transicdo de permeabidade, uma proteina de canal. Essa abertura
aumenta os niveis de Ca?* na mitocondria, aumentando a liberacdo de citocromo c,
diminuindo a razdo Bcl-2/Bax e, assim, levando a apoptose as células do coracdo. A
geracdo de radicais livres também se da atraveés da oxidacdo de ions ferro, ligacdo a
enzima oOxido nitrico sintase endotelial e da formacdo dos metabdlitos doxorrubicina
sesquinona e doxorrubicinol (Figura 6) (OCTAVIA et al., 2012).

O coracao é mais susceptivel a acdo desses radicais livres pela menor presenca de
enzimas redutoras no 6rgdo, como a catalase e a glutationa. Deve-se, contudo, ater-se
que a toxicidade no coracdo mediada pela doxorrubicina provém de um mecanismo
multifatorial e ainda n&o totalmente elucidado (CARVALHO et al., 2009).

Contudo, os efeitos toxicos da doxorrubicina ndo se resumem apenas ao coracdo. Eles
podem ser evidenciados também no sistema nervoso, no figado, nos rins, dentre outros

orgaos.

No que se refere ao sistema nervoso, a doxorrubicina ndo consegue atravessar a
barreira hematoencefélica. No entanto, ela causa toxicidade indireta no cérebro. Isso se
da pela producdo de EROs mediada pela doxorrubicina. Essas EROs levam ao
aumento da permeabilidade mitocondrial e, consequentemente, a liberacdo de
citocromo ¢, da mesma maneira que se observa no coracdo, gerando apoptose de
células neuronais. Desordens neuroldgicas e problemas cognitivos podem surgir como
consequéncia dessa apoptose. A maioria desses problemas, contudo, desaparece um
ano apos a interrupcéo do tratamento (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2012).

Ademais, cerca de 40% dos pacientes em tratamento com doxorrubicina apresentam
problemas hepaticos. Isso se da porque grande parte do farmaco é metabolizada no
figado. As EROs geradas pela doxorrubicina produzem danos ao tecido hepatico,
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levando a sintomas como fraqueza e fadiga muscular e renal. As EROs também
provocam danos nos rins, levando a lesdes glomerulares, inflamacéo, dilatagao tubular
e permeabilidade capilar alterada. Isso gera nefropatia e proteinuria, sendo agravadas
pelo fato de que a capacide de regeneracao dos rins € baixa (TACAR; SRIAMORNSAK;
DASS, 2012).

Figura 6 - Interagéo entre a doxorrubicina com varios caminhos de apoptose no cardiomiécito.
Do lado esquerdo da figura, mostra-se como a doxorrubicina gera EROs. No centro, mostra-se a
entrada da doxorrubicina dentro das mitoc6ndrias. J& no lado direito, mostra-se mecanismos de
inbicdo da apoptose gerada pela doxorrubicina, mediada pela familia de proteinas de choque
térmico e pela calcineurina. DOX: Doxorrubicina; Doxol: Doxorrubicinol; eNOS: Oxido nitrico
sintase endotelial; Casp 3: Caspase 3; CytC: Citocromo C; HSF-1: Familia do choque térmico-1;

Hsp 25: proteina do choque térmico 25.
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Adaptado de OCTAVIA et a., 2012.
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2.3 Nanotecnologia e cancer

Visando uma forma de fazer a veiculacdo de farmacos antitumorais de uma maneira
mais segura, buscou-se terapias direcionadas e especificas, que atingissem as células
cancerosas, mas que tivessem pouco impacto ou nenhum naquelas saudaveis. Esse
conceito de uma terapia especifica relembra a ideia de Paul Ehrlich de “balas magicas”,
na qual o medicamento seria naturalmente direcionado para seu sitio de acédo
especifico, ndo interagindo com outras partes do organismo (TAURIN; NEHOFF;
GREISH, 2012).

Uma possibilidade de acdo especifica para a terapia anticancer surgiu com a
descoberta do efeito EPR (efeito de permeacado e retencdo aumentadas) nos tecidos
tumorais. Num estudo de 1908, foi visto em tecidos tumorais humanos e de outros
animais, uma rede difusa de vasos sanguineos permeaveis com fenestracdes,
semelhante ao que é visto em casos de processos inflamatorios (GOLDMANN, 1908).
Essa organizacdo difusa e permedavel permitiria uma acumulacdo preferencial de
macromoléculas na regido tumoral. Tal conceito foi comprovado em 1986, com a
injecao do corante Azul de Evans em roedores. O corante tem afinidade pela albumina
e naturalmente se ligaria a ela assim que presente na corrente sanguinea. Ao analisar 0
tecido tumoral dos animais, percebeu-se ali, uma presenca do corante bastante
superior aquela dos outros tecidos, devido a acumulacdo da proteina albumina— uma
macromolécula (MATSUMURA; MAEDA, 1986).

As fenestragcbes nas paredes da vasculatura tumoral explicam a entrada das
macromoléculas. Essas fenestracdes tém tamanho variado e diferem dependendo do
tipo do tumor e sua localizacdo. O tamanho destas situa-se entre 20 e 2000
nandmetros, geralmente. Esse € o componente da permeacdo aumentada do efeito
EPR (Figura 7). No que concerne ao componente de retencdo aumentada do efeito
EPR, ele se da pela baixa presenca de capilares linfaticos na regido, o que néao
promove uma retirada dessas macromoléculas do intersticio tumoral de forma eficiente
(BERTRAND et al., 2014).
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Figura 7 - Direcionamento de nanoparticulas (NPs) para o tecido tumoral, evidenciando as

diferencas entre (A) o tecido saudavel e (B) o tecido tumoral.

Moléculas pequenas

Células endoteliais

Adaptado de BOZZUTO; MOLINARI, 2015.

Dessa maneira, a nanotecnologia passou a ser uma possibilidade de uma terapia mais
direcionada para o tratamento de tumores sdlidos. Aprisionando-se um farmaco ou
outra molécula bioativa dentre de uma estrutura nanomeétrica, possibilita-se uma maior
acumulacao no sitio tumoral e aumenta-se a meia-vida plasmética frente a da molécula
livre (FANG; NAKAMURA; MAEDA, 2011).

Deve-se notar, contudo, que nanocarreadores muito pequenos (abaixo de sete
nandémetros) podem ser eliminados pelos rins, ndo oferecendo vantagens de

acumulacdo na regido tumoral. Ademais, ha fenestracbes também na vasculatura
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hepética com tamanho por volta de 50 nanémetros. Além disso, particulas com
tamanho maior que 200 nanémetros sao rapidamente retiradas da circulacdo sanguinea
pelo sistema reticulo endotelial (RES), ndo alcancando quantidades suficientes no
tecido tumoral (TAURIN; NEHOFF; GREISH, 2012). Assim, de uma maneira geral,
acredita-se que o tamanho ideal de um nanocarreador deve se situar entre 50 e 200

nandmetros, apesar de que ndo ha um consenso sobre a questao.

Buscando se valer da nanotecnologia para um tratamento mais direcionado do cancer,
diversos grupos comecaram a desenvolver formulagdes que trouxessem o beneficio do

efeito EPR para a clinica oncoldgica.

Em 1993, é aprovado o primeiro medicamento para o cancer baseado ha
nanotecnologia, por um grande 6rgao regulador. O SMANCS (poli (estireno-co-anidrido
maleico)-neocarzinostatina) € um conjugado de uma proteina que apresenta acao
antitumoral com um polimero. Esse conjugado mostrou promover maior circulacdo e
acumulacéo no tecido tumoral que a proteina livre, tendo sido aprovado para tratamento

de carcinoma hepatocelular pelo Ministério da Saude do Japdo (MAEDA, 2012).

Em 1995, nos Estados Unidos, uma formulagéo lipossomal de doxorrubicina é aprovada
para tratamento de Sarcoma de Kaposi associado a infeccdo por HIV e cancer de
ovario em estado avancado, o Doxil®. A nanoencapsulacdo da doxorrubicina em
lipossomas diminuiu seus efeitos adversos, aumentou seu tempo de circulagdo e a
entrega do farmaco no tumor foi melhorada (BARENHOLZ, 2012; SEYNHAEVE et al.,
2013).

Ha que se destacar, contudo, dificuldades encontradas para os produtos lipossomais
como dificuldades de escalonamento da producdo e precos elevados, o que gera
dificuldades para sua maior insercdo no mercado. Sendo assim, carreadores
nanoparticulados que apresentem maior capacidade de produgdo em grande escala e

precos mais razoaveis podem emergir como alternativa aos lipossomas (MENHERT;
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MADER; 2012; MULLER; MADER; GOHLA, 2000; WISSING; KAISER; MULLER, 2004).
Uma dessas alternativas sdo as NLS e os CLN.

2.4 Nanoparticulas Lipidicas Soélidas e Carreadores Lipidicos Nanoestruturados

As NLS e os CLN sédo sistemas coloidais surgidos como novas geracdes das

nanoemulsdes (NE) 6leo em agua (O/A).

As NE O/A constituem um sistema de dimensdes submicrométricas que foram inseridas
com sucesso na nutricdo parenteral na década de 1950. Elas sdo constituidas da
mistura de lipidios liquidos e surfactantes em um meio aquoso. S&o
termodinamicamente instaveis e possibilitam a veiculacdo de moléculas hidrofébicas,
em seu interior, que dificilmente seriam solubilizadas em um meio aquoso para
veiculacdo endovenosa (BENITA; LEVY, 1993).

A possibilidade de controlar a liberacdo do farmaco pelas NE é limitada pelo estado
liquido do carreador. Assim, o uso de lipidios soélidos, ao invés dos liquidos, foi
alencado como uma ideia atrativa para se conseguir uma liberacdo controlada, ja que a
mobilidade do farmaco na matriz lipidica sélida deve ser reduzida. A partir dessa ideia,
surgem as NLS (MEHNERT; MADER, 2012).

As NLS, da mesma forma que as NE, sdo compostas de lipidios e surfactantes em um
meio aquoso, com a diferenca que os lipidios se encontram em estado sélido e ndo
mais em estado liquido. Esses lipidios, assim, mantém-se sélidos a temperatura
ambiente e corporal. As NLS podem ser preparadas usando-se uma enorme variedade
de lipidios, tais como mono, di e triglicerideos, misturas de ceras e estabilizados com
surfactantes i6nicos e ndo idnicos. Devido as numerosas vantagens que podem
oferecer como protecdo de farmacos instaveis da degradacéo, facil preparacéo e baixa
toxicidade, as NLS atrairam grande interesse no campo da pesquisa anticancer, com a
encapsulacdo de antineoplasicos (KANG et al., 2010; MULLER; MADER; GOHLA,
2000; WONG et al., 2007).
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No entanto, ha limitacbes das NLS que comprometem a sua utilizacdo. Elas se devem
ao estado sélido dos lipidios, o que gera uma alta organizacao da matriz lipidica. Essa
alta organizacao leva a poucos espacos para a encapsulacdo de farmacos e favorece a
uma rapida expulsdo destes da matriz lipidica (BELOQUI et al., 2016; FANG; AL-
SUWAYEH; FANG, 2013).

Além disso, moléculas no estado sélido podem se organizar de diversas formas no
espaco, constituindo distintos polimorfos. Os lipidios das NLS, em grande parte
cristalinos, podem sofrer mudancgas polimérficas com o tempo. Geralmente, essas
mudancas polimorficas geram uma maior organizacdo da matriz lipidica, contribuindo
ainda mais para a expulsdo do farmaco da nanoparticula (SELVAMUTHUKUMAR,;
VELMURUGAN, 2012).

Dessa forma, uma alternativa interessante seria uma desestruturacao (amorfizagéo) da
matriz lipidica, visando uma melhor acomodacédo e estabilidade da encapsulacdo dos

farmacos. Assim, surge o conceito dos CLN.

Os CLN séao sistemas coloidais ainda mais recentes, surgidos na virada do milénio e
constituem uma segunda geragao a partir das NLS. Esses sistemas se constituem de
uma mistura de lipidios solidos, lipidios liquidos e surfactantes. Assim, € buscado
aproveitar as vantagens da incorporacdo de um farmaco em uma matriz lipidica
sélida— como protecdo contra 0 ambiente externo, controle da liberacdo, evitacdo de
solventes organicos— com as vantagens da incorporacdo de um farmaco em uma
matriz lipidica liquida— como alta capacidade de incorporacdo e maior estabilidade de
encapsulacdo (BELOQUI et al., 2016; FANG; AL-SUWAYEH; FANG, 2013).

Dessa maneira, a incorporacdo de um lipidio liquido a composi¢cdo do nanocarreador
diminui a organizacdo da matriz lipidica, permitindo que os farmacos inseridos se
acomodem melhor (aumento a estabilidade) e em maior quantidade (aumentando o
potencial de encapsulacdo) (BELOQUI et al.,, 2016; FANG; AL-SUWAYEH; FANG,
2013).
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A Figura 8 ilustra como sé&o dispostos os CLN e suas diferencas para as NLS e as NE.
Na NE a matriz oleosa é liquida, o que facilita acomodacdo do farmaco
homogeneiamente em sua estrutura e em maiores quantidades (PAN; TIKEKAR; NITIN,
2016). Ja as NLS apresentam uma matriz rigida com poucos espagos para a
acomodacédo do farmaco. Esse problema é resolvido com a adicao de lipidios liquidos
em sua estrutura, gerando os CLN. A mistura de lipidios soélidos e liquidos gera uma
matriz solida— s6 que amorfa— 0 que permite que uma maior quantidade de farmaco
seja acomodada, sem mais os impedimentos gerados pela estrutura cristalina das NLS
(FANG et al., 2013).

Figura 8 - Estrutura das NLS, CLN e NE.

Estrutura cristalina rigida Estrutura amorfa Surfactantes

Oleo liquido

<,

Nanoparticulas lipidicas solidas Carreadores lipidicos nanoestruturados Nancemulsdes
(NLS) (CLN) (NE)

Adaptado de FANG et al., 2013.

A Figura 9 mostra com mais detalhes as vantagens dos CLN sobre as NLS. As NLS
com sua organizacao cristalina comportam o farmaco entre os cristais do lipidio sélido
(representados como blocos de tijolo). Ha pouco espaco entre os cristais (prejudicando
a encapsulacdo de maiores quantidades de farmaco) e as mudancas polimoérficas—
gerando diferentes conformagdes espaciais entre os cristais— modificam o espaco
possivel para a acomodacéo do farmaco, expulsando-o durante a estocagem. No caso
dos CLN, a matriz € amorfa, assim, as moléculas dos lipidios que a constituem né&o se

organizam de formato organizado, existindo mais espacos para que o farmaco se
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acomode. Da mesma maneira, a amorfizagcdo evita as mudancas polimérficas que
modificariam o espago presente na matriz lipidica, formando sistemas mais estaveis
(BELOQUI et al., 2016).

Figura 9 - llustragdo esquematica da estrutura das NLS versus a estrutura dos CLN, onde as

vantagens dos CLN estdo destacadas.

Estrutura “parededetijolo”

Matriz desestruturada

—

Baixo potencial de carga Alto potencial decarga

Expulsdo dadroga Estabilidade
durante estocagem prolongada

Adaptado de BELOQUI et al., 2016.

Diversos trabalhos vém mostrando a capacidade dos CLN de encapsulacdo de
farmacos e moléculas com potencial anticancer. A encapsulacdo de antineoplasicos
em CLN aumentou sua atividade citotoxica in vitro (BONDI et al., 2014; SHAO et al.,
2015; YUAN et al., 2013), a atividade antitumoral in vivo (MUSSI et al., 2015; SHAO et
al., 2015; SHI et al., 2013; YUAN et al., 2013), diminuiu a toxicidade in vivo (SHI et al.,
2013; YUAN et al., 2013) e aumentou o tempo de meia-vida (MUSSI et al., 2015; SHI et
al., 2013) frente as substancias na forma livre.
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Alguns desses trabalhos dedicaram-se a encapsulacdo da doxorrubicina nos CLN,
assim como nas NLS. A doxorrubicina é comercializada na forma de cloridrato, sendo
solivel em agua e pouco soltuvel nos lipidios que geralmente constituem as NLS e os
CLN. Assim, sua encapsulacdo nesses sistemas coloidais fica comprometida. Uma
estratégia usada por varios grupos de pesquisa € a conjugacao da doxorrubicina com
uma molécula anibnica, formando um par iénico (CHEN et al., 2015; MUSSI et al., 2013,
2014, 2015; OLIVEIRA et al., 2016; WONG et al., 2004).

Tal estratégia se da da seguinte forma: o cloridrato de doxorrubicina € colocado para
reagir com uma base (geralmente trietanolamina ou trietilamina), formando
doxorrubicina base livre. Esta, em contato com um &cido graxo— como o acido laurico
(CHEN et al., 2015), acido oleico (MUSSI et al., 2014, 2015), 4cido docosaexanoico
(MUSSI et al., 2013), dentre outros— protona-se e se liga ibnicamente ao anion do
acido graxo que é formado (laurato, oleato, etc). Assim, ha a conjugacdo com uma
cadeia carbodnica elevada, formando-se um composto de maior lipofilicidade, permitindo

gue a doxorrubicina seja incorporada na matriz lipidica.

Afora os beneficios que a nanotecnologia pode proporcionar, vide a diminuicdo dos
efeitos colaterais dos farmacos antineoplasicos, ela pode ser uma importante
ferramenta para a veiculacdo de moléculas hidrofébicas. Um numero consideravel,
tanto de farmacos presentes no mercado, quanto de novas moléculas, apresenta baixa
solubilidade em meio aquoso, dificultando sua administracdo por algumas vias, como a
endovenosa. Assim, as NLS e os CLN contituem também alternativas interessantes
para a veiculacdo dessas moléculas. Um exemplo de uma molécula, onde foi permitida

sua administracdo in vivo através da nanotecnologia, foi o esclareol.

2.5 Esclareol

O esclareol ((1R,2R,4aS,8aS)-1-[(3R)-3-Hidroxi-3-metil-4-penten-1-il]-2,5,5,8a-
tetrametildecaidro-2-naftalenol) é um dialcool terciario, membro da familia dos

diterpenos do tipo labdano (Figura 10). Ele é usado como fragrancia em cosmeéticos,
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como flavorizante nas indastrias alimenticia e farmacéutica, além de tempero nas dietas
chinesa e mediterranea (JUNG et al., 1998; MAHAIRA et al., 2011; NOORI et al., 2010).
Primeiramente, ele foi isolado da Salvia sclarea (fam. Labiatae), uma planta nativa do

2006).

mediterraneo com ocorréncia na Europa meridional e no Ird, sendo depois encontrado
em coniferas (HATZIANTONIOU et al., 2006; KUZMA; SKRZYPEK; WYSOKINSKA,

Figura 10 - Estrutura quimica do esclareol
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O esclareol é conhecido por possuir forte atividade antimicrobiana (CHINOU, 2005).
Além dessa atividade, o esclareol mostrou importantes atividades citostaticas e

citotoxicas em diversas linhagens de cancer, como de pulm&o, renal, c6lon, mama,
préstata, ovario, dentre outras (HATZIANTONIOU et al., 2006).

Apesar dos interessantes efeitos farmacoldgicos em células cancerosas, 0 mecanismo

de acdo do esclareol ainda ndo é totalmente esclarecido. Contudo, os estudos ja

relatados na literatura permitem a identificagdo de mecanismos relacionados a sua

Em estudos realizados com células de cancer de colon, de mama e leucémicas, o
esclareol levou a apoptose das linhagens tumorais. Essa apoptose se deu com um

producdo de DNA subdiplide e foi tempo-dependente (DIMAS et al., 1999, 2001, 2006,
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2007; HATZIANTONIOU et al., 2006). Foi mostrado, também, que a diminui¢do da taxa
de viabilidade celular gerada pelo esclareol em células de céancer de célon humano
coincidiu com um aumento da concentragcado deste diterpeno no citoplasma das células,

indicando que sua acao pode se dar no citossol (PARADISSIS et al., 2007b).

Outra caracteristica da apoptose gerada pelo esclareol é a independéncia desse
mecanismo da proteina p53. Foi mostrado que o esclareol ativa a maquinaria
apoptética das células de diversos tipos de cancer, independente se estas
apresentavam fenétipo selvagem ou mutado para o gene p53. Contudo, viu-se que o
esclareol induz aumento da expressao da proteina apoptotica p21. Constatou-se, ainda,
que ndo h& aumento da producédo de EROs pelo diterpeno (MAHAIRA et al., 2011).

A apoptose também se da com regulacao para baixo da proteina c-myc. O gene c-myc
€ um protooncongenese ligado as mutacdes e imortalizacdo celular. Essa apoptose,
contudo, ndo acontece com regulacdo para baixo da proteina anti-apoptotica bcl-2
(DIMAS et al., 2001).

Vistos os promissores resultados in vitro, o esclareol foi administrado in situ em tumores
mamarios murinos, mostrando uma drastica diminuicdo da taxa de crescimento do
tumor. O estudo também mostrou que a administracdo intratumoral do esclareol,
aumentou os niveis de interferon gama no sangue do animal, além de diminuir a
quantidade de linfécitos T reguladores CD4+CD25+Foxp3+ que inibem a resposta
imunologica dos linfécitos T (NOORI et al., 2010).

No que concerne a administracdo in vivo do esclareol, dois problemas emergem: a alta
lipofilicidade do composto e a sua toxicidade. Em relacdo ao primeiro, a lipofilia do
composto requer que ele seja solubilizado em uma solucdo de surfactantes para que
seja administrado parentalmente. Em relagdo a toxicidade, as doses terapéuticas de
esclareol levaram a uma perda de consciéncia e morte de camundongos. No entanto,
quando doses ndo tbéxicas eram administradas, ndo se observavam efeitos

consideraveis na reducdo dos tumores implantados nos animais (cancer de célon
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humano) (DIMAS et al.,, 2007; MAHAIRA et al.,, 2011). Assim, foi necessario o
desenvolvimento de um sistema que permita a veiculagcdo do esclareol em maiores

doses sem que haja efeitos toxicoldgicos severos nos animais.

Dimas e colaboradores (2007) e Mahaira e colaboradores (2011) desenvolveram
sistemas lipossomais contendo esclareol. As suspensdes lipossomas quando injetadas
intraperitonealmente levaram a uma reducéo significativa do tamanho dos tumores de
cb6lon humano xenoimplantados nos camundongos. Os lipossomas ndo levaram a
efeitos toxicolégicos consideraveis nos animais. Tais resultados demonstram a grande
possibilidade de se utilizar sistemas lipidicos nanoestruturados contendo esclareol para

tratamento de tumores.

Além de seu efeito sozinho, o esclareol aumentou consideravelmente o efeito citotoxico
da doxorrubicina quando administradas conjuntamente em células de cancer de mama
humano com deplecdo do gene p53 (DIMAS et al., 2006) e em modelos esferdides de
cancer de ovario humano resistentes a doxorrubicina (PERCHE; TORCHILIN, 2012).

Perche e Torchilin (2012) mostraram que esse aumento do efeito citotoxico se da de
forma mais pronunciada quando as duas moléculas sao administradas no mesmo

momento.

Sendo assim, a veiculagdo conjunta do esclareol e da doxorrubicina em uma mesmo
nanocarreador permitiria que as duas moléculas chegassem ao mesmo tempo no sitio
tumoral, potencializando o efeito de ambas. Assim sendo e diante do exposto acima,
esse trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de CLN contendo esclareol e da

doxorrubicina para o tratamento do cancer.
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3 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e avaliar nanocarreadores lipidicos que permitam a
encapsulacdo do esclareol e a co-encapsulacdo do esclareol com a doxorrubicina,
tendo como perspectiva o tratamento de tumores malignos por administracdo

endovenosa.



CAPITULO |
Encapsulacado do diterpeno do tipo labdano “esclareol” em nanoparticulas

lipidicas e avaliacdo da sua atividade em linhagens tumorais humanas
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1. INTRODUCAO

Ha um grande esforco para a descoberta de novos compostos com atividade
antineoplasica derivados de espécies vegetais. Isso se da em virtude da dificuldade em
se descobrir novas moléculas com atividade terapéutica advindas, unicamente, da
sintese quimica. Ademais, compostos vegetais fornecem importantes informagdes
sobre grupos farmacoféricos, possiblitando a sua mimetizacdo em moléculas sintéticas
(ATASANOQV et al., 2015).

Uma molécula de origem vegetal com promissora atividade anticancer é o esclareol. H&
diversos trabalhos descrevendo suas propriedades nos ultimos anos (DIMAS et al.,
1999, 2001, 2006, 2007; HATZIANTONIOU et al.,, 2006; MAHAIRA et al., 2011;
PARADISSIS et al., 2007a; 2007b). Um grande incoveniente para o uso do esclareol é
a sua hidrofobicidade (logP~5) que impede sua administracdo endovenosa. Uma
alternativa para possibilitar a administracdo de compostos hidrofébicos como o

esclareol é a sua veiculagdo em nanoestruturas.

Trabalhos anteriores (DIMAS et al., 2007; MAHAIRA et al., 2011) relataram que a
encapsulacdo do esclareol em lipossomas permitiu sua administracao intraperitoneal
em camundongos, em doses superiores aquelas que seriam toleradas se ele estivesse

na forma livre.

Vistas as vantagens dos nanocarreadores lipidicos derivados das nanoemulsdes (NLS
e CLN), o primeiro capitulo desta dissertacdo busca a formulacdo desses sistemas
carreando o esclareol. Esses carreadores, assim, podem ser uma alternativa para a
veiculacdo do esclareol por via endovenosa. Os nanocarreadores formulados ter&o
suas caracteristicas fisico-quimicas e biologicas avaliadas em linhagens tumorais

humanas e comparadas com aquelas do esclareol na sua forma livre.
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2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Avaliar qual nanocarreador (NLS ou CLN) é mais adequado para a encapsulacéao do
esclareol;

2- Avaliar a morfologia dos NLS e CLN carreando esclareol por microscopia de forca
atomica;

3- Avaliar a citotoxicidade do esclareol livre e encapsulado no nanocarreador de
escolha em linhagem tumoral humana de mama (MDA-MB-231) e de célon (HCT-
116);

4- Avaliar o ciclo celular das células (MDA-MB-231 e HCT-116) apds o tratamento com

o esclareol livre e nanoencapsulado.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Trietanolamina (TEA) foi adquirido da Merck (Darmastadt, Alemanha). Compritol 888
ATO® (Monobehenato, dibehenato e tribehenato de glicerila) foi cedido gentilmente pela
Gattefossé (Nanterre, Franca). Monoleato de sorbitano etoxilado (Tween™ 80) e 6leo
de amendoim foram cedidos gentilmente pela Croda (Pensilvania, Estados Unidos).
Acido oleico, citrato de sédio, dimetilsulfoxido (DMSO), esclareol, iodeto de propideo e
Triton X-100 foram obtidos da Sigma-Aldrich (Steinheim Albuch, Alemanha). O Cell Titer
Blue® (CTB) foi obtido da Promega (Madison, Estados Unidos). Os meios de cultura
Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), soro fetal bovino (SFB) e estreptomicina
foram comprados da Gibco Life Technologies (Carlsbad, Estados Unidos). As demais

substéancias utilizadas foram de grau analitico, sem purificacdo adicional.
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3.2 Métodos

3.2.1 Preparo das formulacoes

As NLS e os CLN foram preparadas pelo método de homogeneizacdo a quente
utilizando o agitador Ultra Turrax T-25 (lka Labortechnik, Staufen, Alemanha) e um
aparelho de homogeneizacédo do tipo ultrassom com sonda de alta poténcia de 500 W
(Cole Parmer, Vernon Hills, Estados Unidos). A fase oleosa (FO) foi pesada e aquecida
a 80-85 °C. Paralelamente, a fase aquosa (FA) foi aquecida até a mesma temperatura.
As composigdes das formulacdes estdo na Tabela 1. A FA foi entdo lentamente vertida
sobre a FO sob agitacdo a 8.000 rpm (rotacfes por minuto) no agitador Ultra Turrax T-
25. Apds 2 minutos de agitacdo, a emulsao formada foi submetida a energia adicional
durante 10 minutos no ultrassom com sonda de alta poténcia (21% de amplitude)
(Figura 11). Em seguida, a suspensao das NLS ou dos CLN foi resfriada com o auxilio
de agitacdo manual. Ap0s chegada em temperatura ambiente, a formulacdo foi

armazenada em frascos de penicilina ao abrigo da luz e mantida sob refrigeracao (4°C).

Tabela 1 - Composicdo das NLS e CLN carreando esclareol

(% piv) (% piv)
NLS-Esclareol CLN-Esclareol
Compritol 1,50 1,20
Oleode - 0,30
Amendoim
FO Tween 80 0,80 0,80
Trietanolamina 0,06 0,06
Acido Oleico 0,10 0,10
Esclareol 0,20 0,20
FA Agua ultrapura 100 100
(9.s.p)
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Figura 11 - Esquema mostrando a preparagdo das NLS e dos CLN.

Agitacdo vigorosa no Homogeneizacdo em
Fase Aquosa a 80-85°C Utraturrax (2 min, 8000 sqnda de uItrassom (10 Regfrlalmento sob
rpm) min, 21% de amplitude) agitacéo manual
é l |

Fase Oleosa a 80-85°C Emulsdo O/A Nanoemulséo NLS/CLN

Adaptado de CARNEIRO, 2013.

3.2.2 Caracterizacao das formulacdes

3.2.2.1 Diametro das particulas

O didmetro médio das particulas foi determinado por espalhamento dindmico da luz
(DLS) utilizando-se de um Zetasizer ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido)
a um angulo fixo de 90° e temperatura de 25° C. As formulacdes foram diluidas em

agua ultrapura a uma proporcao de 1:100.

3.2.2.2 Potencial zeta

O potencial zeta foi determinado pela técnica de DLS e andlise da mobilidade
eletroforética das nanoparticulas. As medidas de potencial zeta foram realizadas
utilizando-se um Zetasizer ZS90 a temperatura de 25° C. As formula¢6es foram diluidas

em agua ultrapura a uma propor¢ao de 1:100.

3.2.2.3 Microscopia de luz polarizada

A presenca de cristais de esclareol nas formulagdes foi avaliada por microscopia de luz

polarizada. Uma aliquota das formulacdes foi retirada, colocada sobre uma lamina de
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vidro sob uma laminula, e avaliada em microscopio 6tico (Zeiss Axio Imager.M2, Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemanha) sob luz polarizada em campo escuro. A identificagao de
cristais no microscopio indicou uma expulsdo do esclareol da matriz lipidica dos

nanocarreadores.

3.2.2.4 Microscopia de Forca Atbmica

As amostras de NLS-Esclareol e CLN-Esclareol foram diluidas com agua ultrapura na
proporcao 1:100. 10uL dessa diluicdo foram aplicadas sobre um suporte de mica. Apés,
a mica foi seca com gas argdnio comprimido e colocada para andlise em sonda com
modo de contato intermitente em Microscopio de Forca Atdbmica Nanoscope llla (Digital

Instruments, Tonawanda, Estados Unidos).

3.2.3 Avaliacao biol6égica dos CLN carreando esclareol

3.2.3.1 Avaliacado da viabilidade celular

Para se determinar a reducao da viabilidade celular provocada pelo esclareol livre e
pelos CLN carreando esclareol, foram utilizadas duas linhagens de células: uma de
cancer de mama humano, MDA MB-231, e outra de cancer de c6lon humano, HCT-116.

Para se avaliar a citotoxicidade, utilizou-se o CTB® de acordo com as instrucées de uso

do fabricante.

O CTB® consiste em uma solucdo do reagente rezasurina. As células viaveis convertem
a resazurina em uma molécula fluorescente, a resorufina. Essa conversdo se da nas
mitocondrias, no citoplasma e nos compartimentos microssomais das células viaveis
(Figura 12). Comparando as intensidades de fluorescéncia emtidas entre o pogo
tratada e o pogo controle (aquele onde nao foi adicionado tratamento algum), calcula-se

a reducéo da viabilidade celular naquela concentracgéo.
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Figura 12 - Conversao da rezasurina em rezofurina

Célula viavel

Reacoes de
redugao

Rezasurina Rezofurina

De inicio, aliquotas das linhagens celulares foram retiradas do nitrogénio liquido,
descongeladas a uma temperatura de 37 °C e, em seguida, o meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de SFB (meio completo) foi adicionado sobre as células. A
suspensao de células foi transferida para um frasco de cultura celular, incubado em
estufa a 37°C e 5 % de CO, (3110 CO, Water Jacketed Incubator, Thermo Fisher,
Waltham, Estados Unidos). A cada 48 horas, o meio de cultura dos frascos foi

substituido.

Periodicamente, as células, mantidas em frascos de cultura celular, foram observadas
em microscopio de luz invertido (CARL ZEISS Axiovert 25 Inverted Microscope 1050-
705, Oberkochen, Alemanha) para monitorar parametros como morfologia, crescimento
celular e possiveis contaminantes. Apds as células atingirem confluéncia adequada,
elas foram tripsinizadas. Ap6s trés tripsinizaces em um mesmo frasco, a suspensao de
células foi transferida para um novo frasco de cultivo. Nenhuma cultura celular sofreu

mais que vinte tripsinizagoes.

Para coletar as células, adicionou-se 1,0 mL de tripsina, posteriormente inativada com
meio DMEM completo. A suspenséo obtida foi centrifugada a uma velocidade de 2000

rom por 5 minutos e suspensa em 1,0 mL de meio de cultura DMEM completo. As
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células obtidas foram inseridas em placas de 96 pocos a uma concentracdo de 5x10°
células/pocgo, sendo mantidas em estufa (5% de CO, a 37 °C) e incubadas por 24
horas. Na sequéncia, preparacdes com diferentes concentracdes de esclareol (1,9; 3,8;
7,5; 15,0; 30,0; 60,0; 120,0 uM) foram diluidas diretamente em meio de cultura,
adicionadas nos pogos, e mantidas incubadas por 24 horas em estufa (5% de CO,, a 37
°C). O esclareol foi solubilizado em DMSO, de modo que a maxima concentracao de

DMSO em um poco nunca chegasse a 0,5% Vv/v.

Apébs 24 horas de incubacdo com as preparacdes, todo o conteudo dos pocos foi
removido. Na sequéncia, 40 L de DMEM completo e 10 pL de CTB® foram adicionados
aos poc¢os com as ceélulas. As amostras foram mantidas, em média, por duas horas em
estufa (5% de CO,, a 37 °C). Apods o periodo de incubacéo foi feita a leitura das placas
no equipamento Cytation 5 (BioTek, Winooski, Estados Unidos) pela intensidade da
fluorescéncia, nos seguintes comprimentos de onda: 560 nm para excitacdo e 590/10

nm para emissao.

3.2.3.2 Avaliacao do ciclo celular

Foram plaqueadas 2 x10° células/poco em placas de 24 pocos, sendo estas mantidas
em estufa (5% de CO,, a 37 °C) por 24 horas. Apds esse periodo, as células foram
tratadas com concentracfes equivalentes a 60 e 120 uM de esclareol. O tratamento
deu-se por 24 horas, durante o qual as células foram novamente incubadas em estufa a
37 °C em ambiente com 5% de CO,. Apés as 24 horas de incubacao, o meio foi retirado
e as células foram lavadas com PBS pH 7,4. ApGs as lavagens, as células foram
tripsinizadas, centrifugadas e o pellet obtido foi ressuspendido em solugdo HFS (50
g/mL de lodeto de Propideo em 0,1% de citrato de sodio mais 0,1% Triton X-100) e
foram incubadas a 4°C por 4 horas. A suspensao obtida foi lida em citdmetro de fluxo
FACScan (Becton Dickinson, Broken Bow, Estados Unidos). Foi usado comprimento de
onda de excitacédo de 488 nm e o filtro usado para a leitura da emissao foi o de 585/42

nm, relativos aos comprimentos de excitacdo e emissdo do lodeto de Propideo. Um
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minimo de 10 mil eventos foram avaliados para cada analise. Usou-se como controle

negativo, o DMSO na mesma concentracdo usada para solubilizar o esclareol livre.

3.2.4 Anélise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os dados foram apresentados
como média + DP (desvio-padrdo). As analises estatisticas foram realizadas por meio
de analise de variancia (ANOVA). Para diferencas entre as caracteristicas fisico-
guimicas (tamanho, IP e potencial zeta) e para avaliar a diferenca entre cada fase do
ciclo celular entre os tratamentos, usou-se ANOVA de uma via; para avaliar a diferenga
entre as curvas de citotoxicidade, usou-se ANOVA de duas vias. Pés-teste t foi usado
para avaliar a diferenca entre os pares de grupos. Valores de P menores que 0,05

foram considerados significativos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagéo fisico-quimica e comparacado entre NLS e CLN carreando
esclareol

Dois tipos de nanoparticulas lipidicas distintas foram preparados para a encapsulagéao
do esclareol: uma NLS (aqui chamada de NLS-Esclareol) e um CLN (aqui chamado de
CLN-Esclareol).

A diferenca entre os dois tipos de formulacao consiste, assim, na composicédo da matriz
lipidica. Enquanto para a NLS-Esclareol, a matriz lipidica consiste apenas do lipidio
sélido Compritol (dibenehato de glicerila com presenca de mono e triglicerideos do
acido behénico), para o CLN-Esclareol, a matriz lipidica tem além do Compritol, um
lipidio liquido em sua composi¢do: o 0leo de amendoim (um triglicerideo de cadeia

longa).
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Os resultados para didmetro médio, indice de polidispersdo (IP) e potencial zeta de

ambas as formulacdes sdo mostrados na Tabela 2.

N&o foram vistas diferencas para os trés parametros analisados entre os quatro grupos
analisados (NLS Brancas X CLN brancos X NLS-Esclareol x CLN-Esclareol). A
auséncia de diferencas significativas entre as NLS e os CLN, pode ser atribuida a baixa
concentracdo de lipidio liquido (6leo de amendoim) nos CLN (20% da matriz lipidica).
Trabalhos anteriores ja mostraram que CLN tendem a apresentar tamanho médio
menor do que as respectivas NLS (BONDI et al., 2014; HAN et al., 2014; PAN;
TIKEKAR; NITIN, 2016), o que nao foi visto no presente trabalho. Contudo, nesses
trabalhos, a concentracéo do lipidio liquido na matriz lipidica foi geralmente maior do

gue aquela usada no presente estudo.

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas de NLS e CLN carreando esclareol.

NLS- Branco NLS-Esclareol CLN-Branco CLN-Esclareol
Diametro 126 £ 6 127 + 16 124 + 8 115+5
meédio (nm)
IP 0,26 + 0,01 0,30 + 0,05 0,25 + 0,03 0,23+ 0,02
Potencial zeta
26+ 2 27+ 2 27+4 22 +7
(mV)

Dessa forma, os carreadores preparados apresentaram tamanho desejado para a
administracdo venosa visando um target passivo; um indice de polidisperséo baixo (até
0,30) e um potencial zeta negativo, que promovera estabilidade eletrostatica entre as
nanoparticulas formadas (esse potencial zeta negativo é devido, provavelmente, ao
acido oleico usado como co-surfactante, que— desprotonado no pH da formulacdo—

apresenta carga negativa devido ao seu grupo carboxilato).
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As NLS e os CLN contendo esclareol foram avaliados quanto & sua morfologia por
Microscopia de Forca Atbmica (AFM). As imagens estdo representadas na Figura 13.
Imagens por AFM sao talvez a técnica microscopica mais usada para se averiguar a
morfologia de nanossistemas devido a facilidade de analise (WANG et al., 2012). Tanto
para os CLN, quanto para as NLS, viu-se uma presenca de particulas de formato
tendendo ao esférico e também de formatos mais irregulares. Tal comportamento
irregular € comum para esses sistemas, ja tendo sido relatado por outros autores (AJl
ALEX et al., 2011; PATEL et al., 2014; YANG et al., 2013).

Foram encontradas particulas com tamanho similar ao obervado nas andlises de
didmetro médio realizadas por DLS (120-130 nm). Contudo, a maioria das particulas
apresentava tamanho menor (entre 40 e 100 nm). Esses achados estdo em
consonancia com dados obtidos na avaliacdo da distribuicdo pelo DLS por numero.
Nela, a grande maioria das particulas, tanto nas NLS quanto nos CLN, tinha tamanho
menor do que o valor médio encontrado (120-130 nm). O valor de tamanho médio
encontrado pelo DLS pode ser atribuido, assim, a presenca de algumas particulas na
escala micrométrica, o que pdde ser verificado pela distribuicdo de particulas por
volume pelo DLS foi realizada (dados ndo mostrados).

Vale ressaltar que no processo de producdo das NLS e dos CLN, ndo had um
procedimento de calibracdo de tamanho (como a extrusdo), assim, inexoravelmente,
havera particulas de tamanho maior. Por mais, que elas representem uma parcela
infima das particulas na formulacao, alteram o valor médio de tamanho encontrado pelo

DLS, além de aumentar o IP.
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Figura 13 - Microscopia de forga atdmica de (A) CLN e (B) NLS carreando esclareol.

A fim de se averiguar se a encapsulacdo do esclareol nas NLS e nos CLN foi efetiva,
procedeu-se a andlise das formulacdes em microscopio de luz polarizada. A presenca
de cristais de esclareol foi claramente visualizada nas amostras de NLS, quando estas
eram submetidas a luz polarizada, enquanto que essas estruturas nao foram
visualizadas para os CLN (Figura 14B). A Figura 14A da exemplo de um cristal de
esclareol visto em uma amostra de NLS. Isto pode ser atribuido, provavelmente, as
imperfeicdbes da matriz lipidica dos CLN que permitem melhor acomodacdo do
esclareol. Essas imperfeicbes da matriz lipidica, permitindo a maior acomodacao do
farmaco em CLN em comparacdo com as NLS, sédo bastante descritas na literatura
(BELOQUI et al., 2016; FANG; AL-SUWAYEH; FANG, 2013; PAN; TIKEKAR; NITIN,
2016) e sdo uma das principais razdes para o advento desse sistema frente as NLS

desde a ultima década.
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Figura 14 - Microscopia de luz polarizada de (A) NLS e (B) CLN carreando esclareol

200 ym 200 um

Avaliando-se as diferencas entre os dois sistemas testados (NLS e CLN) para carrear o
esclareol, viu-se que ambos mostraram-se bem semelhantes quanto aos parametros
avaliados. Contudo, detectou-se uma melhor encapsulacdo do esclareol em CLN
gquando em comparagdo com as NLS. Dessa maneira, os CLN foram selecionados
como sistema carreador do esclareol para as avalliagbes bioldgicas em linhagens

tumorais humanas.

4.2 Avaliacdo da atividade biolégica dos CLN carreando esclareol

Tendo-se escolhido os CLN como nanocarreadores de escolha para a encapsulacdo do
esclareol, procedeu-se, entdo, a sua avaliagdo bioldgica, bem como dos CLN brancos

(sem esclareol) e do esclareol na sua forma livre.

Avaliou-se a citotoxicidade dos trés grupos nas linhagens de adenocarcinoma de mama
humano, MDA-MB-231, e de carcinoma de c6lon humano, HCT-116. As Figuras 15 e
16 mostram os dados obtidos para as linhagens MDA-MB-231 e HCT-116,
respetivamente.
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Figura 15 - Reducé&o de viabilidade celular de células MDA-MB-231 ap6s o tratamento com
esclareol livre (ESC), CLN brancos e CLN contendo esclareol (CLN ESC). *, *** (diferenca
estatistica entre os grupos ESC e CLN ESC). * = P< 0,05; *** = P< 0,001.
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Percebe-se que em ambas as linhagens testadas, os CLN brancos ndo mostraram
citotoxicidade. Tal comportamento ndo téxico € amplamente descrito para NLS e CLN
brancos, devido a natureza atéxica dos materiais que os constituem (DOKTOROVOVA;
SOUTO; SILVA, 2014). Os valores de ICso encontrados para ambas as formas do

esclareol (encapsulada e livre) em ambas as linhagens, encontram-se na Tabela 3.
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Figura 16 - Reducéo de viabilidade celular de células HCT-116 apds o tratamento com esclareol
livre (ESC), CLN brancos e CLN contendo esclareol (CLN ESC). *, *** (diferenca estatistica entre os
grupos ESC e CLN ESC). * = P< 0,05; *** = P< 0,001.
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Tabela 3 - valores de ICs, para o esclareol livre e carreado em CLN para células MDA-MB-231 e

HCT-116
MDA-MB-231 HCT-116
Esclareol livre 28 £ 2 uM 45+ 6 uM
CLN-Esclareol 42 + 3 uM 75+ 8 pM

Para varios farmacos convencionais usados na clinica (doxorrubicina e paclitaxel, por
exemplo), costumam-se encontrar valores de 1Csp maiores para a linhagem MDA-MB-
231 do que para a linhagem HCT-116 (LI et al., 2015). Isso acontece porque a linhagem
MDA-MB-231 apresenta status mutante para a proteina p53, enquanto que a linhagem

HCT-116 apresenta status selvagem para essa proteina. Células com status mutante
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s80 mais resistentes aos farmacos cuja acdo citotoxica depende da p53 para gerar
morte celular. Como o esclareol é uma molécula que tem seu mecanismo de morte
celular independente da p53 (DIMAS et al., 2006; MAHAIRA et al.2011), esse
comportamento ndo é observado para esse diterpeno, sendo os valores de ICso do

esclareol maiores para a linhagem HCT-116.

Com relacdo a atividade citotoxica do esclareol nanoencapsulado, os valores de ICs
para os CLN foram maiores do que aqueles observados para o esclareol livre e isto
para ambas as linhagens celulares (28 + 2 vs. 42 + 3 uM para MDA-MB-231 e 45 + 6 vs.
75 = 8 uM para HCT-116). Tal comportamento de menor citotoxicidade em comparacgéo
com o farmaco livre foi relatado para a encapsulacdo do esclareol em outra
nanoestrutura, os lipossomas (HATZIANTONIOU et al., 2006; MAHAIRA et al., 2011).

Esses resultados foram explicados por duas observacOes feitas por Paradissis e
colaboradores (2007b) em experimentos de captacédo celular do esclareol: em células
HCT-116 e MCF-7, o esclareol livre teve um pico de absorcao celular em 8 horas e para
células de cancer de pulméao (H-460), em 16 horas. Contudo, quando o esclareol estava
encapsulado em lipossomas, esse pico de absorcdo ocorreu em 48 horas para células
MCF-7 e 72 horas para células HCT-116 e H-460. Assim, o esclareol encapsulado em
lipossomas necessitaria de um tempo maior de incubacéo para ter uma acéo citotoxica

maior do que aquela observada para o esclareol na forma livre.

Além disso, em células HCT-116, foi feito uma avaliacao da distribuicdo intracelular do
esclareol comparando-se o livre com o encapsulado em lipossomas. Quando livre, o
esclareol distribui-se praticamente todo no citossol. Quando em lipossomas, o esclareol
distribui-se entre a membrana plasmatica, nucleo e o citossol. Como se acredita que o
esclareol tem seu sitio de acdo nas mitocondrias (presentes no citossol), o esclareol
livre teria uma acdo mais significativa do que aquele encapsulado em lipossomas
(PARADISSIS et al., 2007a).
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Se considerarmos que um fenémeno similar ao observado para os lipossomas por
Paradissis e colaboradores (2007a, 2007b) ocorreria também para os CLN, isso poderia
explicar o maior ICsy Vvisto quando o esclareol esta encapsulado neste nanosistema:

captacao celular mais lenta e distribuicdo intracelular modificada.

Uma forma de contornar tal problema foi sugerida por Patel e colaboradores (2010).
Nesse trabalho, lipossomas carregados com esclareol e contendo um lipidio que tem
afinidade pela mitocondria (esteariltrifenilfosfobnio— STPP) foram preparados. Os
lipossomas contendo tal lipidio mostraram-se mais citotoxicos em linhagem de
carcinoma de célon humano (COLO205) do que aqueles lipossomas que ndo o
continham. Dessa maneira, um target ativo para as mitocondrias pode ser uma
alternativa para aumentar a atividade de nanocarreadores carregados com moléculas

com acgao nas mitocondrias, como se acredita que é o caso do esclareol.

Uma vez que os comportamentos da citotoxicidade entre o esclareol na sua forma livre
e em CLN foram distintos, buscou-se avaliar a distribuicdo do ciclo celular das células
apos o tratamento. Os mesmos trés grupos investigados para os testes de
citotoxicidade foram avaliados para a ditribuicdo do ciclo celular: CLN brancos, CLN
carreando esclareol (CLN ESC) e esclareol livre (ESC). Duas concentragfes de
esclareol (60 e 120 pM) foram usadas. O ciclo celular foi dividido em: sub GO0/G1,
GO0/G1, S e G2/M. A distribuicdo dos componentes do ciclo celular da linhagem MDA-
MB-231 esté descrita nas Figuras 17 e 18 e para a linhagem HCT-116, nas Figuras 19
e 20.
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Figura 17 - Distribuic&o do ciclo celular de células da linhagem MDA-MB-231 apds tratamento

com uma concentracdo de 60 uM de esclareol.

60 pM MDA-MB-231

1001
Sub G0/G1
<Z( 804 i 1 P e E G0/G1
@]
(0] — i —r— e E S
T 601 G2/M
kel
=]
2 40-
c
o
o
Xy 201
O T T L] L]
O o @ O
®6 OO @6 ((/6
3 S >
¥a <
%
A
O\/

Figura 18 - Distribuic&o do ciclo celular de células da linhagem MDA-MB-231 apds tratamento
com uma concentracdo de 120 uM de esclareol. **, *** (diferen¢a estatistica para o grupo DMSO). **
= P<0,01; *** = P< 0,001.
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Figura 19 - Distribui¢&o do ciclo celular de células da linhagem HCT-116 apds tratamento com

%conteido de DNA

uma concentracdo de 60 uM de esclareol.
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Figura 20 - Distribui¢&o do ciclo celular de células da linhagem HCT-116 apds tratamento com

uma concentracdo de 120 pM de esclareol. *, *** (diferenca estatistica para o grupo DMSO). * = P<
0,05; *** = P< 0,001.
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Os CLN nao carregados com esclareol (CLN brancos) mostraram comportamento
similar ao controle negativo (DMSO). Dessa maneira, mostra-se, mais uma vez, sua

atoxicidade.

Duas concentracdes de esclareol foram usadas para avaliacdo do ciclo celular, 60 e
120 yM. Para os tratamentos com 60 UM e para ambas as linhagens de células, as
diferencas entre os grupos com esclareol (esclareol livre e CLN esclareol) e o controle

negativo (DMSO) nao foram significativas.

Para os tratamentos com 120 pM de esclareol, observou-se diferengas no ciclo celular
das células tratadas com esclareol, na sua forma livre e nanoencapsulada. Quando se
avalia o tratamento na linhagem MDA-MB-231, percebe-se um aumento da quantidade
de DNA subdiploide (sub G0O/G1) para o tratamento com o esclareol livre e encapsulado
em CLN em comparacdo com o grupo controle (DMSO) (Figura 19). Esse aumento da
porcentagem de DNA na fase sub GO/G1 é compensada por uma diminuicdo do
conteudo de DNA na fase GO/G1l. O conteudo de DNA subdiploide € aquele que
apresenta conteudo de DNA menor que 2n. Conteldo menor que 2n surge por um
tratamento que gera fragmentacdo de moléculas de DNA. Essa fragmentacdo € um
indicativo de um processo de morte celular por apoptose (DARZYNKIEWICZ; HALICKA,;
ZHAO, 2010). No entanto, as diferencas entre o grupo esclareol livre e o CLN esclareol

nao foram significativas.

A presenca de conteudo subdiploide em experimentos de ciclo celular apds tratamento
com esclareol foi relatado previamente em outros estudos com células HCT-116, MCF-
7, MOLT-3 e H33JA-AJ13 (as duas ultimas, linhagens leucémicas humanas) (DIMAS et
al., 1999, 2001, 2006; MAHAIRA et al., 2011).

Contudo, percebeu-se que para a linhagem HCT-116, o comportamento foi diferente
daquele visto para a linhagem MDA-MBA-231 (Figura 21). O tratamento com o0
esclareol livre (120 uM) proporcionou um aumento expressivo no conteado do DNA

subdiploide quando comparado com os demais grupos. Contudo, para os CLN
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contendo esclareol, ndo se observou um aumento do DNA subdiploide. Em vez disso,
observou-se aumento da quantidade de DNA nas fases G2/M em comparacao ao grupo
controle (DMSO). Enquanto a geracdo de conteudo de DNA subdiploide pelo esclareol
ja tenha sido bem descrita na literatura, uma parada em G2/M, como vista para o
tratamento a 120 uM de CLN contendo esclareol em células HCT-116 ainda ndo havia

sido relatada.

A parada em G2/M é relatada para diversos farmacos usados correntemente na clinica
oncolégica como a doxorrubicina (GOLUNSKI et al., 2016), o paclitaxel (HAN; LEE:;
2016), a cisplatina (VOLAND et al., 2006) e o etoposideo (NAM; DOI; NAKAYAMA,
2010). Para todos esses farmacos, a parada em G2/M esta ligada a morte celular por
apoptose. Em trabalhos anteriores, ja havia sido mostrado que o esclareol gera morte
celular por apoptose (DIMAS et al., 1999, 2007; MAHAIRA et al.; PATEL et al., 2010,
2011; WANG et al., 2015), contudo, nunca com parada em G2/M. A parada em G2/M,
contudo, também ja foi relatada como um indicativo de morte celular por autofagia
(FILIPPI-CHIELA et al.,, 2011; LAMBERT et al., 2008). Assim, surge-se o0
guestionamento se esse comportamento distinto visto para as células HCT-116 quando
tratadas com o esclareol encapsulado em CLN, seria devido talvez a um novo
mecanismo de morte celular. Uma hipotese pode ser a morte celular por um mecanismo

de autofagia.

Interessante, para essa discussao, o artigo publicado por Rheman e colaboradores
(2014). Nele, varios derivados do esclareol foram sintetizados e avaliados quanto a
melhora nas suas atividades citotoxicas frente a linhagem PC-3 (cancer de préstata
humano). O melhor deles (chamado no trabalho de SS-12 e formado pelo acoplamento
de um grupo fluorobezeno a estrutura do esclareol) é avaliado quanto a sua atividade
apoptética e autofagica, tendo provocado morte celular por ambos os mecanismos. O
esclareol, no entanto, ndo gerou atividade autofagica. Viu-se também que quando se
inibia a atividade autofagica do composto SS-12, inibia-se também sua atividade

apoptotica, mostrando que sua atividade autofagica mostrava-se importante para a



65

apoptose observada. O trabalho ndo chega a discutir, contudo, o porqué de o SS-12
gerar atividade autoféagica e o esclareol, ndo.

Moléculas diferentes podem vir a ter diferentes mecanismos de distribuicao intracelular,
ao apresentarem diferentes caracteristicas fisico-quimicas (NDOLO et al., 2010). Dessa
maneira, um dos motivos dos resultados vistos por Rheman e colaboradores (2014)

pode ter sido essa diferente distribuicéo.

Como se viu anteriormente (PARADISSIS et al., 2007a), lipossomas contendo esclareol
tinham distribuicdo intracelular diferente do esclareol livre, sendo essa uma explicacao
para a sua menor citotoxicidade. Pode-se supor, entédo, que os CLN contendo esclareol
também tenham distribuicdo intracelular diferente da molécula livre, podendo
apresentar, por conta disso, um diferente tipo de morte celular, como a autofagia.
Ademais, Panzerine e colaboradores (2013) ressaltam que nanoparticulas podem

estimular processos autofagicos.

Dessa maneira, fica como perspectiva para esse trabalho, a andlise se a parada em
G2/M em células HCT-116, causada por CLN carreando esclareol é devida a um

processo autofagico.

5 CONCLUSOES

Conclui-se com esse capitulo que é possivel a encapsulacdo do esclareol em
carreadores lipidicos como NLS e CLN. Entre as NLS e os CLN formulados, ndo foram
encontradas diferencas subtanciais, contudo, a presenca de cristais de esclareol nas

NLS e ndo nos CLN indicam que o ultimo é um melhor sistema para sua encapsulacao.

Quando os CLN contendo esclareol foram comparados com o esclareol livre quanto a
sua citotoxicidade, viu-se que os CLN sdo menos citotdxicos que o esclareol livre nas
linhagens estudadas quando os grupos séo incubados com as células pelo periodo de

24 horas. Na analise de ciclo celular, viu-se que o esclareol livre gera conteudo
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subdiploide. Ja quando se avaliou os CLN carregados com esclareol, ocorreu uma
geracdo de DNA subdiploide na linhagem MDA-MB-231, mas ndo nas células HCT-116,
sendo observada para esta linhagem, uma parada na fase G2/M. Estudos
subsequentes mostrardo se esse comportamento distinto na linhagem HCT-116 reflete

um diferente mecanismo de morte celular para os CLN carregando esclareol.

De qualquer maneira, mesmo com a menor citotoxicidade apresentada pelos CLN, os
dados desse capitulo sdo importantes ao mostrar a possibilidade de encapsulacdo do
esclareol. Isso porque a administracéo in vivo do esclareol € inviabilizada na sua forma
livre, mas pode ocorrer se ele estiver encapsulado em nanocarreadores. Assim, os CLN

formulados podem ser uma alternativa para a veiculacao do esclareol.



CAPITULO Il

Desenvolvimento e avaliacdo do potencial biolégico de carreadores lipidicos
nanoestruturados carreando esclareol e doxorrubicina
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1. INTRODUCAO

No Capitulo I, CLN carregados com esclareol foram desenvolvidos e avaliados. Vistos
0s grandes beneficios que se pode obter ao combinar duas moléculas biologicamente
ativas em um mesmo tratamento, buscou-se, nessa etapa do trabalho, avaliar os efeitos

da combinac¢éo do esclareol com o antitumoral antraciclico doxorrubicina.

A doxorrubicina € um farmaco largamente utilizado para o tratamento de diversos
tumores sodlidos, linfomas, sarcomas, além de ser uma opcdo terapéutica para
virtualmente todos os tipos de céanceres (CARVALHO et al., 2009; TACAR,
SRIAMORNSAK; DASS, 2012). Em dois trabalhos anteriores, Dimas e colaboradores
(2006) e Perche e Torchilin (2012) jA mostraram que a combinacédo entre o esclareol e a
doxorrubicina gerou um efeito citotoxico e citostatico sinérgico nas linhagens de cancer

avaliadas.

Pretende-se, nessa etapa do presente trabalho, potencializar o efeito biol6gico dos CLN
contendo esclareol, desenvolvidos previamente, com a adigdo, neles, da antraciclina
doxorrubicina. Perche e Torchilin (2012) viram em estudo in vitro realizado com células
de cancer de ovério que quando a doxorrubicina e o esclareol eram adicionados no
mesmo momento nas células avaliadas, havia maior efeito citotoxico do que quando as
moléculas eram adicionadas em momentos distintos. A presenca de ambas as
moléculas em um mesmo nanocarreador permite que as duas substancias cheguem

conjuntamente ao mesmo sitio celular, potencializado o seu efeito, portanto.

Ademais, a doxorrubicina quando veiculada em sistemas nanoestruturados
(lipossomas) mostra-se menos cardiotoxica em cancer de mama metastatico, menos
leucopénica em céancer de ovario metastatico e menos neutropénica em ambos
(STYLIANOPULOS; JAIN, 2015). Dessa maneira, a co-encapsulacéo da doxorrubicina
e do esclareol em CLN permite que o esclareol seja veiculado para a administracao in

vivo, que a doxorrubicina apresente uma menor toxocicidade e possibilitaria que as
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duas moléculas cheguem conjuntamente ao sitio celular tumoral, potencializando seus

efeitos.

Dessa maneira, o Capitulo Il tratara do desenvolvimento de CLN contendo
doxorrubicina e esclareol, sua caracterizacdo fisico-quimica e sua avaliacdo biologica

em linhagem tumoral de adenocarcinoma de mama humano (MDA-MB-231).

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Desenvolver CLN contendo doxorrubicina e esclareol e avaliar seus parametros
fisico-quimicos (tamanho médio, indice de polidispersdo, potencial zeta,
encapsulacdo da doxorrubicina e do esclareol);

2- Avaliar a liberacdo da doxorrubicina dos CLN contendo doxorrubicina e esclareol;

3- Determinar o sinergismo da combinacao doxorrubicina/esclareol em linhagem MDA-
MB-231 no que tange ao seu efeito citotoxico;

4- Determinar a reducdo da viabilidade celular dos CLN contendo doxorrubicina e

esclareol em linhagem tumoral humana MDA MB-231.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Cloridrato de Doxorribicina foi adquirido da ACIC Chemicals (Ontario, Canada).
Tetraidrofurano (THF) e Metanol (MeOH) foram adquiridos da Tedia (Fairfield, Estados

Unidos). O restante do material usado foi 0 mesmo descrito no item 3.1 do Capitulo I.

3.2Métodos

3.2.1 Preparo das formulacdes

O método de producdo dos CLN € o mesmo mostrado no item 3.2.1 do Capitulo I.

Foram desenvolvidas duas formulacbes contendo doxorrubicina e esclareol,



70

apresentando como diferenca entre elas apenas a concentracdo de esclareol. Elas
foram chamadas de CLN-DOX-ESC 0,05 e CLN-DOX-ESC 0,20. A composi¢cado das
formulacbes estd descrita na Tabela 4. O método para a encapsulacdo da
doxorrubicina foi o do par i6nico. A Figura 21 representa o racional dessa metodologia.
A trietanolamina foi usada como base de escolha para desprotonar a amina da porcao
glicosidica da doxorrubicina, enquanto o &cido oleico foi o0 &cido graxo de escolha para,
em uma reacdo acido-base, conjugar-se com 0 nitrogénio agora livre da amina em

guestao, aumentando a hidrofobicidade do conjugado.

Figura 21 - Formag&do do par idnico entre a doxorrubicina e o &acido oleico. (A) Formagédo da

doxorrubicina base livre e (B) ligag&o idnica entre a doxorrubicina base livre e 0 4cido oleico.
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Tabela 4 - Composicdo dos CLN carreando doxorrubicina e esclareol.

(Yop/v) (Yop/v)
CLN-DOX- ESC CLN-DOX-ESC
0,05 0,20
Compritol 1,20 1,20
Oleo de 0,30 0,30
Amendoim
Tween 80 0,80 0,80
EFO Trietanolamina 0,06 0,06
Acido Oleico 0,10 0,10
Cloridrato de 0,05 0,05
Doxorrubicina
Esclareol 0,05 0,20
FA Agua ultrapura 100 100
(9.s-p)

3.2.2 Caracterizacao das formulacoes

3.2.2.1 Diametro das particulas

A determinagdo do didmetro médio dos CLN foi realizada da mesma maneira

apresentada no item 3.2.2.1 do Capitulo I.
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3.2.2.2 Potencial zeta

A determinacdo do potencial zeta dos CLN foi realizada da mesma maneira

apresentada no item 3.2.2.2 do Capitulo 1.

3.2.2.3 Microscopia de luz polarizada

A visualizagdo de cristais de esclareol presentes nos CLN foi realizada da mesma

maneira apresentada no item 3.2.2.3 do Capitulo I.

3.2.2.4 Determinacédo do teor de encapsulacado da doxorrubicina

A deteccao da doxorrubicina foi feita através de andlises de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE). As analises foram realizadas utilizando-se uma coluna de fase
reversa (Cg, 250 x 4.6 mm, 5um) (ACE, Aberdeen, Reino Unido). A fase mdvel foi
composta por uma mistura de MeOH: tampé&o fosfato 0,01 M pH 3 (65:35). A detecc¢ao
da doxorrubicina se deu através de um detector de fluorescéncia com comprimento de
onda de emissdo a 470 nm e excitagdo a 555 nm. O fluxo foi de 1,0 mL/minuto e o
volume de injecdo foi de 20 pL (Mddulo de bomba isocratica Waters 515, injetor
automatico Waters 717 Plus e detector Waters 474; Milford, Estados Unidos).

Para se determinar o Teor de Encapsulagéo (TE) da doxorrubicina nas formulacdes foi
utilizado o método de ultrafiltracdo descrito a seguir, sendo a EE (%) calculada pela

seguinte férmula (1):

TE (%) = (Doxorrubicina total — Doxorrubicina ultrafiltrada) x 100 (2)

Doxorrubicina total

Onde:
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Doxorrubicina ultrafiltrada = Corresponde a doxorrubicina solivel em &gua. A
concentracdo da doxorrubicina soltvel foi avaliada ap6és a ultrafiltracéo realizada com o
dispositivo Amicon® 10 k (Milipore, Billerica, Estados Unidos) submetido & centrifugacao
(Heraus Multifuge X1R, Thermo Scientific, Waltham, EUA) a 2400 rpm por 10 minutos.
Os dispositivos foram previamente tratados com solucdo aquosa de Tween" 20 para
inibir adsorcdo da doxorrubicina. Uma aliquota de 500 pL do ultrafiltrado foi diluida em

baldo volumétrico de 10 mL com fase mdvel, sendo apos analisada por CLAE.

Doxorrubicina total = Corresponde a doxorrubicina solivel em &agua mais aquela
encapsulada nos CLN. Para a andlise do teor total de doxorrubicina, uma aliquota de
200 uyL da formulacado foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL. Foram
adicionados 4 mL de THF ao baldo para que houvesse a solubilizacdo dos CLN. Em
seguida, o volume do baldo foi completado com MeOH. A dispersao obtida foi
centrifugada a 2400 rpm por 10 minutos para precipitacdo da massa lipidica. Uma
aliquota de 1 mL do sobrenadante foi retirada e diluida em fase movel em um baléo
volumétrico para um volume de 25 mL. Em seguida, o seu conteudo foi analisado por
CLAE.

Para obtencdo da curva analitica de linearidade da doxorrubicina, pesou-se 50 mg de
cloridrato de doxorrubicina em um baldo volumétrico de 50 mL. O volume foi
completado para 50 mL com uma mistura de agua/MeOH na proporcdo de 1:1.
Utilizando uma pipeta volumétrica transferiu-se 10 mL da solugdo 1 mg/mL para um
baldo volumétrico de 100 mL. O volume foi completado para 100 mL utilizando-se fase
movel, obtendo-se uma solucdo na concentracdo de 100 pg/mL. A partir da solucao de
100 pg/mL, foram preparadas solugbes com as seguintes concentragdes: 62,5 ng/mL,
125 ng/mL, 250 ng/mL, 500 ng/mL, 1000 ng/mL e 2000 ng/mL, diluindo-as também com

fase movel. Cada diluicdo foi realizada em triplicata.
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3.2.2.5 Avaliacdo da doxorrubicina liberada das formulacdes

A fim de se avaliar a liberagdo da doxorrubicina presente nos nanocarreadores
formulados, foi realizado estudo de liberacdo por didlise. 2 mL dos CLN foram
colocados em um saco de dialise (membrana de éster de celulose, diametro de 33 mm,
cut-off de 14 KDa/Sigma-Aldrich, Steinheim Albuch, Alemanha). Os sacos de dialise
foram colocados em frascos contendo 50 mL de tampéo PBS 7,4. Esses frascos foram
mantidos na temperatura de 37°C e sob agitacdo magnética. Nos seguintes tempos (1,
2, 4, 8 e 24 horas), 500 pyL do meio receptor foi retirado e a concentracdo de
doxorrubicina foi determinada por CLAE. Do mesmo modo, solu¢cdo de cloridrato de
doxorrubicina na concentracado de 0,5 mg/mL foi também submetida ao estudo e teve
seu perfil de liberacdo de doxorrubicina construido. A liberacdo de todos os grupos
(CLN-DOX-ESC 0,05, CLN-DOX-ESC 0,20 e solucao de cloridrato de doxorrubicina 0,5
mg/mL) foi avaliada em triplicata.

3.2.3. Avaliacao Bioldgica dos CLN-Doxorrubicina-Esclareol

3.2.3.1 Avaliacao da viabilidade celular

Para se determinar a atividade citotoxica dos CLN carregados com esclareol e
doxorrubicina, bem como da doxorrubicina e do esclareol livres, foi utilizada uma

linhagem de cancer de mama humano, MDA MB-231.

A viabilidade celular foi avaliada utilizando-se o CTB® com o mesmo protocolo descrito

no item 3.2.3.1 do Capitulo I.

Plaqueou-se 5x10° células/poco, as quais foram mantidas em estufa (5% de CO,, a 37
°C) e incubadas por 24 horas. Na sequéncia, o meio de cultura foi removido e as
preparacdes com diferentes concentragcdes de doxorrubicina (0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16
uM) foram diluidas diretamente em meio de cultura, e mantidas incubadas por 24 horas
em estufa (5% de CO,, a 37 °C). Considerando que duas razdes molares entre
doxorrubicina: esclareol foram usadas nas formulagbes (1:1,9 para os CLN-DOX-ESC
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0,05 e 1:7,5 para os CLN-DOX-ESC 0,20), as concentragfes de esclareol testadas
foram 0,47; 0,94; 1,875, 3,75; 7,5, 15,0; 30,0 puM (para a razdo molar
doxorrrubicina:esclareol 1:1,9) e 1,875; 3,75; 7,5; 15,0; 30,0; 60,0; 120,0 uM (para a
razado molar doxorrrubicina:esclareol 1:7,5). Da mesma maneira descrita no item 3.2.3.1
do Capitulo I, o esclareol foi solubilizado primeiramente em DMSO e depois diluido e
meio de cultura. A concentracdo méxima de DMSO em um poco sempre foi menor que
0,5% v/v.

Decorridas 24 horas, as placas foram lavadas trés vezes com PBS 7,4. Apés, 40 uL de
DMEM completo e 10 pL de CTB foram adicionados em cada pog¢o. As amostras foram
mantidas, em média, por duas horas em estufa (5% de CO,, a 37 °C). ApGs o periodo
de incubacdo, foi feita a leitura das placas pela intensidade da fluorescéncia, nos
seguintes comprimentos de onda: 560 nm para excitacao e 590/10 nm para emisséo no
equipamento Cytation 5 (BioTek, Winooski, Estados Unidos).

3.2.3.2 Avaliacao do sinergismo entre a doxorrubicina e o esclareol

Os resultados obtidos para os testes de viabilidade celular foram fornecidos ao software
CompuSyn® (CompuSyn Inc., Paramus, Estados Unidos). O software calculou o Cl
(combination index ou indice de combinacdo) entre as moléculas, dando a informacao
sobre o efeito aditivo, antagbnico ou sinérgico entre elas. A Tabela 5 mostra a relacéo

entre o Cl e o sinergismo (ou antagonismo) de uma combinacao.

3.2.4 Anélise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os dados foram apresentados
como média + DP. As analises estatisticas foram realizadas por meio de ANOVA. Para
diferencas entre as caracteristicas fisico-quimicas (tamanho, IP, potencial zeta e teor de
encapsulacdo da doxorrubicina) usou-se ANOVA de uma via e para avaliar a diferenca

entre as curvas de citotoxicidade, usou-se ANOVA de duas vias. Pés-teste t foi usado
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para avaliar a diferenca entre os pares de grupos. Valores de P menores que 0,05

foram considerados significativos.

Tabela 5 - valores de Cl e efeito combinado correspondente.

Intervalo do CI

Descricéo do Efeito

<0,1 Sinergismo muito forte
0,1-0,3 Forte sinergismo
0,3-0,7 Sinergismo
0,7-0,85 Sinergismo moderado
0,85-0,9 Sinergismo discreto
09-1,1 Aditivo
1,1-1,2 Antagonismo discreto
1,2-1,45 Antagonismo moderado
1,45-3,3 Antagonismo
3,3-10 Forte antagonismo
> 10 Antagonismo muito forte

Adaptado de CHOU, 2006.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao fisico-quimica e comparacao entre CLN carreando
doxorrubicina e diferentes quantidades de esclareol

A curva de calibracdo para a quantificacdo de cloridrato de doxorrubicina por CLAE esta

representada na Figura 22. A equacao da reta obtida com a analise de regressao linear

foiy = 11106x - 283883. O coeficiente de correlacéo linear mostrou-se satisfatorio (r2 =

0,9992).
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Figura 22 - Curva de linearidade obtida para a doxorrubicina por CLAE.
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Foram desenvolvidos CLN contendo doxorrubicina e com duas concentragbes de
esclareol (0,05 e 0,2% p/v). Os parametros fisico-quimicos encontrados para 0s
carreadores formulados estdo descritos na Tabela 6. Os CLN com 0,05% p/v de
esclareol serdo chamado de CLN-DOX-ESC 0,05 e os CLN com 0,2% p/v serdo
chamados de CLN-DOX-ESC 0,20.

N&o foi encontrada nenhuma diferenca entre os parametros fisico-quimicos dos CLN
formulados, indicando que a quantidade de esclareol parece nao interferir nos
pardmetros avaliados. O tamanho médio dos CLN foi apropriado para uma
administracdo endovenosa, o IP foi baixo e virtualmente toda a doxorrubicina foi

encapsulada (devido a formacao do par ibnico entre a doxorrubicina e o acido oleico).



78

Tabela 6 - Caracteristicas fisico-quimicas de CLN carreando esclareol e doxorrubicina

CLN-DOX- | CLN-DOX-
ESC 0,05 | ESC 0,20
Diametro 119+ 3 123 +2
médio (nm)

IP 0,24 +£0,02 | 0,26 + 0,01
Potencial -27 £ 10 -19+2
zeta (mV)

Teor de
encapsulacéo 990 981
da DOX (%)

E descrito que valores de potencial zeta com mddulo maior que 30 s&o ideais para a
estabilizacdo elestrotatica de nanoparticulas (BENITA; LEVY, 1993). No entanto, a
estabilizacdo de sistemas coloidais também pode se dar por impedimento estérico
(FLORENCE; ATTWOOD, 2006). O Tween 80, usado como surfactante nas
formulac@es, apresenta uma cadeia polimérica de 6xido de etileno em sua composicao,
conferindo assim um impedimento estérico aos CLN formulados. Isso da estabilidade as
formulacbes, mesmo que os valores de potencial zeta encontrados apresentem maodulo

inferior a 30.

Foi avaliada também a presenca de cristais de esclareol em ambas as formulacdes por
microscopia de luz polarizada (Figura 23). Visualizou-se a presenca de cristais de
esclareol nos CLN-DOX-ESC 0,20, ndo sendo o mesmo visto para os CLN-DOX-ESC
0,05. No Capitulo I, os CLN formulados com 0,2% p/v de esclareol ndo apresentaram

cristais de esclareol quando vistos sob o0 microscopio de luz polarizada. Isso mostra que
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a presenca da doxorrubicina, interfere na encapsulagéo do esclareol, favorecendo a sua
expulséo dos CLN.

Figura 23 - Microscopia de luz polarizada dos (A) CLN-DOX-ESC 0,05 e dos
(B) CLN-DOX-ESC 0,20.

200 pm

A fim de avaliar como € o comportamento da liberacdo da doxorrubicina encapsulada
em CLN e sua forma livre (cloridrato, DOX. HCI), procedeu-se o estudo de liberacdo em
meio PBS pH 7,40 (Figura 24). Em 24 horas, a liberagdo da doxorrubicina livre, na
forma de cloridrato, foi proxima de 80% (78 + 3%), quando presente em solucéo
aguosa. Por outro lado, a liberacdo da doxorrubicina a partir dos CLN foi muito menor
do que aquela observada para a forma livre: da ordem de 30% para os CLN-DOX-ESC
0,05 (33 £ 5%) e da ordem de 40% para os CLN-DOX-ESC 0,20 (40 + 4%).

Tais dados sugerem que h& uma liberacdo controlada de doxorrubicina quando
encapsulada em CLN. Vérios trabalhos da literatura mostram uma liberagcdo menor de
um farmaco quando encapsulado em NLS e CLN em comparag¢do com sua forma livre
(LV et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016; SHAO et al., 2015). Isso se da pelo fato de que
quando o farmaco estd na sua forma livre, a liberacdo se da pelo simples mecanismo
de difusédo da frag&o livre no saco de didlise para o meio receptor. Contudo, quando o
farmaco esta encapsulado, € necessario um mecanismo que o libere da nanoestrutura:
eroséo, desintegragcédo ou desadsorcao (RHAMAN et al., 2014), fazendo com que esse

processo seja mais lento do que o visto para a solugéo do farmaco livre.
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Figura 24 - Liberag&o da doxorrubicina na sua forma livre (DOX.HCI) e em CLN em PBS pH 7,40.
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Vé-se na Figura 24, uma liberacgéo inicial rapida da doxorrubicina seguida de um platé,

para ambos os CLN. Esse comportamento é bastante caracteristico para a liberacao de

farmacos a partir de NLS e CLN (SELVAMUTHUKUMAR; VELMURUGAN, 2012). Essa

liberacao relativamente rapida da doxorrubicina no inicio do estudo pode ser atribuida a

fracdo do farmaco que esta presente na superficie externa da nanoparticula (RHAMAN

et al., 2014), enquanto que o platd visto subsequentemente refere-se a fracdo presente

no interior da particula e que tem mais dificuldade de ser liberada.

Mussi e colaboradores (2015) encontraram uma liberagéo por volta de 40% menor de

doxorrubicina encapsulada em CLN em comparacdo com uma solucéo de cloridrato de

doxorrubicina e esse achado esta em consonéancia com os dados descritos no presente

trabalho. Nesse estudo, o método de encapsulagdo da doxorrubicina também foi o do

par idnico, utilizando-se também o acido oleico como contra-ion de escolha.
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Quando se compara os CLN-DOX-ESC 0,05 com os CLN-DOX-ESC 0,20, vé-se que a
liberagdo da doxorrubicina foi menor nos CLN com menor concentragdo de esclareol.
Isso se deve, provavelmente, a uma desestruturacdo da matriz lipidica provocada pela
presenca do esclareol. Assim, a saida da doxorrubicina fica facilitada nos CLN com uma
maior quantidade do diterpeno. Como se deseja uma liberacdo mais controlada da
doxorrubicina, visando que ela seja entregue somente no sitio tumoral, uma liberacao
menor de doxorrubicina como a vista para os CLN-DOX-ESC 0,05, mostra-se mais

vantajosa.

4.2 Avaliacéo da atividade biologica dos CLN carreando esclareol e doxorrubicina

Visando avaliar se a combinacdo doxorrubicina: esclareol tem efeito sinérgico, as duas
moléculas foram encapsuladas em CLN como mostrado no item 4.1 desse capitulo.
Nessa segunda etapa, a combinacdo entre as duas moléculas foi avaliada tanto na
forma livre, quanto encapsulada em CLN, na linhagem de adenocarcinoma de mama
humano, MDA-MB-231.

Foram desenvolvidos dois CLN, um como 0,05% p/v de esclareol e outro com 0,20%
p/v. A concentracdo de doxorrubicina foi a mesma em ambos, 0,05% p/v. Dessa
maneira, a razao p/p de doxorrubicina/esclareol nos CLN foi de 1:1 e de 1:4. Quando se
passa essa razdo p/p para uma razao molar, encontram-se as seguintes razdes

doxorrubicina: esclareol— 1:1,9 e 1:7,5.

Essas duas razbes molares foram avaliadas na sua forma livre. Os resultados
encontram-se nas Figuras 25 e 26. Na Figura 25, percebe-se que a combinacéo
doxorrubicina: esclareol na razdo 1:1,9 gera maior citotoxicidade do que aquela
observada para cada farmaco isolado. Na Figura 26, contudo, viu-se que a combinacao
entre os dois farmacos na razdo 1:7,5 gerava uma citotoxicidade maior do que aquela
observada para a doxorrubicina isolada, porém menor do que aquela observada para o
esclareol. A fim de calcular os valores de CIl para as combina¢cfes nessas duas razoes,

inseriu-se os dados no software CompuSyn®. O Cl pode ser expresso para qualquer
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fracdo de morte celular, tendo um valor diferente para cada um deles. Foi escolhido
representar o Cl apenas para o Fasp (onde ha morte de 50% das células). Os valores
encontrados estdo descritos na Tabela 7. Viu-se que na razdo molar doxorrubicina:
esclareol 1:1,9, o diterpeno e a antraciclina apresentam atividade sinérgica, enquanto

gue na na razao molar 1:7.5, os dois apresentam atividade antagonica.

Figura 25 - Citotoxicidade da doxorrubicina e do esclarel nas suas formas livres isolados ou em
combinacdo narazao molar 1:1,9 em linhagem MDA-MB-231. *** (diferenca estatistica para os
grupos DOX LIVRE e ESC LIVRE). *** = P<0,001.
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Figura 26 - Citotoxicidade da doxorrubicina e do esclarel nas suas formas livres isolados ou em
combinacdo narazao molar 1:7,5 em linhagem MDA-MB-231. *** (diferenca estatistica para os
grupos DOX LIVRE e DOX 1:7.5 ESC LIVRES). *** = P< 0,001.
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E importante frisar que nem toda raz&o entre duas moléculas que apresentam acéo
citotoxica vai ser sinérgica. Os mecanismos de morte celular de moléculas citotoxicas
varias vezes sdo semelhantes, sendo que certas razdes entre as moléculas podem
gerar inibicdo desse mecanismo, enguanto outras os potencializam (CHOU et al.,
2006).

Um interessante exemplo € o do trabalho de Rai e colaboradores (2016). Nele, testam-
se diferentes razbes molares entre a doxorrubicina e o resveratrol em células da
linhagem MDA-MB-231. Com pequenas mudancgas na razao entre as duas moléculas,
variou-se o valor de CI de 0,49 até 1,27. Isso mostra que mais do que combinar duas
moléculas com mesma atividade terapéutica, deve-se ater as quais proporcoes, a

combinacao gera ganho de atividade.
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Tabela 7 - IC5, do esclareol e da doxorrubicina nas suas formas livres e o Cl entre eles nas duas
razbes avaliadas em linhagem MDA-MB-231. Entre parénteses a contribuicdo de cada uma das

moléculas para o valor de ICs, € mostrada.

ICs0 Cl
(Faso)
DOX 34 £ 8 uM
ESC 28+ 2 uM
DOX/ESC 9,6 +1,3uM 0,35
1:1,9
(3,3 UM DOX + 6,3 UM
ESC)
DOX/ESC 83 + 6 UM 3,11
1:7,5

(10 uM DOX + 73 pM
ESC)

Faz-se necessario, contudo, avaliar se 0 comportamento visto para as moléculas livres
se mantém quando estas estdo encapsuladas em CLN. A Figura 27 mostra a atividade
citotoxica para os CLN brancos, CLN contendo apenas doxorrubicina (CLN-DOX), CLN
contendo apenas esclareol a 0,05% p/v (CLN-ESC 0,05) e CLN co-encapsulando
doxorrubicina + esclareol (CLN-DOX-ESC 0,05). A Figura 28 mostra a citotoxicidade
dos CLN contendo apenas esclareol a 0,2% p/v (CLN-ESC 0,20) e CLN co-
encapsulando doxorrubicina + esclareol (CLN-DOX-ESC 0,20), além dos respectivos

controles (CLN brancos e CLN contendo apenas doxorrubicina).
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Figura 27 - Citotoxicidade da doxorrubicina e do esclareol encapsulados em CLN (CLN-ESC

0,05; CLN-DOX; CLN-DOX-ESC 0,05) em linhagem MDA-MB-231. *, *** (diferenca estatistica para o
grupo CLN-DOX). * = P< 0,05; *** = P< 0,001.
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Da mesma maneira que se viu para as moléculas livres, encontra-se 0 mesmo
comportamento para os CLN em relacdo ao sinergismo/antagonismo da combinacéao.
Na razdo molar doxorrubicina: esclareol 1:1,9, a citotoxidade induzida pelos CLN-DOX-
ESC 0,05 foi significativamente maior do que aquela observada para os CLN-ESC 0,05
e 0s CLN-DOX (Figura 27). Em contraste, na razdo molar doxorrubicina: esclareol
1.7,5, a citotoxidade induzida pelos CLN-DOX-ESC 0,20 foi significativamente menor do
gue aquela observada para os CLN-ESC 0,20 mostrando vantagem somente quando

comparada com os CLN-DOX (Figura 28).



86

Figura 28 - Citotoxicidade da doxorrubicina e do esclareol encapsulados em CLN (CLN-ESC
0,20; CLN-DOX; CLN-DOX-ESC 0,20), em linhagem MDA-MB-231. *** (diferenca estatistica para os
grupos CLN-DOX e CLN-DOX-ESC 0,20). *** = P< 0,001.
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A Tabela 8 mostra os valores de ICso para os CLN contendo doxorrubicina e esclareol e
os respectivos Cl. O valor de ICsg para os CLN-DOX-ESC 0,05 (20 £ 4 pM) foi

signicativamente menor do que aquele observado para os CLN-DOX-ESC 0,2 (91 £ 14

HUM). Percebe-se que quando a combinagdo doxorrubicina: esclareol est4 encapsulada

em CLN, ela se apresenta menos citotéxica do que a combinacao livre e isto para

ambas as razdes molares. Para a razdo molar 1:1,9, os valores do ICsy para a
combinacgao livre e para os CLN-DOX-ESC 0,05 foram de 9,6 £ 1,3 uM e 20 + 4 M,
respectivamente. Quando se analisa a razdo molar 1:7,5, os valores do ICsy para a
combinacgao livre e para os CLN-DOX-ESC 0,2 foram de 83 £+ 6 uM e 91 £ 14 uM,
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respectivamente. Essa menor citotoxicidade interfere também nos valores calculados de
Cl.

Tabela 8 - IC5, dos CLN carreando o esclareol e a doxorrubicina e os respectivos Cl nas duas

razb6es avaliadas em linhagem MDA-MB-231. Entre parénteses a contribuicdo de cada uma das

moléculas para o valor de ICs € mostrada.

Formulacdes ICs0 Cl (Faso)
CLN DOX-ESC 0,05 20+ 4 pM 0,73
Razéo 1:1,9 (7 uM DOX +
13 uM ESC)
CLN DOX-ESC 0,20 91 + 14 uM 3,45
Razéo 1:7,5 (11 pM DOX +
80 uM ESC)

Para a razdo molar 1:1,9, os valores de Cl da combinacéao livre e para os CLN-DOX-
ESC 0,05 foram de 0,35 (sinergismo) e 0,73 (sinergismo moderado), respectivamente.
Quando se analisa a razdo molar 1:7,5, o Cl da combinacéo livre foi de 3,11, enquanto
gue para os CLN-DOX-ESC 0,20, o Cl encontrado foi de 3,45. Com valores diferentes
de ClI, a descricdo do efeito se alterou para as duas razdes avaliadas: CLN-DOX-ESC
0,05 demonstraram um sinergismo moderado entre o esclareol e a doxorrubicina,
enquanto que os CLN-DOX-ESC 0,20 demonstraram um forte antagonismo entre as

moléculas.

A razao para a menor citotoxicidade e, portanto, de uma maior CI| para os CLN do que
para a combinacao livre, provavelmente € a menor atividade do esclareol quando

encapsulado, como mostrado no Capitulo I.

Além disso, no tocante a possivel reducao dos efeitos toxicologicos da doxorrubicina,
deve-se notar a reducdo da concentracdo de farmaco necessaria para gerar 50% de

morte celular quando este esta em CLN. O ICsq para a doxorrubicina livre foi de 34 uM,



88

enquanto que para os CLN formulados, esse valor foi menor. Para os ICsy dos CLN-
DOX-ESC 0,05 e dos CLN-DOX-ESC 0,20, os valores de ICso referentes a
doxorrubicina foram, respectivamente, 7 utM e 11 pM. Isso gera um indice de Reducdo
de Dose (IRD) para a doxorrubicina. Ou seja, com uma menor concentracao do farmaco
gera-se o0 mesmo efeito farmacolégico desejado. A Tabela 9 mostra em quantas vezes
a quantidade de doxorrubicina necessaria para levar a 50% da morte celular é

diminuida quando ela esta encapsulada em CLN contendo doxorrubicina e esclareol.

Tabela 9 - indice de Reduc¢éo de Dose necesséria para 50% de morte celular em células MDA-MB-

231 para a doxorrubicina quando encapsulada em CLN-DOX-ESC 0,05 e CLN-DOX-ESC 0,20.

Formulacdes ICso IRD
(DOX)
DOX livre 34 +8 uyM
CLN DOX-ESC 0,05 20+ 4 pM 4,9
Raz&o 1:1,9 (7 uM DOX +
13 uM ESC)
CLN DOX-ESC 0,20 91 + 14 uyM 3,1
Razao 1:7,5 (11 pM DOX +
80 uM ESC)

Deste modo, percebe-se um valor de IRD para a doxorrubicina de cinco vezes para 0s
CLN-DOX-ESC 0,05 e de trés vezes para os CLN-DOX-ESC 0,20. Assim, uma menor
concentracdo de doxorrubicina é necessaria para se levar ao mesmo efeito citotéxico.
Vistos os efeitos toxicologicos do farmaco, em especial os cardiotoxicos, essa reducao

de dose pode gerar importantes beneficios.

Dessa forma, mesmo que os CLN encapsulando doxorrubicina e esclareol apresentem

menor atividade citotdéxica do que as combinacgdes livres, deve-se considerar que eles
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promovem a reducdo da quantidade de doxorrubicina necesséria para um mesmo efeito
citotéxico. Além disso, os CLN-DOX-ESC 0,05 apresentam sinergismo entre as duas
moléculas, sendo, portanto, nanocarreadores promissores para posteriores estudos in

Vivo.

5 CONCLUSOES

Buscou-se nesse Capitulo Il, o desenvolvimento de um nanocarreador que co-
encapsulando a doxorrubicina e o esclareol e que proporcionasse um efeito sinérgico
entre o farmaco e o diterpeno. Viu-se que os CLN-DOX-ESC 0,05 proporcionavam uma
melhor encapsulagéo do esclareol e um melhor controle da liberagdo da doxorrubicina
em comparacdo com os CLN-DOX-ESC 0,20. Ademais, viu-se que os CLN-DOX-ESC
0,05 demonstraram efeito sinérgico entre a doxorubicina e o esclareol em linhagem
MDA-MB-231, enquando que os CLN-DOX-ESC 0,20 apresentavam antagonismo no

que tange a atividade citotoxica das moléculas.

N&o obstante a combinacdo encapsulada ser menos citotéxica do que a livre nas
condicBes avaliadas, os CLN-DOX-ESC 0,05 mostram-se promissores para futuros
estudos, ja que mantém o sinergismo entre as moléculas avaliadas. Além disso,
apresentam potencial para diminuir as reacdes adversas induzidas pela doxorrubicina,
conforme dados bem conhecidos para outros nanocarreadores contendo esta
antraciclina, bem como viabilizam a administracdo in vivo do esclareol, molécula de

baixa solubilidade aquosa.
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CONCLUSOES GERAIS

Apesar das interessantes propriedades farmacologicas contra linhagens de cancer in
vitro, o esclareol apresenta dificuldades de ser adminsitrado in vivo devido a sua
hidrofobicidade. Dessa maneira, o trabalho buscou desenvolver nanocarreadores que
permitissem a sua administracdo, além de averiguar se o esclareol tem a capacidade de

aumentar o efeito anticancer do farmaco antitumoral, doxorrubicina.

Foi possivel desenvolver CLN contendo esclareol, o que permitiria sua administracao in
vivo. Contudo, viu-se que a acado citotéxica do diterpeno € reduzida quando
encapsulada. Ademais, viu-se um diferente padrdo de parada no ciclo celular para
células HCT-116, quando o esclareol esta encapsulado, o que pode ser uma das

explicacbes para a reduzida citotoxicidade.

O esclareol potencializou as ac¢des da doxorrubicina na linhagem MDA-MB-231 quando
na razao molar 1:1,9 (doxorrubicina:esclareol). Embora a encapsulacdo das moléculas
em CLN tenha diminuido a acdo citotbxica em comparacdo com a combinacdo dos

farmacos livres, o sinergismo foi mantido.

Assim, o trabalho apresenta uma nova forma de permitir a veiculacéo do esclareol, além

de demonstrar que ele pode ser um potencializador do antineoplasico doxorrubicina.
Ficam como perspectivas para o trabalho:

- 0 desenvolvimento de estratégias para aumentar o efeito do esclareol, quando
encapsulado, através da adicdo nas formulacdes de moléculas que tenham target ativo
pelos sitios mitocondriais, como derivados do trifenilfosfonio. Além disso, em estudos de
Alakohova e colaboradores (2010) e Sahay e coloboradores (2010), micelas
constituidas de Pluronic® 85 mostraram uma acumulacéo preferencial nas mitocéndrias,
nas células avaliadas. Os copolimeros Pluronic® sdo um dos surfactantes mais usados

para o preparo de CLN. Assim, uma possibilidade de direcionar os nanocarreadores
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formulados para as mitocdndrias, poderia ser a insercdo do Pluronic® como surfactante
nas formulacdes. Por ultimo, o aumento do tempo de incubag¢do dos CLN nos estudos

de citotoxicidade pode aumentar sua acao citotoxica frente ao esclareol livre;

- uma melhor caracaterizacéo fisico-quimica dos sistemas, com a realizagdo de testes
como calorimetria exploratéria diferencial e anélises de espectroscopia de infravermelho
por Transformada de Fourier para se entender melhor a interacdo entre os diferentes

componentes das nanoestruturas;

- estudos de mecanismos de morte celular dos CLN-Esclareol, especialmente os de
apoptose, necrose e autofagia, a fim de se averiguar se quando encapsulado em CLN,

o diterpeno tem um diferente mecanismo de morte celular;

- por fim, avali¢cdes in vivo dos CLN formulados em modelos de cancer experimental, a

fim de se avaliar a atividade antitumoral deles.
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