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

CAROLINE MARI RAMOS ODA

DESENVOLVIMENTO DE MICELAS POLIMERICAS CARREADORAS
DE PACLITAXEL RADIOMARCADAS COM TECNECIO-99m PARA
APLICACAO NO TRATAMENTO E DIAGNOSTICO DE CANCER

Belo Horizonte - MG
2015



CAROLINE MARI RAMOS ODA

DESENVOLVIMENTO DE MICELAS POLIMERICAS CARREADORAS
DE PACLITAXEL RADIOMARCADAS COM TECNECIO-99m PARA
APLICACAO NO TRATAMENTO E DIAGNOSTICO DE CANCER

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade
de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais
como requisito parcial, para a obtencdo do grau de
mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Elaine Amaral Leite

Co-Orientador: Prof. Dr. André Luis Branco de Barros

Belo Horizonte - MG
2015



COLABORADORES

Departamento de Produtos Farmacéuticos, UFMG:
Prof. Dr. Ricardo José Alves

Prof(a). Dr(a). Monica Cristina de Oliveira

Departamento de Anédlises Clinicas e Toxicol6gicas, UFMG:
Prof. Dr. Valbert Nascimento Cardoso

Departamento de Bioquimica e Imunologia, UFMG:

Prof. Dr. Adriano Monteiro de Castro Pimenta

Departamento de Fisica, UFMG
Prof. Dr. Angelo Malachias

Prof. Dr. Rogério Magalhdes Paniago



Dedico este trabalho aqueles que sempre me deram
todo apoio e incentivo: 0s meus amados pais, Betania e
Arnaldo; as minhas queridas irméas, Dani, Tati e Lelé; o
meu sempre companheiro, Fabricio, e a minha querida
tia, Célia.



AGRADECIMENTOS

Sobretudo, agradeco a Deus, pois cada detalhe desse trabalho foi obra dele, cada
linha escrita, cada pessoa envolvida, cada dia vivido, foram gracas concedidas por

Deus.

Agradeco aos meus pais, Arnaldo e Betania, pelo amor incondicional, por me dar
todo suporte e incentivo nas minhas decisfes, por serem meus maiores exemplos de
forca, perseveranca e superacdo. Papai e mamée, a vocés a minha mais sincera

gratidao, por tudo que vocés sempre fizeram e fazem por mim.

As minhas irmas, Danieli, Tatiana e Alessandra, minhas eternas amigas e

companheiras, muito obrigada pelo amor, carinho e apoio.

Ao Fabricio, por estar sempre preocupado com meu bem estar e felicidade. Pelas
idas a UFMG s0 para me buscar nas noites que tive que trabalhar até tarde e pelas
vezes que teve que acordar mais cedo s6 pra me levar no HC pra pegar *™Tc.
Obrigada por todo amor, dedicagdo, incentivo e, sobretudo, pela paciéncia e

compreensao.

A minha tia Célia e sua familia, por todo apoio e incentivo, por ndo me deixar desistir

e por me dar um lar quando vim morar em BH. Serei eternamente grata a voceé.

As minhas avos, pelas oracées e pelo carinho.

A minha orientadora Elaine, por, mais uma vez, aceitar me orientar, com toda
paciéncia e dedicacdo. Agradeco imensamente por toda a confianca, pelos
ensinamentos, pela disponibilidade, pela amizade, pelo incentivo e pelo carinho.

Vocé é um grande exemplo de profissionalismo e competéncia.

Ao André, meu segundo orientador, por confiar a mim este trabalho. Obrigada por
estar sempre disponivel, por todo apoio e dedicacdo, pelas palavras de incentivo,
pelo carinho, pelas longas conversas e risadas, e, sobretudo, pela amizade. Admiro

muito sua competéncia e dedicag¢ado para com tudo e com todos.



Ao prof. Ricardo, por toda prontiddo, ensinamentos e contribuicdo na execucgao

desse trabalho.

A prof.(a) M6nica, por ter me acolhido em sua equipe com todo carinho e amizade.

Ao prof.Gilson, pelas conversas e risadas, por toda a amizade e carinho.

Aos prof. Lucas, Gisele e Martinha, pelo suporte e simpatia.

Ao Prof. Valbert, pela contribuicdo com a execucao deste trabalho.

Aos prof. Angelo Malachias e Rogério Paniago, pela contribuicio com as anélises
de SAXS.

Ao prof. Adriano M. de C. Pimenta, pela disponibilizacdo do equipamento

espectrometro de massas.

Ao prof. Frédéric Frezard, pela disponibilizacdo do equipamento espectrofluorimetro.

Ao Lucas Lopardi, Raquel e Daniel Santos, pela contribuicdo e disponibilidade com

as analises de caracterizacdo da sintese quimica.

A Renata, por todo companheirismo e toda a ajuda nas horas interminaveis de

experimentos in vivo.

A Savia, pelos ensinamentos, pela amizade e pelo cultivo das células 4T1.

A Liziane, por ser a melhor minha irma de bancada possivel. Obrigada por me
acolher quando cheguei ao LTF, por sempre me ajudar quando precisei, pela

paciéncia e por todo carinho.

A Ana, por todas as vezes que prontamente me ajudou e pela amizade.



A Nicoly, por toda a ajuda no laboratorio.

A todos os amigos do LTF, Délia, Marina(s), Aina, Michele, Lizi, Ana, Renata,
Pequena, Ju, Savia, Dalila, Flavia, Marcela, Mayara, Fernanda, Nayara, Dani, Gabi,
Valquiria, Daniel, Diego, Livia, Mariana, Lorena, agradeco pelos grandes momentos
de descontracéo e pelo apoio dentro e fora do laboratorio.

Aos funcionarios José Batista, Adelaide e Clarete pela simpatia e disponibilidade.

Aos meus amigos, pelos bons momentos compartilhados.

Ao Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, pelo apoio financeiro e pela
disponibilizacdo da sua infraestrutura para a realizacéo de parte desse trabalho.

A CAPES e CNPQ pelo apoio financeiro.



RESUMO

O paclitaxel (PTX) € um agente quimioterapico altamente efetivo contra varios tipos
de cancer, entretanto, seu uso é limitado devido sua baixa hidrossolubilidade e
elevada toxicidade sistémica. O uso de nanocarreadores baseados em micelas
poliméricas é uma alternativa promissora para contornar seus inconvenientes e
ampliar o seu uso clinico. Micelas constituidas de distearoil-fosfatidiletanolamina-N-
polietilenoglicol2000 (DSPE-PEG,00) apresentam propriedades vantajosas para o
uso no tratamento e no diagnostico de tumores sélidos. A funcionalizacdo dessas
micelas com o radioisétopo tecnécio-99m (**"Tc) complexado ao A&cido
dietilenotriaminopentacético (DTPA), possibilita a criacdo de uma plataforma
terandstica anticancer. Nesse sentido, desenvolveu-se uma formulacdo micelar de
DSPE-PEG2000:DSPE-PEG000-""Tc-DTPA  (95:5) carreadora de PTX e
propriedades fisico-quimicas tais como concentracao micela critica (CMC), diametro
meédio, potencial zeta e teor de encapsulacdo foram avaliadas. O complexo DSPE-
PEG2000-DTPA foi sintetizado para possibilitar a radiomarcacdo das micelas. As
micelas radiomarcadas com %™Tc tiveram seus perfis farmacocinético e de
biodistribuicdo avaliados em camundongos Balb/c. O sistema desenvolvido
apresentou uma CMC de 1,8 x 10®° mol/L e um teor de encapsulacéo de 91 + 6%.
Ambas as micelas brancas e contendo PTX apresentaram diametro e potencial zeta
em torno de 10 nm e -3 mV, respectivamente. O complexo DSPE-PEGp0-DTPA foi
sintetizado com rendimento em massa de 56%. A incorporagdo do mesmo nas
micelas permitiu uma eficiente radiomarcagdo, com rendimento de 94 +2% e o
sistema se manteve estavel em solucéo salina 0,9% p/v e plasma de camundongo
por 8 horas, a 25 e 37 °C, respectivamente. Os estudos in vivo demonstraram um
tempo de meia-vida de 71 minutos, com acentuada captacdo no figado e no baco e
com acumulo significativo na regido tumoral. Os resultados obtidos indicam que a
formulacdo desenvolvida apresenta significativa aptiddo para ser utilizada para
aumentar a concentracdo de PTX e **™Tc em tumores sélidos, de forma a

potencializar o tratamento e diagnostico do cancer.

Palavras-chave: cancer; micelas poliméricas; DSPE-PEG; paclitaxel; radiomarcacgéo;

terandstico; farmacocinética; biodistribuicéo.



ABSTRACT

Paclitaxel (PTX) is a highly effective chemotherapeutic agent against a variety of
cancers, however the use of this drug is limited due to its low aqueous solubility and
high systemic toxicity. Nanocarriers based on polymeric micelles might be a
promising alternative to overcome PTX's drawbacks and expand its clinical use.
Micelles composed of (polyethylene glycol)2000-N-distearoyl
phosphatidylethanolamine (DSPE-PEG2p00) exhibit advantageous properties for
application in the treatment and diagnosis of solid tumors. The functionalization of
PTX-loaded micelles, with the radioisotope *™Tc  complexed to
diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA), enables the creation of an anticancer
theranostic platform. In this sense, it was developed a micellar formulation made of
DSPE-PEG000: DSPE-PEG000-""Tc-DTPA (95:5) loading PTX, and physico-
chemical and biological properties, required for treatment and diagnosis of cancer,
were evaluated. The physicochemical properties evaluated were, critical micelle
concentration (CMC), size, zeta potential and encapsulation efficiency. The micelles
radiolabeled with **™Tc had their pharmacokinetic and biodistribution profiles
evaluated after injection in Balb/c mice. The developed system had a CMC of 1.8 x
10° mol.L* and encapsulating efficiency of 91 +6%. Both, blank and micelles
loading PTX, showed size and zeta potential around 10 nm and -3 mV, respectively.
The DSPE-PEG000-DTPA complex was successfully synthesized, with a mass yield
of 56%. Radiolabeling yield was 94 £+ 2 % , and the complex showed stable in saline
and mice plasma within 8 hours, at 25 and 37 °C, respectively . In vivo studies
showed a half-life of 71 minutes, with pronounced uptake in the liver and spleen and
significant accumulation in the tumor region. The data indicated that the developed
formulation shows suitable characteristics to increase the concentration of PTX and

9MT¢ in solid tumors, and consequently, improve cancer treatment and diagnosis.

Key-words: cancer; polymeric micelles; DSPE-PEG; paclitaxel; radiolabeling;

theranostics; pharmacokinetics; biodistribution.
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1 INTRODUCAO

O cancer é considerado um dos maiores problemas de saude publica no cenario
mundial da saude (INCA, 2015; JEMAL et al.,, 2011). Sabe-se que por ser uma
doenca de dificil diagndstico, o qual, frequentemente, ocorre em estagios
avancados, a busca por novas alternativas de diagnoéstico e tratamento tem crescido
consideravelmente. Nesse sentido, o uso de sistemas nanocarreadores tem
assumido um papel importante como alternativa para aumentar a entrega do agente
diagnostico e/ou farmaco a sitios especificos como tumores, favorecendo um
diagndstico precoce da doenga bem como potencializando os efeitos terapéuticos

dos agentes antitumorais.

O PTX tem apresentado consideravel importancia na terapia antitumoral uma vez
gue apresenta acao contra um amplo espectro de tipos de cancer (SURAPANENI et
al., 2012). No entanto, é um farmaco com baixa biodisponibilidade oral e baixa
hidrossolubilidade o que dificulta sua administracao por via parenteral (ZHANG et al.,
2013). A formulagdo comercialmente disponivel, conhecida como Taxol®, consiste na
dispersdo micelar do farmaco em uma mistura (1:1) de etanol e Cremophor® EL. No
entanto, esses solventes sdo toxicos, o que aumenta a possibilidade de efeitos
adversos ao tratamento (OOSTENDORP et al.,, 2010). A fim de contornar esses
inconvenientes, novas formulacBes tém sido preparadas alcancando relativa
reducado da toxicidade e manutencao da atividade antitumoral (PILLAI, 2014; ZHANG
et al., 2013). Embora a viabilidade da nanomedicina para entrega PTX tenha sido
provada, a questdo de seguranca ainda é uma preocupacao principal e, portanto, a
busca por novas preparacfes que apresentem vantagens sobre aquelas ja relatadas
é de extrema relevancia. Entre os nanocarreadores existentes, as micelas
poliméricas demonstram ser um sistema vantajoso para carrear o PTX, devido as
suas caracteristicas de tamanho e de estrutura, que favorecem o acumulo no tumor
por direcionamento passivo, além de permitir a modificagdo de sua superficie com
diferentes ligantes como agentes de imagem (TORCHILIN, 2006; 2007;
OERLENMANS et al.,, 2010). Por outro lado, estudos conduzidos em nosso
laboratério demonstraram a capacidade dos &tomos de Tecnécio-99m (*™Tc) em

complexar com o acido dietilenotriaminopentaacético (DTPA) presente na superficie
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de nanoparticulas, indicando a capacidade de utilizacdo desse quelante para

marcacao de nanostruturas como micelas (DE BARROS et al., 2015).

Dessa maneira, a proposta desse trabalho foi desenvolver um sistema micelar
polimérico com ndcleo lipidico, constituido por distearoilfosfatidiletanolamina
acoplado ao polietilenoglicol (DSPE-PEG), com propriedades para carrear o PTX e 0
radionuclideo *™Tc e avaliar seu potencial como uma plataforma terandstica para

tumores soélidos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Neoplasias

Sabe-se que nos organismos multicelulares a taxa de proliferacdo celular é
controlada por um sistema integrado que permite que a replicagdo ocorra dentro de
certos limites, o que mantém a populacdo normal em niveis homeostasicos. A
divisdo celular ocorre, portanto, continuamente, uma vez que as ceélulas normais
envelhecem, morrem e sao substituidas. Entretanto, casualmente, as células podem
sofrer algum dano no seu material genético e perdem o controle dos mecanismos
regulatorios, levando a uma proliferacdo anormal e descontrolada das células,
resultando na formagé&o de neoplasias (BRASILEIRO-FILHO et al., 2011).

Neoplasias ou tumores, como sdo mais comumente conhecidas, consistem em uma
proliferacdo anormal e descontrolada de um tecido. As caracteristicas morfologicas e
de crescimento celular determinam a classificacdo das neoplasias em dois tipos
principais, de acordo com seu comportamento biol6gico: neoplasias benignas e
malignas. As neoplasias benignas apresentam um crescimento lento e expansivo,
levando a formacdo de uma pseudocapsula fibrosa ao seu redor. Enquanto nas
neoplasias malignas, também conhecidas como canceres, 0 crescimento € muito
rapido e desordenado, o que ndo permite a formacdo da pseudocapsula, sendo,
portanto, altamente invasivos e destrutivos. Além dessas diferencas, tumores
benignos possuem, assim como os tecidos saudaveis, um parénquima, representado
pelas células em atividade metabdlica ou duplicacdo e um estroma, representado
pelo tecido conjuntivo vascularizado, cuja funcdo € dar sustentacdo e nutricdo ao
parénquima. Por outro lado, nos tumores malignos ocorre uma desproporgao entre o
parénquima tumoral e o tecido vascularizado gerando areas de necrose e areas de
hemorragia (BRASIL, 2010; BRASILEIRO-FILHO et al., 2011; ROBBINS, COTRAN,
KUMAR, 2010).

2.2 Epidemiologia do cancer

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2015), é denominado céncer, o

conjunto de mais de 100 doencas que tem como caracteristica em comum o
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crescimento celular desordenado de forma invasiva, atingindo érgaos e tecidos.
Entre os principais fatores de risco relacionados a doencga, os fatores ambientais e
hereditarios sdo os mais prevalentes. Cerca de 80% a 90% dos canceres estao
associados a fatores ambientais, sendo os mais comuns o tabagismo, a ingestao de
bebidas alcodlicas, a exposi¢cao aos raios solares, 0os habitos alimentares, os habitos
sexuais e os fatores ocupacionais. Os 6rgdos mais acometidos incluem o pulméao, as
mamas, o0 colo do Utero, a prOstata, o intestino grosso, a pele, o estbmago, o

esbfago, a medula 6ssea e a cavidade oral (INCA, 2015a).

Atualmente, o cancer € considerado o maior problema de saude publica em paises
desenvolvidos. Nos paises em desenvolvimento sua incidéncia tem aumentado em
decorréncia do envelhecimento populacional, bem como da mudanca no estilo de
vida da populagdo, com aumento no consumo de alcool, fumo e alimentos
industrializados, além do sedentarismo (GAO et al., 2013; JEMAL et al., 2011).0
cancer foi responsavel por aproximadamente 8,2 milhdes das causas de mortes em
todo o mundo em 2012, segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS).
Ainda, segundo a OMS, a incidéncia global de cancer em 2012 foi de cerca de 14
milhdes de novos casos da doenca, sendo que 0s tipos mais comuns entre 0s
homens sdo os de pulmdo, préstata, estbmago, figado e colorretal, e entre as
mulheres prevalecem os canceres de mama, pulmao, estbmago, colorretal e de colo
do utero (WHO, 2012).

2.3 Diagnéstico

O cancer é uma doenca de dificil diagnostico, uma vez que os tumores podem se
localizar em qualquer parte do corpo além de ndo possuir sinais e sintomas
especificos e caracteristicos da doenca propriamente dita. Em funcdo disso, a
doenca é diagnosticada tardiamente em estagios mais avancados, o que dificulta

também a escolha e a eficacia da terapia (INCA, 2015b).

O diagnostico clinico inicial do cancer é baseado na anamnese e no exame fisico do
paciente, os quais direcionam a definicdo dos exames complementares a serem
realizados. Os exames complementares incluem o0s exames laboratoriais,

endoscopicos e de diagnostico por imagem, 0s quais contribuem para confirmar o
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diagnostico e podem auxiliar na avaliacdo da extensdo do tumor, deteccdo de
recidivas e monitoramento da terapia (INCA, 2015b).

Os exames por imagem sao de extrema importancia, uma vez que podem auxiliar na
identificagéo precoce da doenga aumentando as chances de cura dos pacientes. As
técnicas de diagnostico por imagem incluem os métodos que fornecem informacdes
anatdbmicas, como a tomografia computadorizada (TC), a ressonancia magnética
(RM) e a ultrassonografia, bem como métodos em medicina nuclear que
proporcionam resultados a nivel funcional, como a tomografia por emissdo de
prétons (PET, do inglés Positron Emission Tomography) e tomografia
computadorizada por emissdo de féton Unico (SPECT- do inglés Single Photon
Emission Computed Tomography) (RYVOLOVA et al.,, 2012; GRALLERT et al.,
2012, BLANCO et al., 2009). Algumas caracteristicas importantes dessas técnicas

estdo apresentadas na Tabela 1.

Dentre essas, as técnicas cintilograficas sdo vantajosas em relacdo as demais
devido a elevada sensibilidade, uma vez que possibilitam identificar alteracdes
moleculares nos tumores, utilizando concentracdes muitos baixas, na ordem de 10™*°
mol/L, de is6topos radioativos para que se possa visualizar o sitio de interesse (DE
BARROS et al., 2012; STACY et al., 2012; HONG et al., 2009; OERLEMANS et al.,
2010). A existéncia de uma grande variedade de sondas de imagem disponiveis
para essas técnicas favorece amplamente o uso das mesmas para andlise de
processos moleculares e celulares in vivo (STACY et al., 2012). Para a obtencéo de
imagens planares e/ou por SPECT, podem ser usados diversos emissores de
radiacdo gama com energia na faixa de 100 a 300 keV, tais como o *"™Tc, o indio-
111 (**!In), o lodo-131 (**'1) e o Galio-67, (°’Ga) e, no caso de imagens por PET,
emissores de pésitron, como o Fluor-18 (*®F) e o Cobre-64 (**Cu) (DE BARROS et
al., 2012). Outra vantagem dessas técnicas é o fato de ndo possuirem limite de
penetracdo nos tecidos e de permitirem a quantificagcdo do radiotracador captado
pelo tecido de interesse (DE BARROS et al., 2012; STACY et al., 2012; HONG et al.,
2009). Algumas limitagdes frequentemente descritas para as técnicas cintilograficas
incluem a dificuldade de visualizar a anatomia circundante e a baixa resolucdo
temporal (OERLEMANS et al., 2010; HONG et al., 2009). Contudo, por permitirem a

visualizacéo in vivo, a caracterizagdo e quantificacdo a nivel molecular e celular de
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processos biolégicos, com quantidades baixas de radiagdo, essas técnicas sao
consideradas apropriadas para o uso em diagnoéstico (DE BARROS et al., 2012;
STACY et al., 2012; OERLEMANS et al., 2010; XING et al., 2014).

Tabela 1 — Técnicas de diagnostico por imagem e suas caracteristicas

Modalidade de . _ Profundidade de Sensibilidade
Resolucao espacial .
imagem penetragcao (mol/L)
PET l1a2mm Sem limites 10 a 10"
SPECT 0,3almm Sem limites 10%a 10™
RM 50 a 25 ym Sem limites 10%a 10°
TC 25a 150 um Sem limites -
Ultrassom 30 a 300 um mm a cm 10%a10°

Adaptado de DE BARROS et al., 2012.

2.3.1 Tecnécio-99m

O tecnécio (Tc), elemento quimico de numero atémico 43, foi isolado e identificado,
em 1937, pelos pesquisadores italianos Emilio Segre e Carlo Perrier. Segre o extraiu
de uma placa defletora de molibdénio utilizada em um ciclotron da Califérnia, EUA
(JONES, 1995). Posteriormente, bombardeando molibdénio com néutrons, obtiveram
alguns is6topos do elemento, o qual foi denominado tecnécio, do grego technétos,
que significa “artificial”, por ter sido o primeiro elemento produzido artificialmente
pelo homem (SCHWOCHAU, 2000). O primeiro relato de um gerador de Tc € datado
de 1958, mas somente em 1970 a FDA (do inglés Food and Drug Administration)
aprovou o uso do radioisotopo para a obtencdo de imagens em medicina nuclear
(JONES, 1995).

O Tc possui um total de 21 is6topos, entretanto, nenhum ¢é estavel, sendo o

Tecnécio-99 metaestavel (**™Tc) o isétopo que apresenta as melhores propriedades
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fisicas e quimicas para a aplicacdo em imagens cintilograficas (SCHWOCHAU,
2000).

Dentre os radionuclideos emissores de radiacdo gama, o *™Tc é o preferido para a
obtencéo de imagens cintilograficas (THRALL; ZIESSMAN, 2003; VARSHNEY et al.,
2012; ZHU et al.,, 2014). Isso ocorre devido as suas propriedades favoraveis a
utilizacdo como radiofarmaco: meia-vida fisica de 6,02 horas; emissdo gama de
baixa energia, com um féton Unico de 140 keV, facilidade de obtenc&o por meio de
geradores de Molibdénio-99/Tecnécio-99m (Mo-99/Tc-99m), além de apresentar um
custo relativamente baixo (DE BARROS et al., 2013; VARSHNEY et al., 2012; ZHU
et al., 2014). A importancia de se ter um tempo de meia-vida como o do **™Tc é que
ele é longo o suficiente para permitir uma preparacao farmacéutica e obter imagens
in vivo, mas ndo demasiadamente longo, uma vez que a meia-vida é determinante
no tempo de exposicao dos pacientes a radiacdo (VARSHNEY et al., 2012; THRALL,;
ZIESSMAN, 2003).

2.3.2 Preparo de radiofarmacos com " Tc

A complexacdo do *™Tc com o &cido dietilenotriaminopentaacético (DTPA) descrita
em 1971 foi o marco para o desenvolvimento de inUmeros agentes de imagens
(JONES, 1995). Desde entdo, muitos radiofarmacos desenvolvidos foram baseados
na complexacdo do **"Tc com diferentes agentes quelantes apds a reducdo do
primeiro por meio do uso do ion estanoso. Essa etapa é necessaria visto que o metal
é eluido do gerador na forma de pertecnetato (**"TcO,), com estado de oxidacdo +7
e, portanto, ndo reativo. (DEWANJEE, 1990; THRALL; ZIESSMAN, 2003). Dentre os
quelantes utilizados, o *™Tc pode ser facilmente complexado com poli-
aminocarboxilatos multidentados, tais como o] DTPA, 0 acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) e o acido tetraazaciclododecanotetraacético
(DOTA) (HAZARI et al., 2010).

Os ligantes polidentados devido a sua capacidade de adotar uma conformacao
organizada, na qual o ion metalico fica aprisionado de maneira estavel na sua regiao
central sdo de grande interesse na obtencdo de radiofarmacos (HAZARI et al.,

2010). Essa propriedade proporciona um aumento no contraste da imagem e na
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estabilidade do mesmo in vivo uma vez que previne a transquelacdo durante o
tempo de circulacdo do radionuclideo na corrente sanguinea (VARSHNEY et al.,
2012). Em particular a complexacdo do DTPA (Figura 1) com *™Tc tem mostrado

bom resultados como um agente de imagem nuclear (HAZARI et al., 2010).

Figura 1 — Representag&o quimica do ®mre complexado ao DTPA.
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Reproduzido de WHO, 2014.

2.4 Tratamento

O tratamento do céancer tem como principal objetivo a eliminacdo das células
tumorais e a erradicacdo da doenca. As principais modalidades de tratamento séo a
cirurgia, a radioterapia e terapia sisttmica ou quimioterapia. A escolha da
modalidade dependera de diversos fatores, como o tipo e caracteristicas do tumor e
a condicao clinica do paciente, mas a selecao deve ser baseada em evidéncias do
melhor tratamento existente e dos recursos disponiveis (WHO, 2015). Nesse
sentido, o tratamento de primeira escolha na maioria das vezes é a resseccdo
cirdrgica, pois elimina rapidamente todo ou a maior parte do tecido tumoral. No
entanto, no caso de tumores malignos dificilmente consegue-se, de forma cirargica,
retirar todo o tumor seja por se encontrar em locais inoperaveis ou pelo surgimento
de metastases. Nesses casos, a radioterapia poderia ser uma alternativa, no
entanto, nem todos o0s tumores sdo elegiveis para esse tratamento, como 0sS
tumores hematopoiéticos e aqueles que possuem Orgaos adjacentes radiossensiveis
(OERLEMANS et al., 2010). Uma terceira alternativa de tratamento é a quimioterapia

sistémica, a qual primariamente tem como propdsito a destruicdo somente das
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células neoplasicas. Entretanto, 0s agentes quimioterapicos agem de forma
inespecifica, 0 que provoca também a lesdo das células normais, principalmente
aguelas com alta taxa de divisdo, como as células gastrointestinais e células do
sistema imunoldégico, levando a efeitos adversos como queda de cabelo, nauseas e
baixa imunidade (ALMEIDA et al., 2005).

Existem cerca de 90 agentes quimioterapicos antineoplasicos aprovados pela FDA
para uso clinico, porém, em funcédo da baixa ou nenhuma especificidade e da alta
susceptibilidade ao desenvolvimento de resisténcia, a busca por uma terapia eficaz e
mais sitio-especifica tem sido constante (BLANCO et al., 2009; CHABNER;
ROBERTS, 2005).

Nesse sentido, 0s agentes quimioterapicos associados as nanoestruturas como
lipossomas, dendrimeros, nanoparticulas poliméricas e micelas surgiram como uma
nova modalidade na terapia, devido a sua capacidade de favorecer o direcionamento
de farmacos a locais especificos, como os tumores (OERLEMANS et al., 2010;
BLANCO et al., 2009).

E sabido que os farmacos quimioterapicos agem em diferentes alvos e alguns tém
acao especifica nas fases do ciclo celular (Go, G1, S, G, e M) enquanto outros agem
nas ceélulas independentemente de estarem em processo da divisdo celular
(ALMEIDA et al., 2005; HARDMAN, LIMBIRD, 2005). Considerando que a maioria
dos tumores se caracteriza pela rapida e descontrolada proliferacéo celular, agentes
guimioterapicos que atuam durante a divisdo celular sdo de grande interesse. Eles
sdo basicamente divididos em farmacos que atuam direta ou indiretamente na
sintese do DNA, durante a fase S, como a doxorrubicina e 0 metotrexato e farmacos
que inibem o fuso mitdtico durante a fase M. Essa ultima classe é representada
pelos alcaloides da vinca, como a vincristina e vinblastina, e pelos taxanos, como o
docetaxel e o paclitaxel (ALMEIDA et al., 2005).

2.5 Paclitaxel

O paclitaxel (PTX) € um agente antineoplasico de origem natural, pseudo-alcaléide,

derivado originalmente da arvore Taxus brevifolia ou Teixo do Pacifico. Essa
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substancia foi isolada e identificada, pela primeira vez, no fim da década de 60 pelo
Instituto Nacional de Cancer dos Estados Unidos (HENNENFENT; GOVINDAN,
2006; ZHANG et al., 2013; ZHANG et al., 2014). Atualmente, o PTX é obtido por
semi-sintese, por um processo de acetilacdo do precursor 10-desacetilbacatina Ill
(10-DABIII), produto de extracdo das agulhas de Teixo europeu (Taxus baccata),
uma espécie renovavel e mais abundante (SOUZA, 2004; SURAPANENI et al.,
2012; WANG et al., 2015).

O PTX, formula molecular C47Hs:NO;14 € peso molecular de aproximadamente
854 Da (Figura 2), consiste em uma estrutura diterpendide centrada em um anel
taxano volumoso e complexo de conformacdo rigida, composto por Varios
substituintes hidrofébicos, o que contribui para uma elevada lipofilicidade (log P igual
a 3,96) e baixa solubilidade em agua (inferior a 0,01 mg/mL). Sua atividade
anticancer ocorre, principalmente, devido a presenca do grupo benzoila no carbono
C2 e do anel oxetano localizados no anel taxano. Além disso, 0s grupamentos
presentes nos carbonos C3 e C13 sao responsaveis por manter a atividade

antineoplasica e a hidroxila no C2’ potencializa essa atividade (ZHANG et al., 2013).

Figura 2 — Estrutura quimica do Paclitaxel.

Adaptado de SURAPANENI et al., 2012; ZHANG et al., 2013.

Seu mecanismo de agéo ocorre durante a fase mitotica de divisdo celular e envolve
a ligacao irreversivel a subunidade-beta da tubulina, o que resulta na estabilizagdo

dos microtubulos impedindo sua reorganizacdo e consequentemente a divisdo
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celular, levando as células neoplasicas a morte celular por apoptose (Figura 3)
(BINDER, 2013; SURAPANENI et al., 2012; ZHANG et al., 2013; ZHANG et al.,
2014).

Os microtubulos sdo estruturas tubulares importantes na composi¢cao das células
eucaridticas, sendo parte essencial do citoesqueleto e/ou constituindo o arcabouco
estrutural de segregacdo das cromatides irmas durante a divisdo celular (WANG et
al., 2015). Sao constituidos por 13 protofilamentos, organizados de maneira a formar
um “tubo” de 24 nm de didametro. Os protofilamentos sdo formados por proteinas
heterodiméricas, compostas por duas subunidades (a e B-tubulina). Portanto, os
microtubulos possuem uma extremidade contendo tubulinas a, as quais constituirdo
a extremidade negativa e outra contendo tubulinas B, que formarédo a extremidade
positiva (Figura 3) (JORDAN; WILSON, 2004). A formacgé&o dos microtubulos ocorre
basicamente pelo rearranjo das tubulinas, as quais séo estruturas constituidas por
cerca de 440 aminoacidos cada, que, quando ndo estdo na sua forma
heterodimérica, organizam entre si por ligacdes de hidrogénio para formar os
microtUbulos. A organizacdo microtubular € um processo altamente regulado por
magnésio, proteinas associadas aos microtubulos (PAM) e trifosfato de guanosina
(GTP), e ocorre basicamente em duas etapas, a iniciacdo e a elongacdo (SOUZA,
2004; WANG et al., 2015). Esse processo baseia-se na perda e ganho continuo
(despolimerizacao/polimerizacdo) de subunidades tubulina pelas extremidades
negativa e positiva, respectivamente, de forma a manter sempre um equilibrio. A
manutencdo desse equilibrio € fundamental para os processos de divisdo,
sinalizacao e motilidade, além da manutencéo da forma das células (BINDER, 2013;
JORDAN; WILSON, 2004; WANG et al., 2015).

O PTX age fundamentalmente afetando esse equilibrio tubulina-microtubulo. Ele se
liga diretamente no dominio B-tubulina, especificamente na superficie interna do
microtubulo, o que inibe o processo de despolimerizacdo (JORDAN; WILSON,
2004). A auséncia de despolimerizacdo dos microtubulos leva a estabilizacdo dos
mesmos, 0 que impede a separacdo dos centrdmeros e interrompe 0O processo
mitético na fase G,/M do ciclo celular, induzindo a morte celular por um processo
apoptotico (BINDER, 2013; JORDAN; WILSON, 2004; STIRLAND et al., 2013;
WANG, 2015).
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Além da acdo por inibicdo mitética, por meio de estudos das propriedades
farmacodinamicas do PTX, pesquisadores descobriram uma propriedade adicional
de acdo do mesmo, a atividade antiangiogénica. Esses efeitos comecaram a ser
relados em 1995, desde entdo surgiram varios estudos no sentido de investigar o
efeito do PTX na funcdo celular endotelial e na angiogénese. Estudos in vitro
demonstraram que ele promove a inibicdo da proliferacdo, da motilidade e da
capacidade de invasédo de células endoteliais, sendo essa inibicdo dependente da
concentracdo do farmaco. Além disso, estudos relataram que a atividade de inibicao
da quimiotaxia e a capacidade de invasao de células endoteliais sdo decorrentes do
efeito de supressdo da expressdo do fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) no tumor promovido pelo PTX. No entanto, ainda nado foi estabelecido um
consenso sobre o efeito antiangiogénico promovido pelo farmaco in vivo, devido a
variacdo nas respostas obtidas em diferentes modelos experimentais (BELOTTI et
al., 1996; BOCCI et al., 2013; SURAPANENI et al., 2012).

Figura 3 — Esquema representativo da estrutura de um microttbulo e da ag&o do PTX.
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Adaptado de BINDER, 2013; JORDAN; WILSON, 2004.

O PTX foi o primeiro da classe dos taxanos a ser aprovado pela FDA para utilizagao

clinica e desde entdo tem sido amplamente utilizado em tratamentos
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quimioterapicos. Apresenta atividade comprovada contra um amplo espectro de tipos
de cancer, incluindo cancer de mama metastatico, pulméo, cabeca e pescoco, de
cllon, bexiga, carcinoma ovariano resistente e sarcoma de Kaposi (BOCCI et al.,
2013; SURAPANENI et al.,, 2012; ZHANG et al., 2014; ZHANG et al., 2013).
Entretanto, apesar da sua elevada poténcia anticancer, o PTX apresenta
caracteristicas que limitam a sua aplicacao clinica, entre elas a elevada lipofilicidade
e a baixa solubilidade em agua; além disso, ele possui uma alta taxa de ligacéo a
proteinas plasmaticas, o que resulta em uma baixa biodisponibilidade do farmaco
(SURAPANENI et al.,, 2012; ZHANG et al.,, 2014). Nesse sentido, destaca-se a
necessidade de se desenvolver sistema de entrega de farmacos que aumente a sua
solubilidade e a sua biodisponibilidade in vivo (WANG et al., 2014).

A companhia americana Bristol-Myers Squibb desenvolveu a formulacdo comercial
Taxol®, na qual o PTX é preparado com uma mistura de co-solventes contendo 6leo
de ricino polioxietilado (Cremophor EL - CrEL) e etanol desidratado na propor¢céo de
1:1 (viv) (BINDER, 2013; HENNENFENT; GOVINDAN, 2006; STIRLAND et al.,
2013). Porém, além dos efeitos adversos ja conhecidos dos citotoxicos que agem no
processo de divisao celular, como a mielossupresséo e toxicidade gastrointestinal, o
Taxol® apresentou outros efeitos, como nefrotoxicidade, neuropatias sensoriais
periféricas, broncoespasmos, hipotensdo e reacdes de hipersensibilidade, os quais
estdo relacionados com a presenca do CrEL, que é uma substancia biolégica e
farmacologicamente ativa, o que limita ainda mais a dose utilizada na clinica
(HENNENFENT; GOVINDAN, 2006; STIRLAND et al., 2013; ZUYLEN et al., 2001).
Considerando que a formulacdo comercial de PTX é um medicamento administrado
por infusdo via intravenosa, um fator essencial para minimizar os efeitos do 6leo de
ricino é a velocidade da infuséo, a qual pode variar de 3 a 24 horas dependendo do
tipo de tumor a ser tratado. Sabe-se que uma rapida infusdo de CrEL induz a
liberacdo de histamina e leva a hipotensdo e a reacdes de hipersensibilidade
(BINDER, 2013; SURAPANENI et al., 2012; ZUYLEN et al., 2001). Além disso, para
a infusdo, o medicamento deve ser diluido de 5 a 20 vezes em solucéo salina (0,9%
p/v) ou 5% de solucao de dextrose, 0 que resulta em uma concentracéao final de PTX
variando de 0,3 a 1,2 mg/mL, portanto, muito superior a sua solubilidade aquosa
levando a sérios riscos de precipitagdo do farmaco e formacdo de émbolos
(BINDER, 2013; SURAPANENI et al., 2012).
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Diante disso, observa-se a real necessidade de desenvolver novas estratégias para
veicular o PTX, de forma a reduzir a toxicidade e aumentar a solubilidade aquosa e a
biodisponibilidade do farmaco. Nesse sentido, o emprego da nanotecnologia no
desenvolvimento de nanocarreadores para o PTX tem se mostrado uma abordagem
promissora (HENNENFENT; GOVINDAN, 2006; STIRLAND et al., 2013; WANG et
al., 2010; WAN et al., 2013; ZHANG et al., 2013).

Estudos pré-clinicos e clinicos com nanoestruturas carreadoras como lipossomas
(KAN et al., 2011; XU et al., 2013; ZHANG et al., 2015; ZHOU et al., 2013), micelas
poliméricas (EMAMI et al., 2015; KATRAGADDA et al., 2013; WANG et al., 2010;
WU et al., 2013), nanoparticulas lipidicas sélidas (BAEK; CHO, 2015; CHIRIO et al.,
2014; KIM et al., 2015), entre outras, tém demonstrado vantagens no tratamento de
diversos tipos de cancer. No entanto, apenas trés preparacfes ja foram aprovadas
para o uso clinico: Abraxane®, Lipusu® e Genexol-PM®. O Abraxane®, uma
formulacdo de nanoparticulas de albumina carreadoras de PTX comercializado pela
corporacdo Celgene (EUA), demonstrou grandes ganhos de eficacia e seguranca em
relacdo ao Taxol®, permitindo uma infusdo com maior concentracdo de farmaco e
em um tempo menor. O uso do Abraxane® foi aprovado primeiramente, em 2005,
pelo FDA, e em maio de 2011 ja havia sido aprovado em mais 41 paises, incluindo
Canad4, india e Japdo (PILLAI, 2014; YAMAMOTO et al., 2014). O Lipusu®,
produzido pela Sike Pharmaceutica ICo. (China), consiste em uma formulacao
lipossomal carreadora de PTX, aprovada em 2006 na China. Esse sistema
demonstrou um perfil toxicolégico mais favoravel quando comparado a formulagéo
contendo CrEL (XU et al., 2013). O uso do Genexol-PM®, uma formulacédo de
micelas poliméricas composta por polietilienoglicol-acido polilatico (PEG-PLA)
desenvolvida pela companhia Samyang (Coreia), foi aprovado na Coreia em 2007.
As vantagens observadas com o uso do Genexol-PM® foram relacionadas a menor
toxicidade do sistema em relacdo ao Taxol®, entretanto ndo demonstrou ganhos
guanto a eficacia terapéutica (FAN et al., 2015; PILLAI, 2014).

Diante disso percebe-se que a viabilidade da nanomedicina para entrega do PTX foi

comprovada, entretanto, a questdo de seguranca ainda é uma preocupacdo e a
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busca por novas preparagdes que apresentem vantagens quanto a seguranca e

eficicia sobre aquelas ja relatadas € de extrema relevancia.

2.6 Sistemas nanoestruturados carreadores de farmacos na oncologia

O interesse pelo emprego da nanotecnologia na entrega de agentes terapéuticos e
diagnésticos de forma mais eficiente e segura foi estabelecido ha cerca de 40 anos,
sendo atualmente um dos ramos que cresce mais rapidamente na area de
nanotecnologia, apresentando mais de 200 produtos j& aprovados ou em fases de
pesquisa clinica (BERTRAND et al., 2013; SVENSON, 2014).

Sistema nanoestruturados carreadores de farmacos sdo estruturas de tamanho
nanométrico, que apresentam grande potencial para encapsular substancias
fracamente hidrossoluveis (HUH et al., 2008), proteger moléculas (GREGORY et al.,
2013), modificar o perfil farmacocinético e farmacodinamico de substancias (LEITE
et al., 2012; YOU et al., 2014) e direciona-los para um sitio alvo (LU et al., 2013),
com o objetivo de diagnosticar e monitorar processos fisicos e patoldégicos bem
como tratar e controlar sistemas biolégicos (BERTRAND et al., 2013; SHARMA et
al., 2013; PEER et al., 2007).

Essas caracteristicas sdo particularmente interessantes na area da oncologia, uma
vez que 0s principais entraves dos tratamentos quimioterapicos estédo relacionados
com a baixa eficacia e toxicidade inespecifica dos agentes citotéxicos (BERTRAND
et al., 2013; FANG et al., 2011; STIRLAND et al., 2013; SVENSON, 2012). A baixa
eficacia e elevada toxicidade estdo relacionadas principalmente com a baixa
solubilidade nos fluidos biolégicos de muitos quimioterapicos; o grande volume de
distribuicdo de muitos farmacos, tornando necessario o uso de maiores doses para
alcancar uma dose terapéutica na area tumoral; o rapido reconhecimento pelas
células do sistema fagocitario mononuclear (SFM) e a rapida depuracédo do corpo.
Esses problemas podem ser contornados com o0 uso de nanocarreadores
(SVENSON, 2012).

O fator que favorece o uso de nanocarreadores na oncologia é a caracteristica

peculiar da maioria dos tumores solidos, que, devido a grande necessidade de
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suprimento de oxigénio e de nutrientes para 0 seu crescimento, apresenta regioes
com alta taxa de angiogénese. No entanto, os vasos sdo malformados devido ao
alinhamento desorganizado das células endoteliais e altamente permeaveis, com
fenestracbes maiores que 100 nm. Entretanto, essa neovascularizacdo ndo é
uniforme no tecido tumoral, assim como a distribuicdo dos vasos linfaticos,
provocando uma drenagem linfatica na massa tumoral heterogénea e ineficiente
(BERTRAND et al., 2013; FANG et al, 2011; SVENSON, 2012). Essas
caracteristicas inerentes aos tumores favorecem passivamente o acumulo das
nanoparticulas nessa regido, efeito que foi descoberto por Hiroshi Maeda e
colaboradores (1986) e foi denominado efeito de “aumento da permeabilidade e
retencdo” ou efeito EPR (do inglés Enhanced Permeability and Retention). O
aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos a penetracao de particulas com
até 40 kDa associado ao aumento da retencao pela reducédo da drenagem linfatica é
a base para o desenvolvimento de estratégias na terapia anticancer, incluindo a
entrega de farmacos, genes e agentes de imagem (FANG et al.,, 2011; MAEDA,
2010; TORCHILIN, 2007). A Figura 4 esquematiza o funcionamento do
direcionamento passivo de nanoparticulas pelo efeito EPR.

Figura 4 — Efeito EPR e direcionamento passivo.

Tumor

* Farmaco livre

‘*‘ Nanocarreador

Adaptado de TORCHILIN, 2007 e PEER et al., 2007.

Com o intuito de promover um aumento da eficacia antitumoral, aumento da
seletividade e reducao de efeitos toxicos, as formula¢des nanoestruturadas tém sido

delineadas por meio da combinacdo de diferentes propriedades/funcdes para a



33

obtencdo de sistemas multifuncionais (Figura 5). E possivel, por exemplo, (a)
prolongar seu tempo de permanéncia na circulacdo sanguinea; (b) levar o seu
acumulo no sitio desejado; (c) permitir a entrega eficaz do farmaco as células ou
organelas especificas; (d) carrear agentes de contrastes para acompanhamento em
tempo real da acumulacdo no sitio desejado (PEER et al., 2007; SAWANT,
TORCHILIN, 2010; TORCHILIN, 2006, 2007).

Figura 5 — Esquema representativo de nanocarreadores funcionalizados.

066

Adaptado de TORCHILIN, 2007. 1- Nanoparticula carreadora de farmaco simples; 2- Funcionalizagéo
com ligante alvo-especifico; 3- Funcionalizacdo com agente de imagem; 4- Funcionalizagdo com
facilitador de permeacao celular; 5- Recobrimento para prolongamento do tempo de circulacéo, e 6-

multifuncionalizagao da nanoparticula.

O aumento do tempo de permanéncia na circulacdo sanguinea é conseguido
mediante recobrimento dessas estruturas com substéncias altamente hidrofilicas
como o PEG. As substancias com funcdo de recobrir a nanoparticula tornam-se
importantes no momento em que nanocarreadores convencionais sdo rapidamente
reconhecidos pelas células do SFM, opsonizados e eliminados da circulacdo
sanguinea sem completar sua fungdo. O PEG forma uma camada de solvatagéo na
sua superficie e cria uma barreira estérica contra as opsoninas, prolongando o
tempo de circulagdo do nanocarreador (GAO et al., 2013; KOLATE et al., 2014;
TORCHILIN, 2006).
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A associacao de ligantes alvo-especificos e os facilitadores de permeacédo celular
Sdo estratégias interessantes para reverter mecanismos de resisténcia a alguns
farmacos pelas células tumorais, além de possibilitar um maior acimulo de agente
terapéutico e/ou diagndstico no sitio de interesse (PEER et al., 2007; TORCHILIN,
2007). Além disso, a aplicacdo da nanotecnologia na obtencdo de imagens
diagnoésticas tem demonstrado crescentes avangos, uma vez a entrega de agentes
de imagem preferencialmente na regido de interesse permite melhorar o contraste e
aumentar as chances de um diagndstico antecipado e mais detalhado (DE BARROS
et al., 2012; TORCHILIN, 2007).

O emprego de nanocarreadores com funcdo diagnostica usualmente utiliza duas
abordagens, o agente de imagem no interior das estruturas ou localizado na
superficie da mesma (TORCHILIN, 2007; XING et al., 2014). A primeira abordagem
€ menos complexa do ponto de vista quimico, entretanto, baseia-se na complexacéo
do radiois6topo com uma molécula, usualmente um agente quelante, e posterior
encapsulacdo na nanoestrutura, resultando em um preparo do radiotracador mais
demorado e laborioso. A segunda abordagem envolve a modificacdo quimica da
superficie da particula, tornando-se particularmente interessante, pois o0
procedimento de radiomarcacéo € mais simples e eficiente, permitindo um aumento
acentuado de radionuclideos ligados a estrutura e, portanto, um aumento no sinal da
imagem na regido tumoral (TORCHILIN, 2007).

Os sistemas nanoestruturados mais utilizados na oncologia sdo os baseados em
polimeros e lipides naturais e sintéticos, uma vez que apresentam caracteristicas
mais favoraveis para veicular farmacos e para a modificacdo de superficie (PEER, et
al., 2007; RAMOS-CABRER; CAMPOS, 2013; SAWANT; TORCHILIN, 2010;
SVENSON, 2014; TORCHILIN, 2007). Nesse sentido, a maior parte das
nanoparticulas carreadoras aprovadas para uso clinico e em fases de estudos
clinicos séo lipossomas, nanoparticulas poliméricas e micelas poliméricas
(SVENSON, 2014). A Figura 6 representa alguns tipos de nanocarreadores

utilizados.
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Figura 6 — Nanocarreadores mais utilizados.
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Adaptado de RAMOS-CABRER; CAMPQOS, 2013.

2.7 Micelas

As micelas séo particulas coloidais esféricas de tamanho na faixa de 5 a 100 nm,
que se formam espontaneamente. Sdo constituidas por moléculas anfifilicas ou
surfactantes, as quais possuem duas regides distintas, uma cabeca hidrofilica e uma
cauda hidrofébica. As moléculas anfifilicas em solu¢cdes aguosas muito diluidas se
encontram na forma de monémeros, no entanto, com o0 aumento da concentragéo no
meio, alcanga-se uma faixa de concentragao, conhecida como Concentracédo Micelar
Critica (CMC), na qual as micelas comecam a ser formadas. A partir dessa CMC,
ocorre a acao de duas forcas, uma de atracdo, que faz com que os unimeros se
agreguem e organizem formando as micelas, de forma a minimizar a exposi¢ao
termodinamicamente indesejavel da parte hidrofébica das moléculas no meio
aguoso, e outra forca de repulsdo, que impede que as micelas crescam
indefinidamente (Figura 7). Em meio aquoso, a por¢do hidrofobica da molécula
anfifilica forma o ndcleo da micela mediante ligacdes de Van der Waals, permitindo a
solubilizagdo de farmacos lipossoliveis (OERLENMANS et al., 2010; TORCHILIN,
2007; TRIVEDI; KOMPELLA, 2011).

A composic¢ao da micela é determinante para as suas caracteristicas fisico-quimicas,
tais como o tamanho, a forma e principalmente a CMC da mesma, determinando,
portanto, a estabilidade fisica do sistema (CROY; KWON, 2006). Sabe-se que

guanto menor o peso molecular da substancia constituinte da micela, maior é a sua
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CMC e, portanto, mais sensivel a diluicdo. Nesse sentido, micelas constituidas por
copolimeros anfifilicos, usualmente apresentam uma CMC menor, na ordem de 10°
a 10" mol/L, enquanto outros surfactantes apresentam uma CMC na ordem de 102 a
10™ mol/L (OERLENMANS et al., 2010; SAWANT; TORCHILIN, 2010). A obtencéo
de uma baixa CMC é particularmente interessante, do ponto de vista farmacoldgico,
para sistemas administrados por via intravenosa. Ao atingir a corrente sanguinea,
micelas com valores de CMC alto podem se dissociar em mondmeros e seu
conteudo pode ser liberado, visto que o volume do meio em gque as micelas estao
presentes aumenta muito e uma concentracdo abaixo da CMC é alcancada. Em
funcdo disso, micelas baseadas em polimeros, possuem um tempo de circulagéo
sanguinea aumentado quando comparadas a micelas de surfactantes de baixo peso
molecular (GRALLERT et al, 2012; OERLENMANS et al., 2010).

Figura 7 — Representagéo esquematica da formag&o de uma micela em solugéo aquosa.
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Adaptado de CROY; KWON, 2006. A por¢cdo mais escura dos unimeros representa a parte

hidrofébica, e a por¢cdo mais clara, a parte hidrofilica.

2.7.1 Micelas poliméricas

Micelas baseadas em polimeros foram originalmente reconhecidas como uma
potente plataforma carreadora de farmacos no final dos anos 1980 e inicio da
década de 90, quando o grupo de pesquisa de Kazunori Kataoka e colaboradores,
fizeram os primeiros relatos, de micelas de copolimeros de PEG e poli aspartato
carreando doxorrubicina (MATSUMURA, 2008; YOKOYAMA et al.,, 1990). Desde

entdo um consideravel numero de trabalhos relatando o uso micelas poliméricas
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como carreadoras de farmacos, acidos nucleicos, proteinas e agentes de imagem
vem sendo publicado (YOKOYAMA, 2014).

Micelas poliméricas sdo estruturas supramoleculares formadas por copolimeros de
bloco ou de enxerto, com uma composi¢cdo bifasica, consistindo em um nucleo
hidrofébico interior e uma “casca” hidrofilica exterior, ou estrutura “core-shell”
(TORCHILIN, 2006; KATAOKA et al., 1993; YOKOYAMA, 2014). As propriedades
inerentes a composicdo micelar sdo responsaveis por controlar importantes
caracteristicas bioldgicas do nanocarreador, como perfil farmacocinético, perfil de
biodistribuicdo, adsorcdo de macromoléculas na sua superficie, adesdo a
biosuperficies e capacidade de modificacdo para um direcionamento passivo
(TORCHILIN, 2006). A “casca” hidrofilica da micela é responsavel por uma efetiva
protecdo estérica e € determinante em algumas caracteristicas como hidrofilia,
carga, tamanho, densidade de superficie e possibilidade de modificacdo da
superficie por meio de grupos reativos. O nucleo hidrofébico determinara a
capacidade de armazenamento, perfil de liberagdo do farmaco e compatibilidade
com farmaco encapsulado (OERLENMANS et al.,, 2010; TORCHILIN, 2006).
Portanto, geralmente as micelas permitem a encapsulacéo de grande quantidade de
farmacos hidrofébicos incluindo agentes antineoplasicos como o PTX.

Estudos pré-clinicos e clinicos tém demonstrado que esse sistema reduz os efeitos
toxicos e aumenta a efetividade em varios tipos de tumor, inclusive em tumores
considerados intrataveis (AHN et al., 2014; KAIDA et al., 2010; KATRAGADDA et al.,
2013; MATSUMURA, 2008).

O grande interesse por sistemas micelares no tratamento do cancer se deve,
principalmente, as suas caracteristicas estruturais, uma vez que essas resultam em
importantes  vantagens  bioldgicas, relacionadas a farmacodinamica e
farmacocinética, quando comparado a outros tipos de nanocarreadores (CROY;
KWON, 2006; GRALLERT et al., 2012;YOKOYAMA, 2014).

Uma propriedade vantajosa das micelas poliméricas € a liberacdo sustentada de
farmacos. Isso ocorre porque as micelas sdo estruturas que se formam e se

desmancham espontaneamente de acordo com a diluicdo, sendo assim, o farmaco &
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liberado aos poucos, conforme as nanoestruturas séo desfeitas. Como mencionado
anteriormente, o fator determinante para a formacéo das micelas é atingir a CMC e
como a CMC dessas estruturas € muito baixa, isso resulta em um tempo de
circulacdo sanguinea aumentado. Portanto, a medida que as micelas poliméricas
sdo depuradas da circulacdo elas sao, gradualmente, diluidas no meio fisiologico, se
desfazem e liberam o seu conteddo de forma gradativa e sustentada (CROY;
KWON, 2006; TRIVEDI; KOMPELLA, 2011).

Outra caracteristica particular das micelas poliméricas é o tamanho reduzido, o qual
confere importantes vantagens, principalmente quando comparado aos outros
sistemas carreadores amplamente empregados (lipossomas e nanoparticulas
poliméricas). Segundo a literatura, o diametro médio de micelas poliméricas para
aplicacdes farmacéuticas se encontra na faixa de 10 a 100 nm (CROY; KWON,
2006; TORCHILIN, 2006; YOKOYAMA, 2014). Essa faixa € ideal para escapar dos
mecanismos fisioldgicos de eliminacdo do organismo e contribuir para o0 aumento do
seu tempo de circulacao, pois, sabe-se que particulas com tamanho inferiora 5 — 10
nm sao rapidamente eliminadas via renal e particulas maiores sdo rapidamente
reconhecidas pelo SFM e eliminadas por essa via. Além disso, estruturas com
tamanho inferior a 100 nm sdo preferencialmente acumuladas no intersticio da
regido tumoral via efeito EPR. Portanto, as micelas apresentam todas as
caracteristicas favoraveis para levar a um direcionamento passivo do farmaco a
regido tumoral (Figura 8) (CROY; KWON, 2006; JONES; LEROUX, 1999;
MOHAMED et al.,, 2014; TORCHILIN, 2006; YOKOYAMA, 2014). Além das
vantagens biologicas inerentes ao tamanho das micelas, essa propriedade fisico-
guimica € facil e precisamente controlavel mediante escolha adequada da

composicao da nanoestrutura.
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Figura 8 — Mecanismo de direcionamento passivo de micelas poliméricas em tumores

sélidos.
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¢ Micel polimérica
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Adaptado de JONES; LEROUX, 1999. A faixa de tamanho das micelas poliméricas evita que o
farmaco permeie tecidos normais (1); sofra uma rapida depuracéo renal (2), e seja rapidamente
reconhecido e eliminado pelo SFM (3), entretanto, consegue permear tecidos com vasculatura
fenestrada, como o tumor (4), caracterizando o direcionamento passivo.
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Com relacdo a composicdo, € de extrema importancia que os polimeros sejam
biocompativeis e biodegradaveis, para conferir uma menor toxicidade sistémica do
farmaco quimioterapico em seu interior (TORCHILIN, 2006). Nesse sentido, entre os
polimeros hidrofilicos para compor a porcao externa, o PEG com peso molecular de
1 a 15 kDa é o mais utilizado (CROY; KWON, 2006; LUKYANOV; TOCHILIN, 2004;
MOHAMED et al., 2014; SAWANT; TORCHILIN, 2010). Outros polimeros hidrofilicos
estudados quando se deseja obter sistemas controlaveis por temperatura ou pH séo
a poli N-isopropilacrilamida (WEI et al., 2009) e o poli metacrilato (GIACOMELLI et
al.; 2011), respectivamente (CROY; KWON, 2006; SAWANT; TORCHILIN, 2010).

O PEG é um polimero altamente hidratavel, atéxico, ndo antigénico e biocompativel,
aprovado por agéncias regulatorias, incluindo a FDA, para 0 uso interno em
humanos (CHENG et al., 2012; CROY; KWON, 2006; KWON; KATAOKA, 2012).
Com inumeras caracteristicas vantajosas, €, portanto, largamente utilizado para
aplicacbes médicas e farmacéuticas incluindo o recobrimento de diversos tipos de
estruturas, como lipossomas, nanoparticulas e proteinas, conferindo caracteristicas

como seguranca e eficacia, estabilidade e aumento da biodisponibilidade a diversos



40

agentes terapéuticos (CROY; KWON, 2006; CHENG et al., 2012; KOLATE et al.,
2014). Uma importante propriedade do PEG é a sua eficiente capacidade de
estabilizar estericamente superficies em meio aquoso. Isso ocorre porque a
presenca das cadeias de PEG na superficie de estruturas como as micelas, forma
uma densa “cabeleira” ou “escova” altamente hidratadas que se movem
rapidamente, varrendo o volume ao seu redor, formando uma grande camada de
solvatacdo em torno no nudcleo hidrofébico (CROY; KWON, 2006; KWON;
KATAOKA, 2012). Essa caracteristica é particularmente interessante porque previne
a adsorcdo de proteinas, como imunoglobulinas, as quais identificam as
nanoestruturas como um material estranho e previnem a adesdo de células
fagocitarias, mecanismos que levariam a eliminacdo da particula do organismo
(CROY; KWON, 2006; KOLATE et al., 2014; KWON; KATAOKA, 2012).

O material constituinte do nucleo da micela depende da natureza do farmaco a ser
encapsulado, e geralmente consiste em polimeros biodegradaveis como o poli acido
D,L-latico (PDLLA), poli acido L-aspartico e poli e-caprolactona (PCL), entretanto, em
alguns casos, residuos fosfolipidicos podem ser utilizados (KOLATE et al., 2014,
SAWANT; TORCHILIN, 2010).

O uso de uma porcéao lipidica como bloco hidrofébico da composicdo de micelas,
como a fosfatidiletanolamina (PE), fornece vantagens adicionais para a estabilidade
da nanoestrutura, quando comparado as micelas poliméricas convencionais, pois a
presenca de duas cadeias de &cidos graxos pode contribuir para as interacdes
hidrofébicas no nucleo entre as unidades constituintes da micela polimérica
(SAWANT; TORCHILIN, 2010).

O emprego de conjugados de fosfolipides ligados ao PEG em formulacdes micelares
se deu a partir da constatacdo que eles apresentavam as mesmas caracteristicas de
polimeros anfifilicos, com a diferenca de que a parte hidrofébica era mais curta, no
entanto, formavam micelas com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as
micelas poliméricas convencionais (TORCHILIN, 2006). O preparo de micelas
contendo uma porcao lipidica é tdo simples quanto o preparo de micelas poliméricas
convencionais, uma vez que elas também se formam espontaneamente
(TORCHILIN, 2006). O diametro desse tipo de micela varia de 7 a 35 nm,



41

dependendo do comprimento da cadeia de PEG, e os valores de CMC também sé&o
baixos, na ordem de 10 a 10° mol/L. A Tabela 2 apresenta os valores de diametro
e CMC para diferentes composicbes de micelas poliméricas de nucleo lipidico.
Vérios estudos tém demonstrado sucesso ao utilizar micelas de DSPE-PEG (Figura
9) para solubilizar farmacos fracamente solGveis, bem como boa estabilidade,
tempo de circulagéo prolongada e capacidade de acumular em tecidos via efeito
EPR (SARISOZEN et al., 2012; GILL et al., 2012; WU et al., 2013).

Tabela 2 — CMC e diametro de micelas de lipidico-poliméricas de diferentes composigdes.

Composicéo CMC (mol/L) Diametro (nm)
DSPE-PEGs 1,0x10° 7-15
DSPE-PEG000 1,1x10°° 7-20
DSPE -PEGso00 6,2x10° 10 — 40
DOPE-PEG ;000 8,7x10° 7-20
DOPE- PEGsu00 73x10° 10-35

Adaptado de LUKYANOV et al., 2002.

Figura 9 — Estrutura quimica do DSPE-PEG.
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O emprego de micelas poliméricas carreadoras de PTX utlizando diferentes
componentes tem sido extensamente estudado, visto que esse tipo de nanoestrutura
demonstra grande potencial para aumentar a captacdo do farmaco na regido de
tumoral. A Tabela 3 exemplifica alguns estudos que mostraram sucesso no acumulo

do PTX em tumores sélidos.
2.8 Micelas de DSPE-PEG como uma plataforma terandstica

Além das propriedades de solubilizar farmacos hidrofébicos, as micelas DSPE-PEG
permitem a modificacdo da sua superficie com agentes de imagem, o que é
particularmente vantajoso, pois pode combinar a entrega de um agente terapéutico
juntamente com um agente de diagnostico (TOCHILIN, 2006). Considerando que
uma grande preocupa¢do quanto ao uso de nanoparticulas, € a sua utilizagcdo em
quantidades excessivamente elevadas o que pode levar a toxicidade inerente ao
metabolismo e eliminacao insuficiente do carreador, o uso de um mesmo sistema
com multifuncdes é de grande interesse (ALLEN; CULLIS, 2004).

A essa combinacédo de terapia e diagnéstico, da se o nome de teranéstico (MUTHU
et al., 2014). O uso de micelas com funcado terandstica permite a visualizacdo da
distribuicdo das micelas no interior do corpo e no tumor em tempo real possibilitando
a otimizacdo do protocolo de tratamento de acordo com as caracteristicas
particulares dos tumores de cada paciente. Diante do exposto, o desenvolvimento de
sistemas terandsticos € promissor do ponto de vista do desenvolvimento de uma
medicina personalizada, que busca tratar o paciente na sua individualidade para
obter um resultado final mais satisfatorio (KAIDA et al., 2010; KUMAR et al., 2012).

Como descrito anteriormente, a incorporacdo de agentes quimioterapicos como o
PTX em nanocarreadores micelares possui diversas vantagens em relacdo a
quimioterapia sistémica e permite uma encapsulacao e entrega eficiente do farmaco
em tumores, como o cancer de mama. Combinando-se em um sistema
multifuncional, a incorporacdo de um agente diagndstico, como um radioisétopo,
como o ®™Tc, obtém-se um sistema com propriedades adequadamente viavel para

tratar e diagnosticar simultaneamente tumores sélidos.



Tabela 3 — Propriedades fisico-quimicas e biolégicas de micelas carreadoras de PTX.

Composicéao Caracteristicas fisico-quimicas
Diametro  Potencial CMC
(nm) Zeta (mV) (mol/L)

PEGs5000, acido
colico e lisina 20-60
(Telodendrimero)

PEGso00-Ebelin 20-30

DSPE-
PEG2000/TPGS

PEGsqg0-Fmoc 25-30

DSPE'PEGZOO()- ~20

-1,62
+1,46

ND

ND

1,07 +
0,28

ND

ND

0,35x10°®

ND

0,996x10°

ND

Estudos de biodistribuicéo

(técnica utilizada)

Captagdo inicialmente elevada no
coracao, figado e pulméo; apos 48h
apresenta acumulo favorecido no
tumor. (MicroSPECT/CT)

Imagens mostraram reduzida
captacdo no figado e bago e
acentuada no tumor, com aumento do

sinal até 24h apds injecédo. (NIRF)

Acumulo de 3,5 vezes superior no
tumor comparado com o farmaco livre
(CLAE e NIRF)

Moderada captacdo no figado e
pulméo e elevada captacdo na regido
tumoral. (NIRF)

Imunomicelas acumularam no tumor

Referéncia

XIAO et al., 2009;
XIAO et al., 2012

LU et al., 2013

KATRAGADDA et
al., 2013.

ZHANG et al.,
2014.

TORCHILIN et al.,
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2C5 mais que as micelas normais e que 0 2003.
(Imunomicelas) farmaco livre. (contador gama e
CLAE)

O PTX veiculado nas micelas

apresentou acumulo preferencial na

Pluronic® P105 22,3+0,3 -1,5+0,2 ND » CHEN et al., 2015.
regido tumoral, quando comparado

com os farmacos livres. (CLAE)

Abreviaturas: SPECT/CT — do inglés, Single Photon Emission Computed Tomography/Computed Tomography; NIRF — do inglés, Near Infrared Fluorescence;
CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; PEGsgoFmoc - PEGsggo-lisil-(a-Fmoc-¢-t-Boc-lisina),; TPGS - succinato de a-tocoferil-

polietilenoglicol1000. ND = ndo determinado
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O uso de micelas carreadoras de PTX como uma plataforma teranéstica foi relatado
previamente, mostrando caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas favoraveis para
a finalidade proposta. Katragadda e colaboradores (2013) descreveram uma
ferramenta terandstica de micelas de contendo DSPE-PEG e PTX na composicao,
marcadas com indocianina verde (ICG, do inglés Indocyanine Green) para 0 uso na
técnica de diagndstico por imagem infravermelha. A entrega de PTX em um sistema
micelar para diagndstico e tratamento simultaneo também foi relatada por Xiao e
colaboradores (2012), onde o sistema foi marcado com *?°| (lodo-125) para obtencao
de imagens em SPECT/CT. Micelas de DSPE-PEG marcadas com um radionuclideo
foram relatadas por Lukyanov e colaboradores (2002), entretanto o sistema relatado
utiliza na sua composicdo uma proporcao de fosfolipide diretamente modificado com
DTPA e marcado com **In para estudos de biodistribuicdo e farmacocinética da

nanoestrutura.

No presente estudo, propde-se a radiomarcacao de micelas de DSPE-PEG com o
9MTc diretamente na porcdo terminal do PEG, para o uso em técnicas de imagem
por cintilacdo gama, de forma que a estrutura anfifilica da micela se mantenha mais
fidedigna possivel, sem possibilidades de interferir na solubilizacdo do PTX no
ndcleo micelar, possibilitando ndo somente a avaliagao biolégica, mas também a sua

futura aplicacédo clinica como uma plataforma teranéstica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver uma formulacdo de micelas poliméricas carreadoras de paclitaxel
baseadas em fosfolipide e radiomarcadas **"Tc, e avaliar seu potencial como uma
plataforma terandstica para tumores sélidos.

2.2 Objetivos especificos

= Padronizar um método de preparo de micelas de DSPE-PEG3y contendo ou nao

PTX e otimizar a encapsulacédo do PTX na formulacao.

= Realizar a caracterizacéo fisico-quimica das formula¢cbes preparadas quanto ao

diametro médio, potencial zeta e teor de encapsulacéo.

= Avaliar a estabilidade fisico-quimica de 7 dias da formulacdo,em termos de

diametro médio e teor de encapsulacéao.

= Sintetizar o polimero DSPE-PEG00-DTPA.

= Caracterizar o produto da sintese por meio das técnicas de espectroscopia de
absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), espectroscopia de absorcdo

na regiao do infravermelho (IV) e espectroscopia de massas.

= Realizar a radiomarcagcdo de uma formulacdo DSPE-PEG2000/DSPE-PEG2000-

DTPA com **™Tc e determinar a pureza radioquimica da marcagao.
= Avaliar a estabilidade in vitro da radiomarca¢ao das micelas em salina e plasma.

= Avaliar a taxa de depuracdo sanguinea das micelas DSPE-PEGy00/DSPE-

PEG.000-""Tc-DTPA em camundongos sadios.
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= Realizar estudos de biodistribuicdo e imagens cintilograficas das micelas DSPE-
PEG2000/DSPE-PEG.000-*"Tc-DTPA em camundongos sadios e acometidos com

tumor de mama da linhagem 4T1.
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1 INTRODUCAO

Dentre as diferentes nanoestruturas utilizadas para carrear agentes antineoplasicos
fracamente solUveis e como uma plataforma promissora para a entrega direcionada
de farmacos e agentes de imagem para diferentes tipos de cancer, as micelas
poliméricas preparadas a partir de copolimeros anfifilicos estdo entre as mais
estudadas (CHEN et al., 2015; LUKYANOV; TORCHILIN, 2004; SAWANT,;
TORCHILIN, 2010).

O PTX é um agente antineoplasico altamente hidrofébico, cujo mecanismo de acdo
principal envolve a estabilizacdo dos microtibulos, o que leva ao bloqueio da fase
mitética da divisdo celular e, posteriormente, a apoptose (WANG et al., 2015). Esse
farmaco tem sido amplamente utilizado no tratamento de variados tipos de tumores
como mama, pulmdo, ovario, colon, cabeca e pescoco e sarcoma de Kaposi
(ZHANG et al., 2013). Em funcdo de sua baixa solubilidade aquosa, o
desenvolvimento de formulagbes para a administracdo endovenosa € bastante

limitado e micelas poliméricas apresentam um sistema potencial para carrear o PTX.

Micelas poliméricas sdo particulas coloidais de tamanho nanométrico,
compreendendo a faixa de 5 a 100 nm, constituidas de mon6émeros de unidades
copoliméricas anfifilicas, que se formam espontaneamente a partir de CMC
(MOHAMED et al., 2014; OERLEMANS et al., 2010). Sabe-se que a presenca de
radicais lipidicos constituindo a por¢édo hidrofébica do monémero, como o DSPE,
proporciona vantagens quando comparados com as micelas poliméricas
convencionais. A presenca das duas cadeias de acido graxo do DSPE aumenta as
interacdes hidrofobicas, o que pode contribuir para a estabilidade do sistema
(SAWANT; TORCHILIN, 2010). O PEG é o polimero mais comumente utilizado para
compor a parte hidrofilica de uma micela, devido a sua alta solubilidade em agua,
sua biocompatibilidade e baixa toxicidade. Além disso, sua capacidade de
proporcionar uma eficiente protecdo estérica minimiza interacdes com células,
enzimas e proteinas, incluindo as opsoninas responsaveis por ativar o SFM

(OERLEMANS et al., 2010). Nesse sentido, com o presente capitulo teve-se por
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objetivo desenvolver e caracterizar do ponto de vista fisico-quimico uma formulacéo

micelar composta de DSPE-PEG;000 cOMo um sistema carreador de PTX.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

O DSPE-mPEGq foi adquirido da Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Alemanha). O PTX
foi fornecido pela Quiral Quimica do Brasil S/A (Juiz de Fora, Brasil) com pureza
maior que 97%. Cloreto de sodio P.A. foi adquirido da Merck (Darmstadt, Alemanha)
e cloroférmio P.A. foi adquirido da Synth (Sao Paulo, Brasil). Pireno purissimo P.A.
(pureza = 99,0%) foi obtido da Sigma-Aldrich (Missouri, EUA). Acetonitrila e alcool
isopropilico grau HPLC foram obtidos da Tedia Company (Ohio, EUA). A &gua
utilizada foi purificada utilizando o equipamento de destilagéo e deionizacdo Milli-Q®
(Millipore, USA).

2.2 Métodos

2.2.1 Determinacao da CMC

A CMC do DSPE-PEG,y foi determinada, a 25°C, por um método

espectrofluorimétrico utilizando pireno purissimo P.A. como sonda fluorescente.

Uma aliquota de 10 mL de uma solucéo cloroférmica de DSPE-PEG2gq0, a 1,0 X 10
mol/L, foi colocada em um baldo de fundo redondo e evaporada em um
rotaevaporador até a formacao de um filme fino. Esse foi hidratado com 10 mL agua

purificada e a solucéo formada foi utilizada como solugdo-méae para as diluicdes.

Separadamente, em tubos de ensaio de vidro, com o auxilio de pipetador
automatico, foi adicionado o equivalente a 1 mg de pireno, partindo de uma solugéo
de pireno (50 mg/mL) em cloroférmio. O cloroférmio foi evaporado a temperatura
ambiente em capela de exaustdo, e logo apds, aliquotas crescentes da solugdo-mée
de DSPE-PEG;p00 foram transferidas para os tubos e o volume foi completado para

3,0 mL com agua purificada, conforme descrito na Tabela 1.1.
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Os tubos foram deixados a temperatura ambiente overnight sob agitacdo. Em
seguida, as amostras foram filtradas em filtros de 0,22 ym para a retirada do pireno
insolivel. A intensidade de fluorescéncia das amostras foi avaliada nos
comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo de 339 e 390 nm,
respectivamente, utilizando um espectrometro de fluorescéncia Cary eclipse (Varian,
Inc. EUA).

Tabela 1.1 — Diluic6es necessarias para determinacéo da CMC.

Concentracao de

Amostra DSPE-PEG 000 VoNIumeNda Volume de agua
(mol/L) solugdo-mae (pL) (ML)
1 0 0 3000
2 1,0 x 10° 30 2970
3 2,5x10° 75 2925
4 5,0 x 10°° 150 2850
5 7,5x10° 225 2775
6 1,0 x 107 300 2700
7 2,5x10° 750 2250
8 5,0 x 10 1500 1500
9 7,5x10 2250 750
10 1,0x10™ 3000 0

2.2.2 Padronizacdo do método de preparo das micelas poliméricas

Foram preparadas micelas contendo ou ndo PTX (micelas brancas) pelo método de
evaporacao do solvente (SAWANT; TORCHILIN, 2010; WANG et al., 2010).

Para o preparo das micelas brancas, primeiramente, uma solu¢do cloroférmica de
DSPE-PEGyo00 foi transferida para um baldo de fundo redondo e o solvente foi

evaporado em um rotaevaporador Buchi Labortechnik AG CH-9233, modelo R-210,
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acoplado a uma bomba de vacuo de mesma marca, modelo V-700 (Flawil, Suica).
Os parametros utilizados para evaporagao foram: rotacdo de 130 rpm, com a
finalidade de formar um filme uniforme; banho-maria a 30°C e presséo de 131 mbar
aproximadamente, para acelerar a evaporacdo. O processo de evaporacao rotativo
permitiu a formacédo de um filme fino e uniforme na parede do baldo e o mesmo foi
hidratado com solucdo salina 0,9% (p/v) pH 7,4. Para auxiliar o processo de
hidratacdo e formagcao espontanea das micelas, o baldo foi colocado em banho-
maria a 40 °C por 5 minutos e, em seguida, submetido a agitacdo com auxilio de um

vortex a 1000 rpm por 3 minutos.

Para o preparo das micelas contendo PTX, uma solugédo cloroférmica de PTX foi
transferida para o baldo de fundo redondo, juntamente com o DSPE-PEGyg0. AS
etapas posteriores foram procedidas como no preparo das micelas brancas. Por fim,
foi realizada uma etapa de purificacdo, para remocao do PTX ndo encapsulado. As
formulacBes de micelas contendo PTX foram filtradas em filtro de seringa hidrofilico
de porosidade 0,22 ym (Millipore, EUA).

2221 Otimizacdo do processo de calibracdo do diametro das

nanoparticulas

Com a finalidade de padronizar o diametro das nanoestruturas, as formulacdes
foram submetidas a calibracdo utilizando um processador ultrassénico de alta
intensidade (Cole-Parmer Instrument Company, EUA). As micelas foram expostas a
sonda de titAnio em amplitude de 21%. Diferentes tempos de exposicdo foram
avaliados (5, 7 e 10 minutos), além de micelas sem exposi¢cdo ao ultrassom,
consideradas tempo igual a 0. Os parametros avaliados foram o didmetro e a

possivel perda de PTX encapsulado.
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2.2.3 Avaliacdo do diametro

2.2.3.1 Espalhamento dinamico da luz

O diametro médio (DM) das nanoestruturas foi obtido pela técnica de espalhamento
dinamico da luz (DLS do inglés Dynamic Light Scattering), a 25 °C, a um angulo de
90°. Para os testes de padronizacdo do método utilizou-se o equipamento Zetasizer
3000 HS (Malvern Instruments, Inglaterra). Para as medidas, as amostras foram
diluidas 10 vezes em solucédo salina 0,9% (p/v) previamente filtrada em filtro de 0,45
pm. Para os demais testes utilizou-se o equipamento Zetasizer NanoZS90 (Malvern
Instruments, Inglaterra), sem necessidade de diluicdo prévia da amostra.

O diametro das nanoestruturas foi avaliado segundo a distribuicdo por volume ou
namero de particulas equivalentes. A partir do resultado de distribuicdo do diametro
das particulas, foram obtidos os valores de diametro inferior (Dny) @ 100%, 90%,
50% e 10% (D100%, Doow, Dsow € D1o%, respectivamente), os quais significam que no
valor em porcentagem de “N%” de particulas, o diametro é igual ou inferior ao valor
de “D” (LOVELYN; ATTAMA, 2011).

2.2.3.2 Espalhamento de raios-X a baixo anqulo

A andlise de DM também foi realizada pela técnica de espalhamento de raios-X a
baixo angulo (SAXS, do inglés Small Angle X-ray Scattering). A analise foi executada
utilizando um colimador de feixe, de comprimento de onda fixo igual a 1,55 A (8
keV), e um detector 2D Pilatus 300K, posicionado a uma distancia de 0,5 m da
amostra. O intervalo de q analisado situou-se entre 0,05 nm™ e 2 nm™. Este estudo
foi realizado na linha de luz SAXS-1 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS, Campinas, S&o Paulo). Todas as amostras foram analisadas a temperatura
ambiente (25 °C).

As amostras liquidas (micela branca e micela com PTX) foram injetadas diretamente
em uma célula com temperatura controlada e vacuo, constituida de duas janelas de

mica separadas por 1 mm e logo em seguida foram analisadas. As imagens 2D
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obtidas no detector, foram normalizadas e convertidas em perfis de 1(q) por q

utilizando o software OriginPro 8.

2.2.4 Avaliacdo do teor de PTX

O teor de PTX encapsulado na formulacao foi avaliado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e as condi¢cdes cromatograficas foram: sistema eluente
constituido de acetonitrila:dgua, na proporcao de 55:45 (v/v); coluna de fase reversa
Lichrospher®, C18, 5 um, 4 mm x 25 cm (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha);
fluxo de 1,2 mL/min; temperatura de 25 °C; volume de injecédo igual a 10 pyL. O
equipamento utilizado consistiu em um modulo de bomba isocratica Waters 515
(Milford, EUA); injetor automéatico Waters 717 Plus (Milford, EUA) e detector UV-Vis
Waters (Milford, EUA).

Para o preparo das amostras para CLAE, foi utilizado alcool isopropilico na
proporcao de 4:1 (v/v) em relacdo ao volume de amostra. Esse procedimento foi
realizado com a finalidade de solubilizar os componentes da formulacéo e abrir as
nanoestruturas para liberar o PTX a ser quantificado. Em seguida, a preparacéo foi
diluida com o sistema eluente, filtrada em filtro de seringa hidrofilico de porosidade

0,45 um (Millipore, EUA) e injetada no cromatdgrafo.

A partir da area sob a curva (ASC) obtida, foi calculada a concentracdo de PTX
(ug/mL) utilizando a equacédo da reta (equacdo 1.1) relatada abaixo. O método de
doseamento foi validado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (BARBOSA et
al., 2015).

Equacéo (1.1) y = 19495x— 8052
Onde y é a ASC obtida e x é a concentracdo de PTX.
Em seguida, determinou-se a porcentagem de farmaco encapsulado utilizando a

equacao 1.2. Para o calculo, obteve-se o teor de farmaco nas micelas sem purificar

(PTX Total) e o teor de PTX nas micelas purificadas (PTX encapsulado).
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Equacéo (1.2) PTX
TE (%) = encapsulado x 100
PTX total

Onde, TE (%) representa o teor de PTX encapsulado.

2.2.5 Avaliacdo do Potencial zeta

O potencial zeta das particulas foi determinado pela técnica de DLS associado a
mobilidade eletroforética, a temperatura de 25°C, pH 7,0 e angulo de incidéncia do
laser de 90°, utilizando o equipamento Zetasizer NanoZS90 (Malvern Instruments,
Inglaterra). As amostras foram diluidas 10 vezes em solucdo salina 0,9% (p/v)

previamente filtrada em filtro de 0,45 pm.

2.2.6 Otimizacado da encapsulacdo do PTX

Durante a padronizacdo do método de preparo, baseado em dados da literatura
(WANG et al.,2010), foi utilizada uma concentracdo teérica de PTX igual a
0,5 mg/mL. Com o intuito de encapsular quantidades maiores de farmaco, foram

avaliadas as concentracoes tedricas de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 1,5 mg/mL de PTX.

As formulagbes micelares foram preparadas conforme descrito anteriormente e

caracterizadas quanto ao DM, o TE e a concentracdo de PTX encapsulada.

2.2.7 Avaliacdo de estabilidade

A fim de se avaliar a permanéncia do farmaco no interior das nanoestruturas, as
amostras contendo as diferentes concentracdes de PTX, foram armazenadas a 4°C,
e foram avaliadas segundo os mesmos parametros relatados anteriormente, apés 1,

2 e 7 dias do preparo.



CAPITULO 1 - Desenvolvimento farmacotécnico de micelas de DSPE-PEGzu00
57

Para a avaliacdo do TE, a cada dia avaliado, os lotes de formulagbes foram
novamente purificados em filtro de 0,22 ym e dosados por CLAE, conforme descrito
no item 2.2.4.

2.2.8 Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos com média + desvio padrdo. Para a verificacdo da
normalidade da variancia utilizou-se o teste de D‘agostino e Pearson. As variaveis
gue ndo apresentaram distribuicdo normal foram transformadas, quando adequadas,
pela equacédo: y = log variadvel. Os dados foram testados por ANOVA seguida de um
poOs-teste de Tukey. Para todas as analises foi utilizado o programa GraphPadPrism
5.0. Adotou-se o intervalo de confianca de 95% e as diferencas foram consideradas

significativas quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05 (p <0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinagdo da concentracdo de DSPE-PEGyy a ser utilizada no

preparo das formulacdes

Sabe-se que micelas sdo formadas apenas quando a concentracdo das suas
unidades anfifilicas atinge um limiar de concentracdo, ou seja, a sua CMC
(MOHAMED et al., 2014). Nesse sentido, para se definir a concentracdo de DSPE-
PEG2000 a ser utilizada na composicdo das micelas, primeiramente foi necessario

estabelecer a CMC do mesmo.

A técnica escolhida para determinar a CMC no presente estudo foi 0 método de
fluorescéncia utilizando o pireno como sonda. Nesse método, o pireno migra a partir
do meio aquoso polar para os nucleos micelares apolares durante a micelizagéo,
sendo assim, 0 aumento na intensidade de emissdo da fluorescéncia versus a
concentracdo polimérica, indica a mudanca de unimeros para uma estrutura micelar
(LUKYANOV; TORCHILIN, 2004; WU et al., 2013).

Para a determinacdo da CMC do DSPE-PEGyqq, foram avaliadas as intensidades de
fluorescéncia em dez concentracbes do mesmo em meio aquoso. As intensidades
de fluorescéncia correspondente a cada concentracdo estdo apresentadas na
Tabela 1.2.
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Tabela 1.2 —Determinacéo das intensidades de fluorescéncia de diferentes concentracdes

de DSPE-PEG 3q0.

Concentracao (mol/L) Intensidade de fluorescéncia
0 19,5+ 1,4
1,0x 10°® 26,1+ 6,5
2,5x10° 13,4+ 4,5
5,0 x 10° 31,3+£2,2
7,5x10° 50,7 + 9,0
1,0 x 10® 73,1+8,5
2,5x10° 240,9 + 23,9
5,0x 10° 435,2 + 20,3
7,5x 10° 630,9 + 23,4
1,0 x 10™ 793,1+ 4,7

Dados expressos como média + DP; n=3

O valor da CMC € determinado na concentracdo em que o primeiro platd (Figura
1.1) da intensidade fluorescéncia termina e que o segundo inicia. Portanto, o valor
encontrado para a CMC foi igual a 1,8 x 10™ mol/L. Dados na literatura relatam
valores de CMC iguais a 1,1 e 1,6 x 10™ mol/L, nesse sentido, o valor encontrado
condiz com o descrito anteriormente na literatura (LUKYANOV; TORCHILIN,
2004; SAWANT et al., 2008; WANG et al., 2010).

A determinacdo da CMC é particularmente importante para avaliar sua potencial
aplicacédo bioldgica, uma vez que apos diluicdo com grande volume de sangue, as
micelas obtidas a partir de copolimeros com altos valores de CMC podem se
dissociar e liberar o contetudo encapsulado (GRALLERT et al., 2102; SHUAI et al.,
2004). Nesse sentido, levando em considerag¢ao que a volemia de um ser humano
e igual a 75 mL/kg, optou-se por preparar uma formulacdo micelar em uma
concentragdo passivel de sofrer essa diluicAo sem atingir valores inferiores a
CMC. Sendo assim, decidiu-se preparar as micelas de DSPE-PEGyy ha
concentracdo 10 mmol/L, uma concentragéo cerca de 500 vezes o valor da CMC
e portanto, passivel de sofrer diluicdo ao ser administrado na corrente sanguinea,

sem necessidade de administracdo de um volume muito elevado.
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Figura 1.1 - Intensidade de fluorescéncia do pireno em func&o da concentracéo de DSPE-

PEGo para determinacédo da CMC.
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3.2 Caracterizacao fisico-quimica de micelas brancas de DSPE-PEGqq0

A principio testou-se o preparo das micelas brancas de DSPE-PEG;q pelo método
de evaporacédo do solvente, um método simples e rapido, para verificar se 0 mesmo
seria apropriado. A escolha do método de preparo depende basicamente da
solubilidade do copolimero a ser utilizado e sendo 0 DSPE-PEGyy facilmente
solivel em solventes volateis como o cloroférmio, o método de evaporacdo é
adequado e frequentemente utilizado para esse fim (SAWANT et al., 2008; WANG et
al., 2010; SAWANT; TORCHILIN, 2010).

A concentracdo lipidico-polimérica utilizada foi a determinada a partir da CMC (10

mmol/L). A preparacéao foi avaliada pela determina¢do do DM e do potencial zeta.

A partir dos valores referentes as distribuicbes pelo volume das particulas
equivalentes, foi calculada a frequéncia acumulada (%) dos diametros cujos dados
estdo apresentados na Figura 1.2. Baseado nos resultados obtidos dos Dyg, pode-se
inferir que as micelas brancas de DSPE-PEG;p apresentam uma distribuicao
uniforme, contendo 90% das particulas com diametro inferior a 13,4 nm e 10% com
diametro inferior a 7,4 nm e um diametro mediano igual a 9,8 nm. A Figura 1.3,

extraida do Zetasizer software (Malvern Instruments, Inglaterra), representa o
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percentual de micelas brancas obtidas por analise de volume em funcéo do diametro
das particulas. Pode-se observar que a formulacdo apresenta distribuicdo unimodal
caracterizando uma populagdo homogénea de particulas.

Figura 1.3 - Distribui¢éo do diametro de micelas brancas.
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Figura 1.2 — Percentual de micelas brancas em volume em fungdo do diametro.

Statistics Graph (3 measurements)

BO T R R R IEREERR R S

Volume (Percent)

100 1000 10000

Size (d.nm)

‘- Mean w ith Max-Min error bar‘




CAPITULO 1 - Desenvolvimento farmacotécnico de micelas de DSPE-PEGzu00
62

Lukyanov e Torchilin (2004) reportaram em um artigo de revisédo bibliografica, que
micelas de DSPE-PEGy00 possuem DM entre 7 e 20 nm. Gill e colaboradores (2012)
em um estudo com micelas de DSPE-PEG;, encontraram DM igual a 12 + 5 nm;
nesse sentido, pode-se afirmar que o DM encontrado esta de acordo com o descrito

na literatura para esse tipo de nanoestrutura.

Quanto ao potencial zeta, foi encontrado um valor igual a -2,7 + 1,1 mV. O valor de
potencial zeta encontrado, proximo da neutralidade sugere que a presenca do
PEG2000 na superficie das micelas em meio aquoso forma uma camada de
solvatacdo que anularia quaisquer possiveis cargas das nanoestruturas, além de

contribuir para a estabilidade das micelas (HU et al., 2007).

3.3 Caracterizacao fisico-quimica de micelas de DSPE-PEGy0 contendo PTX

Assim como as micelas brancas, as micelas de DSPE-PEGzq00 contendo PTX foram
preparadas pelo método de evaporacdo do solvente conforme descrito na literatura
(WANG et al, 2010). No intuito de otimizar e padronizar o preparo, a
homogeneizacdo por processador ultrassonico foi testada como método de
calibracdo do diametro das nanoestruturas. As micelas foram submetidas a
diferentes tempos de exposicédo a sonda (0, 5, 7 e 10 minutos) e caracterizadas em

termos fisico-quimicos quanto ao diametro, a distribuicdo do diametro e ao TE.

O procedimento de calibragdo de particulas por processador ultrassénico envolve
intensas vibracfes mecanicas as quais agitam as particulas no meio liquido e devido
as altas forcas de cisalhamento empregadas, espera-se que o didmetro das
particulas seja reduzido de maneira homogénea (RICHARDSON et al., 2007). Sendo
assim, o diametro das micelas expostas ao processador ultrassonico foi avaliado de

acordo com a sua distribuicdo em volume de particulas equivalentes.

A partir das distribuicdes obtidas pelo percentual em volume das nanoestruturas, foi
calculada a frequéncia acumulada (%) dos diametros das micelas expostas ao
ultrassom em diferentes tempos. Graficos correlacionando o diametro com a

frequéncia acumulada em volume foram plotados e os valores de Dyy para cada um
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dos tempos de exposicdo foram extraidos (Tabela 1.3). O tempo O corresponde a

formulacdo sem exposi¢cao ao ultrassom.

Tabela 1.3 — Distribuicdo de diametros de particulas das formulacdes de micelas de PTX

submetidas a diferentes tempos exposicdo ao processador ultrassénico.

exp-l;esring%% (zriin) D1os (NM) Dsoss (NM) Dgoss (NM)
0 9,7+£0,8 141+24 255+ 11,6
5 7,7+0,9 10,6 £ 0,9 14,8 £ 0,6
7 9,327 13,4+ 3,0 21,6 £5,0
10 11,4+2,6 15,3+0,8 22,0+ 3,7

Valores expressos como média + Desvio Padrédo (DP); n=3

Ao analisar a Tabela 1.3, pode-se observar que os diametros encontrados condizem
com o descrito na literatura (na faixa de 7 a 20 nm) para micelas de DSPE-PEGq00
(DABHOLKAR et al.,, 2006; LUKYANOV; TORCHILIN, 2004; MUSACCHIO et al,;
2009). Além disso, pode-se dizer que encontram na faixa ideal de tamanho para
escapar dos mecanismos de eliminagdo do organismo, contribuindo para um tempo
de circulagédo prolongado, uma vez que particulas com diametros inferiores a 5 — 10
nm sao rapidamente eliminadas por depuracéo renal, e particulas muito grandes sao
facilmente reconhecidas pelo SFM e removidas pelas células fagocitarias (CROY;
KWON, 2006; GIACOMELLI et al., 2011).

Nenhuma diferenca significativa entre os diametros (p > 0,05), quando comparado
os diferentes tempos de exposicdo com o tempo O foi detectada. Entretanto, apesar
de ndo ocorrerem mudancas nas distribuicbes dos diametros com o aumento do
tempo de exposicdo ao processador ultrassénico, a analise do valor de Diooy (Figura
1.4), ou seja, a percentagem onde se tem o valor do maior diametro, demonstra a
presenca de particulas maiores quando comparado a formulacdo sem exposicao ao

ultrassom (tempo = 0 minutos).
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Figura 1.4 — Avaliag&o da distribuicdo do diametro de micelas contendo PTX apds a

exposicéo ao processador ultrassdnico.
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Outro parametro importante a ser avaliado em um carreador de farmacos é o seu
TE. A concentracdo tedrica de farmaco utilizada no preparo das micelas para este
estudo foi de 0,5 mg/mL de PTX. Para a avaliacgdo do TE, primeiramente
determinou-se a concentracdo de PTX das amostras expostas ao ultrassom nos
diferentes tempos e a concentracdo de farmaco em uma amostra sem passar pelas
etapas de calibracéo e purificagdo, essa amostra foi denominada “Total”. A partir da
concentracdo do “Total”’, obteve-se o TE das micelas nos diferentes tempos de
exposicao ao ultrassom. Os resultados encontrados estdo representados na Figura
1.5.

O TE obtido no tempo 0 apos purificacdo do sistema foi de 91,7 + 4,7% em relacéo
ao total de farmaco adicionado no preparo da formulacdo. Ao se avaliar a exposicao
das micelas ao ultrassom, observou-se uma perda significativa (p < 0,05) de PTX
encapsulado nos tempos 5 e 7 minutos. O aumento do tempo de exposi¢cdo para
10 minutos resultou em uma reducéo da perda de PTX ndo apresentando diferenca
significativa quando comparado ao tempo O.
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Figura 1.5 - variagdo das concentracdes de PTX e do TE em micelas expostas ao ultrassom

em diferentes tempos.

0.6- 3 Concentragdo de PTX (mg/mL) 120

@l Teor de encapsulagdo (%)
0.5+ l - 100
L

0.44 a b b I - 80
0.3+ I - 60

0.24 - 40

=

(9%) oede|nsdeoua ap 10a |

Concentracao de PTX (mg/mL)

T T T T T -0
Total 0 5 7 10

Tempo (min)

Valores expressos como média + DP (n=3). °Representa diferenca significativa em comparagéo com o
total. bRepresenta diferenca significativa quando comparado com o tempo 0. O nivel de significancia

foi considerado para valores de p < 0,05 (teste de Tukey).

Nesse sentido, considerando a auséncia de alteracfes significativas no diametro das
nanoestruturas quando comparado as micelas sem exposicdo ao ultrassom e uma
perda significativa do farmaco encapsulado provocada pela submissdo do sistema
ao processo de calibracdo, concluiu-se que o processo de sonicacdo se mostrou
prejudicial e/ou desnecessario ao preparo das micelas de PTX. Portanto, optou-se
por preparar as micelas de DSPE-PEG;q contendo PTX sem a etapa de calibracao,
uma vez que produz nanoestruturas com diametro adequado, distribuicdo uniforme e

TE satisfatorio.

Vale mencionar que, de forma semelhante ao observado para as micelas brancas,
as micelas contendo PTX na concentracao de 0,5 mg/mL apresentaram um potencial
zeta proximo da neutralidade (-3,0 + 0,34 mV). Esse fato pode ser explicado pela
presenca do PEG,p0 Na parte externa na nanoestrutura (CROY; KWON, 2006) e
estd de acordo com o encontrado (-4 mV) por Skidan e colaboradores (2009) para

micelas de mesma composicao.
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3.4 Otimizacao da encapsulacédo do PTX

Depois de estabelecido um método de preparo para as micelas de DSPE-PEGzg00
contendo PTX, foram preparadas formulacdes micelares (n = 3) nas concentracdes
tedricas de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 1,5 mg/mL de PTX com a finalidade de otimizar
a quantidade de PTX encapsulado no ndcleo das micelas. As formulacdes foram
avaliadas segundo o DM e TE logo ap0s o preparo das mesmas e 0s resultados

estdo representados na Tabela 1.4.

Os valores de DM apresentados na Tabela 1.4 correspondem a distribuicao
percentual por nimero dos diametros das amostras analisadas, enquanto os valores
de Dnw, a distribuicdo percentual por volume (Figura 1.6). Pode-se observar,
portanto, que os resultados de DM e de Dyg estdo em concordancia, uma vez que
os valores de Dsgy, 0S quais representam uma mediana dos diametros, sao similares
aos valores de DM encontrados. Nesse sentido, a partir desse item, os valores
referentes ao diametro analisados por DLS, serdo sempre representados pela

avaliacdo da distribuicdo percentual por nimero e estardo sempre referidos por DM.

Tabela 1.4 - Parametros fisico-quimicos obtidos para as formulaces de micelas de PTX

preparadas a partir de diferentes concentra¢gdes do farmaco.

Concentragéo Concentragéo
, . DM (nm) Dogo%, Dsow € Diooe TE (%)
Tedricade PTX de PTX (mg/mL)
0,5 mg/mL 10,2+ 0,9 13,3;9,8; 7,8 0,41 +0,06° 91,3+5,8
1,0 mg/mL 10,2+ 0,4 13,1;10,4; 7,8 0,89 +0,06° 96,3+2,1
1,5 mg/mL 10,3+ 0,7 13,3; 10,0; 7,8 1,32 £ 0,22°° 94,1+2,8

Valores expressos média + DP (n=3); *Representa diferenca significativa quando comparado com
a concentracdo de 0,5 mg/mL. bRepresenta diferenca significativa quando comparado com a
concentracao de 1,0 mg/mL. O nivel de significancia foi considerado para valores de p < 0,05

(teste de Tukey).
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Figura 1.6 — Avaliacdo da distribuicdo dos diametros de micelas contendo diferentes

concentracdes de PTX.
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Os resultados demonstraram que o aumento da concentragdo de PTX nao induziu
variacao significativa (p > 0,05) no DM dos lotes avaliados. No entanto, um aumento
significativo na concentracdo de PTX encapsulado foi observado. Além disso, um
elevado TE (maior que 90%) foi obtido independente da concentracdo de PTX

avaliada.

E sabido que quanto maior a quantidade de farmaco encapsulado, maior a
potencialidade do sistema (SARISOZEN et al.,, 2012). No entanto, compreender
como o sistema se comporta ao longo do tempo no que diz respeito a alteracao no
didmetro bem como a capacidade de retencdo do farmaco séo fatores importantes
para avaliar a estabilidade do mesmo. Diante disso, um estudo de estabilidade por
um curto periodo de tempo foi conduzido.

3.5 Avaliagéo da estabilidade do sistema micelar

Quanto ao DM, nédo foram observadas alteracdes significativas nesse parametro. No

decorrer dos 7 dias, as formulacbes se mantiveram estaveis, com DM cerca de
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10 nm (Figura 1.7), o que indica a auséncia de agregados e que 0 sistema nao se

desfez no tempo avaliado.

Figura 1.7 — variagdo do DM das micelas de DSPE-PEG,y preparadas com diferentes

concentragcBes de PTX avaliado ao longo de 7 dias.
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Valores expressos como a média = DP (n=3).

A ocorréncia da perda de PTX nas micelas preparadas, quando houve, foi visivel e
nitidamente aparente, principalmente nas amostras de maior concentracao, a Figura
1.8 mostra a aparéncia das micelas antes (a esquerda da figura) e apos (a direita da
figura) a perda aparente de farmaco, sob forma de precipitado no fundo do
eppendorf . Sendo assim, todas as amostras foram novamente purificadas e
guantificadas por CLAE. Analisando as Figuras 1.9 e 1.10, pode-se observar que
ocorre uma liberacao significativa (p < 0,05) de farmaco ao longo dos dias avaliados
nas formulacdes de 1,0 e 1,5 mg/mL, quando comparado com o dia 0 (dia do
preparo). Nota-se que apos 1 dia a formulacdo de 1,5 mg/mL ja havia perdido cerca
de 80% (Figura 1.9) do total de farmaco encapsulado. Por outro lado, a formulacdo
contendo PTX na concentracdo de 0,5 mg/mL, a liberacdo do farmaco ao longo dos
dias foi significativamente menor e os valores de concentracdo de PTX obtidos
durante os 7 dias de avaliacdo ndo apresentaram diferenca significativa (p = 0,05)
(Figura 1.10).
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Figura 1.8 — Micelas antes e apés perda de PTX.

Na esquerda: micelas sem perda aparente de PTX; na direita: perda de farmaco evidente pela

formag&o do precipitado indicado pela seta branca.

Figura 1.9 — Avaliacéo da estabilidade do PTX no interior das micelas de DSPE-PEG,o, €m

formulacBes preparadas em diferentes concentragdes.
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Figura 1.10 — Comparag&o da concentracdo de PTX encapsulada em micelas de DSPE-

PEG,o00n0 dia do preparo e apos 1, 2 e 7 dias.
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Valores expressos como média + DP (n=3); *Representa diferenca significativa comparado com a
formulacdo contendo PTX na concentracdo de 0,5 mg/mL, considerando o mesmo dia de analise;

bRepresenta diferenca significativa quando comparado a mesma formulagdo no dia 0.

Observou-se ainda que independente da concentracdo inicial encapsulada a
concentragdo de PTX no interior das micelas foi semelhante a partir do dia 1 de
armazenamento. Embora tenha sido observado um aumento da encapsulacdo de
PTX a medida que concentracdes mais altas do farmaco foram utilizadas, essa
encapsulacdo nédo foi estavel, uma vez que nao houve diferencas significativas entre
as concentragOes retidas no interior das micelas nas diferentes formulac¢des, nos

dias 1, 2 e 7 avaliados.

Nesse sentido, considerando a melhor estabilidade apresentada pela formulagéo
composta por DSPE-PEGp00 ha concentracdo de PTX igual a 0,5 mg/mL além das
caracteristicas fisico-quimicas adequadas, essa formulacéo foi escolhida para todos

os estudos subsequentes.
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3.6 Avaliacdo do DM por SAXS

A técnica de SAXS é uma excelente ferramenta para avaliar a estrutura de
nanoestruturas, permitindo a obtencdo de informacdes, principalmente, sobre o
tamanho, forma e organizagcdo interna da estrutura “core-shell” das micelas
(GIACOMELLI et al., 2011; SANADA et al., 2013; SATO et al., 2007). Nesse sentido,

utilizou-se também essa técnica para a determinacédo do DM das nanoestruturas.

A Figura 1.11 representa os difratogramas, no intervalo de q entre 0,05 e 2,0 nm™,
das duas formulagdes micelares (com e sem farmaco). O vetor de espalhamento “q”,
correspondente a posicdo de g-menor na intensidade “l(q)’, prové uma estimativa
semiquantitativa da distancia média intermicelar. Diante disso, o valor da distancia
do centro de uma micela até o centro da outra pode ser correlacionado ao diametro
(D) da nanoestrutura. Nesse sentido, o valor de D foi estimado pela equacgéo 1.3
(SATO et al., 2006). ApGs um total de 20 medidas de cada amostra, obteve-se um
valor de D das micelas igual a 10,0 £ 0,2 e 9,7 £ 0,2 nm, para as micelas brancas e

contendo PTX, respectivamente.

Equacéo (1.3) D 2n

Os resultados obtidos por SAXS estdo em concordancia com os valores encontrados
pela técnica de DLS, confirmando, portanto que as micelas de DSPE-PEGyqg0

preparadas possuem o diametro por volta de 10 nm.

No difratograma das micelas, € possivel observar, ainda, a presenca de
caracteristicas tipicas de estruturas globulares, entretanto, a obtengdo de maiores
informacdes a respeito da estrutura das micelas por essa técnica s6 é permitida
apos o ajuste de um modelo de analise quantitativa das fun¢cdes de espalhamento
(SATO et al., 2006). Portanto, estudos posteriores serdo conduzidos no intuito de

determinar a estrutura e a forma das nanoparticulas desenvolvidas.
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Figura 1.11 — Difratogramas de espalhamento de raios-X a baixo angulo de micelas
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4 CONCLUSAO

Micelas de DSPE-PEG;n0, brancas e contendo PTX, foram obtidas por um método
simples e rapido. Como €é conhecido, micelas poliméricas representam um eficiente
sistema carreador de farmacos hidrofébicos, e, no presente estudo, uma formulacéo
micelar contendo PTX foi otimizada. A formulagdo com composi¢éo teorica de 10
mmol/L de complexo fosfolipide-polimero e 0,5 mg/mL de farmaco, apresentou uma
alta capacidade de incorporar o PTX, com um elevado teor de encapsulacdo. Além
disso, apresentou caracteristicas promissoras quanto ao tamanho, uma vez que
particulas pequenas, sobretudo na faixa de didmetro das micelas produzidas (10
nm), sao preferencialmente acumuladas em tecido tumoral por meio de
direcionamento passivo, devido ao efeito EPR. Ainda, segundo os parametros
avaliados, ndo ha diferencas fisico-quimicas entre as micelas brancas e de PTX
preparadas, sugerindo que a incorporacao do farmaco néo altera a estrutura micelar,

podendo ser esse, portanto, um sistema robusto para carrear o PTX.
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CAPITULO 2 - Sintese do complexo DSPE-PEG200-DTPA e radiomarcagéo de micelas com c

1 INTRODUCAO

A visualizacdo das alteracbes moleculares de células neoplasicas é de extrema
relevancia para se alcancar o sucesso no tratamento. Isso pode ser conseguido por
meio de técnicas de imagens ndo-invasivas como as técnicas de imagiologia
molecular, as quais permitem a visualizac¢do in vivo, a caracterizacao e quantificacao

a nivel molecular e celular de processos bioldgicos (XING et al., 2014).

Diferentes modalidades de imagem molecular vém sendo estudadas e aplicadas
para o diagnoéstico do céancer bem como avaliacdo e acompanhamento do
tratamento. As técnicas mais comumente utilizadas sdo a ressonancia magnética
(WU et al.,, 2009), o ultrassom (ZHANG et al., 2015) e técnicas de imagens
cintilogréficas (FLECHSIG et al., 2015; MENDLER et al., 2015).

As técnicas baseadas em radionuclideos apesar de possuirem baixa resolucéo
espacial, sdo técnicas de obtencdo rapida de imagem, altamente sensiveis e
guantitativas (XING et al., 2014). Além disso, h4 uma variedade de isétopos
emissores de radiacdo gama que podem ser empregados nas técnicas
cintilograficas, como o ®™Tc, o *In, 0 *!1 e 0 *’Ga. O **™Tc tem sido muito utilizado
devido as caracteristicas relacionadas ao seu baixo custo, além de suas
propriedades nucleares que incluem: emissdo gama de baixa energia (140KeV) e o
tempo de meia vida de 6,02 horas, tempo suficientemente longo para permitir uma
preparacdo farmacéutica e a utilizacdo na obtencdo de imagens in vivo (DE
BARROS et al., 2013; VARSHNEY et al., 2012; ZHU et al., 2014). Além disso, 0
9MTc pode ser facilmente complexado com agentes quelantes do tipo poli-
aminocarboxilatos multidentados, tais como o DTPA, para 0 uso como um

radiofarmaco na obtencédo de imagens (HAZARI et al., 2010).

O DTPA é um eficiente agente quelante para ions metalicos da série dos
lantanideos, o qual confere alta estabilidade dos radiofarmacos in vivo. Além disso, o
uso de sistemas de quelagdo de metais radioativos é importante, também, para
prevenir a ocorréncia de transquelacdo por proteinas durante a permanéncia do

radiofarmaco in vivo (HAZARI et al., 2010; VARSHNEY et al., 2012).
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As propriedades promissoras de nanoestruturas carreadoras de farmacos para o
tratamento de cancer, principalmente a possibilidade de aumento da captacédo ativa
e passiva no tecido alvo, vém despertando cada vez mais o interesse de aplicar
esses sistemas para fins de diagnéstico (LAMMERS et al., 2010). Esses
nanossistemas permitem a entrega de agentes de contraste, tais como 0s
radionuclideos, com um grande potencial para a deteccdo de doencas como o
cancer, além do acompanhamento da evolucdo da doenca no decorrer do
tratamento. Além disso, numa entrega associada de farmaco e agente de imagem, é
possivel acompanhar a entrega do farmaco a regido de interesse, 0 que permite a
construcdo de um tratamento sob medida, baseado nas caracteristicas individuais de
cada paciente. Essa associacdo de terapia e diagndstico € chamada de “terandstico”
(LAMMERS et al., 2010; KUMAR et al., 2012).

Estudos conduzidos em nosso laboratdrio demonstraram a capacidade dos atomos
de **™Tc em complexar com DTPA imobilizados na superficie de nanoparticulas de
silica indicando a capacidade de utilizacdo deste quelante para marcacao de outras
nanoestruturas como micelas (DE BARROS et al., 2015). Desta maneira, o elemento
radioativo encontra-se firmemente ligado as nanoparticulas, possibilitando o
acompanhamento in vivo das mesmas durante a realizacdo dos estudos
cintilograficos. No intuito de agregar a formulacdo descrita no capitulo anterior a
propriedade de identificacdo do tumor, faz-se necessario desenvolver um conjugado
formado pelo DSPE-PEG.0 € pelo agente quelante DTPA para posterior
preparacao das micelas contendo PTX. Nesse sentido, no presente capitulo sera
descrito 0 processo de sintese e caracterizacdo do produto DSPE-PEG,000-DTPA. A
presenca desse complexo na composicdo da formulacdo possibilitara a modificacao
da superficie das micelas poliméricas com “™Tc permitindo que esse sistema

micelar possa ser utilizado como uma ferramenta teranostica na terapia do cancer.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

O 1,2- diesteraroil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[amino(polietilenoglicol)-2000]
(DSPE-PEG2000-NHy) foi adquirido da Avanti Polar Lipids, Inc (Alabama, EUA). O
dianidrido do acido dietilenotriaminopentacético (DTPA dianidrido) foi obtido da
Sigma-Aldrich Co. (Missouri, EUA). Os solventes piridina e dimetilsulfoxido (DMSO)
foram adquiridos da Labsynth (S&o Paulo, Brasil) e posteriormente foram tratados
para remocdo de &gua residual no Laboratério de Quimica Farmacéutica da
Faculdade de Farmacia da UFMG. O acetato de etila foi adquirido da Tedia
Company (Ohio, EUA). A membrana de didlise Spectrapore® foi adquirida da
Spectrum Laboratories (Califérnia, EUA). O *™Tc foi obtido de um gerador de
molibdénio-99/tecnécio-99m (IPEN - Brasil). Os demais reagentes foram adquiridos
da Sigma-AldrichCo (Missouri, EUA).

2.2 Métodos

2.2.1 Sintese do DSPE-PEG,p00-DTPA

O DTPA dianidrido foi ligado covalentemente ao grupamento amino terminal do
DSPE-PEG2000-NH2, por meio de uma reacdo de abertura do anidrido ciclico. Na
Figura 2.1 estd representada uma proposta de mecanismo para a formagédo do
produto DSPE-PEG2000-DTPA . A ligacdo covalente do DTPA anidrido a um
grupamento NH, foi descrita anteriormente por Grant e colaboradores (1989) e foi

utilizada como referéncia nesse trabalho.

O processo utilizado para a obtencéo do produto esta esquematizado na Figura 2.2.
Para a sintese do DSPE-PEG,n0-DTPA foi utilizado um excesso molar de 25 vezes
de DTPA dianidrido em relacdo ao complexo lipide-polimero e ambos foram,
respectivamente, solubilizados em DMSO e piridina (7:3 v/iv) e em DMSO somente

(ambos os solventes em condicdo anidra), em recipientes separados. O excesso
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molar de DTPA dianidrido foi utilizado com a finalidade de favorecer a ligacdo de
apenas uma molécula de DSPE-PEG2p00-NH2; em apenas um dos anéis anidrido da
molécula de DTPA. O frasco contendo o DTPA foi colocado sob agitacdo em banho
de Oleo a temperatura ambiente, e logo em seguida, ligou-se 0 aquecimento. Apds o
inicio do aquecimento, uma parte da solugdo contendo o DSPE-PEGyp00-NH; foi
adicionada a cada aumento de 25 — 30°C na temperatura, de forma que antes de
atingir a temperatura final, toda a solucdo de reagente ja havia sido adicionada. A
temperatura do banho foi estabilizada a 100°C e o sistema foi mantido sob agitacdo
por 90 minutos. ApGs esse tempo, adicionou-se agua em excesso molar de 150
vezes ao DTPA, para hidrolisar o anidrido residual, e o sistema foi mantido a 100°C

por mais 90 minutos.

Figura 2.1 - Representag&o do provavel mecanismo da sintese do DSPE-PEG0-DTPA.
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Figura 2.2 — Esquema representativo da processo utilizado para obtenc¢&o do produto DSPE-

PEG2000-DTPA
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Ao final da reacdo, o conteudo foi colocado em fluxo de ar comprimido para a
evaporacdo dos solventes. O residuo obtido foi extraido sucessivas vezes com
acetato de etila, que foi filtrado em papel de filtro e evaporado em rotavapor. O
conteudo foi resuspendido em agua purificada e, em seguida, foi feita uma etapa de
purificacdo por dialise em uma membrana Spectrapore® com cut off de 1,0 kDa.
Para isso, o conteudo extraido foi colocado em um saco de diadlise e mantido sob
agitacdo em Aagua purificada, a temperatura ambiente, por 36 horas e com
sucessivas trocas de agua. Por fim, o contetdo do saco foi liofilizado em um ciclo de
24 horas. O frasco de liofilizacdo foi pesado vazio e apds a liofilizacdo para a

obtencédo da massa de produto final liofilizado.

Por fim, foi avaliado um rendimento em relacdo a massa final obtida, sem considerar
a pureza do produto da reacdo. Para esse calculo, foi considerado como 100% de
rendimento, o somatério entre a massa de DSPE-PEG2q00-NH; inicialmente pesada
(Mreat) € @ massa teodrica (Mwsrica) de DTPA em quantidade equimolar ao lipide, e 0
rendimento real, a massa do conteudo final liofilizado. Esses calculos foram
realizados a partir da equacéo 2.1 e com base na equacgdo geral da reacéo

representada na Figura 2.3.
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Equacéo (2.1)

i (Mreal DSPE‘PEGZOOO-NHZ - Mtec’)rica DTPA)
Rendimento = __ X 100
M produto liofilizado

Figura 2.3 — Equacéo da reagéo de sintese do DSPE-PEG-DTPA.

7 A TR
T ‘ o i
- w0 N M e ) ‘
N i o i N :‘37( ’
1 DSPE-PEG-NH2 + 1 DTPA dianidrido + 1H,0 2> 1 DSPE-PEG-DTPA
2790,52 g/mol 357,32 g/mol 18 g/mol 3165,84 g/mol

O produto final obtido foi armazenado a — 20 °C para posterior caracterizacgao.

2.2.2 Caracterizacdo quimica do DSPE-PEGq00-DTPA

2221 Espectrofotometria de absorcdo na regido do ultravioleta (UV)

Solucdes aquosas recém preparadas do produto e dos reagentes na concentracao
2,6 x 10° mol% (n=3) foram analisadas pela técnica de espectroscopia de absorcao
no UV, utilizando um espectrofotdmetro Shimadzu UV — 1800, Shimadzu Corporation
(Kyoto, Japéo). Para isso, foi utilizada uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico
de 1 cm e espectros de varredura foram obtidos nos comprimentos de onda (A) de
190 a 400 nm. Os resultados foram adquiridos em software UV Probe e os espectros
UV foram obtidos utilizando o software GraphPadPrism 5.0.

2222 Espectrofotometria de absorcdo no IV por transformada de Fourier

(FTIR)

A andlise foi realizada utilizando um espectrofotometro de IV modelo Spectrum One

FT-IR, Perkin Elmer (Massachusetts, EUA). As amostras soélidas foram depositadas
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diretamente sobre um cristal de reflectancia total atenuada (ATR, do inglés
Attenuated Total Reflectance) e analisadas pelo software Spectrum versao 5.0.1

(Perkin Elmer), onde os espectros foram obtidos.

2.2.2.3 Espectrometria de massa (MS)

A técnica utilizada consistiu na espectrometria de massa do tipo ionizacdo e
dessorcdo por laser assistida por matriz usando o analisador por tempo de voo
(MALDI — TOF, do inglés Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of
Flight). As andlises foram realizadas no Laboratorio de Venenos e Toxinas Animais,
do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG, em um instrumento Autoflex lll,
BrukerDaltonics (Massachusetts, EUA), operado pelo software FlexControl 3.0

(BrukerDaltonics) no modo positivo/reflector.

As amostras foram misturadas em solu¢des contendo as matrizes acido a-ciano-4-
hidroxicindmico e acido 2,5-di-hidroxibenzdico (s-DHB) diretamente sobre uma placa
de metal MTP AnchorChip-400/384 (BrukerDaltonics) e mantidas a temperatura
ambiente até secagem. Os resultados foram adquiridos pelo sofware FlexAnalysis
3.0 (BrukerDaltonics) e os espectros de massas foram posteriormente obtidos em
sofware GraphPad Prism 5.0.

2.2.3 Marcacao radioguimica de micelas de DSPE-PEG>gg:DSPE-PEG>000-
DTPA

Para confirmacdo da obtencdo do produto DSPE-PEGy00-DTPA e da sua
funcionalizagcdo, foram preparadas micelas compostas de DSPE-PEGyp0:DSPE-
PEG2000-DTPA, em uma razao de 95:5 (p/p). As micelas foram produzidas conforme

descrito no Capitulo 1, item 2.2.2.

As micelas preparadas foram submetidas ao método de marcagdo com o isétopo
radioativo ™ Tc. Uma amostra de 250 uL de micelas foi adicionada a um frasco no
qual foram adicionados 100 yL de uma solugdo de cloreto estanoso (SnCl,) 2,0

mg/mL em acido cloridrico 0,25 mol/L. O pH foi ajustado para 7,0-8,0 com solucao
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de hidroxido de sédio 0,1 mol/L. O frasco foi lacrado e realizou-se vacuo. Em
seguidam foram adicionados 37 MBq de pertecnetato de sédio em solucdo salina
0,9% (p/v). A mistura foi agitada e mantida sob vacuo durante 15 minutos a

temperatura ambiente.

2.23.1 Avaliacdo do rendimento de radiomarcacao

O rendimento da marcacdo foi determinado pela quantificagdo das impurezas
radioquimicas *"TcO4 e **™TcO,. O percentual do primeiro foi determinado por
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando acetona como fase movel. A
porcentagem de *™TcO, foi determinada realizando a filtracdo da mistura em filtro
de 0,22 um e quantificando a radioatividade contida no filtrado e no filtro. O
rendimento de marcacéo foi obtido segundo a férmula abaixo:

Equacéo (2.2)
% marcacéo = 100 - (% ®™TcO4 + % *™TcO,)

2.2.3.2 Estabilidade in vitro da radiomarcacao

Os testes de estabilidade de radiomarcacéo in vitro foram realizados em dois meios

distintos: solucéo salina 0,9% (p/v) e plasma de camundongo.

Em solucao salina 0,9% (p/v), o frasco contendo as micelas marcadas foi mantido a
temperatura ambiente e, nos tempos de 1, 2, 4, 6 e 8 horas, aliquotas foram

retiradas para a quantificacdo da impureza TcO,4 por CCD.

Para mimetizar a estabilidade da marcacdo das nanoestruturas na corrente
sanguinea, foi utilizada uma proporcdo de cerca de 100 pL de micelas
radiomarcadas para cada 1,1 mL de plasma de camundongo. A mistura obtida foi
incubada sob agitacdo a temperatura de 37°C. Nos tempos de 1, 2, 4, 6 e 8 horas,

aliquotas foram retiradas e o teor de ®™TcO, foi quantificado por CCD.
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2.2.4 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas das micelas compostas
por DSPE-PEGgg0: DSPE-PEG,000-DTPA

No intuito de avaliar a influéncia do DSPE-PEG,000-DTPA nas propriedades fisico-
quimicas das micelas realizou-se a andalise de DM e potencial zeta, conforme

descrito no capitulo 1.

2.25 Analise estatistica

Os resultados estdo representados por média + desvio padrdo. Para a verificacdo da
normalidade da variancia utilizou-se o teste de D‘agostino e Pearson. Os dados dos
estudos de estabilidade de marcacao foram testados por ANOVA seguida do pés-
teste Tukey. Para todas as analises foi utilizado o programa GraphPadPrism 5.0.
Adotou-se o intervalo de confianca de 95% e as diferencas foram consideradas

significativas quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05 (p < 0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Sintese quimica do DSPE-PEG2p0-DTPA
O DSPE-PEG2000-DTPA obtido apresentou coloracdo branca, com aspecto de um po

fino de baixa densidade (Figura 2.4). Apés purificacdo e liofilizacdo, o produto foi

obtido com rendimento de 56%.

Figura 2.4 — Produto de sintese ap6s liofilizag&o.

*Ambos os frascos ilustrados na figura contém o produto DSPE-PEG,p00-DTPA.

3.2 Caracterizacdo quimica do DSPE-PEG;p00-DTPA

Com base na presenca dos grupos carbonila nas moléculas de DTPA e DSPE-
PEG2000-NH3, avaliou-se as absorbancias das duas substéncias, assim como a do
produto, na regido do UV. Os espectros de varredura obtidos de 190 a 400 nm
(Figura 2.5) das solugcbes de concentracdes equimolares dos reagentes e do
produto mostraram que as trés substancias absorveram na regido de 190 nm. Isso
pode ser explicado pela presenca das carbonilas, uma vez que compostos
carbonilicos possuem uma transicdo n—n* em aproximadamente 188 nm (PAVIA et
al., 2009).
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Pela andalise dos espectros observa-se que o produto absorveu com maior
intensidade quando comparado com o DTPA e com 0 DSPE-PEGp0-NH, e essa
absorcéo foi superior a soma das absorbancias dos reagentes. Essas observacoes
sugerem que a ligacdo do DTPA ao complexo lipide-polimero ocorreu com sucesso,
uma vez que o produto deve possuir 0os grupos croméforos de ambas as substancias
reagentes e, portanto absorver com maior intensidade, ja que trata-se de uma

ligacdo quimica de um composto ao outro.

Figura 2.5 — Espectros de absorgéo obtidos na regido do UV para os reagentes e o produto

da sintese.
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No intuito de elucidar a estrutura do produto obtido, foi também utilizada a técnica
espectrofotométrica de absorcdo no IV por transformada de Fourier (FTIR), para

avaliar a ligacdo do DTPA no complexo lipide-polimero.

O espectro de absorcédo (Figura 2.6) na regido do IV do DSPE-PEG2p00-DTPA
demonstrou similaridade ao espectro do DSPE-PEGp0-NH2, com pequenas

diferencas, sobretudo na regido de 1700 a 1600 cm™.

E possivel observar a presenca de bandas caracteristicas de vibracdes de

estiramento de carbonilas nos espectros no IV das trés substancias, sendo em 1731
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cm™ no DTPA; 1738 cm™ no DSPE-PEG3000-NH; € em 1728 cm™ no DSPE-PEG000-
DTPA. Essas bandas correspondem a carbonilas de acido carboxilicos, com
estiramentos compreendidos entre 1730 e 1700 cm™; e & carbonilas de ésteres, que
aparecem entre 1750 e 1735 cm™ (PAVIA et al., 2009). Essas informacdes sugerem
que ocorreu 0 aparecimento de carbonilas caracteristicas de &cidos carboxilicos no
espectro do produto da reacdo, as quais nao ocorreram no DSPE-PEGzq00-NH2, mas
ocorreram no DTPA. Observa-se ainda, no espectro do produto, um alargamento da
banda de carbonila, que pode ser devido ao aumento no numero desse grupo

funcional na substancia em questao.

A técnica de espectrometria de massa foi utilizada baseada no fato de que massa do
produto final seria a soma das massas dos reagentes mais uma molécula de agua,
conforme demonstrado na equacgdo 2.1. Portanto, esperava-se encontrar no
espectro de massa do produto, um fragmento de ion de razdo massa/carga (m/z)
igual, ou proximo de 3165 Da, correspondente a massa molar do DSPE-PEGqg0-
DTPA. Na Figura 2.7 esta apresentada a sobreposicao dos espectros de massa do

DSPE-PEG2000-NH> (Preto) e do produto da reagéao (vermelho).

A partir da andlise dos espectros de massas dos dois componentes, é possivel
observar nitidamente o aumento da massa do produto da reacdo quando comparado
com o material de partida. Observa-se a presenca de diversos fragmentos de ions

7z

em ambas as substancias, o que é caracteristico de espectro de massas de
polimeros, uma vez € comum nessas substancias a presenca de moléculas com
diferentes numeros de polimerizacdo, e para todos os fragmentos observa-se o
aumento na m/z. Além disso, pode-se visualizar o surgimento de fragmento de ion
de m/z proximo a massa do DSPE-PEG,p00-DTPA com consideravel intensidade, o

qual ndo esta presente no DSPE-PEG;000-NH..
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Transmitance

99mTC

Figura 2.6 — Espectros de absorgéo no IV do DTPA, DSPE-PEG0002-NH, € DSPE-
PEG,000-DTPA
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Figura 2.7 — Sobreposigdo dos espectros de massa do DSPE-PEGyy0-NH, e do produto da reag&o.
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3.3 Marcacdo radioquimica de micelas de DSPE-PEG2q0:DSPE-PEG200-
DTPA

Os resultados obtidos pelas técnicas espectrométricas indicam que a sintese do
DSPE-PEG2000-DTPA foi efetuada com sucesso. Entretanto, para confirmacéo da
obtencado da substancia, testou-se a utilizacdo do produto da sintese no preparo das

micelas e sua posterior marcacdo com **"Tc.

Os resultados demonstraram um rendimento de marcacao de 93,8 = 2,1% (n=5) e
um teor de impurezas igual a 2,0 +1,5% de **"TcO, e 4,3+0,7% de *™TcO..
Entretanto, essa ultima é eliminada pelo processo de filtragdo em filtro de 0,22 ym,

restando somente a impureza de *™TcO,".

E sabido que a presenca de elevado teor de impurezas radioquimicas resulta em
imagens de baixa qualidade devido a alta radiacdo de fundo ao redor dos tecidos e
no sangue, além de expor o0 paciente a uma dose desnecessaria de radiacao
(THEOBALD, 1990). Diante disso, é preconizado que o rendimento de marcacédo de
um produto para estudos de biodistribuicdo seja superior a 90% (SAHA, 2010;
TRHALL; ZIESSMAN, 2003). Assim, o composto testado apresentou resultados
satisfatorios, mostrando que a formulacdo pode ser utilizada em estudos de

biodistribuicdo e imagens cintilogréaficas.

3.3.1 Estabilidade in vitro da radiomarcacao

A estabilidade dos sistemas radiomarcados é de extrema importancia para a sua
utilizacdo nos estudos in vivo. Como mencionado anteriormente, valores de
impurezas superiores a 10% prejudicam a obtencdo de imagens cintilograficas de
qualidade o que pode comprometer a conducdo dos experimentos em animais
(SAHA, 2010; ZHU et al.,, 2014). Sabe-se que o DTPA prové uma elevada
estabilidade a radiofarmacos (VARSHNEY et al., 2012). Sendo assim, foi realizado
um estudo de estabilidade in vitro de radiomarcagdo das micelas de DSPE-
PEG000:DSPE-PEG2000-DTPA com ®mTe A Figura 2.8 representa os estudos de

estabilidade realizados em solucgao salina 0,9% (p/v) e em plasma de camundongo.
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Figura 2.8 — Estudos de estabilidade de marcacédo de micelas de DSPE-PEG,qy: DSPE-

PEG000-""Tc-DTPA em solucéo salina 0,9% (p/v) e em plasma de camundongo.
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A avaliacao dos resultados apresentados na figura acima mostra que a marcacao foi
estavel nas 8 horas avaliadas, uma vez que ndo houve diferencas significativas

(p = 0,05) nas porcentagens de marcacao no decorrer dos tempos avaliados.

A avaliacdo da estabilidade de marcacdo € uma das maiores preocupacfes em
processos de radiomarcag¢do, uma vez que radiofarmacos instaveis resultam em
biodistribuicdo indesejavel da radioatividade, tanto pela quebra da ligacdo com o
complexo, levando a formagcdo das impurezas radioquimicas, quanto pela
transquelacdo com proteinas presentes no plasma sanguineo (SAHA, 2010; ZHU et
al., 2014). Isso é importante, pois, a instabilidade impossibilitaria, no caso em
guestao, a associagao da distribuicdo da radiacado detectada com a distribuicdo da
nanoestrutura e, portanto, a avaliagdo e o uso biologico do nanossistema seria
prejudicado. Sendo assim, as micelas de DSPE-PEG000: DSPE-PEG000->""Tc-DTPA
se mostraram estaveis quanto a degradacdo radioquimica e a transquelagdo com

proteinas e, portanto, viaveis para 0 uso in vivo.
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3.3.2 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas das micelas compostas
por DSPE-PEGzoooi DSPE'PEGZOOO‘DTPA

As micelas preparadas com o produto da sintese em sua composicao apresentaram
um DM igual a 10,3 £ 0,6 nm (n=4) e um potencial zeta igual -3,5 £ 0,8 (n=2). O que
sugere que a modificacdo da superficie da micela com o DTPA ndo alterou as

propriedades fisico-quimicas avaliadas anteriormente do sistema.
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4 CONCLUSAO

Os estudos utilizados para avaliar a sintese do DSPE-PEG,000-DTPA mostraram que
o complexo foi obtido com éxito. Além disso, ele se mostrou eficaz para a finalidade
pela qual foi desenvolvido, uma vez que ele promoveu uma eficiente radiomarcagao
de micelas compostas de DSPE-PEG2000:DSPE-PEG2000-DTPA (95:5 p/p) e essa
marcacao se mostrou estavel por 8 horas. Portanto, foi sintetizado um produto que
possibilitou a modificacéo da superficie de micelas poliméricas com *"Tc, levando a
construcdo de um sistema promissor para o diagndstico do cancer. Esse sistema,
anteriormente, jA& havia mostrado caracteristicas promissoras como carreador do
quimioterapico PTX, nesse sentido, embora estudos de atividade in vivo sejam
necessarios, esses dados sugerem gue o sistema desenvolvido como uma potencial

ferramenta terandstica na terapia do cancer.
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1 INTRODUCAO

A aplicacédo de nanoestruturas, tais como as micelas poliméricas, no diagndstico do
cancer, vem sendo estudada e tem mostrando resultados promissores (KAO et al.,
2013; XING et al., 2014). Sabe-se que, nanoparticulas aplicadas por via intravenosa,
dependendo das suas caracteristicas fisico-quimicas, como tamanho e carga de
superficie, sdo capazes de mudar o perfil de biodistribuicdo de farmacos, reduzindo
efeitos secundérios e aumentando a atividade antitumoral desses farmacos (GONG
et al., 2014; KAO et al.,2013; XIAO et al., 2012). Isso se da pelo fato de que
nanoparticulas tendem a ter sua distribuicdo limitada aos vasos sanguineos e a
orgdos com um endotélio fenestrado, como o figado e o baco (KIESSLING et al.,
2014). A presenca de fenestracdes vasculares também é observada em tumores e
locais de inflamacéo, 0s quais possuem caracteristicamente um tecido vascular com
permeacgdo aumentada (SHARMA et al., 2013). A obtencdo de informagbes sobre a
cinética de depuracdo e biodistribuicdo de micelas, possibilita a avaliacdo das
mesmas como uma ferramenta adequada para alcancar o perfil farmacocinético
desejado conforme a finalidade proposta, uma vez que, entender o perfil de
biodistribuicdo permite avaliar a afinidade de determinadas moléculas para 6rgaos e
regides especificos (DE BARROS et al.,2013; WOODS et al., 2015).

O “™Tc tem sido amplamente aplicado em preparacdes farmacéuticas devido as
suas caracteristicas relacionadas ao seu relativo baixo custo e propriedades
nucleares favoraveis para a obtencdo de imagens in vivo (DE BARROS et al., 2010,
2013; VARSHNEY et al., 2012; ZHU et al., 2014).

Nesse sentido, os estudos de depuragcdo sanguinea, biodistribuicdo e imagens
cintilograficas do sistema micelar composto de DSPE-PEG.q00:DSPE-PEG.000-""Tc-
DTPA conduzidos em animais sadios e animais acometidos com tumor de mama da
linhagem 4T1 foram realizados e os resultados serdo apresentados no presente

capitulo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e cultura de células

Os camundongos Balb/c foram adquiridos do Centro de Bioterismo (CEBIO) do
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG e foram mantidos sem restricdo de
agua e racédo, na sala de Experimentacdo Animal do Laborat6rio de Farmacotécnica
e Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFMG, cujo ambiente
possui controle de luz e temperatura. Todos os experimentos realizados em animais
foram aprovados pela Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA) da UFMG,

pelo protocolo numero 205/2013 .

As células de cancer mamario murino da linhagem 4T1 foram adquiridas da
American Type Culture Collection (ATCC) (Virginia, EUA) e cultivadas em meio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) pH 7,4, suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e 1% (v/v) de antibidticos (estreptomicina 0,1 mg/mL e penicilina
100 Ul/mL).

2.2 Métodos

2.2.1 Estudos com animais sadios

2.2.1.1 Depuracdo sangquinea

Para esse estudo foram utilizados cinco camundongos Balb/c machos, pesando 18 —
22 g, com 6 — 8 semanas de idade. Os animais receberam por via endovenosa,
0,1 mL de solugéo de micelas DSPE-PEG2000:DSPE-PEG000-""Tc-DTPA. Amostras
de sangue foram coletadas, em tubos previamente pesados, nos tempos de 1, 5, 10,
15, 30, 45, 60, 120, 240, 360 e 480 minutos apos a injecéo do radiofarmaco. Ao final,
0s tubos contendo sangue foram pesados e tiveram a radiacdo determinada em
contador gama. Os resultados foram expressos em percentual da dose injetada por

grama (%ID/g) de sangue.
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221.2 Biodistribuicdo em animais sadios

Foram utilizados 20 camundongos Balb/c fémeas com 6 - 8 semanas de idade,
pesando 18 — 22 g. Esses animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos.
Cada animal recebeu 3,7 MBq de solucao contendo micelas DSPE-PEG2000:DSPE-
PEG000-""Tc-DTPA. Apés 1 (n=6), 4 (n=7) e 8 horas (n=7),0s animais foram
anestesiados com solucdo de ketamina (80 mg/Kg) e xylazina (15 mg/Kg) e, em
seguida, submetidos a eutanasia por deslocamento cervical. Os seguintes 6rgaos e
tecidos foram retirados, pesados e levados ao contador gama para determinacdo da
radioatividade: coracdo, sangue, rins, estbmago, baco, figado, tireoide, pulméo e

musculo. Os resultados foram expressos em %ID/g.

2.21.3 Imagens cintilograficas em animais sadios

Seis camundongos Balb/c fémeas (18 — 22 g), com 6-8 semanas de idade,
receberam por via endovenosa, na veia caudal, 37 MBq da solugdo micelar DSPE-
PEG2000:DSPE-PEG.000-*"Tc-DTPA. Ap6s 1, 4 e 8 horas da administracdo das
nanoparticulas radiomarcadas, os animais foram anestesiados e mantidos em
posicdo de declbito ventral sob uma gama camara Nuclide™ TH 22, Mediso
(Budapeste, Hungria) para aquisicdo das imagens. Foi utilizada uma janela de 20%
simétrica, para um pico de energia de 140 KeV. As imagens (300.000 contagens)

foram obtidas e armazenadas em uma matriz 256 x 256.

2.2.2 Estudos com animais acometidos com tumor de mama da linhagem 4T1

Os estudos de biodistribuicdo e imagens cintilograficas também foram realizados em
camundongos Balb/c fémeas com 6 - 8 semanas de idade, pesando 18 — 22 g
acometidos com tumor de mama da linhagem 4T1. Para o implante do tumor, 2,5 x
10° células 4T1 suspensas em 0,1 mL de meio de cultura DMEM foram implantadas
via subcutédnea no flanco direito de cada animal. Os animais foram mantidos em
estantes ventiladas com controle de luz e temperatura, sob observagdo, até que
tivessem um tumor palpavel ndo superior a 1,0 cm de didametro (1 — 2 semanas).

ApoOs esse periodo, os estudos de biodistribuicdo (n =22 animais) e as imagens
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cintilogréficas (n = 6 animais) foram conduzidos de maneira semelhante ao descrito
no item anterior para os animais sadios. Vale ressaltar que no estudo de
biodistribuicdo, além dos 6rgdos mencionados anteriormente, o tumor também foi

removido, pesado e a radioatividade foi determinada em contador gama.

2.2.3 Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos com média + desvio padrdo. Para a verificacdo da
normalidade da variancia e homocedasticidade utilizou-se o teste de D‘agostino e
Pearson e o teste de Bartlett, respectivamente. As variaveis que nao apresentaram
distribuicdo normal foram transformadas, quando adequadas, pela equacéao: y = log
variavel + 1. Os dados foram testados por ANOVA seguida de um pos-teste de
Tukey, utilizando o programa GraphPadPrism 5.0. Adotou-se o intervalo de
confianca de 95% e as diferencas foram consideradas significativas quando o valor

de p foi menor ou igual a 0,05 (p<0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Animais sadios

3.1.1 Depuracdo Sanguinea

A curva de depuracdo sanguinea das micelas DSPE-PEG000: DSPE-PEG000->""Tc-
DTPA esta representada na Figura 3.1. O maior percentual da dose injetada
(28,3 £ 3,0%) foi observado 1 minuto apos injecdo das micelas radiomarcadas. Foi
determinado um tempo de meia-vida a na circulacdo (Ty;) de 1,6 minutos e um
tempo de meia-vida B de 71,4 minutos (aproximadamente 1,2 horas), a partir de um
modelo de decaimento bifasico, com uma ASC igual a 2170. Segundo Lukyanov e
Torchilin (2004), micelas de DSPE-PEG com Ty, entre 1,2 e 2,0 horas séo
consideradas de circulacdo prolongada quando comparadas a nanossistemas nao
peguilados, no entanto, quando comparado com sistemas peguilados o tempo de
circulacao é mais curto. Isso pode ser explicado pelo tamanho reduzido das micelas,
qgue leva a um rapido extravasamento do sistema vascular e também pela possivel

dissociagdo das micelas em unimeros devido a diluicdo e consequente depuracao.

Figura 3.1 — Curva de depuracéo sanguinea das micelas de DSPE-PEG 340: DSPE-PEG 00-

9MTe_DTPA avaliado em camundongos Balb/c sadios (n = 5).
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3.1.2 Biodistribuicdo e imagens cintilograficas

Nos estudos de biodistribuicdo (Figura 3.2) e nas imagens cintilograficas (Figura
3.3) realizados em camundongos Balb/c sadios foi possivel observar que as micelas
de DSPE-PEG2000:DSPE-PEG000-"Tc-DTPA apresentaram acentuada captacao
no figado e no baco nos trés tempos avaliados. Além disso, ndo houve diferencas
significativas (p = 0,05) entre a captacdo da dose injetada (%ID) no tempo de 1 hora
e de 8 horas tanto no figado, quanto no baco, sugerindo uma retencdo das
particulas nesses 0rgdos. Essa captacdo e retencdo aumentadas podem ser
explicadas pelo tecido endotelial fenestrado presente nesses 6rgaos e pela acédo do
SFM que é caracteristico para nanoparticulas como as micelas (KIESSLING et al.,
2014; KOLATE et al., 2014).

Quanto aos demais 6Orgados avaliados, todos apresentaram reducdo significativa
entre os tempos de 1 e 8 horas (p <0,05), o que demonstra a depuragéo das micelas
da circulacdo sanguinea. A eliminacdo gradativa pode ser percebida, também, pela
captacdo nos rins no tempo de 8 horas, a qual é significativamente menor que no

tempo de 1 hora.

Outra observacéao relevante é a captacao reduzida no estbmago e na tireoide, o que
sugere que o teor de impureza *™TcO, esta dentro dos limites preconizados e que a
marcacao do sistema € estavel, pois sabe-se que quando esse esta presente na
circulacdo é preferencialmente captado por esses 6érgaos (THRALL; ZIESSMAN,
2003).
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Figura 3.2 — Perfil de biodistribuigao das micelas de DSPE-PEG0: DSPE-PEG000-" " TC-

DTPA em animais Balb/c sadios.
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Figura 3.3 — Imagens cintilograficas de camundongos Balb/c sadios apés administragéo de

micelas DSPE-PEG000: DSPE-PEG 000-DTPA-*"Tc.

Imagens obtidas 1 hora (a), 4 horas (b) e 8 horas (c) ap6s administracdo das micelas radiomarcadas.
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3.2 Animais acometidos com tumor de mama da linhagem 4T1

3.2.1 Biodistribuicdo e imagens cintilograficas

O perfil de biodistribuicdo (Figura 3.4) e as imagens cintilograficas (Figura 3.6)
obtidos em camundongos Balb/c acometidos com tumor de mama 4T1 apresentaram
semelhantes ao observado nos animais sadios. Alta captacdo no figado e baco
caracteristico das nanoparticulas e baixa captacdo no estdbmago e tiredide. Para os
demais 6rgdos avaliados, uma reducéo significativa na captacao entre os tempos de
1 e 8 horas foi detectada. Ao avaliar o tumor, localizado na coxa da perna direita do
animal, observou-se uma captagao significativamente maior (p < 0,05) comparado ao
musculo da coxa da perna esquerda, nos trés diferentes tempos avaliados, 0 que

pode ser nitidamente visualizado nas imagens cintilogréficas.

Além disso, foi calculada a relacdo alvo/ndo alvo (Tabela 3.1), entre a regido do
tumor e do musculo contralateral esquerdo (controle). A relacdo alvo/ndo alvo foi
determinada de duas maneiras, a primeira, foi por meio de uma andlise semi-
guantitativa a partir da regiao de interesse (ROI, do inglés Region of Interest) (Figura
3.5), a qual é uma area com uma média de contagem de pixels nas imagens
cintilograficas. A segunda foi feita por meio da %ID/g obtida nos estudos de
biodistribuicdo. Foi observada uma relagdo maior que 1,5 em todos os tempos
avaliados, tanto pela ROI, quanto pela %ID/g, demonstrando uma captacdo na
regido do tumor maior que 50% quando comparado com o muasculo do animal.
Relatos na literatura consideram que radiotracadores com a relacdo alvo/ndo alvo
maior que 1,5 possuem grande potencial como agentes diagnosticos (DE BARROS
et al., 2010; PHILLIPS, 1999).

Observa-se, pela ROI das imagens, que ap0s 8 horas da administracdo da disperséo
micelar radiomarcada, houve um aumento significativo da relacdo alvo/ndo alvo na
regido do tumor quando comparado com a relacdo em 1 hora. Esse dado sugere um
acumulo das particulas radiomarcadas nessa regiao devido ao efeito EPR no tumor,
0 que pode ser explicado pelo tamanho reduzido e superficie peguilada das micelas
(LUKYANOQV et al., 2002).



102
CAPITULO 3 — Estudos in vivo: depuracdo sanguinea; biodistribuicdo e imagens cintilogréficas em

camundongos Balb/c.

Entretanto, quando a relacdo alvo/ndo alvo é avaliada pela %ID/g, observa-se um
aumento significativo (p <0,05) entre o tempo de 1 e 4 horas, no entanto, nao foi
observada diferenca significativa no tempo de 8 horas. Essa diferenca entre as duas
avaliacdes da relacdo alvo/ndo alvo pode ser explicada pelas técnicas utilizadas,
uma vez que no equipamento utilizado para a obtencdo das imagens, ndo é possivel
corrigir a ROI pela massa do 6rgéo ou tecido analisado, enquanto que nos estudos
de biodistribuicdo é feita a correcdo. Além disso, é sabido que o tumor 4T1,
caracteristicamente, desenvolve rapidamente grande area de necrose (TAO et al.,
2008), a qual nao ¢ irrigada e, no entanto, é considerada no calculo da correlacéo da
dose pelo peso do érgdo, o que pode interferir na porcentagem real captada pelo

tumor.

Tabela 3.1 — Relacéo alvo/ndo-alvo entre tumor e musculo de camundongos Balb/c a partir

da ROI e da %ID/qg.

1 hora 4 horas 8 horas
ROI 24+0,2 2,8+0,3 3,3+0,4%
%ID/g 1,8+0,2 2,6 +0,52 2,1+04

* Valores expressos em média + DP, n=6. “representa diferenca significativa quando comparado com
a relagdo alvo/n&o-alvo no tempo de 1 hora.
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Figura 3.4 — Perfil de biodistribuicdo das micelas de DSPE -PEGZOOO:DSPE-PEGZOOO-gngC-

DTPA em animais Balb/c acometidos com tumor de mama 4T1.
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Apresentam diferenca significativa quando comparados com o musculo na respectiva hora.
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Figura 3.5 — Relagéo alvo/n&o-alvo obtida apés 8 horas de administragdo da dose de micelas

radiomarcadas.

Regido alvo (tumor) selecionada em branco, e em vermelho, o misculo controle.

Figura 3.6 — Imagens cintilograficas de camundongos Balb/c com tumor implantado apds

administracédo de micelas DSPE-PEG 0. DSPE-PEG00-> " Tc-DTPA.

Imagens obtidas 1 hora (a), 4 horas (b) e 8 horas (c) ap6s administracdo das micelas radiomarcadas.
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4 CONCLUSAO

Os estudos in vivo realizados em camundongos Balb/c sadios mostraram que o
sistema desenvolvido apresentou uma biodistribuicdo caracteristica para
nanoestruturas, com acumulo em érgaos do SFM, com endotélio fenestrado e sem
sinais significativos de impureza radioquimica *™TcO,. Além disso, as micelas de
DSPE-PEG000: DSPE-PEG000->°"Tc-DTPA apresentaram um tempo de circulagéo
prolongado, com um Ty, de aproximadamente 1,2 horas. Quando o sistema foi
injetado em animais acometidos com tumor de mama 4T1, foi observada uma
captacao significativamente superior no tumor quando comparado com o musculo
controle nos trés diferentes tempos avaliados, e com indicios de que ocorreu um
acumulo das micelas na regido tumoral. A relacdo entre captacdo do tumor e do
musculo, relagcdo alvo/ndo alvo, foi superior a 1,5 sugerindo que esse sistema é um
potencial agente de diagnéstico. Os estudos in vivo realizados sugerem que o
sistema desenvolvido tem grande potencial para uma plataforma terandstica, embora
sejam necessarios outros estudos para confirmar o acimulo do sistema na regiao do

tumor bem como a atividade antitumoral desse nanosistema.
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3 CONCLUSAO GERAL

Micelas de DSPE-PEG;q00, brancas e contendo PTX, foram obtidas por um método

simples e rapido de preparo.

A formulagdo, de composicdo tedrica de 10 mmol/L de complexo fosfolipide-
polimero e 0,5 mg/mL de farmaco, apresentou uma alta capacidade de carrear o
PTX, com um elevado teor de encapsulacdo e com caracteristicas fisico-quimicas
promissoras para a administragdo intravenosa e direcionamento passivo, via efeito

EPR, na regido tumoral.

A sintese do complexo DSPE-PEG,000-DTPA foi obtida com éxito, segundo as

técnicas utilizadas para avalia-la.

A radiomarcacdo de micelas compostas de DSPE-PEGp00:DSPE-PEG2000-DTPA
(95:5 p/p) se mostrou eficiente e estavel por 8 horas, em solucédo salina 0,9% (p/v) e

plasma murino.

Os estudos in vivo realizados em camundongos Balb/c sadios mostraram que o
sistema desenvolvido apresentou uma biodistribuicdo caracteristica para

nanoestruturas, com tempo de circulacao relativamente prolongada.

Os estudos in vivo realizados em camundongos Balb/c acometidos com tumor
mamario 4T1, mostraram que as micelas desenvolvidas apresentam aptiddo para

acumular na regido tumoral.

Portanto, segundo os parametros avaliados, a formulagdo micelar desenvolvida
apresenta propriedades promissoras para 0 uso no diagnostico e tratamento de

tumores soélidos.
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PERSPECTIVAS

Os resultados relatados no presente estudo indicaram um potencial para o uso das
micelas de DSPE-PEG,gp0:DSPE-PEG,000-DTPA-*"Tc como uma plataforma

inovadora anticancer, entretanto, mais estudos devem ser conduzidos para a

avaliacdo dessa ferramenta. Nesse sentido, pode-se propor algumas perspectivas

para a conducao do estudo:

Avaliacdo da morfologia do sistema micelar, por técnicas de microscopia e de
SAXS.

Determinacdo da concentracdo de fosfolipides presentes nas micelas, a fim

de se conhecer a real eficiéncia de encapsulacédo do sistema.

Avaliacdo da estabilidade fisico-quimica do sistema, a curto e longo prazo.

Avaliacéo fisico-quimica das micelas contendo PTX, apds o procedimento de

radiomarcacao.

Estudo do perfil de liberag&o in vitro do PTX a partir das micelas.

Avaliacdo da atividade antitumoral das micelas de DSPE-PEG;p00:DSPE-
PEG,000-DTPA-"Tc contendo PTX em modelo de cancer animal

experimental;

Avaliacéo da toxicidade in vivo.
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