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RESUMO

O cancer de mama é o tipo de tumor mais frequente entre as mulheres,
representando cerca de 20% dos novos casos relatados anualmente. As taxas de
mortalidade também s&o elevadas, podendo chegar a 19 mortes por 100 mil
mulheres. Dentre os farmacos utilizados no tratamento do céancer de mama,
destaca-se a doxorrubicina. No entanto, a elevada toxicidade, notadamente a
cardiotoxicidade, e a baixa penetragcdo em tumores solidos sdo as principais
limitacbes do seu uso. Por isso, a utilizacdo da terapia combinada e sistemas
carreadores de farmacos constituem alternativas inovadoras para elevar o indice
terapéutico, reduzir a toxicidade, e, consequentemente, aumentar a eficacia do
farmaco. Acidos graxos poli-insaturados, como o &cido docosahexaenoico (DHA),
tém um papel importante na inibicdo e prevencdo de canceres. Nesse contexto, a
combinacdo da doxorrubicina com o DHA, constitui uma alternativa para
potencializar a eficacia antitumoral. Os carreadores lipidicos nhanoestruturados (CLN)
sdo uma alternativa interessante para a entrega de farmacos, uma vez que 0S
tumores apresentam fluxo sanguineo e permeabilidade vascular aumentados, que
permitem o0 extravasamento dessas estruturas para a regido tumoral. Para o
desenvolvimento de um novo medicamento, estudos farmacocinéticos e de
biodistribuicdo s&o essenciais. O uso de isétopos radioativos tem se mostrado
promissores neste contexto. Essa técnica apresenta alta sensibilidade, € um método
de mais facil acompanhamento e é possivel a aquisicdo de imagens quantitativas. O
tecnécio-99m é o principal radionuclideo utilizado para obtencdo de imagens
cintilograficas, devido as suas propriedades fisicas e quimicas ideais para um
radiofarmaco. Nesse trabalho, realizou-se a marcagdo de CLN, carregados com
doxorrubicina e DHA, com atomos de tecnécio-99m, para posterior avaliagdo do
perfil farmacocinético e biodistribuicdo. Além disso, foi avaliada a atividade
antitumoral dos CLN, carregados com doxorrubicina e DHA, em modelo
experimental de tumor de mama murino. Os resultados mostraram aumento do
tempo de meia vida e area sob a curva para os CLN radiomarcados, quando
comparado ao farmaco livre. Os estudos de biodistribuicAo mostraram acumulo
hepatico para os CLN, além de maior acumulo na regido tumoral, quando
comparado ao musculo contralateral. As razdes alvo/ndo alvo demonstraram maior

afinidade dos CLN pela regido tumoral, principalmente em tempos mais longos, em



comparacao a doxorrubicina livre. A formulacéo foi capaz de inibir o crescimento do
tumor primario em 90%. A avaliacdo da variacdo do peso dos animais, a andlise da
sobrevida, bem como a avaliacdo da histologia renal e cardiaca, demonstraram que
esse sistema apresenta menor toxicidade sistémica que o farmaco livre. Dessa
forma, a formulagdo CLN carregada com doxorrubicina e DHA constitui em uma

alternativa promissora para o tratamento combinado de cancer de mama.

Palavras- chave: carreadores lipidicos nanoestruturados, doxorrubicina, &cido

docosahexaenoico, tumor, cancer de mama, tecnécio-99m.



ABSTRACT

Breast cancer is the most common type of tumor in women, representing about 20%
of the new annual cases. The mortality rate is also high, reaching 19 deaths per 100
thousand women. Doxorubicin is one of the most widely used chemotherapeutic
agent in the treatment of breast cancer. However, high toxicity, especially
cardiotoxicity, and low penetration into solid tumors are the mainly limitations for its
use. Therefore, combined therapy and nanoscaled drug delivery systems, such as
nanostructured lipid carriers (NLC), are innovative options for improving the
therapeutic index, decreasing systemic toxicity, and, thereby, increasing the
effectiveness of the drug. Polyunsaturated fatty acids, such as docosahexanoic acid
(DHA), play an important role in cancer inhibition and prevention. In this context,
combining both, doxorubicin and DHA, into a single nanoparticle might be a
promising alternative to increase the antitumor efficacy. As the blood flow is
increased in the tumor and the vasculature is more permeable, NLC can be useful to
passively deliver the drug inside the tumor site. For the development of a new
medicine, pharmacokinetics and biodistribution studies are fundamental. The use of
radioactive isotopes are an interesting technique for this purpose, due to high
sensibility and possibility to acquire quantitative images. Technetium-99m (°°*™Tc) is
the most common radionuclide used for scintigraphic imaging, due to its physical and
chemical properties suitable for a radiopharmaceutical. In this work, the NLC, loaded
with doxorubicin and DHA, were labeled with °°™Tc, in order to evaluate
pharmacokinetics and biodistribution profile. In addition, the antitumoral activity was
performed in an experimental model of murine breast cancer. The results showed an
increase in blood circulation time and area under the curve for the radiolabeled NLC
when compared to free drug. In biodistribution studies it was observed high uptake in
the liver and spleen. Besides, tumor showed higher uptake compared to non-targeted
tissues, i.e. muscle. Target-non target ratios showed that the formulation has higher
affinity for tumor region than free doxorubicin. The NLC was able to inhibit primary
tumor growth by 90%. The evaluation of animals weight variation, the survival
analysis and renal and heart histology demonstrated that this system has less
systemic toxicity than free drug. Thus, the NLC formulation loaded with doxorubicin
and DHA constitutes a promising alternative to the combined treatment of breast

cancer.



Key-words: nanostructured lipid carrier, doxorubicin, docosaheaenoic acid, tumor,

breast cancer, technetium-99m.
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INTRODUCAO

O cancer de mama € o tipo de tumor mais frequente entre as mulheres,
representando cerca de 20 % dos novos casos relatados anualmente. Essa
doenca apresenta elevada incidéncia em todo o mundo, acometendo mulheres
em regides desenvolvidas, bem como aquelas de paises em desenvolvimento.
Devido a essa elevada morbidade, as taxas de mortalidade para o cancer de
mama ainda sdo bastante altas podendo chegar a 19 mortes por 100 mil
mulheres, dependendo da regido analisada (BOYLE & LEVIN, 2008).

Dentre o0s agentes antineoplasicos, a doxorrubicina, da classe das
antraciclinas, € utilizada no tratamento de varios tipos de cancer, isoladamente
ou em combinacdo com outros farmacos. Entretanto, esse farmaco apresenta
baixo indice terapéutico, o que pode limitar seu uso devido a mielossupressao
e cardiotoxicidade. Além disso, a baixa penetracdo e a distribuicao limitada em
tumores solidos sdo as principais causas de ineficiéncia no tratamento
antitumoral com a doxorrubicina (TREDAN et al.,, 2007; CARVALHO et al.,
2009). Por isso, sistemas carreadores de farmacos como lipossomas, sistemas
poliméricos e nanoparticulas lipidicas solidas constituem alternativas
inovadoras para elevar o indice terapéutico, reduzir a toxicidade, e,

consequentemente, aumentar a eficacia do farmaco (MAMOT et al., 2003).

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) surgem como uma estratégia
interessante para a entrega de farmacos devido aos beneficios e vantagens
frente as outras plataformas disponiveis, tais como facil escalonamento,
auséncia de solventes organicos em sua composicao, além da baixa toxicidade
(MULLER et al., 2000; MEHNERT e MADER, 2001; WISSING et al., 2004;
BRIOSCHI et al. 2007). Recentemente, MUSSI e colaboradores mostraram que
CLN carregados com doxorrubicina e triglicerideos do oOleo de peixe
apresentaram atividade citotéxica maior, em modelo de tumor tridimensional,
tanto para aquela observada para o farmaco livre quanto para uma formulacao
lipossomal (MUSSI et al., 2014).

Para o desenvolvimento de um novo medicamento, estudos farmacocinéticos e
de biodistribuicdo sdo essenciais. O uso de isétopos radioativos tem se

mostrado promissor neste contexto. Esta técnica apresenta alta sensibilidade,
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um meétodo de mais facil acompanhamento e € possivel a aquisicdo de
imagens quantitativas (de BARROS et al., 2012). O tecnécio-99m € o principal
radionuclideo utilizado para obtencdo de imagens cintilogréficas, devido as
suas propriedades fisicas e quimicas ideais para um radiofarmaco (MARQUES
et al., 2001).

Nesse contexto, esse trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo de
marcacao, pelo tecnécio-99m, para os CLN e para a doxorrubicina livre, com o
intuito de comparar paradmetros farmacocinéticos, biodistribuicdo e imagens
cintilogréficas entre o farmaco livre e encapsulado. Além disso, a atividade
antitumoral do CLN carregado com doxorrubicina e do farmaco livre foi avaliada

contra o tumor de mama murino (4T1) em camundongos BALB/c.
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1. CANCER

O cancer é um importante problema de saude publica em paises desenvolvidos
e em desenvolvimento. Em 2012, foram relatados 14,1 milhGes de novos casos
e 8,6 milhdes de pessoas morreram em todo o mundo. Os tipos mais
frequentes e de maior mortalidade sdo os canceres de pulméo, estdémago,
figado, colon e mama (WHO, 2013). No Brasil, sdo esperados
aproximadamente 600 mil novos casos para 2016, sendo 61 mil novos casos
de cancer de préstata e 58 mil novos casos de cancer de mama. (INCA, 2015).
A projecao € que as mortes por cancer, no mundo, continuem a aumentar, com
estimativa de 13,1 milhdes de mortes em 2030 (FERLAY, 2010).

O termo neoplasia ou tumor indica uma massa anormal de tecido, cujo
crescimento é descontrolado e ultrapassa o do tecido normal, persistindo da
mesma maneira excessiva apos o término dos estimulos que provocaram a
alteracdo (ROBBINS; COTRAN, 2006). Um tumor pode ser classificado como
benigno ou maligno. Tumores benignos geralmente tém crescimento lento e
bem delimitado e reproduzem o aspecto do tecido de origem. Os malignos,
também denominado canceres, tém crescimento rapido, delimitacdo imprecisa,
apresentam caracteristicas distintas do tecido de origem e, frequentemente, se
disseminam para locais distantes (metdstases) causando, muitas vezes, a
morte do paciente (INCA, 2013).

O surgimento do cancer se da& quando células normais perdem seus
mecanismos regulatorios que controlam a multiplicacéo e diferenciacdo celular
(PATRICK et al., 2005). Normalmente, o desenvolvimento de um tecido é
regulado pelo equilibrio entre células em estado de proliferacdo e células em
repouso. A perda dessa regulacéo é determinante para o desenvolvimento do
cancer. Durante o crescimento da massa tumoral, grande parte das células
tumorais encontra-se na fase S do ciclo celular e, portanto, em alta atividade
metabdlica (BELKACEMI et al., 2007).

A carcinogénese (Figura 1) pode iniciar-se de forma espontanea ou ser
provocada pela acdo de agentes carcinogénicos (quimicos, fisicos ou
biolégicos). Em ambos os casos, verifica-se a inducdo de alteracGes

mutagénicas e ndo-mutagénicas ou epigenéticas nas células, que gera
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modificacdes nas suas funcdes ocasionando alteracdes nas propriedades de
membrana, nas interacdes célula-célula e no metabolismo celular, propiciando
a formacéo de tumores (PAUWELS et al., 1998)
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Figura 1. Etapas da carcinogénese (INCA, 2013)

Os genes envolvidos na formacdo dos canceres normalmente apresentam
funcdes relacionadas ao controle do ciclo celular, reparo do DNA e apoptose.
Duas classes de genes tem maior funcdo na carcinogénese: 0s proto-
oncogenes e 0s genes supressores de tumor. Os primeiros influenciam na
divisdo e crescimento celular, enquanto os segundos podem inibir essa
proliferacdo (PAUWELS et al., 1998). No entanto, ainda ndo se sabe quais
mudancas carcinogénicas sdo limitantes ha manutencdo ou na progressao de
lesBes pré-neoplasicas. Essas mudancas sao distintas para cada tipo de tecido

ou cada agente carcinogénico (DRAGNEV et al., 2000).

Os tumores sélidos sdo estruturas semelhantes a 6rgaos, porém heterogéneos
e complexos estruturalmente. Englobam células cancerosas e do estroma
(fibroblastos e células inflamatérias), que estdo embutidas numa matriz
extracelular, e sdo nutridas por uma rede vascular. A predominancia de cada
um destes componentes pode variar de um local para outro ho mesmo tumor
(TREDAN et al., 2007).
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Tumores com diametro inferior a 1-2 mm recebem nutrientes dos vasos
sanguineos por difusdo passiva. A medida que a massa de células neoplasicas
atinge diametro superior, esse tipo de suprimento ja ndo € mais efetivo, sendo
necessaria a formacdo de novos vasos para a completa nutricdo. A
neovascularizagcdo ocorre a partir dos vasos pré-existentes e/ou de células
tronco endoteliais circulantes. Esse processo, fundamental para o crescimento
tumoral e metastase, é denominado angiogénese (CHUA et al., 2010; JUN et
al., 2010; VIREY et al., 2008).

No entanto, 0s vasos sanguineos tumorais sao estrutural e funcionalmente
diferentes. Em comparacdo com vasos sanguineos normais, a vasculatura
tumoral é altamente desorganizada, os vasos sao tortuosos e dilatados, com
didmetro desigual e ramificagbes e desvios excessivos (Figura 2).
Consequentemente, o fluxo sanguineo é variavel, o que leva a hipdéxia em
regides do tumor. Adicionalmente, devido ao grande numero de células, a alta
pressao no interior de um tumor sélido gera um stress mecanico suficiente para
colapsar os vasos linfaticos, prejudicando a eliminacdo de macromoléculas do
intersticio (LEU et al., 2000; MAEDA et al., 2000; CARMELIET & JAIN, 2000).

Em termos de estrutura, os vasos tumorais apresentam inumeras “aberturas’
(fenestracbes endoteliais, vesiculas e aberturas transcelulares), juncdes
interendoteliais alargadas e membrana basal descontinua ou ausente, o que
leva a formacdo de poros que variam de 100 a 800 nm, permitindo a
penetracdo de macromoléculas no intersticio. Além disso, as células endoteliais
apresentam tamanho e forma atipicas, crescem por cima uma das outras e se
projetam para o lumen (YUAN et al., 1995; CARMELIET & JAIN, 2000;
MAEDA et al., 2000; MUNN et al., 2003; GOSH et al.,, 2008; TORCHILIN,
2011). Esses fatores justificam a hiperpermeabilidade apresentada pelos vasos

tumorais, que pode ser relevante na quimioterapia.
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Figura 2. Representacéo esquematica do sistema vascular. A — Tecido normal B — Tumor
solido. (Adaptado de TREDAN,2007).

1.1. CANCER DE MAMA

O cancer de mama, uma doenca do epitélio mamario, pode acometer tanto
homens como mulheres, porém na populacdo feminina apresenta elevada
importancia devido a sua alta incidéncia. E o segundo tipo de cancer mais
frequente no mundo, respondendo por 23% dos casos novos a cada ano. Se
diagnosticado e tratado oportunamente, o prognostico € relativamente bom.
Porém, no Brasil, as taxas de mortalidade por cancer de mama continuam
elevadas, muito provavelmente porque a doenca ainda € diagnosticada em

estadios avancados (INCA, 2014).

Alguns fatores de risco para o desenvolvimento dessa doenca ja séo
conhecidos, como histérico familiar, consumo de &lcool, excesso de peso,
sedentarismo, alta densidade do tecido mamario, além de fatores reprodutivos
e hormonais. No entanto, a idade continua sendo o fator preponderante no
surgimento de novos casos de cancer de mama. Em linhas gerais, as taxas de
incidéncia aumentam rapidamente até os 50 anos de idade, no entanto, em
mulheres mais velhas esse aumento € menos pronunciado. Este fato reforca a
hipotese de participagdo dos hormonios femininos na etiologia da doenga
(INCA, 2014; AMIR et al., 2010).

O cancer de mama € uma doenca heterogénea caracterizada por uma grande

variagdo na apresentagdo clinica, na agressividade e na resposta ao
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tratamento. Essa variedade conduz a identificacdo de subtipos desse tumor

com comportamentos bioldgicos potencialmente diferentes (LEE et al., 2010).

Os métodos rotineiramente utilizados para a identificacdo de possiveis focos de
tumores de mama sdo o auto-exame, exame clinico e a mamografia (INCA,
2014). Pacientes com carcinoma mamario sao avaliadas quanto ao tamanho do
tumor e extensdo da propagacdo dentro da mama (T), ao grau de
disseminagédo para os ganglios linfaticos (N), e a presenga ou auséncia de
metéstases distantes (M). Com base nas informagcfes de TNM, as opc¢des de
tratamento sdo consideradas. Podem ser realizadas cirurgias, terapias
adjuvantes de radiagéo, quimioterapia e terapia hormonal (HOWLADER et al.,
2014).

1.2. QUIMIOTERAPIA

A quimioterapia permanece como uma das maiores alternativas terapéuticas na
oncologia e € usada para tratamento primario, terapia adjuvante e/ou paliativa.
Apresenta ainda um beneficio particular na doenca disseminada que é,
normalmente, dificil de ser tratada com radiacdo e cirurgia. Nos ultimos 50
anos, numerosos avancgos nas propriedades dos agentes quimioterapicos tém
sido alcancados, permitindo o surgimento de novos agentes terapéuticos
(MELLOR & CALLAGHAN, 2008).

O grande desafio no desenvolvimento de farmacos antitumorais ndo reside na
capacidade desses agentes em destruir as células neoplasicas, mas sim na
dificuldade de conferir seletividade a esses farmacos a fim de produzir
alternativas terapéuticas mais eficazes e seguras. Muitos dos agentes
quimioterapicos usados tém indices terapéuticos baixos e janela terapéutica
estreita. Esses farmacos, quando administrados ao paciente, podem atuar, de
maneira indiscriminada, em células normais que apresentem acelerada
replicacdo, como precursores hematopoiéticos e células epiteliais da mucosa
gastrintestinal. Além disso, alguns farmacos podem apresentar toxicidade para
células de replicacdo lenta ou nula, como a doxorrubicina (cardiotoxica) a
bleomicina (toxica ao pulmao) e a citarabina (tbxica ao cerebelo), podendo
levar a danos irreversiveis nestes tecidos (KAELIN JUNIOR, 2005).
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Em resumo, podemos citar como fatores limitantes para utilizacdo de farmacos
antitumorais a pobre especificidade, que contribui para a elevada toxicidade e
incidéncia de reacfes adversas, além da susceptibilidade para induzir
resisténcia. Devido a baixa especificidade, esses farmacos se distribuem
indiscriminadamente pelos tecidos corporais e somente uma fracdo € capaz de
atingir o tumor (WONG et al., 2007a).

Dentre os agentes antineoplasicos, a doxorrubicina é um farmaco com grande
utilizacéo no tratamento de leucemias e tumores solidos, seja isoladamente ou

em combinacdo com outros farmacos (WEISS, 1992).

2. DOXORRUBICINA

Doxorrubicina (Figura 3) e daunorrubicina foram as primeiras antraciclinas
isoladas, no inicio da década de 60, da espécie de fungo Streptomyces
peucetius (CARVALHO et al., 2009). Inicialmente foram desenvolvidas como
antibiéticos, no entanto, sua elevada toxicidade impediu sua utilizacdo nesse
contexto clinico (MELLOR et al., 2008).

A daunorrubicina e doxorrubicina podem ser consideradas prototipos para as
demais antraciclinas. Atualmente, estima-se que existam mais de 2000
andlogos da doxorrubicina. Entretanto, a doxorrubicina é considerada a
molécula mais eficaz no tratamento do cancer dentre as outras do grupo,
apesar da elevada cardiotoxicidade (WEISS, 1992).

A doxorrubicina é um agente quimioterapico com amplo espectro de atividade,
atuando contra diversos tipos de tumores, como leucemia, linfomas, carcinoma
mamario, carcinoma esofagico, osteosarcomas, sarcoma de Kaposi,
carcinomas do tecido mole, carcinoma endometrial, carcinoma de pulméo,
cancro testicular, tumores gastrico, ovariano, hepatico e pancreatico (SINGAL
et al., 1998).
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Figura 3. Formula estrutural da doxorrubicina.

O mecanismo de acdo da doxorrubicina é complexo e ainda ndo esta bem
esclarecido. Entretanto, sabe-se que essa molécula pode atuar na intercalacéo
com o DNA (FORNARI et al, 1994), inibicio da  biossintese de
macromoléculas (MOMPARLER et al., 1976), geracdo de estresse
oxidativo (SINHA et al., 1990) e inibicdo da topoisomerase Il (DARPA et
al., 1989). O principal mecanismo € a formacdo de um complexo triplo com a
topoisomerase Il e 0 DNA. A doxorrubicina estabiliza esse complexo, depois de
ter quebrado a cadeia de replicacdo do DNA, impedindo a dupla hélice de ser
liberada e, assim, bloqueia o processo de replicacdo. A porcao planar
aromatica da molécula intercala entre dois pares de bases do DNA, enquanto
0s seis membros daunosamina-acucar interagem imediatamente com o
pareamento das bases nitrogenadas adjacentes ao sitio de intercalacdo
(FREDERICK et al., 1990; BINASCHI et al., 2001).

A doxorrubicina € um farmaco hidrofilico administrado na forma de cloridrato
por via endovenosa, pois possui baixa absorgcéo por via oral (WEISS, 1992). A
biodisponibilidade da doxorrubicina por via oral € comprometida porque, além
da baixa permeabilidade, ha eliminacdo do farmaco pelo metabolismo de
primeira passagem devido ao citocromo P450 e a bomba de efluxo da
glicoproteina-P (P-gp), presente em grandes quantidades no intestino, figado e
rim (BELLAMY et al., 1996).

A posologia da doxorrubicina varia de 1,2 a 2,4 mg/kg, geralmente em
intervalos de 21 dias, e deve ser individualizada de acordo com o quadro

clinico apresentado pelo paciente. O farmaco apresenta farmacocinética linear
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apos administracdo intravenosa, com 50 a 85% do farmaco ligado a proteinas
plasméticas sendo largamente distribuido no plasma e tecidos. A curva de
depuracdo sanguinea da doxorrubicina é bifasica, com tempos de meia vida de
4,8 minutos e 20 a 48 horas. Doxorrubicina apresenta tanto eliminacéo renal
quanto hepato-biliar. Aproximadamente 12% da dose total € eliminada
inalterada na urina, enquanto a maior parte da dose é eliminada pelas fezes.
No figado, a doxorrubicina € metabolizada para seu metabdlito 13-OH-
doxorrubinol. Ocorre a reducédo enzimatica da posicdo 7 e a clivagem do acucar
daunosamina, resultando em agliconas que sdo acompanhadas da formacéao
de radical livre. A producdo local desse metabdlito pode contribuir para a
atividade cardiotéxica da doxorrubicina (DANESI et al, 2002;
DOXORRUBICINA, 2014).

Esse farmaco apresenta baixo indice terapéutico e seu uso pode ser limitado
devido as reacfes adversas. As mais comuns sao nausea, vomito, estomatite,
distarbios gastrointestinais, alopecia, cardiotoxicidade e mielossupressao
(CARVALHO et al.,, 2009). A mielossupressdo constitui uma importante
complicacdo que limita a dose administrada. A miocardiopatia, toxicidade mais
importante em longo prazo, pode ocorrer em mais de 20% dos pacientes. Essa
reacao apresenta-se sob dois tipos: forma aguda ou cumulativa cronica. A
forma cronica pode conduzir a insuficiéncia cardiaca congestiva potencialmente
fatal (PAI et al., 2000; CHABNER et al., 2010).

A forma mais comum de cardiotoxicidade, devido ao uso de doxorrubicina, € a
cardiomiopatia irreversivel, que acontece tardiamente durante a quimioterapia,
ou anos apos o fim do tratamento. O mecanismo da cardiotoxicidade ainda ndo
€ completamente estabelecido, mas se sabe que € mediado pela geracdo de
radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS), seguida da reducao de
um elétron na estrutura quimica da antraciclina. ROS levam ao estresse
oxidativo e deplecdo energética em midcitos. A reducdo, no entanto, também
pode ocorrer em dois elétrons, o que converte a doxorrubicina ao seu
metabdlito doxorubicinol, um &lcool secundario, que se acumula nos
cardiomidcitos, se tornando um reservatorio intracelular do farmaco (LEONARD
et al, 2009).
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Outra limitacéo é o desenvolvimento de multirresisténcia (MDR), principalmente
no cancer de mama, ovario e colon (ARORA et al., 2011). A MDR pode ser
natural ou adquirida durante o tratamento quimioterapico. E um processo
complexo e multifatorial, que possibilita a evasdo de células neoplasicas das
rotas quimioterapicas. As causas mais frequentes de MDR incluem a
superregulacdo de membranas de efluxo dependentes de ATP, como a
glicoproteina-P, resisténcia associada a proteina (MRP1). Esses
transportadores aumentam a habilidade das células em expulsar ativamente os
agentes anticancer contra um gradiente de concentracdo, impedindo que o
farmaco atinja o seu alvo de acdo em concentracfes adequadas para gerar 0
efeito citotéxico desejado (PRASAD et al., 2012).

A baixa penetracao e distribuigdo limitada de doxorrubicina em tumores soélidos
sdo as principais causas de sua insuficiéncia como agente terapéutico. A
sensibilidade dos tumores a doxorrubicina depende tanto da sua sensibilidade
intrinseca quanto da distribuicdo do farmaco dentro da regido tumoral. O
microambiente tumoral influencia na resposta a quimioterapia, fatores como
densidade vascular, fluxo sanguineo, acidez, regides de hip6xia — crénica ou
aguda — podem alterar a distribuicdo e atividade do farmaco (PRIMEAU et al,
2005; TREDAN et al., 2007).

Dentre as estratégias descritas para aumentar a eficacia e diminuir a toxicidade
da doxorrubicina estdo a terapia combinada e o desenvolvimento de
nanocarreadores. A associacdo do farmaco com outras classes de substancias
tem demonstrado melhoria na eficacia do tratamento de tumores malignos
comparado aos respectivos agentes isolados. Para o tratamento do cancer de
mama, a doxorrubicina é geralmente associada a agentes alquilantes,
antimetabolicos e taxanos (MELLOR&CALLAGHAN, 2008). No entanto, oS
efeitos adversos inerentes aos farmacos ainda constituem um limitador mesmo
em terapias combinadas. Alternativamente, nanossistemas podem ampliar a
seguranca dos farmacos, devido a mudancas significativas na farmacocinética
em comparacdo com o farmaco livre. Podemos citar como exemplo para esta
estratégia os lipossomas de circulagdo prolongada carreando doxorrubicina

disponiveis comercialmente (Doxil®) (PARK et al., 2009).
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Adicionalmente, estudos recentes tém demonstrado beneficios para a
combinacdo de doxorrubicina e acidos graxos poliinsaturados, com destaque
para o acido docosahexaendico (COLAS et al., 2006; BOUGNOUX et al., 2009;
SIDDIQUI et al., 2011).

2.1. DOXORRUBICINA E ACIDO DOCOSAHEXAENOICO

Acido docosahexaenoico (DHA) é o &acido graxo poliinsaturado mais longo e
com mais insaturacées encontrado em sistemas bioldgicos (Figura 4). Acidos
graxos poliinsaturados tem um papel importante na inibicdo e prevencao de
canceres. Evidéncias epidemiolbgicas correlacionam fortemente ingestao de
Oleos de peixe, ricos em acidos graxos poliinsaturados, com baixa incidéncia
de varios tipos de tumores (SIDDIQUI et al., 2012b).

Estudos in vitro e in vivo ja demonstraram que o DHA é o acido graxo mais
eficaz em potencializar o efeito da doxorrubicina contra células de céncer de
mama (GERMAIN et al., 1998; COLAS et al., 2006). Além disso, um importante
estudo clinico de fase Il demonstrou que a associacdo com o DHA melhorou os
resultados da quimioterapia com antraciclinas em pacientes com cancer
mamario metastatico (BOUGNOUX et al., 2009).

Figura 4. Férmula estrutural do DHA (C22)

O mecanismo sinérgico ocorre, provavelmente, devido a incorporagdo do DHA
nas membranas celulares. Isso leva ao aumento da entrega celular dos
farmacos, além de facilitar a ocorréncia da lipoperoxidacdo da membrana. A
lipoperoxidacdo é a acdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), nesse caso
as especies de peroxido, sobre os componentes lipidicos celulares. Isso
acarreta alteracbes na estrutura e na permeabilidade das membranas.
Consequentemente, ha perda da seletividade na troca i6nica e liberacdo do
conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e
formacdo de produtos citotoxicos, culminando na morte celular. A

lipoperoxidacdo € uma reacdo radicalar, portanto, lipideos altamente
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insaturados, tais como o DHA, séo susceptiveis a essa reacdo (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; SIDDIQUI et al., 2012b).

Entretanto, as diferentes posologias dos farmacos usados na terapia de
combinacéao dificultam o controle dos perfis farmacocinético e farmacodinamico
dos agentes combinados. Além disso, obter uma coentrega temporal e local
desses farmacos é um grande desafio. Nesse contexto, a coencapsulacao de
farmacos em sistemas de liberagdo de farmacos constitui uma alternativa
promissora (PARHI et al., 2012).

3. SISTEMAS NANOESTRUTURADOS NA TERAPIA DO CANCER

Sistemas nanoestruturados, propositalmente planejados e produzidos com
tamanho em escala nanométrica, constituem uma alternativa promissora para
aumento da especificidade ao tecido tumoral, proporcionando maior
concentracdo do farmaco no sitio alvo (MAMOT et al., 2003) e reducdo da
toxicidade (O’BRIEN et al., 2004).

Os tumores solidos possuem caracteristicas patofisiolégicas Unicas que
favorecem o uso de particulas em escala hanométrica para o seu tratamento.
Os vasos tumorais apresentam inumeras “aberturas” (fenestra¢des endoteliais,
aberturas transcelulares e membrana basal descontinua ou ausente) que leva
a formacéo de poros que variam de 100 a 800 nm, permitindo a penetracado de
macromoléculas no intersticio (YUAN et al., 1995; CARMELIET & JAIN, 2000;
MAEDA et al., 2000; MUNN et al., 2003; GOSH et al., 2008; HALEY et al.,
2008; SHIN et al., 2012).

Esse acumulo espontaneo ou targeting passivo, que funciona especialmente
bem no ambiente tumoral devido, adicionalmente, ao sistema linfatico
deficiente, € conhecido como efeito de permeabilidade e retencdo aumentada
(EPR). Ou seja, a permeabilidade aumentada da vasculatura permite o
acumulo de macromoléculas e nanoparticulas no intersticio tumoral, enquanto
a falta de drenagem linfatica permite a retencéo dessas particulas no ambiente
tumoral (Figura 5) (TORCHILIN, 2011).
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Tecido normal

Tecido tumoral

Figura 5. Acimulo espontaneo de nanoparticulas na regido tumoral pelo efeito EPR (adaptado
de CHO et al., 2008)

Além disso, as nanoparticulas podem ser modificadas, para controlar as
propriedades in vivo. Um carreador de farmaco ideal é capaz de prolongar a
circulacdo sanguinea, atingir especificamente o local da doenca, liberar o
farmaco em resposta a um estimulo local (como pH, temperatura, calor, campo
magnético ou ultrassom), aumentar a entrega intracelular do farmaco, carregar
um componente que possa fornecer informacdes sobre biodistribuicdo e
acumulo na regido alvo (TORCHILIN, 2009).

Inimeros tipos de nanoparticulas séo utilizados como sistemas de liberacao de
farmacos, e diferem entre si em termos de tamanho, forma e materiais (Figura
6), além de apresentarem diferentes caracteristicas quanto a capacidade de
carga do farmaco, estabilidade, taxa de liberacdo e capacidade de entrega

(HALEY et al., 2008).
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Figura 6. Representacao esquemética dos diferentes tipos de nanocarreadores (adaptado de
PARHI, 2012).

Algumas nanoformulacbes ja s&do aprovadas para o uso clinico. O
desenvolvimento de um nanossistema carreador de paclitaxel possibilitou uma
alternativa de tratamento para pacientes com tumores resistentes ao farmaco
livre ou aqueles que apresentam hipersensibilidade aos componentes da
férmula. A nanoparticula € preparada através da conjugacdo com uma
albumina ndo modificada a molécula de paclitaxel. A formulagdo aumenta a
concentragdo intratumoral do farmaco e diminui a toxicidade associada ao
paclitaxel. O FDA aprovou o uso da nanoparticula conjugada albumina-
paclitaxel para cancer de mama metastatico resistente (HALEY et al., 2008).

O desenvolvimento de lipossomas de circulagdo prolongada (revestidos com
polietilenoglicol - PEG) carreando doxorrubicina possibilitou a obtencdo de um
produto comercial, denominado Doxil® (Janssen Biotech, Inc; Johnson &
Johnson, EUA). Esse foi um dos primeiros produtos lipossomais

disponibilizado comercialmente e muitos beneficios clinicos foram observados
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como a reducao significativa da cardiotoxicidade, mielossupressao, vomitos e
alopécia (HARRIS et al., 2002; O'BRIEN et al., 2004).

O Doxil® é aprovado para tratamento clinico de sarcoma de Kaposi relacionado
a SIDA (Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida), cAncer ovariano recorrente,
cancer de mama metastatico e mieloma multiplo. Estudos clinicos vém sendo
conduzidos para avaliacdo no tratamento de outros tipos de cancer (GABIZON,
2001; LYASS et al., 2000; JUDSON et al., 2001).

Apesar das grandes vantagens clinicas observadas para essas nanoparticulas,
0 elevado custo de producdo desses sistemas e 0s problemas tecnolégicos,
como o0 uso de solventes organicos, por exemplo, tem motivado a busca por
sistemas carreadores alternativos. Nesse contexto, as nanoparticulas lipidicas
sélidas (NLS) e carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) séo alternativas
promissoras (MULLER et al.,2000; MEHNERT & MADER, 2001).

3.1. NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS E CARREADORES
LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS

Nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) sao particulas coloidais constituidas por
uma matriz lipidica soélida a temperatura corporal (37°C). Este nanossitema foi
primeiramente descrito por Muller e colaboradores em 1991 e, desde entéo,
vem atraindo interesse como sistema carreador para aplicacdes terapéuticas e
cosméticas (WONG et al., 2006b). Seu diametro médio varia entre 50 a 1000
nm e pode ser preparada utilizando-se uma grande variedade de lipideos,
incluindo acidos graxos, mono, di ou triglicerideos, misturas de glicerideos
complexos ou ceras, que sdo estabilizados por surfactantes biocompativeis
(WONG et al., 2007).

As NLS sao derivadas das nanoemulsdes (NE) pela simples substituicdo do
lipideo liquido (6leo) por um lipideo sélido (Figura 7). Essa matriz lipidica soélida
confere menor mobilidade aos farmacos incorporados, podendo sustentar, ou
até controlar a velocidade de liberacdo dessas substancias, mantendo-se a
baixa toxicidade apresentadas pelas NE. Além disso, essas nanoparticulas
podem ser produzidas em um homogeneizador de alta pressao, similar aqueles

utilizados na producdo em larga escala de emulsdes para nutricdo parenteral, o
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que representa uma vantagem quando comparado a producdo de sistemas
poliméricos e lipossomais (MEHNERT e MADER, 2001).

(B)

Lipidoo 7%

3 em estado
Sélido

Fig. 7. Representacdo esquematica de diferentes sistemas carreadores de farmacos, (A)
nanoemulsdes e (B) NLS (Adaptado de Muller et al, 2000).

O encapsulamento de farmacos lipofilicos em NLS é geralmente favorecido
devido a maior afinidade pela matriz lipidica. No entanto, também é possivel a
incorporacdo de farmacos hidrofilicos. A formagdo de um par idbnico com um
grupo lipofilico tem sido proposta como uma alternativa para aumentar a taxa
de encapsulacéo (WONG et al., 2007Db).

A capacidade de encapsulacao pelas NLS é limitada (geralmente até 25% em
relacdo ao conteudo lipidico da matriz) pela estrutura e o estado polimorfico da
matriz lipidica, uma vez que é necessario que o farmaco seja incorporado entre
as cadeias de acidos graxos e entre as imperfeicdes dos cristais formados. As
matrizes lipidicas podem ser constituidas por moléculas que contém cadeias
carbOnicas similares (triestearina ou tripalmitina, por exemplo) ou por lipideos
mais complexos (mono, di e triglicerideos, com diferentes tamanhos de cadeias
carbdnicas). O uso de lipideos complexos é preferido, j& que forma um cristal
com mais imperfei¢des, capaz de acomodar uma quantidade maior de farmaco.
Lipideos com cadeias carbénicas similares tendem a formar uma rede cristalina
altamente organizada, que pode ndo acomodar grandes quantidades de
farmaco, comprometendo a taxa de encapsulacdo do sistema (MULLER et al.,
2000; WISSING et al., 2004).

Com o intuito de aumentar a carga de farmaco nas NLS, uma nova geracao de
nanoparticulas lipidicas tem sido descrita. Os carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) sdo compostos por uma mistura de lipideos soélidos e

liguidos, o que resulta em uma matriz lipidica menos organizada, com
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imperfeicdes na estrutura cristalina o que pode levara maior acomodacéo das
moléculas dos farmacos (Figura 8). Essas nanoparticulas compartilham as
vantagens das tradicionais NLS e o perfil de liberacdo de farmaco pode ser
facilmente modulado através da variacdo da composicdo da matriz lipidica.
Apesar da presenca de lipideo liquido, a matriz dos CLN é sodlida em
temperatura ambiente e corporal (JOSHI e MULLER, 2009).

\\qﬁf \
NLS CLN
A B

Figura 8. Representacéo esquematica das diferentes estruturas de (A) NLS (B) CLN.

Os carreadores lipidicos nanoestruturados apresentam os beneficios dos
demais sistemas carreadores, como estabilidade fisica, protecdo contra a
degradacéo e liberacdo controlada de farmacos incorporados. Adicionalmente,
esse sistema, em particular, apresenta vantagens frente a outras
nanoplataformas disponiveis para o carreamento de farmacos como seu facil
escalonamento, auséncia de solventes organicos em sua composicao,
constituintes compativeis para administracdo parental, além da baixa toxicidade
(MULLER et al., 2000; MEHNERT e MADER, 2001; WISSING et al., 2004;
BRIOSCHI et al. 2007).

3.1.1. NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS CARREGADAS COM
DOXORRUBICINA

Diversos estudos mostrando o potencial das NLS como sistemas carreadores
de farmacos antitumorais tém sido descritos, principalmente devido ao acumulo
preferencial na regiao do tumor, proporcionado pelo efeito EPR. A utilizagéo de
nanoestruturas para o tratamento de tumores vem se mostrando promissora
por ser capaz de superar as limitagbes comumente apresentadas na terapia

convencional, como a baixa especificidade, alta toxicidade e quimiorresisténcia.
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Dessa forma, diversos farmacos antitumorais, incluindo doxorrubicina, tém sido
incorporados em NLS como alternativa para tratamento do cancer (WONG et
al., 2007b).

ZARA et al. (1999) e FUNDARO et al. (2000) administraram, por via
endovenosa, NLS carreando doxorrubicina em ratos e compararam sua
biodistribuicdo com o farmaco livre em solucdo. As NLS modificaram o perfil
farmacocinético e de biodistribuicdo da doxorrubicina, aumentando a area sob
a curva (ASC) da concentracdo plasmética e reduzindo a concentracdo no
coracdo em comparacdo com a solucéo. Este fato se mostrou relevante visto

gue esse Orgao € alvo de toxicidade da doxorrubicina.

Posteriormente, estudos mostraram aumento da eficacia no tratamento de
tumores cerebrais, com a utlizacdo de NLS contendo doxorrubicina,
demonstrando seu o potencial em atravessar barreira hematoencefalica (ZARA
et al., 2001; STEINIGER et al., 2004; BRIOSCHI et al., 2007).

ZHANG et al. (2008), reportaram um aumento da citotoxicidade de CLN
carregados com doxorrubicina contra células de cancer de mama humanos
(MCF-7) e células multirrestistentes (MCF-7/ADR). WONG et al. (2006 e
2007b) desenvolveram um sistema de nanoparticulas hibridas polimero-
lipidicas (NPL) contendo o complexo polimero-doxorrubicina e avaliaram a
eficacia no tratamento de cancer de mama murino, da linhagem celular
EMT6/WT. Os autores observaram que esse sistema possibilitou o aumento da
internalizacdo e retencdo do farmaco pelo tumor, causando maior

citotoxicidade na célula alvo quando comparado com a doxorrubicina livre.

NLS carreando doxorrubicina, ceramida e um oligonucleotideo regulador da
expressdo de glucosilceramidasintase (MBO-asGCS), enzima relacionada a
multirresisténcia, foram propostas por SIDIQQUI et al. (2012). Esse sistema
mostrou-se mais eficaz do que a doxorrubicina livre em avaliagdes in vitro e a
combinacdo desses agentes em NLS demonstrou maior citotoxicidade em
células tumorais resistentes NCI/ADR-RES. Essas NLS resultaram em maior
apoptose devido a sensibilizacdo e co-entrega intracelular de MBO-asGCS,

ceramida e doxorrubicina.
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WANG et al. (2015) desenvolveram um CLN carreando doxorrubicina e
paclitaxel para o tratamento de cancer de pulméo. Resultados in vitro e in vivo
demonstraram aumento da citotoxicidade do nanocarreador em relacdo aos
farmacos livres. CHEN et al. (2015) desenvolveram uma NLS pH sensivel,
revestida com PEG, carregadas com doxorrubicina capazes de contornar a

resisténcia em células MCF-7/Adr.

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa conduziram ao
desenvolvimento de um CLN carreando doxorrubicina e DHA para a terapia do
cancer (MUSSI et al. 2013). O tamanho, potencial zeta e estabilidade no
plasma foram considerados adequados para administracdo parenteral e
liberacdo controlada da doxorrubicina foi obtida. A atividade antitumoral in vitro
em modelo de células em monocamada foi significativamente maior para
células MCF-7/Adr quando comparada com os farmacos livres e CLN contendo
apenas doxorrubicina. Estudos com esferoides também mostraram penetracao
aumentada, da CLN, na estrutura do tumor. Portanto, a associacdo da
doxorrubicina com o DHA e sua co-encapsulacdo em um CLN aumentou a
citotoxicidade e foi capaz de contornar a resisténcia associada a atividade da
glicoproteina P em células MCF-7/Adr. Estes achados indicaram a CLN
carreando doxorrubicina e DHA como um promissor agente para a terapia

antitumoral in vivo.

4. NANOPARTICULAS RADIOMARCADAS

Nanoparticulas radiomarcadas representam uma nova classe de agentes com
grande potencial clinico. Além das vantagens inerentes ao uso de
nanoestruturas, como maior tempo na circulacdo sanguinea e estabilidade
plasmatica, estes sistemas apresentam, ainda, a capacidade de gerarem
imagens cintilograficas de alta qualidade devido a presenca de um
radionuclideo (de BARROS et al.,, 2012). Quando comparados com outras
técnicas de imagens, a cintilografia apresenta vantagens como maior
sensibilidade e capacidade de fornecer imagens quantitativas (HONG, et al.,
2004). Esses fatores sao promissores para obtencdo de uma particula
terandstica, ou seja, a combinacéo de agentes terapéuticos e diagnosticos, que
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pode, simultaneamente, tratar e monitorar a evolugcdo da doenca (JANIB et al.,
2010).

Os radionuclideos mais utilizados sdo o galio-67 (¢’Ga), o indio-111 (**!In) e 0
tecnécio-99m (**MTc). Dentre estes is6topos o tecnécio-99m é, sem duvida, o
mais empregado em medicina nuclear devido a suas caracteristicas ideais para
um radiofarmaco, como meia-vida fisica de 6,01 horas; decaimento por
emisséo de radiagdo gama, com fétons de 140 keV; a praticidade da obtencéo
do radioisotopo a partir de um sistema gerador de molibdénio-99/tecnécio-99m
(®**Mo/**™Tc); a possibilidade do metal atingir varios estados de oxidagéo e de
coordenacdo, dando origem a diferentes radiofarmacos, a partir da simples
reconstituicdo de conjuntos de reativos liofilizados (“kits”) (MARQUES et al.,
2001).

Na forma de pertecnetato, tal como é obtido do gerador, o %MTc é
guimicamente estavel. Contudo, como o *"™Tc é um metal de transicdo
(pertence ao grupo 7 da tabela peridédica) pode existir em 9 estados de
oxidagdo (-1 a +7), o que lhe da a possibilidade de formar complexos de
coordenacdo com numerosos agentes quelantes. A coordenacdo de agentes
quelantes ao *°™Tc é feita quando o metal se encontra em estados de oxidacéo
inferiores ao +7. A reducdo do metal, do estado de oxidacdo +7 para outros
estados reativos, € realizada por agentes redutores, como o cloreto estanoso
(SAHA, 2010).

Lipossomas radiomarcados para imagens tumorais vém sendo pesquisados
desde a década de 1970. Os lipossomas sdo geralmente marcados pela
conjugacdo a moléculas-ancoras presentes tanto na cavidade aquosa (por
exemplo, deferoxamina DF) quanto na membrana lipidica (por exemplo,
Acido DietilenoTriamino Pentacético - DTPA) (HAMOUDEH et al., 2008). OYEN
et al. (1996) avaliaram lipossomas de circulacdo prolongada radiomarcados
com tecnécio na deteccao de infeccdo e inflamacéo. De BARROS et al. (2013)
avaliaram lipossomas de longa circulacdo radiomarcados na identificacdo de

tumores.

ZHANG et al. (2011) desenvolveram uma nanoparticula micelar polimérica

peptideo-conjugado que foi utilizada para identificar receptores EphB4 em
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modelo de cancer de prostata por Tomografia por Emissdo de Foton Unico
(SPECT). PEREIRA et al. (2009) desenvolveram uma nanocapsula de
superficie modificada marcada com *°"Tc para deteccéo de inflamacgédo. Outras
nanoparticulas radiomacadas também tém sido empregadas para identificacao
de diversos processos patologicos, dentre elas podemos destacar 0s
nanocristais, quantum dots, dendrimeros e nanoparticulas magnéticas (KOO et
al., 2005).

Em adicdo aos estudos para o diagndstico de doencas, o emprego de
nanoparticulas radiomarcadas permite a obtencédo de dados farmacocinéticos e
de biodistribuicdo, uma vez que se torna possivel acompanhar o
comportamento in vivo dessas nanoestruturas. No contexto de estudos pré-
clinicos, varios outros métodos analiticos também tém sido descritos, como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), fluorescéncia, espectrometria
de massas, entre outros (REN et al., 2014; DAEIHAMED et al., 2014; MA et al.,
2015). No entanto, esses métodos apresentam alto custo e dificil preparo de
amostra. Dessa forma, a andlise baseada na utilizacao de isotopos radioativos
apresenta vantagens frente aos métodos acima descritos, devido a alta

sensibilidade e facil execucéo.

Ja existem trabalhos reportando o uso de NLS em estudos de biodistribuicéo.
ANDREOZZ| et al. (2011), publicaram um novo método de marcagdo de NLS
com ©%Cu. BELOQUI et al. (2013) utilizaram carreadores lipidicos
nanoestruturados radiomarcados com tecnécio para estudos in vivo de
biodistribuicdo. REDDY et al. (2005) investigaram a influéncia da via de
administracédo na captacdo do tumor e biodistribuicdo de *™Tc-NLS carregadas

com etoposideo em modelos experimentais de linfoma da Dalton.

Nesse contexto, a radiomarcacdo de NLS € um campo promissor, devido as
suas caracteristicas favoraveis como um sistema carreador de farmacos e

possibilidade de aquisi¢cdo simultdnea de imagens.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A doxorrubicina apresenta um indice terapéutico baixo e seu uso é limitado
devido aos seus efeitos adversos, principalmente mielossupressao e
cardiotoxicidade. A baixa penetracdo e distribuicdo limitada da doxorrubicina
em tumores solidos sdo as principais causas de sua ineficiéncia como agente
terapéutico. Adicionalmente, tem sido sugerido que a combinacdo de agentes
citotéxicos e acidos graxos poliinsaturados, como o DHA, poderia aumentar
sua eficacia contra as células do cancer. Nanocarreadores de farmacos, tais
como os CLN, constituem também uma alternativa para melhorar o indice
terapéutico, reduzir a toxicidade, aumentar a eficacia da doxorrubicina, além de
proporcionar a coentrega do DHA na regido do tumor. Neste contexto, N0OSSo
grupo desenvolveu um CLN carreador de doxorrubicina e DHA que apresentou

resultados in vitro promissores.

Portanto, devido ao potencial dos CLN em facilitar a entrega controlada de
farmaco a um tecido alvo, existe grande interesse na compreensao do seu
comportamento in vivo e da sua eficacia da atividade antitumoral em modelo
animal. Neste interim, estudos de atividade antitumoral, farmacocinética e de
biodistribuicdo sdo fundamentais para compreender o real potencial deste

nanossistema no tratamento de tumores soélidos.

6. OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil farmacocinético, a biodistribuicdo e a atividade antitumoral de
CLN carregados com doxorrubicina e DHA em modelo experimental de tumor

de mama murino.
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CAPITULO 1

Avaliacdo da farmacocinética e biodistribuicdo de CLN carregados com

doxorrubicina e DHA
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1. INTRODUCAO

As alternativas terapéuticas em oncologia incluem cirurgia, radioterapia e
quimioterapia. O tratamento quimioterapico permanece como uma das
principais condutas terapéutica, podendo ser utilizado de forma primaria,
terapia adjuvante ou paliativa. O grande desafio no desenvolvimento de
farmacos antitumorais ndo reside na capacidade destes agentes em destruir as
células neoplésicas, mas sim na dificuldade de conferir seletividade a estes
farmacos a fim de produzir alternativas terapéuticas mais eficazes e seguras
(KAELIN JUNIOR, 2005).

Para o desenvolvimento de um novo medicamento, estudos farmacocinéticos e
de biodistribuicdo sdo essenciais. Sao descritos diferentes métodos para este
fim, como HPLC (ZHANG et al., 2010) e fluorescéncia (WHEI et al., 2012).
Entretanto, essas técnicas apresentam alto custo e dificil preparo de amostras.
Por esta razdo, o uso de isétopos radioativos tem se mostrado uma alternativa
interessante, pois apresenta alta sensibilidade, e facil manuseio.
Adicionalmente, por este método €, ainda, possivel a aquisicdo de imagens
guantitativas (de BARROS et al., 2012)

O principal radionuclideo utilizado nos processos de medicina nuclear é o
tecnécio-99m, pois esse isétopo apresenta propriedades fisicas e quimicas
ideais para um radiofarmaco, tais como: meia-vida fisica de 6,01 horas,
emissao gama de baixa energia (140 keV), alta disponibilidade do radioisétopo
a partir de um sistema gerador de Molibdénio-99/Tecnécio-99m (**Mo/*°™Tc),
além de apresentar um custo relativamente baixo (JURISSON et al., 1993;
JONES, 1995; MARQUES et al., 2001; YANG et al., 2003).

Esse capitulo, portanto, relata a marcagcdo com tecnécio-99m e estudos de
estabilidade dos CLN e da doxorrubicina livre, além de estudos in vivo de
depuracdo sanguinea, biodistribuicdo e imagens cintilograficas, dos dois
complexos radiomarcados, em animais sadios e acometidos com tumor

murinho da linhagem 4T1.
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. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar a formulacdo de CLN carregadas com doxorrubicina e DHA
(CLN-DHA-DOX);

Caracterizar a formulacédo quanto ao diametro médio, potencial zeta, teor
de encapsulacéo;

Estabelecer um protocolo de marcacdo dos CLN com °9™MTc;

Determinar o rendimento e estabilidade de marcacdo dos CLN pelo
9mTc:

Caracterizar a %°"Tc-CLN-DHA-DOX quanto ao diametro médio,
potencial zeta, teor de encapsulacéo;

Estabelecer um protocolo de marcacéo da doxorrubicina livre com %9™Tc
(°*MTc-DOX);

Determinar o rendimento e estabilidade de marcacdo da doxorrubicina
livre pelo ®9MTc;

Realizar estudos de depuragdo sanguinea da *®"Tc-CLN-DHA-DOX e da
9MTc-DOX em animais sadios;

Realizar estudos de biodistribuicdo dos °°"™Tc-CLN-DHA-DOX e de
9¥mMTc-DOX em animais sadios e acometidos pelo tumor de mama
murino 4T1;

Realizar imagens cintilograficas da %™Tc-CLN-DHA-DOX e de °MTc-

DOX em animais sadios e acometidos pelo tumor de mama murino 4T1;
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. MATERIAL

Cloridrato de doxorrubicina (DOX), acido cis-4,7,10,13,16,19-
docosahexaenoico (DHA), a&cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
trietanolamina (TEA), behenato de glicerila (Compritol 888 ATO®),
monooleato de sorbitanoetoxilado (SuperRefined™ Polysorbate™ 80; Tween
80™), 6leo de sésamo, acido oleico e cloreto estanoso foram obtidos da
Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha).Os meios de cultura Dubelcco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM), e Roswell Park Memorial Institute (RPMI), soro fetal
bovino (SFB), gentamicina, penicilina e estreptomicina foram comprados da
Invitrogen (S&o Paulo, Brasil). O tecnécio-99m foi obtido de um gerador de
molibdénio-99/tecnécio-99m (IPEN/Brasil). A solucdo de xilazina (Dopaser®
2%) foi adquirida da Hertape Calier (Juatuba, Brasil). A solucdo de cloridrato de
ketamina (Dopalen® 10%) foi fornecida pela Vetbrands Agroline (Campo
Grande, Brasil). As demais substancias utilizadas foram de grau reagente, sem
purificacéo adicional.

Os camundongos BALB/c foram adquiridos do Biotério Central da UFMG e
mantidos sem restricdo de agua e racdo, na sala de experimentacao animal do
laboratério de Farmacotécnica da Faculdade de Farmacia da UFMG. Todos os
experimentos realizados em animais foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA), sob o protocolo n® 307/2014 (ANEXO 1).

3.2. METODOS

3.2.1. Preparo dos CLN

Os CLN foram preparados pelo método de homogeneizacdo a quente,
utilizando o agitador Ultra Turrax T-25 e ultrassom com sonda de titénio de alta
poténcia (CPX 500, Cole-Palmer Instruments, Vernon Hills, EUA). A
composicdo da formulacdo esté representada na tabela 1. A fase oleosa (FO) e
a fase aquosa (FA) foram pesadas e aquecidas, separadamente, a 85°C. A FA
foi lentamente vertida sobre a FO, sob agitacdo, em Ultra Turrax T-25,a 8.000
rom, por dois minutos. Posteriormente, as particulas foram calibradas, em

relacdo ao diametro, em ultrassom, por 10 minutos (Figura 9).
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Figura 9. Representacédo esquematica da preparacédo dos CLN pelo método de
homogeneizacéo a quente com ultrassom.

Tabela 1. Composicdo dos CLN

Fase Oleosa (FO) % p/v | Fase Agquosa (FA) % p/v
Docosahexaenoico triglicerideo | 0,4 EDTA 0,04
Cloridrato de doxorrubicina 0,05 Agua purificada g.s.p 100,0
Trietanolamina 0,06

Compritol 888 ATO® 1,10

Tween 80 1,00

Acido Oleico 0,10

3.2.2. Caracterizacdo dos CLN-DHA-DOX

3.2.2.1. Diametro médio, indice de polidispersao (IP) e

potencial zeta

O diametro médio, a distribuicdo do tamanho e IP dos CLN foram determinados
por espectroscopia de correlagdo de fotons, a 25°C e a um angulo de 90°. O
potencial zeta foi determinado por espalhamento dinamico da luz associado a
analise da mobilidade eletroforética das particulas a um angulo de 90° e a
temperatura de 25°C. As medidas foram realizadas em equipamento Zetasizer
Nano ZS90 (Malvern, Inglaterra). As amostras foram diluidas em agua MiliQ®,

na proporcao 1:3, e as medidas foram realizadas em triplicata.
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3.2.2.2. Teor de encapsulacao

O teor de encapsulacdo foi determinado através do método de ultrafiltracéo,
sendo calculada pela seguinte formula:

(DOX total - DOX do ultrafiltrado)
TE(%) = x 100
DOX total

DOX pode ser encontrada na formulacdo como DOX encapsulada (retida na

matriz lipidica) e ndo encapsulada (soltvel ao meio aquoso).
DOX total:

200 pL dos CLN foram transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL, onde
foram adicionados 4 mL de tetrahidrofurano (THF), para solubilizacdo dos
lipides da matriz. O volume foi completado com metanol (MeOH). Essa
disperséo foi centrifugada por 5 min a 2400 x g e 0 sobrenadante analisado por
espectrofotometria no UV-VIS, avaliando a absorbancia em comprimento de
onda A =480 nm.

DOX do ultrafiltrado:

A concentracdo da doxorrubicina ndo encapsulada foi avaliada apos a
ultrafiltracdo, realizada com dispositivo Amicon® 100 k (Milipore, USA) e
centrifugacdo a 2400 x g por 10 min. A aliquota do ultrafiltrado, contendo a
DOX soluvel, foi diluida em THF/MeOH 40:60 v/iv e analisada por
espectrofotometria no UV-Vis, avaliando a absorbéancia em comprimento de
onda A =480 nm.

A fim de eliminar a adsor¢éo da doxorrubicina nos dispositivos de ultrafiltracao,

foi realizado o procedimento denominado “Passivagdo da membrana”:

3.2.2.3. Passivagao das membranas

Todos os dispositivos de ultrafiltragdo utilizados foram mantidos por
aproximadamente 12 h em contato com uma solu¢do aquosa de Tween 20 a
5% plv (solucéo de passivacdo). Apos esse periodo, foram realizadas diversas
lavagens com agua destilada para eliminar o excesso dessa solugdo e as

membranas ou dispositivos foram utilizados imediatamente.
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3.2.3. Formacao do complexo *"Tc-CLN-DHA-DOX

Os CLN foram marcadas pelo tecnécio-99m (**"Tc) por método direto,
utilizando cloreto estanoso di-hidratado (SnCl2.2H20) como agente redutor. Em
um frasco de penicilina, contendo 1 mL da formulacéo, foram adicionados 100
puL de uma solugcédo de cloreto estanoso em HCI 0,25M (10 mg/ml). O pH foi
ajustado para 7,0 com solucdo de NaOH 0,1M. O frasco foi lacrado e foi
realizado vacuo. Em seguida, 0,5 mL de solugédo de NaCl 0,9% (p/v) contendo
37 MBq de pertecnetato de sodio foram adicionados ao frasco, que foi mantido
sob agitacdo, em vortex, por 2 minutos e em temperatura ambiente, por 10

minutos.

3.2.4. Formacao do complexo %MTc-DOX

A DOX foi marcada pelo ®*™Tc por método direto, utilizando SnCl2.2H20 como
agente redutor. Preparou-se uma solucdo de doxorrubicina em tampéo fosfato
salina (PBS), pH 7,4 (1,0 mg/ml). Em um frasco de penicilina, contendo 1mL
dessa solucéo, foram adicionados 50 pL de uma solucéo de cloreto estanoso
em HCI 0,25M (2 mg/ml). O pH foi mantido em 7,4 com solu¢do de NaOH 0,1M.
O frasco foi lacrado e foi realizado vacuo. Em seguida, 0,5 mL de solucéo de
NaCl 0,9% (p/v) contendo 37 MBq de pertecnetato de sddio foram adicionados

ao frasco, que foi mantida em temperatura ambiente por 30 minutos.

3.2.5. Quantificacdo de *°*™TcO4

A eficiéncia da marcacdo foi realizada, para ambos complexos, por
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando-se fitas de silica gel e
acetona como fase moével, para determinacdo de tecnécio livre. 5uL das
solugdes marcadas foram aplicados na base das fitas que, apés eluicdo, foram
cortadas ao meio e analisadas em um contador de radiacdo gama (Perkin
Elmer Wallac Wizard 1470-020 Gamma Counter, Perkin Elmer Inc., Waltham,
EUA) - para determinagdo da radioatividade. O tecnécio livre (°**™TcOa4) migra
com a acetona, enquanto os complexos radiomarcados permanecem no ponto

de aplicacéo.
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3.2.6. Quantificagcdo de *°*"TcO: e purificacdo dos complexos
formados
As suspensges contendo **MTc-CLN-DHA-DOX e %MTc¢c-DOX foram purificadas
através de um filtro de seringa 0,22 pm. O tecnécio coloidal (**™TcO2) fica
retido no filtro e pode ser quantificado pela medida da radioatividade, atraves
de contador gama (SHIN et al., 2013).

3.2.7. Eficiéncia da marcagéo

Apoés quantificacdo das impurezas inerentes ao processo de radiomarcacéo
com tecnécio-99m foi possivel determinar o percentual de doxorrubicina e de
formulacdo marcados. O rendimento de marcacao foi considerado segundo a

férmula abaixo:
% marcacgdo = 100 - (%*°™TcO2 + %*°™TcOy)

3.2.8. Caracterizacdo do complexo **™Tc-CLN-DHA-DOX

O complexo *"Tc-CLN-DHA-DOX foi caracterizado quanto ao diametro médio,

IP, potencial zeta e teor de encapsulacéo, conforme descrito no item 3.2.2.
3.2.9. . Estudos de estabilidade in vitro

Foram realizados testes de estabilidade de marcacao in vitro, para os dois
complexos, em presenca de solugcdo de NaCl 0,9% (p/v) e plasma de

camundongo.
3.2.9.1. Solucéo de NaCl 0,9% (p/v)

Apbs a marcacdo, os frascos contendo °°™Tc-CLN-DHA-DOX e °™Tc-DOX
foram mantidos a temperatura ambiente e apds os tempos de 1, 2, 4, 6 e 24

horas aliquotas foram retiradas para a verificagdo do teor de impurezas através
de CCD.
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3.2.9.2. Plasma de camundongo

Apdés a marcagdo, uma aliguota de 0,09 mL da solucdo de °°™Tc-CLN-DHA-
DOX ou °™T¢c-DOX foi retirada e incubada em 1 mL de plasma de camundongo
a 37°C sob agitacdo. Apds os tempos de 1, 2, 4, 6 e 24 horas aliquotas foram

retiradas para a verificacdo do teor de impurezas através de CCD.

3.2.10. Depuracao plasmatica em animais sadios

Aliguotas de 0,1 mL da solucédo contendo o complexo *°"Tc-CLN-DHA-DOX ou
9mTc-DOX foram injetadas pela veia caudal de seis camundongos BALB/c
fémeas, para cada complexo radiomarcado. Foi realizada uma incisdo na
cauda dos animais e o sangue foi coletado, em tubos previamente pesados,
nos tempos de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 240, 360, 480 e 1440 minutos
apos a administracdo dos complexos marcados. Os tubos foram pesados e
levados ao contador gama para determinacdo da radioatividade. Uma atividade
padrao contendo a mesma quantidade de radioatividade injetada nos animais
foi contada simultaneamente em um tubo separado, para corrigir os calculos
pelo decaimento fisico do ®®™Tc. Os resultados foram expressos em percentual

da dose injetada por grama de sangue (% DI/g).

3.2.11. Biodistribuicdo dos complexos em animais sadios

Foram utilizados 18 camundongos BALB/c sadios, pesando 18-22g, para cada
complexo radiomarcado. Os animais foram divididos em trés grupos, nos quais
cada animal recebeu, pela veia caudal, 3,7 MBq da solu¢cdo contendo o
complexo *"Tc-CLN-DHA-DOX ou ®MTc-DOX. Apds os tempos de 1, 4 e 8
horas os animais foram anestesiados com solugcéo de Ketamina (80 mg/Kg) e
Xylazina (15 mg/Kg) e, em seguida, submetidos & eutanasia. Orgaos e tecidos
como: figado, baco, rins, estbmago, coracdo, pulmédo, sangue, intestinos,
musculo, tireoide, foram retirados, pesados e levados ao contador gama para
determinacao da radioatividade. Os resultados foram expressos em percentual

da dose injetada por grama de tecido (% DI/qg).
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3.2.12. Imagens cintilograficas dos complexos em animais

sadios

Em seis animais BALB/c sadios foram administrados, por via endovenosa, 37
MBq da solucdo de ®MTc-CLN-DHA-DOX ou %°™Tc-DOX. As imagens foram
adquiridas nos tempos de 1, 4 e 8 horas apos a administracdo dos complexos
radiomarcados. Os camundongos foram anestesiados e mantidos em posi¢cao
de decubito ventral sob a gama camara (Nuclide TM TH 22, Mediso, Hungria).
Uma janela de 20% simétrica foi utilizada para um pico de energia de 140 KeV.
As imagens (300.000 contagens) foram obtidas e armazenadas em uma matriz
256 x 256.

3.2.13. Desenvolvimento do modelo tumoral em

camundongos

O céancer mamario murinho 4T1 foi desenvolvido em camundongos BALB/c
fémeas com 6-8 semanas de vida. Os camundongos foram mantidos em area
com controle de luminosidade, com livre acesso a agua e racao. As células 4T1
foram cultivadas em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino a 10%,
penicilina 100 Ul/mL, estreptomicina 100 pg/mL, em camara com 5% de COzq,
95% de umidade e 37°C. ApoOs 3-5 dias de cultivo, as células foram
tripsinizadas e a viabilidade celular foi avaliada apds coloracdo com o Trypan
Blue. A concentracdo da suspensédo de 4T1 foi ajustada para 2,5x108 células

em 50uL e injetada (SC) na coxa direita dos animais.

3.2.14. Biodistribuicdo dos complexos em animais

acometidos pelo tumor

Foram utilizados 24 camundongos BALB/c, pesando 18-22g, com tumor da
linhagem de tumor de mama murino 4T1 implantado na coxa direita, para cada
complexo. Os animais foram divididos em quatro grupos, nos quais cada
animal recebeu, pela veia caudal, 3,7 MBq da solugédo contendo o complexo
9MTc-CLN-DHA-DOX ou #MTc-DOX. Apds os intervalos de tempo de 1, 4, 8 e
24 horas os animais foram anestesiados com solucdo de Ketamina (80 mg/Kg)
e Xylazina (15 mg/Kg) e, em seguida, submetidos & eutanasia. Orgdos e

tecidos como: figado, baco, rins, estdmago, coracdo, pulmao, sangue,
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intestinos, tumor, masculo, tireoide, foram retirados, pesados e levados ao
contador gama para determinacdo da radioatividade, e os resultados foram
expressos em percentual da dose injetada por grama de tecido (% ID/qg).

3.2.15. Imagens cintilograficas dos complexos em animais

acometidos pelo tumor

Em seis animais BALB/c acometidos pelo tumor, foram administrados, por via
endovenosa, 37 MBq da solucdo de ?°™Tc-CLN-DHA-DOX ou °™Tc-DOX. As
imagens foram adquiridas nos intervalos de tempo de 1, 4, 8 e 24 horas apés a
administracdo dos complexos radiomarcados. Os camundongos foram
anestesiados e mantidos em posi¢do de decubito ventral sob a gama camara
(Nuclide TM TH 22, Mediso, Hungria). Uma janela de 20% simétrica foi utilizada
para um pico de energia de 140 KeV. As imagens (300.000 contagens) foram
obtidas e armazenadas em uma matriz 256 x 256. As imagens foram
analisadas determinando-se a radioatividade nas regides de interesse (ROI)
pelo delineamento ao redor da area alvo (tumor) e da area nao-alvo (musculo

contralateral).

3.2.16. Andlise estatistica

Os valores médios e os desvios-padréo (sd) foram calculados para todos os
experimentos descritos acima. A analise estatistica foi feita por meio de analise
de variancia (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey. Um nivel de p< 0,05 foi

aceito como estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. PREPARO E CARACTERIZACAO DOS CLN

Os valores de diametro médio das particulas, indice de polidispersédo (IP),
potencial zeta e teor de encapsulacdo para os CLN carregados com
doxorrubicina e DHA (CLN-DHA-DOX) estéo representados na tabela 2.

Tabela 2. Diametro médio, IP, potencial zeta e teor de encapsulagdo da formulacdo CLN-DHA-

DOX*
Diametro médio (nm) 64 £ 4
IP 0,174+ 0,01
Potencial zeta (mV) -31,6 £+ 1,38
%TE 96,92 + 0,65

* Os resultados foram expressos como média + desvio padréo (n =3).

Os CLN apresentaram diametro de aproximadamente 65 nm. Diametros na
faixa de 50 a 200 nm séo preferiveis. Particulas menores que 10 nm sao
rapidamente filtradas pelos rins e particulas maiores que 300 nm sao
facilmente reconhecidas pelo sistema imune, opsonizadas e removidas da
circulacao pelas células do fagocitario mononuclear (LI et al., 2012; MAEDA et
al. 2009; TORCHILIN, 2011) O IP reflete a distribuicdo do tamanho das
vesiculas na disperséo coloidal e pode variar de 0,0 (para sistemas totalmente
monodispersos) a 1,0 (para sistemas totalmente polidispersos). Os CLN
apresentaram valores de IP menores que 0,3, o que indica boa homogeneidade
do sistema, sendo assim compativel para administracdo endovenosa (YOON et
al., 2013).

O potencial zeta da naonoformulacao apresentou valor negativo e elevado (em
modulo). Este valor elevado pode ser atribuido a ionizacéo do acido oleico, que
estd em excesso na composicao. Potencial zeta acima de 25 mV, em maodulo,
confere maior estabilidade a formulagéo, pois a repulsédo eletrostatica entre as
particulas evita a agregacéo entre elas (MULLER & MADER, 2000).

O alto teor de encapsulagdo se deve a formacdo de um par iGnico entre a
doxorrubicina e o acido oleico (Figura 10), que é capaz de aumentar a
lipofilicidade da doxorrubicina, farmaco hidrofilico, fazendo com que fique retida

na matriz lipidica. Nessa formulacdo, o DHA age como o lipidio liquido,
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conferindo imperfeicbes na estrutura cristalina o que pode levar a maior
acomodacédo das moléculas dos farmacos, além do controle da sua liberacdo
(MUSSI, 2013).
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Figura 10. Esquema de um CLN carregado com doxorrubicina como par ibnico com acido
oleico e DHA como lipidio liquido (circulos cinzas) (MUSSI, 2013).

4.2. PUREZA RADIOQUIMICA E ESTUDOS DE ESTABILIDADE
PARA %9MTc-CLN-DHA-DOX

O complexo *"Tc-CLN-DHA-DOX apresentou pureza radioguimica igual a
95,31% £ 0,92 (n =5). Esses resultados foram altamente reprodutiveis durante
todo o periodo de experimentos.

A presenca de impurezas radioguimicas resulta em imagens de baixa
qualidade devido a alta radiacdo de fundo ao redor dos tecidos e no sangue,
além de expor o paciente a uma dose desnecessaria de radiacdo (THEOBALD,
1990). Por isso, é preconizado na literatura que o rendimento de marcacéo de

um produto para estudos de biodistribuicdo seja superior a 90% (TRHALL &
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ZIESSMAN, 2003; SAHA, 2010; USP, 2012). Desta forma, o complexo *°™Tc-
CLN-DHA-DOX apresentou resultados satisfatorios para os estudos
subsequentes.

O complexo *"Tc-CLN-DHA-DOX foi caracterizado quanto ao diametro médio,
IP, potencial zeta e teor de encapsulacdo e os valores estdo apresentados na
tabela 3. Pode-se observar um aumento significativo no diametro da
formulacdo, bem como uma diminui¢cdo do potencial zeta em comparagdo com
0os CLN ndo marcados Isso provavelmente se deve a complexacdo com o0s
atomos de tecnécio, que tém carater positivo. A diminuicao significativa do IP
provavelmente se deve a etapa de filtracdo em filtro 0,22 pm, no qual
populacdes maiores que 200 nm ficam retidas no filtro. O teor de encapsulacdo
nao foi afetado significativamente, o que indica que a marcacédo nao interfere
na liberacdo do farmaco. Esses dados sugerem que 0 processo de
radiomarcacdo nao interfere na integridade da particula, e, muito

provavelmente, ocorre na superficie da nanoestrutura.

Tabela 3. Diametro médio, IP, potencial zeta e teor de encapsulacédo do complexo **mTc-CLN-

DHA-DOX*
Tamanho (nm) 725+26
IP 0,139 + 0,006
Potencial zeta (mV) 21, 7+22
%TE 95,73 + 3,27

* Os resultados foram expressos como média + desvio padrao (n =3).

A figura 11 mostra a estabilidade do complexo °™Tc-CLN-DHA-DOX, em

funcdo do tempo, em salina e em plasma de camundongo a 37°C.
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Figura 11. Curva da pureza radioquimica em funcdo do tempo para o complexo %mTc-CLN-

DHA-DOX em salina e em plasma de camundongo.

O complexo apresentou alta estabilidade nos intervalos de tempos avaliados,
mantendo-se pureza radioquimica proxima a 90% mesmo apés 24 horas.
Esses achados estdo em consonéancia com aqueles descritos por REDDY et al.
(2005), os quais descreveram alta estabilidade para NLS marcadas com

tecnécio-99m e carregadas com etoposideo.

E de extrema importancia que a ligacdo entre o radiois6topo e o agente de
interesse seja estavel ao longo do tempo. Caso contrario, pode haver erros de
interpretagdo dos dados farmacocinéticos e de biodistribuicdo, uma vez que o
destino do tecnécio livre ndo reflete a distribuicdo do nanocarreador e o objeto
de acompanhamento passa a ser o radionuclideo livre no organismo (de
BARROS et al, 2012). Portanto, esses resultados credenciam a formulagéo
CLN-DHA-DOX marcada com tecnécio-99m aos estudos em animais, como

determinacao do perfil de depuracédo sanguinea, biodistribuicdo e imagem.

4.3. PUREZA RADIOQUIMICA E ESTUDOS DE ESTABILIDADE
PARA %°MTc-DOX

O complexo °™Tc-DOX apresentou pureza radioguimica igual a 98,62 + 0,44
(n=5). Esses resultados foram altamente reprodutiveis durante todo o periodo
de experimentos, além de adequados para experimentos in vivo, por

apresentarem rendimento de marcagé&o superior a 90%.
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A figura 12 mostra a estabilidade do complexo °MTc-DOX, em funcdo do
tempo, em salina e em plasma de camundongo a 37°C. Pode-se observar que
0 complexo apresentou alta estabilidade nos intervalos de tempos avaliados,
mantendo-se pureza radioquimica proxima a 90% mesmo apos 24 horas. Esse
achado encontra-se de acordo com estudos anteriores, 0s quais mostraram
alta estabilidade da doxorrubicina marcada pelo tecnécio-99m até 24 horas
(KUMAR et al., 2011; DATIR et al, 2011; REDDY et al, 2004). Assim como
relatado para a particula CLN-DHA-DOX a alta estabilidade do complexo %°™Tc-
DOX possibilita 0 seu estudo em animais para determinacdo do perfil de
depuracdo sanguinea, biodistribuicdo, além da aquisicdo de imagens
cintilograficas.

A encapsulacdo do complexo *™Tc-DOX nos CLN néo foi possivel, uma vez
gue ocorre uma competicdo pelo grupo amino da doxorrubicina. Esse grupo
quimico é responsavel tanto pela complexacdo da doxorrubicina com o
tecnécio, quanto pela formacao do par ibnico com o acido oleico. Além disso, 0
processo do preparo da formulacdo também foi prejudicial para a complexacéo

da doxorrubicina com o tecnécio.
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Figura 12. Curva da pureza radioquimica em funcao do tempo para o complexo °"Tc-DOX em

salina e em plasma de camundongo.
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4.4. DEPURACAO PLASMATICA EM ANIMAIS SADIOS

As curvas de depuragdo sanguinea, para ambos complexos radiomarcados,
estdo representadas na figura 13. Os parametros farmacocinéticos estdo

representados na tabela 4.
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Figura 13. Curva da depuragdo sanguinea para os complexos %°™Tc-CLN-DHA-DOX e %°™Tc-
DOX em animais BALB/c (n=5).

Tabela 4. Parametros farmacocinéticos para °"Tc-CLN-DHA-DOX e 9°mTc-DOX

9mTc-CLN-DHA-DOX 9mTc-DOX
T2 a (min) 38,69 4,45
T2 B (min) 516,5 277,2
ASC (%ID-min-1) 5796 2633

T12 a = tempo de meia vida de distribuicao; T2 B tempo de meia vida de eliminagao;

ASC=area sob a curva

Observa-se um decaimento bifasico para os dois complexos, com tempos de
circulacao relativamente longos. O T12a do CLN é 8,6 vezes maior que aquele
observado para a doxorrubicina livre, ou seja, a nanoparticula circula por um
tempo maior até que comece a ser eliminada pelo organismo. H& um aumento

de quase duas vezes para o0 T12p3 e area sob a curva da formulagdo (ASC), ou
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seja, 0 tempo necessario para a eliminacdo da formulacdo também €& maior

quando comparada a doxorrubicina livre.

BELOQUI et al. (2013), também encontraram longo tempo de circulacdo para
CLN, uma vez que o complexo radiomarcado se mostrou estavel por mais de
24 horas, e a radioatividade pode ser detectada no sangue 24 horas apos a

administracdo nos animais.

LU et al (2014), avaliaram o potencial de um carreador micelar PEGlado
carregado com doxorrubicina. Nesse estudo, realizado em camundongos
BALB/c, foi encontrado um tempo de meia vida de 4,41 horas para a
doxorrubicina livre, além do aumento significativo do tempo de meia vida para

as micelas PEGIladas.

O diametro reduzido da *®"Tc-CLN-DHA-DOX, combinado com a presenca de
um tensoativo hidrofilico (Tween 80) podem justificar o tempo de circulacdo
prolongado da formulacdo. O Tween 80 apresenta cadeias de polietilenoglicol
(PEG), as quais apresentam potencial para promover propriedades furtivas
para as nanoparticulas. Modificacdo da superficie por adicdo de PEG € uma
estratégia ja bem estabelecida para prolongar o tempo de meia vida de
nanocarreadores (BELOQUI et al, 2013).

O uso de PEG para aumentar o tempo de circulacdo de nanossistemas foi
descrito primeiramente para lipossomas. O revestimento de nanoparticulas
com PEG resulta na formacdo de uma camada polimérica na superficie da
particula, que € impermeavel a outros solutos e impede, estericamente, a
interacdo e ligacdo dos componentes sanguineos com a sua superficie,
impedindo assim a opsonizacdo do carreador e captura pelo SFM
(TORCHILIN, 2009).

4.5. ESTUDOS DE BIODISTRIBUICAO E IMAGENS
CINTILOGRAFICAS EM ANIMAIS SADIOS

O perfil de biodistribuicdo 1, 4 e 8 horas ap6s a administracdo do complexo
9MTc-CLN-DHA-DOX e ®"Tc¢c-DOX estdo representados nas tabelas 5 e 6,

respectivamente.
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Tabela 5. Biodistribuicdo do complexo ?°™Tc-CLN-DHA-DOX em animais sadios 1, 4 e 8h ap6s

a administracéo. (n = 6)

Orgéos 1 hora* 4 horas* 8 horas*

Figado 44,55 + 5,99 41,26 + 1,59 43,10+ 3,14
Baco 18,20 + 2,51 15,01+ 1,16 16,23 + 2,55
Rins 11,82 + 1,00 6,08 £ 0,43 6,84 + 2,61
Estdmago 1,66 + 0,96 0,21 + 0,08 1,39+ 1,00
Tireoide 1,08 £ 0,13 0,61 +0,10 0,90 £ 0,34
Coragéo 1,76 £ 0,22 0,99 £ 0,06 0,97 £ 0,25
Pulmdes 2,38 +0,20 1,06 + 0,05 1,42 + 0,55
Intestino delgado 10,21+ 1,51 2,39+£0,51 2,77 £ 0,74
Intestino grosso 0,38 +0,14 7,01+1,01 0,25 + 0,08
Musculo 0,59 + 0,18 0,41 + 0,19 0,56 + 0,66

*Todos os dados foram expressos como média da dose injetada do 9°mTc-CLN-DHA-DOX por

grama de tecido, + desvio padréo.

Tabela 6. Biodistribuicdo do complexo %MTc-DOX em animais sadios 1, 4 e 8h apods a

administracéo. (n = 6)

Orgaos 1 hora* 4 horas* 8 horas*

Figado 5,86 + 0,37 4,90 + 0,49 4,81+ 0,40
Baco 5,17 +0,72 4,61 + 0,59 3,85+0,70
Rins 22,28 + 2,08 21,29+ 1,53 15,24 + 0,49
Estdbmago 1,22 £ 0,36 1,45+ 0,18 1,78 + 0,56
Tireoide 1,12 £ 0,09 1,10+ 0,16 0,80 £ 0,11
Coracao 0,74 £ 0,05 0,47 £ 0,04 0,46 £ 0,06
Pulmbes 1,47+ 0,14 0,86 + 0,07 1,08 £0,11
Intestino delgado 7,19 + 0,27 2,66 +0,23 4,52 + 0,38
Intestino grosso 0,63 + 0,08 10,56 + 1,23 0,48 + 0,08
Musculo 0,42+0,11 0,25 + 0,09 0,25 + 0,07

*Todos os dados foram expressos como média da dose injetada do ™Tc-DOX por grama de

tecido, + desvio padréo.

Para a doxorrubicina livre, pode-se observar um maior acumulo nos rins,
seguido pelo figado e intestinos, o que indica as vias de excrec¢do, tanto renal,
quanto hepatica-biliar, do farmaco. Esses resultados também podem ser

confirmados pelas imagens cintilograficas (Figura 14). KUMAR et al (2011),
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REDDY et al (2004) e ARAUJO et al (2015) encontraram um perfil de
biodistribuicdo similar para a doxorrubicina marcada com o tecnécio-99m. WEI
et al (2012), encontraram, em um estudo utilizando a técnica de fluorescéncia
para quantificacdo, um perfil similar de distribuicdo, o que indica que a

presenca do atomo de tecnécio ndo altera a farmacocinética do farmaco.

Os estudos de biodistribuicdo, bem como as imagens cintilograficas (figura 15),
mostraram que o complexo ®°™Tc-CLN-DHA-DOX apresenta maior captacdo
em oOrgdos do sistema fagocitario mononuclear (SFM), como figado e baco,
guando comparado com o0s dados obtidos nos estudos com o0 complexo
9MTc-DOX livre. Esses achados estdo em consonancia com a literatura, uma
vez que j4 € amplamente descrito que nanoparticulas s&o rapidamente
opsonizadas e retiradas da circulagdo por macréfagos do SFM (SNEHALATHA
et al., 2008; HALEY et al., 2008). Além disso, também houve captag¢éo nos rins
e intestino, indicando a metabolizacdo e eliminacdo das nanoparticulas do

organismo.

Pode-se observar que a captacdo do coracdo € maior para a formulacdo em
comparacao com o farmaco livre, em todos os tempos analisados. No entanto,
essa captacédo, provavelmente, ndo reflete em maior acumulo pelo 6rgdo em si,
mas sim, ao maior tempo de circulacdo sanguinea da formulacdo. Ou seja, a
maior concentracdo dos CLN no sangue, que circula pelo coracéo, reflete a

uma captacao aparentemente maior para o 6rgao.

Pode-se observar também que, para ambos complexos, os demais 6rgaos
avaliados, principalmente estdmago e tireoide, apresentaram baixa captacéo
durante todo o experimento. Esse dado é de extrema relevancia, pois sugere
que o teor de *™TcOs4, uma das impurezas radioquimicas decorrente do
processo de marcacgao, e o tecnécio em sua forma livre, decorrente de baixa
estabilidade do sistema, estdo dentro dos limites preconizados, uma vez que €
sabido que sua captacdo ocorre, preferencialmente, por tireoide e estdmago.
(THRALL & ZIESSMAN, 2003).
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Figura 14. Imagens cintilograficas ap6s administracéo intravenosa do complexo ?°™Tc-DOX em

camundongos BALB/c sadios. A-1 hora; B- 4 horas, C-8 horas.

Figura 15. Imagens cintilograficas ap6s administracao intravenosa do complexo ?°™Tc-CLN-
DHA-DOX em camundongos BALB/c sadios. A-1 hora; B- 4 horas, C-8 horas.

4.6. ESTUDOS DE BIODISTRIBUICAO E IMAGENS
CINTILOGRAFICAS EM ANIMAIS COM TUMOR DE MAMA
MURINO 4T1

As figuras 16 e 17 representam o perfil de biodistribuicdo em animais
acometidos com tumor de mama murino 4T1, para *°*"Tc-DOX e %™Tc-CLN-

DHA-DOX, respectivamente.
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Figura 16. Biodistribuicdo do complexo ?°"Tc-DOX, ap6s administragdo intravenosa, em
animais BALB/c acometidos pelo tumor de mama murino 4T1 (n = 6) (Inset: captagéo pelo
tumor e musculo 1, 4, 8 e 24 h apés a inje¢do). Todos os dados foram expressos como média

da dose injetada de %mTc-DOX por grama de tecido, + desvio padréo.

== Tumor
B Misculo

60 -

%ID/g

== 1 hora

&=2 4 horas
E=3 8 horas
On 24 horas

% Dlfg

Figura 17. Biodistribuigcdo do complexo ?*"Tc-CLN-DHA-DOX, ap6s administragéo intravenosa,
em animais BALB/c acometidos pelo tumor de mama murino 4T1 (n = 6) (Inset: captacdo pelo
tumor e musculo 1, 4, 8 e 24 h apés a injecédo). Todos os dados foram expressos como média

da dose injetada de *"Tc-CLN-DHA-DOX por grama de tecido, + desvio padrao.
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Os resultados obtidos ndo mostraram diferencas significativas no perfil de
excregdo, quando comparados com aqueles obtidos em animais sadios, ou
seja, observou-se elevada captacdo renal e hepética para a doxorrubicina livre
e alta captacdo hepatica para o CLN. Pode-se observar também que houve
maior captacdo pelo tumor, quando comparado com o musculo contralateral,

em todos os tempos observados, para os dois complexos estudados.

As imagens cintilograficas obtidas (Figuras 18 e 19) também apresentaram
maior captacdo pelo tumor quando comparado ao musculo controle (pata

contra lateral) para os dois complexos em todos os tempos observados.

Figura 18. Imagens cintilograficas ap6s administracao intravenosa do complexo ?°™Tc-CLN-
DHA-DOX em camundongos BALB/c com tumor de mama murino 4T1. A-1 hora; B- 4 horas, C-
8 horas, D-24 horas.
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Figura 19. Imagens cintilograficas apds administragdo intravenosa do complexo °™Tc-DOX em

camundongos BALB/c com tumor de mama murino 4T1. A-1 hora; B- 4 horas, C-8 horas, D- 24

horas.

Analisando as relagdes tumor/musculo e tumor/sangue (figura 20), bem como a
relacdo alvo/ndo alvo, obtida a partir da quantificacdo das imagens
cintilogréficas (figura 21), pode-se sugerir maior especificidade da formulacéo

pelo tecido tumoral quando comparado com a doxorrubicina livre.
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Figura 20. RelagBes tumor/musculo (A) e tumor/sangue (B) para os complexos radiomarcados
1, 4, 8 e 24 h apds a administracdo. Asterisco significa diferenca significativa entre os grupos
no tempo investigado (p < 0,05).

EE %9MTc-CLN-DHA-DOX
B °°MTce-DOX

A N

Relacao alvo/néao alvo

=
|

o

Figura 21. Rela¢des alvo/ndo alvo, obtidas através da quantificacdo das imagens cintilogréficas
1, 4, 8 e 24 horas ap6s a administracdo dos complexos radiomarcados Asterisco indica
diferenca significativa entre os grupos no tempo investigado (p<0,05).

Pode-se observar um aumento gradual e significativo nas relagbes para a
9MTc-CLN-DHA-DOX em funcédo do tempo. As altas relagcdes tumor/musculo
indicam maior afinidade do complexo pelo tecido tumoral. No tempo de 24

horas a captacdo do complexo 9MTc-CLN-DHA-DOX pelo tumor foi
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aproximadamente 6 vezes maior que a captacado pelo musculo, enquanto para
o complexo **MTc-DOX essa relacédo foi aproximadamente 3 no mesmo tempo
analisado. Estes achados sugerem que a nanoparticula acumula cerca de duas
vezes mais no tumor que o farmaco livre apos 24 horas da administracdo. Esse
acumulo se deve, além do longo tempo de circulacdo apresentado pela
formulacéo, provavelmente, ao efeito EPR, uma vez que permite o acumulo de
nanoparticulas ao tecido tumoral, devido as fenestracbes dos vasos
sanguineos, e dificulta sua eliminacéo, devido ao colapso dos vasos linfaticos
(YUAN et al., 1995; LEU et al., 2000; MAEDA et al.,, 2000; CARMELIET &
JAIN, 2000; MUNN et al., 2003; GOSH et al., 2008).

Os valores da relagdo tumor/sangue, principalmente em 24 horas, podem
confirmar essa hipétese. No tempo de 24 horas, a relagdo tumor/sangue para o
complexo **™Tc-CLN-DHA-DOX foi igual a 2, ou seja, a captagdo do tumor foi o
dobro da captacdo do sangue. Isso sugere que o acumulo no tecido tumoral

nao se deve apenas a vascularizacao na regiao.

Os estudos de biodistribuicdo sdo uma importante ferramenta para ensaios pré-
clinicos com o intuito de avaliar novas formula¢cées com direcionamento ao
tecido tumoral. No entanto, para uma efetiva translagdo para a clinica se faz
necessario o uso de técnicas menos invasivas que viabilizem o estudo em
humanos. Neste contexto, a obtencdo de imagens cintilograficas é uma
poderosa alternativa para obter dados quantitativos, reprodutiveis e por um

método praticamente ndo invasivo.

Por meio da analise das imagens € possivel obter as relagdes alvo (tumor)/ ndo
alvo (musculo contra lateral), assim como foi realizado para os estudos de
biodistribuicdo. Como esperado, nas imagens também foi possivel observar
um acumulo preferencial no tumor pela formulacdo em tempos mais longos.
Diferentemente do encontrado na biodistribuicdo, a partir de 4 horas ja foi
possivel observar diferenca estatistica nas relacbes alvo/ndo alvo para o
complexo °™Tc-CLN-DHA-DOX em comparacédo com as relacdes obtidas ap6s
administracdo do complexo *®"Tc-DOX. Essa discrepancia pode ser devido as
diferencas de sensibilidade apresentadas pelas técnicas. No entanto, cabe

ressaltar que no tempo de 24 horas ap0s a administracdo, a relacédo para o
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CLN foi aproximadamente o dobro daquela encontrada para ®°"Tc-DOX. Essa

proporcao segue o perfil encontrado nos estudos de biodistribuig&o.

REDDY et al (2005) também obtiveram maior acumulo no tumor principalmente
24 horas ap6s a administracdo, em um estudo avaliando a biodistribuicdo de
NLS carregadas com etoposideo em camundongos portadores de linfoma de

Dalton.

ELBAYOUMI E TORCHILIN (2009) marcaram com indio-111, lipossomas de
circulacdo prolongada, carregados com doxorrubicina, modificados com
anticorpos monoclonais, para estudos de biodistribuicdo. Também houve um
maior acumulo da formulacao pelo tumor 24 h e até 48 h apds a administracao

em camundongos portadores do tumor de mama murino 4T1.
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5. CONCLUSOES

Foi possivel obter os complexo °"Tc-CLN-DHA-DOX e %"MT¢c-DOX com alta
pureza radioguimica com estabilidade satisfatéria até 24 horas. Para o
complexo %°™Tc-CLN-DHA-DOX observou-se aumento do tamanho e
diminuicdo do potencial zeta em comparacdo com o CLN ndo marcado, mas

sem comprometimento da nanoestrutura

Os estudos em animais sadios demonstraram o ganho no tempo de meia vida
e area sob a curva para *MTc-CLN-DHA-DOX comparado ao complexo °™Tc-
DOX.

Os estudos de biodistribuicdo e imagens cintilograficas para °MTc-DOX
demonstraram acumulo renal e hepatico, o que indica as vias de eliminacdo do
farmaco, além de baixo acumulo em tireocide e estdbmago, indicando

estabilidade do complexo radiomarcado.

Os estudos de biodistribuicdo e imagens cintilograficas para *"Tc-CLN-DHA-
DOX demonstraram acumulo hepatico, esperado para nanoparticulas devido a
captacdo pelo SFM, além de baixo acumulo em tireoide e estdbmago, indicando

estabilidade do complexo radiomarcado.

Os estudos de biodistribuicdo e imagens cintilograficas em animais acometidos
pelo tumor de mama murino 4T1 demonstraram que ambos complexos
radiomarcados apresentam maior acimulo no tumor quando comparado com o
musculo contra-lateral. No entanto, pode-se sugerir que *°™Tc-CLN-DHA-DOX
apresenta maior afinidade pelo tecido tumoral, devido as altas razdes

tumor/sangue e tumor/musculo no tempo de 24 horas.
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CAPITULO 2

Avaliacéo da atividade antitumoral de CLN carregados com doxorrubicina

e DHA em modelo experimental de cancer de mama
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1. INTRODUCAO

Diversos estudos mostrando o potencial das NLS e dos CLN como sistemas
carreadores de farmacos antitumorais tém sido descritos. No entanto, ainda
existem poucos trabalhos descrevendo a atividade antitumoral desses sistemas

em modelos animais.

MUSSI et al. (2015) demonstraram, através do estudo em animais portadores
do tumor de mama murino 4T1, que CLN carregadas com doxorrubicina e
modificadas com PEG foram capazes de melhorar a farmacocinética do
farmaco livre levando ao maior acumulo no tumor resultando na inibicdo do

crescimento tumoral.

O modelo experimental 4T1 € uma linhagem celular altamente tumorigénica,
pouco imunogénica, com caracteristicas de crescimento e metastases
semelhantes a um tumor de mama humano em estadio IV (GARCIA, 2014).
Estudos anteriores ja demonstraram seu uso como um modelo na terapia
experimental do céancer. Além disso, esse modelo vem sendo usado para
explorar o potencial de novas terapias anti-angiogénicas e tratamento com
multiplos quimioterapicos (GARCIA, 2014; PULASKI, 2000).

Os resultados in vitro obtidos por MUSSI et al. (2013) sugerem os CLN
carregados com doxorrubicina e DHA como uma ferramenta promissora para o
tratamento de tumores. Desta forma, torna-se evidente o interesse em

investigar o potencial antitumoral in vivo dessa formulagéo.

Nesse capitulo, portanto, estd descrito o estudo da atividade antitumoral da
formulacdo carregada com doxorrubicina e DHA em modelo experimental de
tumor de mama, da linhagem 4T1. Além disso, estudos preliminares de
toxicidade foram conduzidos para avaliar a seguranca dessa formulagéo.
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. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar os diferentes CLN para os diferentes tratamentos (CLN-branca,
CLN-DOX, CLN-DHA-DOX);

Caracterizar os CLN quanto ao didametro médio, potencial zeta, teor de
encapsulacao;

Avaliar, comparativamente, a atividade antitumoral das formulacdes
CLN-DHA-DOX, CLN-DOX, CLN-branca, e da doxorrubicina livre, por
meio da medida do volume do tumor, célculo da inibicdo de crescimento
do tumor e analises histopatolégicas dos tumores;

Avaliar o potencial das formulagbes em inibir o aparecimento de
metéstases por meio da analise histologica do pulméo;

Avaliar a sobrevida dos animais tratados com as formula¢cées CLN-DHA-
DOX, CLN-branca e com a doxorrubicina livre;

Avaliar a toxicidade dos tratamentos por meio da variagcdo do peso dos

animais e andlises histopatologicas de 6rgaos;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

Os meios de cultura Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), e Roswell
Park Memorial Institute (RPMI), soro fetal bovino (SFB), gentamicina, penicilina
e estreptomicina foram comprados da Invitrogen (S&o Paulo, Brasil). A solucao
de xilazina (Dopaser® 2%) foi adquirida da Hertape Calier (Juatuba, Brasil). A
solucéo de cloridrato de ketamina (Dopalen® 10%) foi fornecida pela Vetbrands
Agroline (Campo Grande, Brasil). As demais substancias utilizadas foram de
grau reagente, sem purificacédo adicional.

Os camundongos BALB/c foram adquiridos do Biotério Central da UFMG e
mantidos sem restricdo de 4gua e racao, na sala de experimentacdo animal do
laboratério de Farmacotécnica da Faculdade de Farmacia da UFMG. Todos os
experimentos realizados em animais foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA), sob o protocolo n® 293/2014 (ANEXO 2).

3.2. METODOS
3.2.1. Preparo das formulacdes e solucéo de doxorrubicina

As formulac¢des foram preparadas conforme descrito no item 3.2.1 do capitulo
1. Foram utilizadas: formulagcdo CLN-DHA-DOX (0,5 mg/ml), uma formulacdo
em que o DHA foi substituido pelo 6leo de sésamo, lipideo liquido sem
atividade, (CLN-DOX), também na concentracdo de 0,5 mg/ml e uma
formulacdo sem a incorporacéo da doxorrubicina (CLN-branca), na qual o DHA
também foi substituido. Para a veiculacdo do farmaco livre, foi preparada uma
solugdo aquosa de cloridrato de doxorrubicina, com concentragcao de 0,72

mg/ml.

3.2.2. Caracterizacao das formulagbes

As formulacdes foram caracterizadas quanto ao diametro médio, IP, potencial

zeta e teor de encapsulacéo, conforme descrito no item 3.2.2 do capitulo 1.



76

3.2.3. Desenvolvimento do modelo tumoral em camundongos

O céncer mamario murino 4T1 foi desenvolvido em camundongos BALB/c
fémeas com 7-8 semanas de vida. Os camundongos foram mantidos em &rea
com controle de luminosidade, com livre acesso a agua e racéo. As células 4T1
foram cultivadas em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino a 10%,
penicilina 100UI/ml e estreptomicina 100 pg/ml, em camara com 5% de COzq,
95% de umidade e 37°C. Apds 3-5 dias de cultivo, as células foram
tripsinizadas e a viabilidade celular foi avaliada apés coloracdo com o Trypan
Blue. A concentracdo da suspenséo de 4T1 foi ajustada para 2,5 x 10° células

em 50 pL e injetada (SC) na coxa direita dos animais.

3.2.4. Tratamento

No sétimo dia apds o indculo, quando os tumores se apresentaram palpaveis,
com cerca de 100 mms3, os animais foram aleatoriamente divididos em quatro
grupos experimentais, os quais receberam solu¢cdo de DOX, CLN-DHA-DOX,
CLN-DOX e CLN-branca. A administracdo dos diferentes tratamentos foi
realizada por via intravenosa, perfazendo um total de 4 administracbées com
intervalo de 2 dias entre as mesmas. A dose de DOX administrada foi igual a
4,0 mg/kg/dia. O primeiro dia de administracdo foi considerado o dia 0 do
estudo e, as formulacdes foram administradas nos dias 0 (D0), 2 (D2), 4 (D4) e
6 (D6) - (Figura 22).0 acompanhamento dos animais foi feito até o dia 10 (D10)
a partir do inicio do tratamento, correspondente ao 17° dia apds o inéculo.
Nesse dia, os animais foram anestesiados por via intraperitonial com solugao
de ketamina (80 mg/Kg) e xilazina (15 mg/kg), eutanasiados e os tumores,
coragao, rins e pulmdes foram removidos e armazenados em solucdo

tamponada de formol 10% para posterior analise histopatologica.

Adicionalmente, foi avaliada a sobrevida dos animais ap0s 0 mesmo esquema
de tratamento descrito. Os animais, mantidos na sala de experimentacéo
animal do Laboratério de Farmacotécnica da UFMG, sem restricdo de agua e
racdo, foram tratados com CLN-branca, CLN-DHA-DOX e DOX livre. Os
animais foram acompanhados diariamente e parametros como peso e volume
tumoral foram avaliados. Animais que atingissem perda de peso superior a

20% ou volume tumoral superior a 1000 mm? foram eutanasiados.
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Figura 22. Esquema representativo do protocolo experimental para o estudo de atividade

antitumoral
3.2.5. Volume Tumoral

As medidas foram realizadas a partir do inicio do tratamento, a cada dois dias.
O volume do tumor foi determinado pela medida do menor e maior diametro
tumoral, que representam, respectivamente, di e dz. As medidas foram
realizadas com o auxilio de um paquimetro (Mitutoyo, MIP/E-103). O volume
tumoral foi calculado utilizando a seguinte equagédo (ROLLAND, 2009):

V = (d1)?2xd2x0,5

No final do periodo experimental, o volume relativo do tumor (VRT) em relacao
ao dia inicial (DO) foi mensurado, considerando-se o volume inicial como 100%
e calculando-se a porcentagem de aumento ou reducdo do volume de acordo

com esse volume inicial, de acordo com a seguinte equacéo (LEITE, 2012):
VRT = volume tumoral em D10 /volume tumoral em DO

A porcentagem de inibicdo do crescimento do tumor (IC) também foi

determinada mediante o emprego da seguinte formula (LEITE, 2012):
IC =1 - (VRT do grupo tratado /VRT do grupo controle) x 100

Foi realizado o controle de peso dos animais e calculada a variagao conforme a

equagao:

Variagéo de peso (g) = Peso em D10 — Peso em DO
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3.2.6. Avaliacao histopatologica dos 6rgaos

Para andlise histopatoldgica, os tumores, 0s rins, o coracdo e 0s pulmdes
foram removidos, lavados com solugcao de NaCl 0,9% (p/v) e fixados em formol
tamponado a 10% (v/v) por um periodo de 24 horas. Os fragmentos dos tecidos
foram incluidos em blocos de parafina, seccionados em cortes de 5 pum de
espessura e corados pelo método hematoxilina-eosina. As imagens foram
obtidas usando um microscopio 6ptico conectado a uma camera digital Spot
Insight Color adaptado a um microscopio Olympus BX-40 e o software de
captura SPOT® verséo 3.4.5.

3.2.7. Analise estatistica

Os valores médios e desvio-padrdo (d.p) foram calculados para os
experimentos. As analises estatisticas foram realizadas por meio de andlise de
variancia (ANOVA), seguido de pos-teste de Tukey. Para variacdo do volume
tumoral foi utilizado o modelo de regressdao. Um nivel de p<0,05 foi

considerado como estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. PREPARO E CARACTERIZACAO DAS FORMULAGOES

Os valores de didmetro médio das particulas, IP, potencial zeta e teor de
encapsulacdo para as formulagdes utilizadas para o tratamento dos animais

estdo apresentados na tabela 7.

Tabela 7. Valores de diametro médio, IP, potencial zeta e teor de encapsulacdo das
formulagBes CLN-branca, CLN-DHA-DOX e CLN-DOX

CLN-branca CLN-DHA-DOX CLN-DOX
Diametro médio (nm) 60 69 65
P 0,204 0,177 0,204
Potencial zeta (mV) -31,9 -30,7 -26,30
TE (%) - 95,41 96,30

As trés formulacbes apresentaram caracteristicas desejaveis para
administracdo intravenosa. As diferencas observadas para o diametro e
potencial zeta se devem, provavelmente, as diferencas na composicdo das
formulacdes. A incorporacdo da doxorrubicina, e/ou DHA, leva a um ligeiro
aumento do tamanho do CLN. As trés formulacdes apresentaram IP menor que
0,3, o que indica boa homogeneidade do sistema. O potencial zeta € negativo
para as trés formulacfes devido a ionizacdo do &cido oleico, que é adicionado
em excesso ao meio. O alto teor de encapsulacdo se deve ao par iGnico

formado entre a doxorrubicina e acido oléico.

4.2. VOLUME TUMORAL

Na figura 23 estdo representadas as variagdes do volume tumoral em fungéo
do tempo para os diferentes tratamentos. Pode-se observar um aumento
continuo do volume do tumor para o grupo tratado com a CLN-branca (grupo
controle). Para os animais tratados com solucdo de doxorrubicina livre foi
observado um menor crescimento do tumor em comparacao ao grupo controle.
No entanto, os animais que receberam o farmaco livre morreram até o dia 8 do

experimento, sugerindo que a doxorrubicina na dose avaliada apresenta
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elevada toxicidade. Em contraste, quando o farmaco foi administrado em CLN
(CLN-DOX e CLN-DHA-DOX) nenhuma morte foi observada, indicando a
menor toxicidade das formulacbes empregadas. Adicionalmente, observou-se
controle do crescimento tumoral para os animais tratados com as duas
formulacoes.

1500+

1000

500

Variacéo do volume tumoral (%)

Dias

Figura 23. Variacéo do volume tumoral em fung¢éo do tempo, para CLN-branca ( =), DOX

(+), CLN-DOX (" ) e CLN-DHA-DOX ( +), na dose total de 16,0 mg/kg de doxorrubicina
(em forma de 4 doses de 4,0 mg/kg), administrados em camundongos BALB/c portadores do

tumor de mama murino 4T1.

Os dados foram posteriormente avaliados por analise de regressao e, 0s
diferentes modelos matematicos utilizados, bem como os coeficientes de
determinacao, estdo apresentados na tabela 8. Para o grupo tratado com CLN-
DHA-DOX a andlise de regressado permitiu definir um coeficiente de correlacdo
(r?) igual a 0,0075. No entanto, alguns estudos descrevem que para ensaios in
Vvivo a regressdo é aceita quando o valor de r2 é igual ou maior que 0,8
(TAVARES, 2004). Por esse motivo, nenhum modelo de regresséao foi aplicado
a esse grupo experimental. Pode-se observar que a administragcdo dessa

formulacdo inibiu de maneira significativa o crescimento tumoral, como pode
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ser evidenciado pela auséncia de alteracdo do volume tumoral durante todo o
periodo experimental (Figura 23). Esse fato justifica a auséncia de equagéo a
partir da analise de regresséo para esse grupo.

Tabela 8. Analise de regressao da atividade antitumoral

Tratamento Modelo de regresséo r?
CLN-branca y = 8,52x? + 34,85x + 39,37 0,9899
DOX y=52,1x + 1,26 0,9250
CLN-DOX y = 2,03x? - 0,196x + 8,91 0,9100
CLN-DHA-DOX N.A N.A

N.A nédo aplicavel

No grupo de camundongos tratados com CLN-DOX também foi observada
maior inibicdo do crescimento tumoral em relacdo ao grupo tratado com DOX.
A analise de regressdo demonstrou diferenca estatistica significativa entre
CLN-DOX e DOX livre, ja que apresentaram modelos matematicos diferentes,
porém o CLN-DOX se mostrou menos efetivo no controle do crescimento
tumoral quando comparado com o CLN-DHA-DOX. Esses dados sugerem que

o DHA pode contribuir para potencializar o efeito antitumoral da formulacéo.

Os dados referentes ao volume relativo tumoral (VRT) e indice de inibicdo do
crescimento (IC), que estao representados na tabela 9, confirmam a andlise de
regressdo. Todos os grupos de tratamento apresentaram diferenca significativa
entre eles. Cabe ressaltar que o VRT do grupo CLN-DHA-DOX foi 10 vezes
menor que aquele calculado para o grupo controle e aproximadamente 4 vezes
menor que o VRT para grupo tratado com o farmaco livre. Mais uma vez é
possivel observar o efeito positivo do DHA na atividade antitumoral quando
comparamos os valores de VRT para CLN-DHA-DOX e CLN-DOX. O grupo
tratado com CLN contendo o DHA apresentou VRT 3 vezes menor que aquele

tratado com a formulagcdo sem DHA.

Similarmente ao VRT, a avaliagdo do percentual de inibicdo do crescimento
(IC) permite comparar a eficacia do tratamento em comparacdo ao grupo nao
tratado. O grupo que recebeu o farmaco livre apresentou um IC igual a 56,2%.

Esse valor foi inferior ao apresentado pelo grupo que recebeu a formulacéo



82

CLN-DOX (68,4%) e pelo grupo tratado com CLN-DHA-DOX (90,3%). Salienta-
se que os dados de IC corroboram aqueles encontrados para o VRT.

Tabela 9. Valores de Volume Relativo Tumoral (VRT) e Inibicdo do Crescimento (IC) dos

grupos em funcéo do tratamento

Tratamento VRT (média £ dp) IC (%)
CLN-branca 10,57 £ 2,717 -
CLN-DHA-DOX 1,03 £ 0,43° 90,3
CLN-DOX 3,34 + 0,28° 68,4
DOX! 4,63 + 0,431 56,2

1Foi avaliado em D8, em fungdo da morte dos animais antes do término do experimento. Letras
diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05). Resultados expressos com média +
d.p (n=6).

O nanocarreador constitui numa alternativa promissora para carrear farmacos
ao local de acdo o que pode favorecer o aumento da sua atividade antitumoral.
A permeabilidade aumentada da vasculatura tumoral leva ao extravasamento
de estruturas de tamanho nanométrico preferencialmente nessa regido. Esse
fato, associado a auséncia de um sistema linfatico, permitem um acumulo e
retencdo das formulacdes, pelo ja relatado efeito EPR. Em contrapartida,
moléculas como a doxorrubicina, apresentam transito livre no tumor levando ao
menor acumulo (WONG et al., 2007a; TORCHILIN, 2011). Esse fato foi
evidenciado pelos dados de biodistribuicdo e imagem cintilograficas

apresentados no capitulo 1.

Ha inUmeros estudos que demonstram o aumento da atividade antitumoral da
doxorrubicina incorporadas em diversos tipos de nanocarreadores. MASTRIA
et al. (2015) utilizaram nanoparticulas polipeptidicas carregadas com
doxorrubicina. Os autores relataram aumento da concentracdo do farmaco no
tumor primario e aumento da taxa de sobrevida em camundongos acometidos
com tumor de mama murino 4T1 e Lewis Lung Carcinoma (LLC). Além disso,

as nanoparticulas foram capazes de inibira formacéo de metastases.

Estudos demonstraram reducdo do volume tumoral e inibicdo de metastases

pulmonares quando micelas poliméricas carregadas com doxorrubicina e
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curcumina foram administradas em modelo experimental 4T1 (SUN et al., 2014;
WANG et al., 2015).

No entanto, existem poucos trabalhos descrevendo avaliacbes de atividade
antitumoral de NLS ou CLN carregas com doxorrubicina em modelos animais.
WONG et al. (2007b) observaram a diminuicdo do crescimento tumoral, apés
administracdo intratumoral de nanoparticulas hibridas polimero-lipidicas
carregas com doxorrubicina, em camundongos BALB/c com modelo tumoral
murino EMT6/WT.

Adicionalmente pode-se observar uma potencializacdo do efeito da
doxorrubicina pelo DHA na atividade antitumoral. SIDDIQUI et al. (2011)
descreveram que a interagdo do DHA com agentes quimioterapicos pode
ocorrer em varios niveis, incluindo sensibilizacdo das células aos farmacos,
aumento da captacado celular, superacao da resisténcia e reducdo dos efeitos
adversos causados pelo farmaco. GUFFY et al. (1984) sugeriram que as
células enriquecidas com acidos graxos poliinsaturados podem ser mais
susceptiveis a lipoperoxidacdo, o que resulta em danos a membrana

plasmética.

Estudos mostraram aumento da atividade citotoxica da doxorrubicina contra
células L1210 (leucemia), GLC4 (carcinoma de pulmédo) e GLC4/Adr
(carcinoma de pulméao resistente a doxorrubicina) suplementadas com DHA
(SIDDIQUI et al., 2011).

Outros estudos em animais também mostraram reducdo do volume tumoral em
grupos suplementados com DHA durante o tratamento. COLAS et al. (2006)
observaram a diminuicdo do crescimento do tumor, em ratos, durante o
tratamento com epirrubicina. Surpreendentemente, autores relatam a
superacdo da resisténcia do tumor ao farmaco. A quimiossensibilizacdo do
tumor pode ser explicada pela mudanca da composicéo lipidica, apds o contato
com o DHA, uma vez que foi constatada alta quantidade do acido graxo no

tecido tumoral.

BOUGNOUX et al. (2009) realizaram um estudo clinico de fase Il, com

mulheres portadoras de céncer de mama metastatico, suplementadas com



84

DHA por via oral. Os resultados indicaram que a incorporacdo de DHA é
relevante para a eficacia da quimioterapia e seu potencial pode ser
proporcional ao grau de incorporacdo pelas células. Observou-se, ainda,

aumento na sobrevida das pacientes.

Em todos esses estudos a suplementacdo com DHA foi realizada por via oral, o
gue representa, portanto, limitacbes quanto a padronizacdo da dose de DHA
capaz de atingir, de fato, a regido tumoral. Nesse contexto, a co-encapsulagéo
em CLN surge como uma alternativa para superar essa limitacdo, devido ao

acumulo preferencial no tumor.

A busca por novas alternativas terapéuticas para o cancer visa desenvolver
farmacos ou formulacdes potencialmente eficazes, mas, sobretudo, com baixa
toxicidade. Peso corporal é um parametro utilizado como indicativo de efeitos
toxicos, uma vez que animais debilitados teriam menor apetite resultando em

redug&o no peso.

A variacdo do peso dos animais em fungdo do tempo de tratamento esta
representada na figura 24. E possivel perceber que apenas no grupo controle
houve ganho de peso ao longo do tratamento, o que indica uma baixa
toxicidade inerente da formulagdo branca. Os componentes dos CLN nao
apresentam toxicidade, uma vez que séo utilizados lipideos biocompativeis, ja
utilizados em administracdo endovenosa, em emulsbes para nutricdo
parenteral, por exemplo. Além disso, sdo utilizados surfactantes ja
padronizados para administragcdo parenteral, como, por exemplo, lecitina,
polisorbato 80 ou 60 (Tween 80 ou 60), poloxamer 188. Portanto, ndo eram
esperados sinais de toxicidade decorrentes do metabolismo das
nanoformulacdes (MULLER & MADER, 2000; WISSING et al., 2004).

O grupo tratado com a doxorrubicina livre apresentou acentuada perda de peso
até o 8° dia, atingindo 25%, resultando na morte dos animais deste grupo. Para
0s grupos tratados com os CLN uma discreta perda de peso foi observada
(inferior a 10%), ndo havendo diferenga estatistica para as duas
nanoformulagbes testadas. Ressalta-se que a perda méxima de peso nos
grupos tratados com as formulagdes ocorreu no dia 8, seguida de manutencao

do peso até o dia 10, sugerindo uma recuperacado dos animais. Esses dados
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indicam a menor toxicidade apresentada pelos CLN quando comparados ao
farmaco na forma livre.
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Figura 24. Variacdo do peso dos animais em funcéo do tempo para CLN-branca, DOX, CLN-
DOX e CLN-DHA-DOX.

Comparando o peso inicial (primeiro dia) e o final (Gltimo dia de tratamento),
pode-se obter uma visdo global da variacdo do peso dos animais (figura 25).
Observa-se uma perda de peso exacerbada do grupo tratado com a
doxorrubicina livre, com média de - 4,5 g. Para os CLN carregados com

doxorrubicina, houve uma perda mais discreta, de menos de 1,0 g.
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Figura 25. Variacdo do peso dos animais em relacdo ao primeiro e Ultimo dia de experimento
para CLN-branca, CLN-DHA-DOX, CLN-DOX e DOX. Para DOX foi analisado o dia 8, em
funcé@o da morte dos animais no dia 10. Letras diferentes representam diferenca significativa (p
< 0,05).

O estudo de sobrevida dos animais tratados com CLN-branca, doxorrubicina
livre e CLN-DHA-DOX foi realizado e os resultados estdo resumidos na figura
26. Corroborando as andlises de variacdo de peso corporal, houve um ganho
significativo na sobrevida dos animais tratados com a formulacdo contendo
doxorrubicina e DHA quando comparado ao grupo que recebeu o farmaco livre.
A mediana de vida do grupo DOX foi de 15,5 dias, enquanto para CLN-DHA-
DOX foi de 32,5 dias. No entanto, o tratamento com CLN-DHA-DOX néo se
mostrou eficaz em aumentar a sobrevida quando comparado com 0 grupo

controle, uma vez que a mediana de vida dos animais foi de 32 dias.
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Figura 26. Taxa de sobrevida de camundongos BALB/c tratados com CLN branca,
doxorrubicina livre e CLN-DHA-DOX, na dose total de 16,0 mg/kg de doxorrubicina (em forma
de 4 doses de 4,0 mg/kg) (n=6).

Os dados de variacdo de peso e sobrevida sugerem uma menor toxicidade
sistémica para 0s grupos nos quais a doxorrubicina foi veiculada em
nanocarreadores. A encapsulacado tem por objetivo aumentar a concentracao
do farmaco no seu local de acdo (tumor) e consequentemente, reduzir seus
niveis em tecidos sadios (O'BRIEN et al., 2004). Essa alteracdo na cinética do
farmaco contribui para a drastica reducéo da toxicidade observada. Além disso,
o perfil de liberacdo controlada encontrado para essa formulacdo, de
aproximadamente 30% em até 48 horas (MUSSI, 2013), é um fator
determinante para garantir baixas concentracbes do farmaco livre na

circulacdo, assegurando a seguranca da formulacao.

4.3. AVALIACAO HISTOLOGICA

4.3.1. Histologia do tumor

Na figura 27 estdo representados os cortes histoldégicos dos tumores de
animais submetidos aos diferentes tratamentos. Para o grupo controle €
possivel observar uma massa soélida, com presenca de células epiteliais
caracteristicas do modelo tumoral 4T1 (figura 27 A-B). As células apresentam
pleomorfismo, nucléolo evidente, figuras de metastase, além de figuras de
mitose. Para os grupos tratados (figura 27 C-H), pode-se observar, além das

células tumorais caracteristicas, areas de necrose central, caracterizada por
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ndcleos picnoticos e regido composta por material amorfo eosinofilico (restos
celulares). E interessante ressaltar que os tumores dos animais tratados com
doxorrubicina livre (figura 27 C-D) apresentaram uma area de necrose menos
intensa quando comparada aos grupos tratados com formulacbes. Essas
informacgdes corroboram os dados obtidos para a variacdo do volume tumoral e
indice de inibicdo de crescimento, que mostraram uma maior eficiéncia das

formulagbes quando comparada ao farmaco livre.

Similarmente, WONG et al. (2007b) avaliando a atividade de nanoparticulas
hibridas (lipidicas-poliméricas) carregadas com doxorrubicina contra um
modelo tumoral murino (EMT6/WT) observaram significativo controle do
crescimento tumoral, com intensa area de necrose, especialmente no grupo
tratado com o nanocarreador. Esta maior eficacia antitumoral foi atribuida a

maior entrega do farmaco proporcionada pelo nanossistema.
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Figura 27. Fotomicrografia dos tumores dos animais tratados com(A — B) CLN-branca; (C — D)
DOX; (E — F) CLN-DHA-DOX; (G — H) CLN-DOX. Coloragdo com hematoxilina-eosina, aumento
original de (A, C, E, G) 2x e (B, D, F, H) 40x.
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4.3.2. Histopatologia pulmonar

Sabe-se que o0 modelo experimental 4T1 ¢é altamente metastatico,
apresentando metastase pulmonar aproximadamente 14 dias ap6s o inéculo
celular (SOUZA, 2013). Desta forma, este modelo permite avaliar ndo apenas a
atividade antitumoral contra o tumor primario, mas também o controle da
disseminacdo de células tumoral e consequentemente instalagdo em outros

orgdos e tecidos. Os cortes histolégicos do tecido pulmonar estdo

representados na figura 28. Pode-se observar presenca de metastase para os
grupos tratados com CLN-branca, CLN-DHA-DOX e CLN-DOX.

Figura 28. Fotomicrografias de tecido pulmonar de camundongos tratados com (A) CLN-
branca, (B) CLN-DOX e(C) CLN-DHA-DOX. Seta indica local da metastase.Coloracdo com

hematoxilina-eosina, aumento original de 40x.

GAO et al. (2011) avaliaram a capacidade de micelas poliméricas pH-sensiveis,
carregadas com doxorrubicina e funcionalizadas com folato, em prevenir
metastases em modelo experimental 4T1. Os autores relatam blogueio da
proliferacéo celular e das rotas de disseminacdo com diminuicdo significativa
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das metastases. Estes achados foram atribuidos a habilidade de entrega
celular pelas micelas e a citotoxicidade do farmaco liberado na regido tumoral.
Cabe ressaltar que nesse estudo o regime de tratamento seguido por GAO et
al. foi iniciado no dia seguinte ao inicio do in6culo das células tumorais. Além
disso, foi utilizada uma dose 2,5 vezes maior de doxorrubicina (10 mg/kg, por
administracdo, em um total de 4 administracdes) que aquela administrada no
presente trabalho. Essas discrepancias no protocolo podem ter sido

determinantes para a capacidade do controle da proliferacao celular.

A partir dos dados obtidos, analisando a taxa de sobrevida, combinada ao
padrdo metastatico similar entre os grupos, pode-se sugerir que a morte dos
animais tratados com a CLN-branca e com a CLN-DHA-DOX foi decorrente das

metastases pulmonares.
4.3.3. Histopatologia renal

Foi avaliada a toxicidade renal dos tratamentos, que pode ser observada na
figura 29. Nenhuma alteracdo histoldgica foi observada para os grupos,
podendo-se observar preservacdo do tecido renal, com presenca de
glomérulos e tubulos renais integros. Esse resultado corrobora os dados de
sobrevida e variacdo de peso, indicando a baixa toxicidade sistémica da
formulacdo. Os nanocarreadores diminuem a rota de eliminacdo renal, devido
ao reconhecimento pelo SFM e mudanca do perfil farmacocinético para figado
e baco, além do maior direcionamento para a area tumoral (HALEY et al., 2008;
TORCHILIN, 2011).
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4.3.4. Histopatologia cardiaca

As antraciclinas sdo amplamente conhecidas pela sua cardiotoxicidade, que
pode limitar seu uso. Por isso, foi avaliada a toxicidade cardiaca dos
tratamentos, por meio da analise histologica dos coragcbes dos animais dos
grupos tratados e controle. As fotomicrografias representativas dos quatro
grupos testados estdo representadas na figura 30. Nenhuma alteracédo
histol6gica foi observada para o grupo controle, podendo-se observar
preservacao do tecido cardiaco. No entanto, para todos os grupos tratados,
areas focais de degeneracdo hialina foram constatadas, caracterizadas por

fibras cardiacas espessas e fortemente eosinofilicas.

Embora fossem observados sinais de toxicidade em todos os grupos avaliados,
foi possivel identificar potencial efeito cardioprotetor para a formulacdo CLN-
DHA-DOX. As degeneracfes cardiacas foram observadas em 100% dos
animais tratados com a doxorrubicina livre avaliados. Além disso, as areas se
apresentaram em maior extensdo. Para CLN-DOX 37,5% dos animais
apresentaram degeneragdo, enquanto para a formulacdo CLN-DHA-DOX foram
observadas alteracdes em apenas 25% dos animais.
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Figura 30. Fotomicrografia de tecido cardiaco de animais tratados com (A) CLN-branca, (B)
DOX, (C) CLN-DOX, (D) CLN-DHA-DOX. Asterisco indica area de degeneracéo hialina.

Coloracdo com hematoxilina-eosina, aumento original de 40x.

A forma mais comum de cardiotoxicidade, devido ao uso de doxorrubicina, € a
cardiomiopatia irreversivel, que acontece tardiamente durante a quimioterapia,
ou anos apés o fim do tratamento. Parece haver uma relacdo linear entre a
dose cumulativa do farmaco e as alteracdes histopatologicas e uma relagcéao
exponencial entre a dose e o comprometimento da fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo. A cardiotoxicidade tardia pode se manifestar como
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), arritmias ou disfuncado condutividade
(LEONARD et al, 2009).

O mecanismo da cardiotoxicidade ainda ndo é completamente estabelecido,
mas se sabe que é mediado pela geracao de radicais livres e espécies reativas
de oxigénio (ROS), seguida da reducéo de um elétron na estrutura quimica da
antraciclina. ROS levam ao estresse oxidativo e deplecdo energética em
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midcitos. A reducédo, no entanto, também pode ocorrer em dois elétrons, o que
converte a doxorrubicina ao seu metabdlito doxorubicinol, um alcool
secundério, que se acumula nos cardiomiécitos, se tornando um reservatério
intracelular do farmaco. Isso pode explicar a relacéo entre a dose cumulativa e
a cardiotoxicidade (LEONARD et al, 2009).

O uso de nanocarreadores, como por exemplo, lipossomas PEGlados, reduz os
niveis plasmaticos da doxorrubicina livre, diminuindo a distribuicdo para tecidos
saudaveis, o que pode diminuir a toxicidade. OBRIEN et al. (2004),
demonstraram em um estudo clinico, que o risco de desenvolvimento de
cardiotoxicidade com lipossomas PEGlados é menor quando comparado ao

farmaco livre.

SHUHENDLER et al. (2014), avaliaram a cardiotoxicidade de nanoparticulas
hibridas polimero-lipidica, carregadas com doxorrubicina em BALB/c
acometidos com tumor de mama murino EMT6/WT. Foi observado um
potencial efeito cardioprotetor da formulacdo, apdés a administracdo de uma
dose Unica do farmaco. No entanto, foram observadas alteracfes histolégicas
no grupo que receberam quatro doses da formulacdo. O tecido cardiaco
apresentou estruturas vacuolares na sua composi¢cdo, o que sugere o efeito

cardiotoxico dose-dependente da doxorrubicina.
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5. CONCLUSOES

A avaliacdo do volume tumoral, volume relativo do tumor e indice de inibi¢cdo de
crescimento demonstraram maior eficdcia do tratamento para 0s grupos nos

quais a doxorrubicina foi veiculada em CLN.

A formulagdo CLN-DHA-DOX foi capaz de inibir o crescimento do tumor em
mais de 90%, se mostrando significativamente mais eficaz quando comparada

a CLN-DOX. Isso se deve, provavelmente, ao efeito sinérgico com o DHA.

A andlise histoldgica do tumor confirmou os dados da variagdo do volume
tumoral, volume relativo do tumor e indice de inibicdo de crescimento, devido a
presenca de maior area de necrose nos grupos CLN-DHA-DOX, CLN-DOX,

necrose discreta no grupo DOX e auséncia de necrose no grupo CLN-branca.

A avaliacdo da variacdo do peso dos animais, a analise da sobrevida, bem
como a avaliacao da histologia renal, demonstrou que esse sistema apresenta

baixa toxicidade sistémica.

A avaliacdo da histologia cardiaca demonstrou um potencial efeito
cardioprotetor das formulagdes, principalmente a formulagdo CLN-DHA-DOX,

quando comparado ao farmaco livre.

A formulagdo CLN-DHA-DOX nao foi capaz de inibir o aparecimento de
metastases pulmonares, nesse regime de tratamento e dose utilizados. No
entanto, constitui em uma alternativa promissora para o tratamento combinado
de cancer de mama, devido a sua capacidade de controlar o volume tumoral do

foco primario.
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CONCLUSOES GERAIS

A formulacdo apresentada demonstrou grande potencial para aplicacdo no
tratamento de cancer de mama. A co-encapsulacdo resultou em uma
formulagcdo com caracteristicas fisico-quimicas adequadas, capaz de se

acumular na regido tumoral.

A partir da marcagdo da superficie do nanocarreador com tecnécio-99m, foi
possivel avaliar a biodistribuicdo e parametros farmacocinéticos da formulacao.
Houve um ganho no tempo de meia vida e area sob a curva do CLN quando

comparado ao farmaco livre.

O aumento do tempo de circulagdo, associado ao efeito EPR, levou ao maior
acumulo dos CLN na regido tumoral, principalmente nos tempos mais longos

observados.

O maior acumulo na regido tumoral, associada também ao maior tempo de
circulacdo e a liberacdo prolongada da formulacdo, proporcionou uma maior
atividade antitumoral das formulac6es quando comparado ao farmaco livre.
Esse fato foi evidenciado pela avaliacdo do volume tumoral, indice de inibicao

de crescimento e andlise histologica do tumor.

Além disso, pode-se observar que a adicdo do DHA leva a um aumento da
eficacia antitumoral. Isso se deve, provavelmente, a incorporacdo do DHA as
membranas celulares e a ocorréncia de lipoperoxidacdo. No entanto, a
formulacdo ndo se mostrou capaz de inibir o aparecimento de metéstases

pulmonares no esquema posoldgico utilizado.

Apesar de ser uma alternativa promissora para o tratamento do tumor primario,
outros esquemas de tratamento, com inicio precoce e/ou alteracao do esquema
posologico e linhagens celulares resistentes, também podem ser aplicados
para a avaliacdo da capacidade de inibicdo de aparecimento de metastases e

reversao da resisténcia.

A formulagdo apresentou menor toxicidade sistémica quando comparado ao
farmaco livre. Foram avaliados parametros preliminares avaliados, como a

variacdo de peso, taxa de sobrevida e andlise histologica dos rins e coracdo. A
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encapsulacdo do farmaco leva a maior entrega a regido tumoral, diminuindo a

concentracdo nos tecidos sadios, 0 que leva a diminui¢ao da toxicidade.

No entanto, outras andlises para avaliagdo de toxicidade, como andlises
bioguimicas e histoldgicas de outros 6rgaos, também podem ser aplicadas para

o melhor entendimento da toxicidade da formulacao.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n2. 293 / 2014, relativo ao projeto intitulado “AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTITUMORAL DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS CARREGADAS COM
DOXORRUBICINA E ACIDO DOCOSAHEXAENOICO EM ANIMAIS”, gue tem como responsavel
André Luis Branco de Barros, estd de acordo com os Principios Eticos da Experimentacio
Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 29/09/2015. Este certificado espira-se em 29/09/2020.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n2. 293 / 2014, related to the Project entilted “Evaluation
of antitumoral activity of solid lipid nanoparticles loading doxorubicin and docosahexaenoic
acid in animals ”, under the supervision of André Luis Branco de Barros, is in agreement with
the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal
Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 29/09/2015. This certificates expires in
29/09/2020.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 29/09/2015.

Atenciosamente.
Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
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ANEXO 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n2. 307 / 2014, relativo ao projeto intitulado “Avaliacdo da
farmacocinética e biodistribuicdo de nanoparticulas lipidicas sodlidas carregadas com
doxorrubicina e acido docosaexaenoico”, que tem como responsavel André Luis Branco de
Barros, estd de acordo com os Principios Eticos da Experimenta¢do Animal, adotados pela
Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de
01/12/2014. Este certificado espira-se em 01/12/2019.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n2. 307 / 2014, related to the Project entilted “Evaluation
of pharmacokinetic and biodistribution of solid lipid nanoparticles loading doxorubicin and
docosahexaenoic acid”, under the supervision of André Luis Branco de Barros, is in agreement
with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in
Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 01/12/2014. This certificates
expires in 01/12/2019.

Graciela Kunrath Lima
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 01/12/2014.

Atenciosamente.
Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
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Cortrmertications

Technetium-99m-labeled doxorubicin as an imaging probe for
murine breast tumor (4T1 cell line) identification

Renata S. Fernandes®*, Juliana de Oliveira Silva®*, Savia C.A. Lopes®,
Sotirios Chondrogiannis®, Domenico Rubello®, Valbert N. Cardoso®,

Ménica C. Oliveira®, Lucas A.M. Ferreira® and André L.B. de Barros?®

Objective Early diagnosis of malignant tumors is essential
to succassfully plan a radical and curative approach. In this
study we describe the direct radiolabeling of doxorubicin
(DOX) at physiological pH to identify murine breast tumor
(4T1 cells)-bearing BALB/c mice.

Materials and methods Technetium-99m (**™Tc) DOX was
prepared by adding **™Te-pertechnetate to a PBS (pH 74)
solution containing DOX in the presence of stannous chloride.
Radiochemical purity and in-vitro stability were determined.
The circulation time of **™Tc-DOX was determined by
measuring blood radicactivity in healthy animals.
Scintigraphic images and biodistribution studies were carried
out in tumor-bearing mice at 1, 4, and 8 h after injection.

Results The *"Tc-DOX complex showed high
radiochemical purity (99.27 +0.34%) and in-vitro stability
until & h. **™Tc-DOX levels in blood declined in a biphasic
manner, with an « half-life of 4.5 min and a # hali-life of
277.2 min. High uptake was achieved in kidneys, liver, and
spleen, because of the drug elimination routes, Moreover,
tumor uptake was higher than that of control tissue,
resulting in high tumor-to-muscle ratios.

Conclusion DOX was successfully labeled with
9" Te-pertechnetate and showed high stability.

Introduction

Cancer is a major health issue worldwide. In 2012 alone
there were 14,1 million new cases and 8.6 million people
died as a consequence of this disease. The most common
types with higher mortalicey are lungs, stomach, liver,
colon, and breast cancer [1]. Because of the increasing
incidence and morality associated with these diseases,
the development and improvement of more sensitive
and specifie diagnostic methods are of great imporance,
as an early diagnosis is essential to successfully trear
tumors [2].

The ticld of nuelear medicine can provide noninvasive
rechniques for early diagnosis, for biological characrer-
pzation  of malignancies, and  for  assessing
response to therapy determining prognosis and outcome,
These imaging modalities are based on physiological and

VANous

biochemical changes instead of on structural alterations as
provided by computed tomography and MRI The major
0143-3636 Copyright © 2015 Waolters Kluwer Health, Inc. All rights resarved,

Biodistribution and scintigraphic studies indicated high
tumor-to-muscle ratios in breast tumor-bearing BALB/c
mice. These results suggested the feasibility of **"Tc-DOX
as a functional agent in tumor diagnosis. Nuel Med
Commun 00:000-000 Copyright © 2015 Wolters Kluwer
Health, Inc. All rights reserved.
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advantages of these approaches over others include high
sensitviry, quanttative measurements, and the absence
of a tissue penetration limic [3].

With regard to tumor tissues, specific characteristics
related to metabolic activiey, increased anglogenesis,
blood flow, vascular permeability, cell composition, and
formation of tumor-associated antigens allow to develop
even more specific and accurare diagnostic images [4].

Technetium-9%m ("]
radiopharmaceuticals, because of its suitable phwsical and
chemical charactenistics, large availabilicy in nuclear medi-
cine laboratories, and low isotwpe cost [3-7]. Specific radio-
compounds labeled with "™ T'e-pertechnerate, including

©) has mostly been used to label

peptides, nanoparticles, carbohydrares, and anticancer drugs
— that is, doxorubicin (DOX), daunorubicin, eyelopho-
sphamide, paclitaxel, and bleomyein — have been developed
to investigate tumors [S-17].

DOk 101 057 NM.O000000000000 443
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With particular regard to DOX, it is a broad-spectrum
amphiphilic anticancer drug used for rreating many types
of tumors, such as leukemia, lvmphomas, breast cancer,
osteosarcomas, Kaposi sarcoma, as well as lung, gastric,
ovarian, pancreatic, and  liver cancers [18,19]. After
intravenous administration, DOX is rapidly distributed in
rissues, including the liver, lungs, heart, kidnevs, and
spleen. About 80% of the drug remaining in the blood
binds to plasma proteins [20], which confers a prolonged
blood circulation rime. In rssucs, this agent binds
strongly to the DNA and generates free radicals [21,22].

DOX has several funcrional groups, such as <NH;, —<OH,
~0—{Fig. 1), that are able to form complexes wich ™™ T
[23]. Therefore, radiolabeled DOX could be a useful ool
for tumaor identification by scintigraphic imaging.

The aim of this study was o label DOX with “™T¢ and
demonstrate the ability of "™ Te-DOX to identify murine
brease tumors (4171 cell line} in BALC/e mice, To achieve
this purpose, in-vitro assays and biodistribution studies
were performed, and scintigraphic images were acquired.

Materials and methods

Materials

Doxcorubicin hydrochloride (IDOX) was purchased from
141 ACIC Chemicals  (Brantford, Ontario, Canada).
P was obrained from an alumina-based *Mo/™" Te
generator. All solvents (high-performance ligquid chro-
matography analytical grade) and other reagents, includ-
ing SnCLO2ZH0, were purchased from Sigma-Aldrich
{Sio Paulo, Brazil), The subcutancous tumor model was
established in 6-8-week-old female BALBfc mice pur-
chased from CEBIO-UFMG {Belo Horizonte, Brazil). All
animal  studies were approved by the local Ethics
Commitree for Animal Experiments (CEUA/UFNMG).

Radiolabeling procedure

A solution containing DOX in PBS (pH 7.4) was prepared
(LO0mgml). To a sealed vial conraining 1.0 ml of this

Fig. 1

Chemical structure of doxorubicin,

Copyright ©
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solution was added 100 pg of SnCl0.2H-0 solution in
0.1 moll HCI (2.0 mg/ml). Then, an aliquot of 0.1 ml of
Na"™™Te0),; (37 MBg) was added to the vial. The solu-
tion was kept ar room temperature for 30 min.

Radiochemical purity evaluation
Radiochemical purity analyses were performed by thin-
layer chromatography on silica gel (TLC-SG; Merck,
Darmstade, Germany), TLC-SG analysis was accom-
plished using acetone as mobile phase o determine the
amount of free ™™ Te0), ™, The radivactivity of the strips
was derermined by a gamma counter (Wallac Wizard
1470-020 Gamma Counter; PerkinElmer Ine., Waltham,
Massachuseus, USA). The solution was purified from
e, using a 0.22 pm syringe filter.

In-vitro stability

Tests in saline 0.9% (wfv) and in mousc plasma were
performed to evaluate the stability of the radiolabeled
complex.

Saline stability

TLO-SG was used o esoimate  the  swmbility  of
MTeDOX, The labeled solution was kept at room
remperarure. Radiochemical stability was  determined
from samples tken ac 1, 2, 4, 6, and 8 h after incubation.

Plasma stability

TLC-SG was used to estimate the plasma stabilicy of
HOTeDOX. A volume of 90ul of the ™™ Te-DOX
solution was incubated, under agitation, at 37°C with
Lol of fresh mouse plasma. Radiochemical stability
was determined from samples taken ac 1, 2, 4, 6, and 8h
after incubation [8].

In-vivo studies: blood clearance

The ™™ Te-DOX complex was administrated o each
mouse (#=>06) through the il vein, and blood samples
{~20ul each) were collected at 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90,
120, 240, 360, and 480 min after adminiscration. A small
incision was made in the distal rail to facilitate rapid and
reliable blood collection, Each sample was weighed, and
the radicactvity was measured with an automatic scin-
tillation counter. The percentage of injected activity per
gram (FID/g) and its mean+SID) in each sample were
determined, and the data were plotted as a function of
time. Blood clearance analysis was performed using
GraphPad PRISM, version 5.00 software (GraphPad
Software Inc., La Jolla, California, USA)

Cell culture

411 cells were grown in Dulbeceo’s modified Eagle's
medinm (D-MEM; Gibeo, Waltham, Massachusers,
USA), supplemented with 10% (vfv) fetal bovine serum,
penicilline (100 TUfmI), and  swrepromyein (100 pgfml),
Cells were kept in humidified air containing 5% Q0 at
37°C. The cells were grown to confluence and later
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harvested by trypsinization. After cenerifugation (5 min at
330g), the cells were resuspended in PRS for inoculating
into the BALB/c mice.

Tumor cell inoculation

Aliquots (100 pl) with 5% 10* 4T1 ecells were injected
subcutaneously into the right thigh of female BALB/c
mice (17-23 g). Tumor cells were allowed to grow m vive
for 7=10 davs, leading to tumors with a diamerer of no
more than 10 mm. Breast tumor-bearing BALB/ec mice
were used for biodistribution studies and scintigraphic
images.

Biodistribution studies

Aliquots of 3.7 MBq of e DOX were injecred intra-
venously into tumor-bearing BALB/c mice (w=6). At 1,
4, and # h after injection, mice were anesthetized with a
mixture of xvlazine (15 mgfkg) and ketamine (80 mgfkg).
Liver, spleen, kidneys, stomach, heart, lungs, blood,
muscle, thyroid, intestine, and tumor were removed, and
placed in preweighed plastic test rubes, The radioactivity
was measured using an automartic scintillation counter, A
standard dose containing the same injected amount was
counted simultancously in a separate tube, which was
defined as 100% radioacriviry. The results were expres-
sed as the percentage of injected dose per gram of tssue
(% 1Dy

Scintigraphic images

Aliquorts of 18 MBq of "™ Te-DOX were injected intra-
venously into  tumor-bearing BALB/c mice (n=6)
Anesthetized mice were horizontally placed under the
collimator of a gamma camera (Mediso, Budapest,
Hungary) coupled with a low-energy  high-resolution
collimaror, Images were acquired at 1, 4, and 8h afrer
injection using a 256 256 16 matrix size, with a 20%
energy window set at 140 keV for a period of 3005 each.

Statistical analysis

Dara are expressed as mean+5D. Means berween the
various groups were compared for differences with ana-
lysis of variance. In case of muliple comparisons, a post-
hoc Bonferroni correction was applied. A Povalue less
than (L05 was considered to indicate a swatistically sig-
nificant difference, All data were analvzed by GraphPad
PRISM, version 5.00 software (GraphPad Software Inc.).

Results

Radiochemical purity

Radiochemical purity of "™ Te-DOX, analyzed by thin-
layer chromatography, was 99.47 £0.34%. Radiocolloids
were removed from the complex by passing the pre-
paration through sterile filers (pore diamerer=10.22 pm}k
in this wav, radiocolloids are retained in the pores of the
filter, whereas "™ T¢-DOX and free "™ TcO,” freely
passed through the fileer [4]. Ir s well-known thar
radiochemical vields higher than 90% are recommended
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for in-vive application of radiopharmaceuticals [24].
Therefore, the "™ Te-DOX complex presented suitable
radiochemical characteristics, which encouraged further
in-vivo studies,

In-vitro stability

Figure 2 shows the radinchemical stabilicy curve for the
e DOX. The stability was evaluated at 1, 2, 4, and
81 of incubation in saline, at room temperature, and in
fresh mouse plasma, at 37°C. An excellent stability, even
over long periods of time (>95%), was observed.

Blood clearance

Figure 3 shows blood clearance of ™™ 1'c-DOX. The
complex after injection into healchy BALB/e fernale mice
presented a relatively long clearance, with a biphasic
plasma half-life, which was composed of a fast half-life of
4.5 min and a slow half-life of 277.2 min, and an area
under the curve of 2633%11)min.

Scintigraphic images

Figure 4 shows the seintigraphic images obuained at 1, 4,
and 8h after administration of "™ Te-DOX into 4T1
mmor-bearing mice. The images show a higher uptake in
the tumor compared with muscles, This higher uptake is
even more evident 4 and 8h after injection. Moreover,
maximum uptake could be observed in the kidneys,
indicating a main renal excretion; however, hepatobiliary
clearance 1s also present.

Biodistribution studies

Biodistribution of "™"Te-DOX  administered intrave-
nously in tumor-bearing mice is shown in Fig. 5. These
data are similar to those obrained by scintigraphic 1ma-
ging. High uptake was observed in organs such as the
liver, kidneys, and intestine, as expected because of the

Fig. 2
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In-vitro stability of **™Te-DOX as a function of time in the presence of
saling, at room temperature, and in the presence of mouse plasma, at
37°C. “™Te-DOX, technetium-69m doxorubicin,
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Fig. 3
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Blood clearance of "™ Tc-DHOX in healthy female BALB/C mice. Al data
are the mean percentage (n=8) of the injected dose af **"Te-DOX par
gram of bload, 3D of the mean, BT DOM, technetium-@8m
daxorubicin,

drug elimination routes, Moreover, the tumor showed
higher uptake compared with nontargeted tssues, such
as the muscle. In addition, no significant uptake was
nbserved in other organs.

Tumor-to-muscle ratios are shown in Fig. 6. Ratios were
higher than 2.0 for the three investigared time points.
High tumor-to-muscle ratios were reached at 4 (3.70) and
y . - . . o W r
Bh (4.24) after administration of 7" Te-IOX
finding suggests thar ™™ Te-DOX specifically
lates in the tumor tssue.

This
CLUML-

Discussion

Cancer i1s a major public health issue worldwide; how-
ever, many cancer-related deaths could have been avoi-
ded or reduced through early diagnosis and treatment [1].
Hence, many  efforts have been spent o develop

Fig. 4
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diagnostic modalities that can accurately detect tumors at
an carly stage [25].

me studies in the literature on
“I'c that
biodistribution  and  its

In this regard, there
DOX  labeled  with
e O
detecting wmors [14,17,23,26—-29]. In particular, it has
been reported that DOX can be successtully labeled with
e using SnCly as the reducing agent; moreover,
DOX has several molecules as =NH,, =0OH, =0= that
form a stable complex wich ™™ T¢ [23

have focused on

usefulness  in

The radiolabeling mechanism we used acts through a
hond berween amine and hvdroxyl molecules, which are
present in both DOXN and w”"[‘q_‘ [17,25]. The use of PRS
buffer, with a pHl

A4, contributes to the stability of
these molecules during the labeling process. Besides, the
labeled solution ar physiological pH is optimal for intra-
venous injection, avoiding discomfort o the patient,
Moreover, we confirmed that the amount of 100 pg of
stannous chloride was the optimum amount to act as
reducing agent, resulting in high labeling efficiency and
low amount of radiocolloid formartions [25-27].

T R »

I'he complex ™ 1'e-DOX showed cxcellent and pro
longed stability in both saline and plasma. After 8h
~95% of the ™™ Te remained bound with DOX. These
data are in agreement with the previously published
studies [25-28].

In our feasibility in-vitro study, the results suggested that
P Te-DOX could be used as a radiotracer. We also
performed blood clearance analvsis. We observed thar
e DOX levels in blood declines in a biphasic man-
ner, one characterized by a fast half-life of 4.5 min and
the other by a slow half-life of 277.2 min. This informa-
tion is important for deciding the oprimal oming for
imaging "™ Te-1DOX.

Sninri%nnhic images obtained at 1 {al, 4 (b), and 8 h (c) after intravenous injection of I DOX i tumor-Deanng mice {n=8). Arrows indicate tumor

area, T Te-DOX, technetium-9%m doxonsticin,
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Biadistribution prafile of " Te-DOX following intravencus tad-vein administration in tumor-bearing BALB/c mice {n=8) (inset: tumor and muscle
uptake at 1, 4, and 8h after injection). Al data are the mean percentage (n=6) of the injected dose of "™ Te-DOX per gram of blood, = 5D of the
maan, " Te-DOX, technetiuvm-99m doxorubscin, Asterisks indicate statistically significant differences between tumer and muschs uptake at the same

time point (P < 0.05).
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Tumaor-to-muscle ratio

Quantitative analysis of the scintigraphic images obtained at 1, 4, and
ah after " To-DOX intravenous administration in tumor-beanng mice
{n=8). Aslerisks indicate stalistically significant differences between 1,
4, and 8h (P<0.001). “*"Te-DOX, technetium-58m doxorubicin.

Scintigraphic images and biodistribution studies carried
out i mice indicated that maximum uptake of the
radiotracer was scen in kidneys, followed by the splecn
and liver, and some uprake by the intestine. The bio-
distribution data support the clearance of the radioligand

Copyright ©

by dual (renal and hepatic) pathways, These data are also
in agreement with previous studies [14,17,26,27).

With regard to the porential role of ™" Te-DOX in tumor
staging and restaging, it is noteworthy thar ™ Te-DOX
showed higher uptake in twmor than in muscles ar all
tme points alter injection (1, 4, and 8 h), The partcularly
higher radiotracer uptake observed ar 1 h after adminis-
tration is likely related, ar least in part, to the high levels
of ™™ Te-DOX tha sill remain in the bloodstream. In
the late images, acquired 8 h after the radio-compound
injection, tumor uptake is  slightly  reduced  but
M TeDOX disappears from the bloodstream and the
specific binding with tumor s likely w significantly
increase. [his condition is also confirmed by the increase
in the tumor to background ratios, with furcher demon-
stration of the high specific affinity of ™™ Te-DOX for
tumor cells,

The experimental model 4T is a highly tumorigenic cell
line, characterized by a tumoral growth and metastaric
spread similar to human advanced breast cancer (typi-
cally, stage IV), In addition, this model has been used o
explore the potential of novel antangiogenic therapies
and multiple chemotherapy treatments to evaluate their
antitumoral effect [29-32].
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The results of our study are very promising, as to the best
of our knowledge it is the first work reporting the use of
T e-DOX in 4T1 breast tumor identification. Data
presented in this study open a new avenue to use this
radiolabeled drug as a tool, in preclinical studies, w
monitor the effectiveness of therapy.

Conclusion

Our feasibility stoudy demonstrared thar DOX can be
successfully labeled with M re and shows a high and
prolonged stability. Furthermore, biodistribution  and
scintigraphic studies showed high tumor-to-muscle ratios
in 411 breast tumor-bearing BALB/c mice, suggesting
that ™" Te-DOX can be used in preclinical animal stu-
dies o diagnose and monivor the cfficacy of tumors
sensitive to DOX,
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