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RESUMO 

O câncer 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 são elevadas, podendo chegar a 19 mortes por 100 mil 

mulheres. Dentre os fármacos utilizados no tratamento do câncer de mama, 

destaca-se a doxorrubicina. No entanto, a elevada toxicidade, notadamente a 

cardiotoxicidade, e a baixa penetração em tumores sólidos são as principais 

limitações do seu uso. Por isso, a utilização da terapia combinada e sistemas 

carreadores de fármacos constituem alternativas inovadoras para elevar o índice 

terapêutico, reduzir a toxicidade, e, consequentemente, aumentar a eficácia do 

fármaco. Ácidos graxos poli-insaturados, como o ácido docosahexaenoico (DHA), 

têm um papel importante na inibição e prevenção de cânceres. Nesse contexto, a 

combinação da doxorrubicina com o DHA, constitui uma alternativa para 

potencializar a eficácia antitumoral. Os carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) 

são uma alternativa interessante para a entrega de fármacos, uma vez que os 

tumores apresentam fluxo sanguíneo e permeabilidade vascular aumentados, que 

permitem o extravasamento dessas estruturas para a região tumoral. Para o 

desenvolvimento de um novo medicamento, estudos farmacocinéticos e de 

biodistribuição são essenciais. O uso de isótopos radioativos tem se mostrado 

promissores neste contexto. Essa técnica apresenta alta sensibilidade, é um método 

de mais fácil acompanhamento e é possível a aquisição de imagens quantitativas. O 

tecnécio-99m é o principal radionuclídeo utilizado para obtenção de imagens 

cintilográficas, devido as suas propriedades físicas e químicas ideais para um 

radiofármaco. Nesse trabalho, realizou-se a marcação de CLN, carregados com 

doxorrubicina e DHA, com átomos de tecnécio-99m, para posterior avaliação do 

perfil farmacocinético e biodistribuição. 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 área sob a curva para os CLN radiomarcados, quando 

comparado ao fármaco livre. Os estudos de biodistribuição mostraram acúmulo 

hepático para os CLN, além de maior acúmulo na região tumoral, quando 

comparado ao músculo contralateral. As razões alvo/não alvo demonstraram maior 

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



 
 

comparação à doxorrubicina livre. A formulação foi capaz de inibir o crescimento do 

tumor primário em 90%. A avaliação da variação do peso dos animais, a análise da 

sobrevida, bem como a avaliação da histologia renal e cardíaca, demonstraram que 

esse sistema apresenta menor toxicidade sistêmica que o fármaco livre. Dessa 

forma, a formulação CLN carregada com doxorrubicina e DHA constitui em uma 

alternativa promissora para o tratamento combinado de câncer de mama.   

Palavras- chave: carreadores lipídicos nanoestruturados, doxorrubicina, ácido 

docosahexaenoico, tumor, câncer 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 (99mTc) 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 99mTc, 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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INTRODUÇÃO 

O câncer de mama é o tipo de tumor mais frequente entre as mulheres, 

representando cerca de 20 % dos novos casos relatados anualmente. Essa 

doença apresenta elevada incidência em todo o mundo, acometendo mulheres 

em regiões desenvolvidas, bem como aquelas de países em desenvolvimento. 

Devido a essa elevada morbidade, as taxas de mortalidade para o câncer de 

mama ainda são bastante altas podendo chegar a 19 mortes por 100 mil 

mulheres, dependendo da região analisada (BOYLE & LEVIN, 2008).  

Dentre os agentes antineoplásicos, a doxorrubicina, da classe das 

antraciclinas, é utilizada no tratamento de vários tipos de câncer, isoladamente 

ou em combinação com outros fármacos. Entretanto, esse fármaco apresenta 

baixo índice terapêutico, o que pode limitar seu uso devido à mielossupressão 

e cardiotoxicidade. Além disso, a baixa penetração e a distribuição limitada em 

tumores sólidos são as principais causas de ineficiência no tratamento 

antitumoral com a doxorrubicina (TREDAN et al., 2007; CARVALHO et al., 

2009). Por isso, sistemas carreadores de fármacos como lipossomas, sistemas 

poliméricos e nanopartículas lipídicas sólidas constituem alternativas 

inovadoras para elevar o índice terapêutico, reduzir a toxicidade, e, 

consequentemente, aumentar a eficácia do fármaco (MAMOT et al., 2003). 

Os carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) surgem como uma estratégia 

interessante para a entrega de fármacos devido aos benefícios e vantagens 

frente às outras plataformas disponíveis, tais como fácil escalonamento, 

ausência de solventes orgânicos em sua composição, além da baixa toxicidade 

(MÜLLER 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 triglicerídeos do óleo de peixe 

apresentaram atividade citotóxica maior, em modelo de tumor tridimensional, 

tanto para aquela observada para o fármaco livre quanto para uma formulação 

lipossomal (MUSSI et al., 2014). 

Para o desenvolvimento de um novo medicamento, estudos farmacocinéticos e 

de biodistribuição são essenciais. O uso de isótopos radioativos tem se 

mostrado promissor neste contexto. Esta técnica apresenta alta sensibilidade, é 
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um método de mais fácil acompanhamento e é possível a aquisição de 

imagens quantitativas (de BARROS et al., 2012). O tecnécio-99m é o principal 

radionuclídeo utilizado para obtenção de imagens cintilográficas, devido as 

suas propriedades físicas e químicas ideais para um radiofármaco (MARQUES 

et al., 2001). 

Nesse contexto, esse trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo de 

marcação, pelo tecnécio-99m, para os CLN e para a doxorrubicina livre, com o 

intuito de comparar parâmetros farmacocinéticos, biodistribuição e imagens 

cintilográficas entre o fármaco livre e encapsulado. Além disso, a atividade 

antitumoral do CLN carregado com doxorrubicina e do fármaco livre foi avaliada 

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

O câncer é um importante problema de saúde pública em países desenvolvidos 

e em desenvolvimento. Em 2012, foram relatados 14,1 milhões de novos casos 

e 8,6 milhões de pessoas morreram em todo o mundo. Os tipos mais 

frequentes e de maior mortalidade são os cânceres de pulmão, estômago, 

fígado, cólon e mama (WHO, 2013). No Brasil, são esperados 

aproximadamente 600 mil novos casos para 2016, sendo 61 mil novos casos 

de câncer de próstata e 58 mil novos casos de câncer de mama. (INCA, 2015). 

A projeção é que as mortes por câncer, no mundo, continuem a aumentar, com 

estimativa de 13,1 milhões 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 após o término dos estímulos que provocaram a 

alteração (ROBBINS; COTRAN, 2006). Um tumor pode ser classificado como 

benigno ou maligno. Tumores benignos geralmente têm crescimento lento e 

bem delimitado e reproduzem o aspecto do tecido de origem. Os malignos, 

também denominado cânceres, têm crescimento rápido, delimitação imprecisa, 

apresentam características distintas do tecido de origem e, frequentemente, se 

disseminam para locais distantes (metástases) causando, muitas vezes, a 

morte do paciente (INCA, 2013). 

O surgimento do câncer se dá quando células normais perdem seus 

mecanismos regulatórios que controlam a multiplicação e diferenciação celular 

(PATRICK et al., 2005). Normalmente, o desenvolvimento de um tecido é 

regulado pelo equilíbrio entre células em estado de proliferação e células em 

repouso. A perda dessa regulação é determinante para o desenvolvimento do 

câncer. Durante o crescimento da massa tumoral, grande parte das células 

tumorais encontra-se na fase S do ciclo celular e, portanto, em alta atividade 

metabólica (BELKACÉMI et al., 2007). 

A carcinogênese (Figura 1) pode iniciar-se de forma espontânea ou ser 

provocada pela ação de agentes carcinogênicos (químicos, físicos ou 

biológicos). Em ambos os casos, verifica-se a indução de alterações 

mutagênicas e não-mutagênicas ou epigenéticas nas células, que gera 
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modificações nas suas funções ocasionando alterações nas propriedades de 

membrana, nas interações célula-célula e no metabolismo celular, propiciando 

a formação de tumores (PAUWELS et al., 1998) 

 

Figura 1. Etapas da carcinogênese (INCA, 2013) 

Os genes envolvidos na formação dos cânceres normalmente apresentam 

funções relacionadas ao controle do ciclo celular, reparo do DNA e apoptose. 

Duas classes de genes tem maior função na carcinogênese: os proto-

oncogenes e os genes supressores de tumor. Os primeiros influenciam na 

divisão e crescimento celular, enquanto os segundos podem inibir essa 

proliferação (PAUWELS et al., 1998). No entanto, ainda não se sabe quais 

mudanças carcinogênicas são limitantes na manutenção ou na progressão de 

lesões pré-neoplásicas. Essas mudanças são distintas para cada tipo de tecido 

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

Os tumores sólidos são estruturas semelhantes a órgãos, porém heterogêneos 

e complexos estruturalmente. Englobam células cancerosas e do estroma 

(fibroblastos e células inflamatórias), que estão embutidas numa matriz 

extracelular, e são nutridas por uma rede vascular. A predominância de cada 

um destes componentes pode variar de um local para outro no mesmo tumor 

(TRÉDAN et al., 2007).  
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Tumores com diâmetro inferior a 1-2 mm recebem nutrientes dos vasos 

sanguíneos por difusão passiva. À medida que a massa de células neoplásicas 

atinge diâmetro superior, esse tipo de suprimento já não é mais efetivo, sendo 

necessária a formação de novos vasos para a completa nutrição. A 

neovascularização ocorre a partir dos vasos pré-existentes e/ou de células 

tronco endoteliais circulantes. Esse processo, fundamental para o crescimento 

tumoral e metástase, é denominado angiogênese (CHUA et al., 2010;  JUN et 

al., 2010; VIREY et al.,  2008). 

No entanto, os vasos sanguíneos tumorais são estrutural e funcionalmente 

diferentes. Em comparação com vasos sanguíneos normais, a vasculatura 

tumoral é altamente desorganizada, os vasos são tortuosos e dilatados, com 

diâmetro desigual e ramificações e desvios excessivos (Figura 2). 

Consequentemente, o fluxo sanguíneo é variável, o que leva à hipóxia em 

regiões do tumor. Adicionalmente, devido ao grande número de células, a alta 

pressão no interior de um tumor sólido gera um stress mecânico suficiente para 

colapsar os vasos linfáticos, prejudicando a eliminação de macromoléculas do 

interstício (LEU et al.,  2000;  MAEDA et al., 2000; CARMELIET & JAIN, 2000). 

Em termos de estrutura, os vasos tumorais apresentam inúmeras “aberturas” 

(fenestrações endoteliais, vesículas e aberturas transcelulares), junções 

interendoteliais alargadas e membrana basal descontínua ou ausente, o que 

leva a formação de poros que variam de 100 a 800 nm, permitindo a 

penetração de macromoléculas no interstício. Além disso, as células endoteliais 

apresentam tamanho e forma atípicas, crescem por cima uma das outras e se 

projetam para o lúmen (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. Representação esquemática do sistema vascular. A – Tecido normal B – Tumor 

sólido. (Adaptado de TRÉDAN,2007). 

1.1. CÂNCER DE MAMA 

O câncer de mama, uma doença do epitélio mamário, pode acometer tanto 

homens como mulheres, porém na população feminina apresenta elevada 

importância devido a sua alta incidência. É o segundo tipo de câncer mais 

frequente no mundo, respondendo por 23% dos casos novos a cada ano. Se 

diagnosticado e tratado oportunamente, o prognóstico é relativamente bom.  

Porém, no Brasil, as taxas de mortalidade por câncer de mama continuam 

elevadas, muito provavelmente porque a doença ainda é diagnosticada em 

estádios avançados (INCA, 2014). 

Alguns fatores de risco para o desenvolvimento dessa doença já são 

conhecidos, como histórico familiar, consumo de álcool, excesso de peso, 

sedentarismo, alta densidade do tecido mamário, além de fatores reprodutivos 

e hormonais. No entanto, a idade continua sendo o fator preponderante no 

surgimento de novos casos de câncer de mama. Em linhas gerais, as taxas de 

incidência aumentam rapidamente até os 50 anos de idade, no entanto, em 

mulheres mais velhas esse aumento é menos pronunciado. Este fato reforça a 

hipótese de participação dos hormônios femininos na etiologia da doença 

(INCA, 2014; AMIR et al., 2010). 

O câncer de mama é uma doença heterogênea caracterizada por uma grande 

variação na apresentação clínica, na agressividade e na resposta ao 
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tratamento. Essa variedade conduz a identificação de subtipos desse tumor 

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

Os métodos rotineiramente utilizados para a identificação de possíveis focos de 

tumores de mama são o auto-exame, exame clínico e a mamografia (INCA, 

2014). Pacientes com carcinoma mamário são avaliadas quanto ao tamanho do 

tumor e extensão da propagação dentro da mama (T), ao grau de 

disseminação para os gânglios linfáticos (N), e a presença ou ausência de 

metástases distantes (M). Com base nas informações de TNM, as opções de 

tratamento são consideradas. Podem ser realizadas cirurgias, terapias 

adjuvantes de radiação, quimioterapia e terapia hormonal (HOWLADER et al., 

2014). 

1.2. QUIMIOTERAPIA 

A quimioterapia permanece como uma das maiores alternativas terapêuticas na 

oncologia e é usada para tratamento primário, terapia adjuvante e/ou paliativa. 

Apresenta ainda um benefício particular na doença disseminada que é, 

normalmente, difícil de ser tratada com radiação e cirurgia. Nos últimos 50 

anos, numerosos avanços nas propriedades dos agentes quimioterápicos têm 

sido alcançados, permitindo o surgimento de novos agentes terapêuticos 

(MELLOR & CALLAGHAN, 2008). 

O grande desafio no desenvolvimento de fármacos antitumorais não reside na 

capacidade desses agentes em destruir as células neoplásicas, mas sim na 

dificuldade de conferir seletividade a esses fármacos a fim de produzir 

alternativas terapêuticas mais eficazes e seguras. Muitos dos agentes 

quimioterápicos usados têm índices terapêuticos baixos e janela terapêutica 

estreita. Esses fármacos, quando administrados ao paciente, podem atuar, de 

maneira indiscriminada, em células normais que apresentem acelerada 

replicação, como precursores hematopoiéticos e células epiteliais da mucosa 

gastrintestinal. Além disso, alguns fármacos podem apresentar toxicidade para 

células de replicação lenta ou nula, como a doxorrubicina (cardiotóxica) a 

bleomicina (tóxica ao pulmão) e a citarabina (tóxica ao cerebelo), podendo 

levar a danos irreversíveis nestes tecidos (KAELIN JUNIOR, 2005).  
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Em resumo, podemos citar como fatores limitantes para utilização de fármacos 

antitumorais a pobre especificidade, que contribui para a elevada toxicidade e 

incidência de reações adversas, além da susceptibilidade para induzir 

resistência. Devido à baixa especificidade, esses fármacos se distribuem 

indiscriminadamente pelos tecidos corporais e somente uma fração é capaz de 

atingir o tumor (WONG et al., 2007a).   

Dentre os agentes antineoplásicos, a doxorrubicina é um fármaco com grande 

utilização no tratamento de leucemias e tumores sólidos, seja isoladamente ou 

em combinação com outros fármacos (WEISS, 1992). 

2. DOXORRUBICINA 

Doxorrubicina (Figura 3) e daunorrubicina foram as primeiras antraciclinas 

isoladas, no início da década de 60, da espécie de fungo Streptomyces 

peucetius (CARVALHO et al., 2009). Inicialmente foram desenvolvidas como 

antibióticos, no entanto, sua elevada toxicidade impediu sua utilização nesse 

contexto clínico (MELLOR et al., 2008).  

A daunorrubicina e doxorrubicina podem ser consideradas protótipos para as 

demais antraciclinas. Atualmente, estima-se que existam mais de 2000 

análogos da doxorrubicina.  Entretanto, a doxorrubicina é considerada a 

molécula mais eficaz no tratamento do câncer dentre as outras do grupo, 

apesar da elevada cardiotoxicidade (WEISS, 1992). 

A doxorrubicina é um agente quimioterápico com amplo espectro de atividade, 

atuando contra diversos tipos de tumores, como leucemia, linfomas, carcinoma 

mamário, carcinoma esofágico, osteosarcomas, sarcoma de Kaposi, 

carcinomas do tecido mole, carcinoma endometrial, carcinoma de pulmão, 

cancro testicular, tumores gástrico, ovariano, hepático e pancreático (SINGAL 

et al., 1998). 
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Figura 3. Fórmula estrutural da doxorrubicina. 

O mecanismo de ação da doxorrubicina é complexo e ainda não está bem 

esclarecido. Entretanto, sabe-se que essa molécula pode atuar na intercalação 

com o DNA (FORNARI et al., 1994), inibição da  biossíntese  de  

macromoléculas  (MOMPARLER  et  al.,  1976),  geração  de  estresse 

oxidativo  (SINHA  et  al.,  1990)  e  inibição da topoisomerase  II  (DARPA  et  

al.,  1989).  O principal mecanismo é a formação de um complexo triplo com a 

topoisomerase II e o DNA. A doxorrubicina estabiliza esse complexo, depois de 

ter quebrado a cadeia de replicação do DNA, impedindo a dupla hélice de ser 

liberada e, assim, bloqueia o processo de replicação. A porção planar 

aromática da molécula intercala entre dois pares de bases do DNA, enquanto 

os seis membros daunosamina-açúcar interagem imediatamente com o 

pareamento das bases nitrogenadas adjacentes ao sítio de intercalação 

(FREDERICK et al., 1990; BINASCHI et al., 2001). 

A doxorrubicina é um fármaco hidrofílico administrado na forma de cloridrato 

por via endovenosa, pois possui baixa absorção por via oral (WEISS, 1992).  A 

biodisponibilidade da doxorrubicina por via oral é comprometida porque, além 

da baixa permeabilidade, há eliminação do fármaco pelo metabolismo de 

primeira passagem devido ao citocromo P450 e à bomba de efluxo da 

glicoproteína-P (P-gp), presente em grandes quantidades no intestino, fígado 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 

clínico apresentado pelo paciente. O fármaco apresenta farmacocinética linear 
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após administração intravenosa, com 50 a 85% do fármaco ligado a proteínas 

plasmáticas sendo largamente distribuído no plasma e tecidos. A curva de 

depuração sanguínea da doxorrubicina é bifásica, com tempos de meia vida de 

4,8 minutos e 20 a 48 horas. Doxorrubicina apresenta tanto eliminação renal 

quanto hepato-biliar. Aproximadamente 12% da dose total é eliminada 

inalterada na urina, enquanto a maior parte da dose é eliminada pelas fezes. 

No fígado, a doxorrubicina é metabolizada para seu metabólito 13-OH-

doxorrubinol. Ocorre a redução enzimática da posição 7 e a clivagem do açúcar 

daunosamina, resultando em agliconas que são acompanhadas da formação 

de radical livre. A produção local desse metabólito pode contribuir para a 

atividade cardiotóxica da doxorrubicina (DANESI et al., 2002; 

DOXORRUBICINA, 2014). 

Esse fármaco apresenta baixo índice terapêutico e seu uso pode ser limitado 

devido às reações adversas. As mais comuns são náusea, vômito, estomatite, 

distúrbios gastrointestinais, alopecia, cardiotoxicidade e mielossupressão 

(CARVALHO et al., 2009). A mielossupressão constitui uma importante 

complicação que limita a dose administrada. A miocardiopatia, toxicidade mais 

importante em longo prazo, pode ocorrer em mais de 20% dos pacientes. Essa 

reação apresenta-se sob dois tipos: forma aguda ou cumulativa crônica. A 

forma crônica pode conduzir à insuficiência cardíaca congestiva potencialmente 

fatal (PAI et al., 2000; CHABNER et al., 2010). 

A forma mais comum de cardiotoxicidade, devido ao uso de doxorrubicina, é a 

cardiomiopatia irreversível, que acontece tardiamente durante a quimioterapia, 

ou anos após o fim do tratamento. O mecanismo da cardiotoxicidade ainda não 

é completamente estabelecido, mas se sabe que é mediado pela geração de 

radicais livres e espécies reativas de oxigênio (ROS), seguida da redução de 

um elétron na estrutura química da antraciclina. ROS levam ao estresse 

oxidativo e depleção energética em miócitos. A redução, no entanto, também 

pode ocorrer em dois elétrons, o que converte a doxorrubicina ao seu 

metabólito doxorubicinol, um álcool secundário, que se acumula nos 

cardiomiócitos, se tornando um reservatório intracelular do fármaco (LEONARD 

et al, 2009). 
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Outra limitação é o desenvolvimento de multirresistência (MDR), principalmente 

no câncer de mama, ovário e colón (ARORA et al., 2011). A MDR pode ser 

natural ou adquirida durante o tratamento quimioterápico. É um processo 

complexo e multifatorial, que possibilita a evasão de células neoplásicas das 

rotas quimioterápicas. As causas mais frequentes de MDR incluem a 

superregulação de membranas de efluxo dependentes de ATP, como a 

glicoproteína-P, resistência associada à proteína (MRP1). Esses 

transportadores aumentam a habilidade das células em expulsar ativamente os 

agentes anticâncer contra um gradiente de concentração, impedindo que o 

fármaco atinja o seu alvo de ação em concentrações adequadas para gerar o 

efeito citotóxico desejado (PRASAD et al., 2012).  

A baixa penetração e distribuição limitada de doxorrubicina em tumores sólidos 

são as principais causas de sua insuficiência como agente terapêutico. A 

sensibilidade dos tumores à doxorrubicina depende tanto da sua sensibilidade 

intrínseca quanto da distribuição do fármaco dentro da região tumoral. O 

microambiente tumoral influencia na resposta à quimioterapia, fatores como 

densidade vascular, fluxo sanguíneo, acidez, regiões de hipóxia – crônica ou 

aguda – podem alterar a distribuição e atividade do fármaco (PRIMEAU et al, 

2005; TREDAN et al., 2007).   

Dentre as estratégias descritas para aumentar a eficácia e diminuir a toxicidade 

da doxorrubicina estão a terapia combinada e o desenvolvimento de 

nanocarreadores. A associação do fármaco com outras classes de substâncias 

tem demonstrado melhoria na eficácia do tratamento de tumores malignos 

comparado aos respectivos agentes isolados. Para o tratamento do câncer de 

mama, a doxorrubicina é geralmente associada a agentes alquilantes, 

antimetabólicos e taxanos (MELLOR&CALLAGHAN, 2008). No entanto, os 

efeitos adversos inerentes aos fármacos ainda constituem um limitador mesmo 

em terapias combinadas. Alternativamente, nanossistemas podem ampliar a 

segurança dos fármacos, devido a mudanças significativas na farmacocinética 

em comparação com o fármaco livre. Podemos citar como exemplo para esta 

estratégia os lipossomas de circulação prolongada carreando doxorrubicina 

disponíveis comercialmente (Doxil®) (PARK et al., 2009).  
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Adicionalmente, estudos recentes têm demonstrado benefícios para a 

combinação de doxorrubicina e ácidos graxos poliinsaturados, com destaque 

para o ácido docosahexaenóico (COLAS et al., 2006; BOUGNOUX et al., 2009; 

SIDDIQUI et al., 2011). 

2.1. DOXORRUBICINA E ÁCIDO DOCOSAHEXAENOICO 

Ácido docosahexaenoico (DHA) é o ácido graxo poliinsaturado mais longo e 

com mais insaturações encontrado em sistemas biológicos (Figura 4). Ácidos 

graxos poliinsaturados tem um papel importante na inibição e prevenção de 

cânceres. Evidências epidemiológicas correlacionam fortemente ingestão de 

óleos de peixe, ricos em ácidos graxos poliinsaturados, com baixa incidência 

de vários tipos de tumores (SIDDIQUI et al., 2012b).  

Estudos in vitro e in vivo já demonstraram que o DHA é o ácido graxo mais 

eficaz em potencializar o efeito da doxorrubicina contra células de câncer de 

mama (GERMAIN et al., 1998; COLAS et al., 2006). Além disso, um importante 

estudo clínico de fase II demonstrou que a associação com o DHA melhorou os 

resultados da quimioterapia com antraciclinas em pacientes com câncer 

mamário metastático (BOUGNOUX et al., 2009).  

 

Figura 4. Fórmula estrutural do DHA (C22) 

O mecanismo sinérgico ocorre, provavelmente, devido à incorporação do DHA 

nas membranas celulares. Isso leva ao aumento da entrega celular dos 

fármacos, além de facilitar a ocorrência da lipoperoxidação da membrana. A 

lipoperoxidação é a ação de espécies reativas de oxigênio (ROS), nesse caso 

as espécies de peróxido, sobre os componentes lipídicos celulares. Isso 

acarreta alterações na estrutura e na permeabilidade das membranas. 

Consequentemente, há perda da seletividade na troca iônica e liberação do 

conteúdo de organelas, como as enzimas hidrolíticas dos lisossomas, e 

formação de produtos citotóxicos, culminando na morte celular. A 

lipoperoxidação é uma reação radicalar, portanto, lipídeos altamente 
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insaturados, tais como o DHA, são susceptíveis a essa reação (FERREIRA e 

MATSUBARA, 1997; SIDDIQUI et al., 2012b). 

Entretanto, as diferentes posologias dos fármacos usados na terapia de 

combinação dificultam o controle dos perfis farmacocinético e farmacodinâmico 

dos agentes combinados. Além disso, obter uma coentrega temporal e local 

desses fármacos é um grande desafio. Nesse contexto, a coencapsulação de 

fármacos em sistemas de liberação de fármacos constitui uma alternativa 

promissora (PARHI et al., 2012). 

3. SISTEMAS NANOESTRUTURADOS NA TERAPIA DO CÂNCER 

Sistemas nanoestruturados, propositalmente planejados e produzidos com 

tamanho em escala nanométrica, constituem uma alternativa promissora para 

aumento da especificidade ao tecido tumoral, proporcionando maior 

concentração do fármaco no sítio alvo (MAMOT et al., 2003) e redução da 

toxicidade (O’BRIEN et al., 2004). 

Os tumores sólidos possuem características patofisiológicas únicas que 

favorecem o uso de partículas em escala nanométrica para o seu tratamento. 

Os vasos tumorais apresentam inúmeras “aberturas” (fenestrações endoteliais, 

aberturas transcelulares e membrana basal descontínua ou ausente) que leva 

a formação de poros que variam de 100 a 800 nm, permitindo a penetração de 

macromoléculas no interstício (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 acúmulo espontâneo ou targeting passivo, que funciona especialmente 

bem no ambiente tumoral devido, adicionalmente, ao sistema linfático 

deficiente, é conhecido como efeito de permeabilidade e retenção aumentada 

(EPR). Ou seja, a permeabilidade aumentada da vasculatura permite o 

acúmulo de macromoléculas e nanopartículas no interstício tumoral, enquanto 

a falta de drenagem linfática permite a retenção dessas partículas no ambiente 

tumoral (Figura 5) (TORCHILIN, 2011). 

 



34 
 

 

Figura 5. Acúmulo espontâneo de nanopartículas na região tumoral pelo efeito EPR (adaptado 

de CHO et al., 2008) 

Além disso, as nanopartículas podem ser modificadas, para controlar as 

propriedades in vivo. Um carreador de fármaco ideal é capaz de prolongar a 

circulação sanguínea, atingir especificamente o local da doença, liberar o 

fármaco em resposta a um estímulo local (como pH, temperatura, calor, campo 

magnético ou ultrassom), aumentar a entrega intracelular do fármaco, carregar 

um componente que possa fornecer informações sobre biodistribuição e 

acúmulo na região alvo (TORCHILIN, 2009). 

Inúmeros tipos de nanopartículas são utilizados como sistemas de liberação de 

fármacos, e diferem entre si em termos de tamanho, forma e materiais (Figura 

6), além de apresentarem diferentes características quanto à capacidade de 

carga do fármaco, estabilidade, taxa de liberação e capacidade de entrega 

(HALEY et al., 2008).   
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Figura 6. Representação esquemática dos diferentes tipos de nanocarreadores (adaptado de 

PARHI, 2012). 

Algumas nanoformulações já são aprovadas para o uso clínico. O 

desenvolvimento de um nanossistema carreador de paclitaxel possibilitou uma 

alternativa de tratamento para pacientes com tumores resistentes ao fármaco 

livre ou aqueles que apresentam hipersensibilidade aos componentes da 

fórmula. A nanoparticula é preparada através da conjugação com uma 

albumina não modificada à molécula de paclitaxel. A formulação aumenta a 

concentração intratumoral do fármaco e diminui a toxicidade associada ao 

paclitaxel. O FDA aprovou o uso da nanopartícula conjugada albumina-

paclitaxel para câncer de mama metastático resistente (HALEY et al., 2008). 

O desenvolvimento de lipossomas de circulação prolongada (revestidos com 

polietilenoglicol - PEG) carreando doxorrubicina possibilitou a obtenção de um 

produto comercial, denominado Doxil® (Janssen Biotech, Inc; Johnson & 

Johnson, EUA).  Esse foi um dos primeiros produtos lipossomais 

disponibilizado comercialmente e muitos benefícios clínicos foram observados 
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como a redução significativa da cardiotoxicidade, mielossupressão, vômitos e 

alopécia (HARRIS et al., 2002; O'BRIEN et al., 2004). 

O Doxil® é aprovado para tratamento clínico de sarcoma de Kaposi relacionado 

à SIDA (Síndrome de Imunodeficiência Adquirida), câncer ovariano recorrente, 

câncer de mama metastático e mieloma múltiplo. Estudos clínicos vêm sendo 

conduzidos para avaliação no tratamento de outros tipos de câncer (GABIZON, 

2001; LYASS et al., 2000; JUDSON et al., 2001). 

Apesar das grandes vantagens clínicas observadas para essas nanopartículas, 

o elevado custo de produção desses sistemas e os problemas tecnológicos, 

como o uso de solventes orgânicos, por exemplo, tem motivado a busca por 

sistemas carreadores alternativos. Nesse contexto, as nanopartículas lipídicas 

sólidas (NLS) e carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) são alternativas 

promissoras (MÜLLER et al.,2000; MEHNERT & MADER, 2001). 

3.1. NANOPARTÍCULAS LIPÍDICAS SÓLIDAS E CARREADORES 

LIPÍDICOS NANOESTRUTURADOS 

Nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) são partículas coloidais constituídas por 

uma matriz lipídica sólida a temperatura corporal (37ºC). Este nanossitema foi 

primeiramente descrito por Muller e colaboradores em 1991 e, desde então, 

vem atraindo interesse como sistema carreador para aplicações terapêuticas e 

cosméticas (WONG et al., 2006b). Seu diâmetro médio varia entre 50 a 1000 

nm e pode ser preparada utilizando-se uma grande variedade de lipídeos, 

incluindo ácidos graxos, mono, di ou triglicerídeos, misturas de glicerídeos 

complexos ou ceras, que são estabilizados por surfactantes biocompatíveis 

(WONG et al., 2007).  

As NLS são derivadas das nanoemulsões (NE) pela simples substituição do 

lipídeo líquido (óleo) por um lipídeo sólido (Figura 7). Essa matriz lipídica sólida 

confere menor mobilidade aos fármacos incorporados, podendo sustentar, ou 

até controlar a velocidade de liberação dessas substâncias, mantendo-se a 

baixa toxicidade apresentadas pelas NE. Além disso, essas nanopartículas 

podem ser produzidas em um homogeneizador de alta pressão, similar àqueles 

utilizados na produção em larga escala de emulsões para nutrição parenteral, o 
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que representa uma vantagem quando comparado à produção de sistemas 

poliméricos e lipossomais (MEHNERT e MADER, 2001).  

 

Fig. 7. Representação esquemática de diferentes sistemas carreadores de fármacos, (A) 

nanoemulsões e (B) NLS (Adaptado de Muller et al, 2000). 

O encapsulamento de fármacos lipofílicos em NLS é geralmente favorecido 

devido à maior afinidade pela matriz lipídica. No entanto, também é possível a 

incorporação de fármacos hidrofílicos. A formação de um par iônico com um 

grupo lipofílico tem sido proposta como uma alternativa para aumentar a taxa 

de encapsulação (WONG et al., 2007b). 

A capacidade de encapsulação pelas NLS é limitada (geralmente até 25% em 

relação ao conteúdo lipídico da matriz) pela estrutura e o estado polimórfico da 

matriz lipídica, uma vez que é necessário que o fármaco seja incorporado entre 

as cadeias de ácidos graxos e entre as imperfeições dos cristais formados. As 

matrizes lipídicas podem ser constituídas por moléculas que contêm cadeias 

carbônicas similares (triestearina ou tripalmitina, por exemplo) ou por lipídeos 

mais complexos (mono, di e triglicerídeos, com diferentes tamanhos de cadeias 

carbônicas). O uso de lipídeos complexos é preferido, já que forma um cristal 

com mais imperfeições, capaz de acomodar uma quantidade maior de fármaco. 

Lipídeos com cadeias carbônicas similares tendem a formar uma rede cristalina 

altamente organizada, que pode não acomodar grandes quantidades de 

fármaco, comprometendo a taxa de encapsulação do sistema (MÜLLER et al., 

2000; WISSING et al., 2004). 

Com o intuito de aumentar a carga de fármaco nas NLS, uma nova geração de 

nanopartículas lipídicas tem sido descrita. Os carreadores lipídicos 

nanoestruturados (CLN) são compostos por uma mistura de lipídeos sólidos e 

líquidos, o que resulta em uma matriz lipídica menos organizada, com 
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imperfeições na estrutura cristalina o que pode levara maior acomodação das 

moléculas dos fármacos (Figura 8). Essas nanopartículas compartilham as 

vantagens das tradicionais NLS e o perfil de liberação de fármaco pode ser 

facilmente modulado através da variação da composição da matriz lipídica. 

Apesar da presença de lipídeo líquido, a matriz dos CLN é sólida em 

temperatura ambiente e corporal (JOSHI e MULLER, 2009).  

 

Figura 8. Representação esquemática das diferentes estruturas de (A) NLS (B) CLN. 

Os carreadores lipídicos nanoestruturados apresentam os benefícios dos 

demais sistemas carreadores, como estabilidade física, proteção contra a 

degradação e liberação controlada de fármacos incorporados. Adicionalmente, 

esse sistema, em particular, apresenta vantagens frente a outras 

nanoplataformas disponíveis para o carreamento de fármacos como seu fácil 

escalonamento, ausência de solventes orgânicos em sua composição, 

constituintes compatíveis para administração parental, além da baixa toxicidade 

(MÜLLER et al., 2000; MEHNERT e MADER, 2001; WISSING  et al., 2004; 

BRIOSCHI et al. 2007). 

3.1.1. NANOPARTÍCULAS LIPÍDICAS SÓLIDAS CARREGADAS COM 

DOXORRUBICINA 

Diversos estudos mostrando o potencial das NLS como sistemas carreadores 

de fármacos antitumorais têm sido descritos, principalmente devido ao acúmulo 

preferencial na região do tumor, proporcionado pelo efeito EPR. A utilização de 

nanoestruturas para o tratamento de tumores vem se mostrando promissora 

por ser capaz de superar as limitações comumente apresentadas na terapia 

convencional, como a baixa especificidade, alta toxicidade e quimiorresistência. 
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Dessa forma, diversos fármacos antitumorais, incluindo doxorrubicina, têm sido 

incorporados em NLS como alternativa para tratamento do câncer (WONG et 

al., 2007b). 

ZARA  et  al.  (1999)  e    FUNDARÓ  et  al.  (2000) administraram, por via 

endovenosa, NLS carreando doxorrubicina em ratos e compararam sua 

biodistribuição com o fármaco livre em solução. As NLS modificaram o perfil 

farmacocinético e de biodistribuição da doxorrubicina, aumentando a área sob 

a curva (ASC) da concentração plasmática e reduzindo a concentração no 

coração em comparação com a solução. Este fato se mostrou relevante visto 

que esse órgão é alvo de toxicidade da doxorrubicina. 

Posteriormente, estudos mostraram aumento da eficácia no tratamento de 

tumores cerebrais, com a utilização de NLS contendo doxorrubicina, 

demonstrando seu o potencial em atravessar barreira hematoencefálica (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 câncer de mama humanos 

(MCF-7) e células multirrestistentes (MCF-7/ADR). WONG et al. (2006 e 

2007b) desenvolveram um sistema de nanopartículas híbridas polímero-

lipídicas (NPL) contendo o complexo polímero-doxorrubicina e avaliaram a 

eficácia no tratamento de câncer de mama murino, da linhagem celular 

EMT6/WT. Os autores observaram que esse sistema possibilitou o aumento da 

internalização e retenção do fármaco pelo tumor, causando maior 

citotoxicidade na célula alvo quando comparado com a doxorrubicina livre. 

NLS carreando doxorrubicina, ceramida e um oligonucleotídeo regulador da 

expressão de glucosilceramidasintase (MBO-asGCS), enzima relacionada à 

multirresistência, foram propostas por SIDIQQUI et al. (2012). Esse sistema 

mostrou-se mais eficaz do que a doxorrubicina livre em avaliações in vitro e a 

combinação desses agentes em NLS demonstrou maior citotoxicidade em 

células tumorais resistentes NCI/ADR-RES. Essas NLS resultaram em maior 

apoptose devido à sensibilização 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 câncer de pulmão. Resultados in vitro e in vivo 

demonstraram aumento da citotoxicidade do nanocarreador em relação aos 

fármacos livres. CHEN et al. (2015) desenvolveram uma NLS pH sensível, 

revestida com PEG, carregadas com doxorrubicina capazes de contornar a 

resistência 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 

câncer (MUSSI et al. 2013). O tamanho, potencial zeta e estabilidade no 

plasma foram considerados adequados para administração parenteral e 

liberação 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 fármacos livres e CLN contendo 

apenas doxorrubicina. Estudos com esferoides também mostraram penetração 

aumentada, da CLN, na estrutura do tumor. Portanto, a associação da 

doxorrubicina com o DHA e sua co-encapsulação em um CLN aumentou a 

citotoxicidade e foi capaz de contornar a resistência associada à atividade da 

glicoproteína 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. NANOPARTÍCULAS RADIOMARCADAS 

Nanopartículas radiomarcadas representam uma nova classe de agentes com 

grande potencial clínico. Além das vantagens inerentes ao uso de 

nanoestruturas, como maior tempo na circulação sanguínea e estabilidade 

plasmática, estes sistemas apresentam, ainda, a capacidade de gerarem 

imagens cintilográficas de alta qualidade devido à presença de um 

radionuclídeo (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 são promissores para obtenção de uma partícula 

teranóstica, ou seja, a combinação de agentes terapêuticos e diagnósticos, que 
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pode, simultaneamente, tratar e monitorar a evolução da doença (JANIB et al., 

2010). 

Os radionuclídeos mais utilizados são o galio-67 (67Ga), o índio-111 (111In) e o 

tecnécio-99m (99mTc). Dentre estes isótopos o tecnécio-99m é, sem duvida, o 

mais empregado em medicina nuclear devido a suas características ideais para 

um radiofármaco, como meia-vida física de 6,01 horas; decaimento por 

emissão de radiação gama, com fótons de 140 keV; a praticidade da obtenção 

do radioisótopo a partir de um sistema gerador de molibdênio-99/tecnécio-99m 

(99Mo/99mTc); a possibilidade do metal atingir vários estados de oxidação e de 

coordenação, dando origem a diferentes radiofármacos, a partir da simples  

reconstituição  de  conjuntos  de  reativos  liofilizados  (“kits”) (MARQUES et al., 

2001). 

Na forma de pertecnetato, tal como é obtido do gerador, o 99mTc é 

quimicamente estável. Contudo, como o 99mTc é um metal de transição 

(pertence ao grupo 7  da tabela periódica) pode existir em 9 estados de 

oxidação (-1 a +7), o que lhe dá a possibilidade de formar complexos de 

coordenação com numerosos  agentes quelantes. A coordenação de agentes 

quelantes ao 99mTc é feita quando o metal se encontra em estados de oxidação 

inferiores ao +7. A redução do metal, do estado de oxidação +7 para outros 

estados reativos, é realizada por agentes redutores, como o cloreto estanoso 

(SAHA, 2010).  

Lipossomas radiomarcados para imagens tumorais vêm sendo pesquisados 

desde a década de 1970. Os lipossomas são geralmente marcados pela 

conjugação a moléculas-âncoras presentes tanto na cavidade aquosa (por 

exemplo, deferoxamina DF) quanto na membrana lipídica (por exemplo, 

Ácido DietilenoTriamino Pentacético - DTPA) (HAMOUDEH et al., 2008). OYEN 

et al. (1996) avaliaram lipossomas de circulação prolongada radiomarcados 

com tecnécio na detecção de infecção e inflamação. De BARROS et al. (2013) 

avaliaram lipossomas de longa circulação radiomarcados na identificação de 

tumores. 

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

peptídeo-conjugado que foi utilizada para identificar receptores EphB4 em 
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modelo de câncer de próstata por Tomografia por Emissão de Foton Único 

(SPECT). PEREIRA et al. (2009) desenvolveram uma nanocápsula de 

superfície modificada marcada com 99mTc para detecção de inflamação. Outras 

nanopartículas radiomacadas também têm sido empregadas para identificação 

de diversos processos patológicos, dentre elas podemos destacar os 

nanocristais, quantum dots, dendrímeros e nanopartículas magnéticas (KOO et 

al., 2005). 

Em adição aos estudos para o diagnóstico de doenças, o emprego de 

nanopartículas radiomarcadas permite a obtenção de dados farmacocinéticos e 

de biodistribuição, uma vez que se torna possível acompanhar o 

comportamento in vivo dessas nanoestruturas. No contexto de estudos pré-

clínicos, vários outros métodos analíticos também têm sido descritos, como 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), fluorescência, 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 difícil preparo de 

amostra. Dessa forma, a análise baseada na utilização de isótopos radioativos 

apresenta vantagens frente aos métodos acima descritos, devido à alta 

sensibilidade e fácil execução.  

Já existem trabalhos reportando o uso de NLS em estudos de biodistribuição. 

ANDREOZZI et al. (2011), publicaram um novo método de marcação de NLS 

com 64Cu. BELOQUI et al. (2013) utilizaram carreadores lipídicos 

nanoestruturados radiomarcados com tecnécio para estudos in vivo de 

biodistribuição. REDDY et al. (2005) investigaram a influência da via de 

administração na captação do tumor e biodistribuição de 99mTc-NLS carregadas 

com etoposídeo em modelos experimentais de linfoma da Dalton.  

Nesse contexto, a radiomarcação de NLS é um campo promissor, devido às 

suas características favoráveis como um sistema carreador de fármacos e 

possibilidade de aquisição simultânea de imagens. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A doxorrubicina apresenta um índice terapêutico baixo e seu uso é limitado 

devido aos seus efeitos adversos, principalmente mielossupressão e 

cardiotoxicidade. A baixa penetração e distribuição limitada da doxorrubicina 

em tumores sólidos são as principais causas de sua ineficiência como agente 

terapêutico. Adicionalmente, tem sido sugerido que a combinação de agentes 

citotóxicos e ácidos graxos poliinsaturados, como o DHA, poderia aumentar 

sua eficácia contra as células do câncer. Nanocarreadores de fármacos, tais 

como os CLN, constituem também uma alternativa para melhorar o índice 

terapêutico, reduzir a toxicidade, aumentar a eficácia da doxorrubicina, além de 

proporcionar a coentrega do DHA na região do tumor. Neste contexto, nosso 

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 

fármaco a um tecido alvo, existe grande interesse na compreensão do seu 

comportamento in vivo e da sua eficácia da atividade antitumoral em modelo 

animal. Neste interim, estudos de atividade antitumoral, farmacocinética e de 

biodistribuição são fundamentais para compreender o real potencial deste 

nanossistema no tratamento de tumores sólidos. 

6. OBJETIVO GERAL 

Avaliar o perfil farmacocinético, a biodistribuição e a atividade antitumoral de 

CLN carregados com doxorrubicina e DHA em modelo experimental de tumor 

de mama murino. 
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CAPÍTULO 1 

Avaliação da farmacocinética e biodistribuição de CLN carregados com 

doxorrubicina e DHA 
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1. INTRODUÇÃO 

As alternativas terapêuticas em oncologia incluem cirurgia, radioterapia e 

quimioterapia. O tratamento quimioterápico permanece como uma das 

principais condutas terapêutica, podendo ser utilizado de forma primária, 

terapia adjuvante ou paliativa. O grande desafio no desenvolvimento de 

fármacos antitumorais não reside na capacidade destes agentes em destruir as 

células neoplásicas, mas sim na dificuldade de conferir seletividade a estes 

fármacos a fim de produzir alternativas terapêuticas mais eficazes e seguras 

(KAELIN JUNIOR, 2005). 

Para o desenvolvimento de um novo medicamento, estudos farmacocinéticos e 

de biodistribuição são essenciais. São descritos diferentes métodos para este 

fim, como HPLC (ZHANG et al., 2010) e fluorescência (WHEI et al., 2012). 

Entretanto, essas técnicas apresentam alto custo e difícil preparo de amostras. 

Por esta razão, o uso de isótopos radioativos tem se mostrado uma alternativa 

interessante, pois apresenta alta sensibilidade, e fácil manuseio. 

Adicionalmente, por este método é, ainda, possível a aquisição de imagens 

quantitativas (de BARROS et al., 2012) 

O principal radionuclídeo utilizado nos processos de medicina nuclear é o 

tecnécio-99m, pois esse isótopo apresenta propriedades físicas e químicas 

ideais para um radiofármaco, tais como: meia-vida física de 6,01 horas, 

emissão gama de baixa energia (140 keV), alta disponibilidade do radioisótopo 

a partir de um sistema gerador de Molibdênio-99/Tecnécio-99m (99Mo/99mTc),  

além  de  apresentar  um  custo  relativamente  baixo  (JURISSON et al.,  1993; 

JONES, 1995; MARQUES et al., 2001; YANG et al., 2003). 

Esse capítulo, portanto, relata a marcação com tecnécio-99m e estudos de 

estabilidade dos CLN e da doxorrubicina livre, além de estudos in vivo de 

depuração sanguínea, biodistribuição e imagens cintilográficas, dos dois 

complexos radiomarcados, em animais sadios e acometidos com tumor 

murinho da linhagem 4T1. 
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2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Preparar a formulação de CLN carregadas com doxorrubicina e DHA 

(CLN-DHA-DOX); 

 Caracterizar a formulação quanto ao diâmetro médio, potencial zeta, teor 

de encapsulação; 

 Estabelecer um protocolo de marcação dos CLN com 99mTc;  

 Determinar o rendimento e estabilidade de marcação dos CLN pelo 

99mTc; 

 Caracterizar a 99mTc-CLN-DHA-DOX quanto ao diâmetro médio, 

potencial zeta, teor de encapsulação; 

 Estabelecer um protocolo de marcação da doxorrubicina livre com 99mTc 

(99mTc-DOX); 

 Determinar o rendimento e estabilidade de marcação da doxorrubicina 

livre pelo 99mTc; 

 Realizar estudos de depuração sanguínea da 99mTc-CLN-DHA-DOX e da 

99mTc-DOX  em animais sadios; 

 Realizar estudos de biodistribuição dos 99mTc-CLN-DHA-DOX e de 

99mTc-DOX  em animais sadios e acometidos pelo tumor de mama 

murino 4T1; 

 Realizar imagens cintilográficas da 99mTc-CLN-DHA-DOX e de 99mTc-

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

3.1. MATERIAL 

Cloridrato de doxorrubicina (DOX), ácido cis-4,7,10,13,16,19-

docosahexaenoico (DHA), ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 

trietanolamina (TEA), behenato de glicerila (Compritol  888  ATO®),  

monooleato de sorbitanoetoxilado (SuperRefinedTM  PolysorbateTM  80;  Tween  

80TM), óleo de sésamo, ácido 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 (São Paulo, Brasil). O tecnécio-99m foi obtido de um gerador de 

molibdênio-99/tecnécio-99m (IPEN/Brasil).  A solução de xilazina (Dopaser® 

2%) foi adquirida da Hertape Calier (Juatuba, Brasil). A solução de cloridrato de 

ketamina (Dopalen® 10%) foi fornecida pela Vetbrands Agroline (Campo 

Grande, Brasil). As demais substâncias utilizadas foram de grau reagente, sem 

purificação adicional. 

Os camundongos BALB/c foram adquiridos do Biotério Central da UFMG e 

mantidos sem restrição de água e ração, na sala de experimentação animal do 

laboratório de Farmacotécnica da Faculdade de Farmácia da UFMG.  Todos os 

experimentos realizados em animais foram aprovados pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais (CEUA), sob o protocolo nº 307/2014 (ANEXO 1). 

3.2. MÉTODOS 

3.2.1. Preparo dos CLN 

Os CLN foram preparados pelo método de homogeneização a quente, 

utilizando o agitador Ultra Turrax T-25 e ultrassom com sonda de titânio de alta 

potência (CPX 500, Cole-Palmer Instruments, Vernon Hills, EUA). A 

composição da formulação está representada na tabela 1. A fase oleosa (FO) e 

a fase aquosa (FA) foram pesadas e aquecidas, separadamente, a 85ºC. A FA 

foi lentamente vertida sobre a FO, sob agitação, em Ultra Turrax T-25,a 8.000 

rpm, por dois minutos. Posteriormente, as partículas foram calibradas, em 

relação ao diâmetro, em ultrassom, por 10 minutos (Figura 9). 
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Figura 9. Representação esquemática da preparação dos CLN pelo método de 
homogeneização a quente com ultrassom. 

Tabela 1. Composição dos CLN 

 

Fase Oleosa (FO) % p/v Fase Aquosa (FA) % p/v 

Docosahexaenoico triglicerídeo 

Cloridrato de doxorrubicina 

Trietanolamina 

Compritol 888 ATO® 

Tween 80 

Ácido Oleico 

 

0,4 

0,05 

0,06 

1,10 

1,00 

0,10 

EDTA 

Água purificada q.s.p 

 

 

 

 

0,04 

100,0 

 

3.2.2. Caracterização dos CLN-DHA-DOX 

3.2.2.1. Diâmetro médio, índice de polidispersão (IP) e 

potencial zeta 

O diâmetro médio, a distribuição do tamanho e IP dos CLN foram determinados 

por espectroscopia de correlação de fótons, a 25°C e a um ângulo de 90º. O 

potencial zeta foi determinado por espalhamento dinâmico da luz associado à 

análise da mobilidade eletroforética das partículas a um ângulo de 90° e a 

temperatura de 25°C.  As medidas foram realizadas em equipamento Zetasizer 

Nano ZS90 (Malvern, Inglaterra). As amostras foram diluídas em água MiliQ®, 

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

O teor de encapsulação foi determinado através do método de ultrafiltração, 

sendo calculada pela seguinte fórmula:  

 

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

matriz lipídica) e não encapsulada (solúvel ao meio aquoso). 

DOX total: 

200 μL dos CLN foram transferidos para um balão volumétrico de 10 mL, onde 

foram adicionados 4 mL de tetrahidrofurano (THF), para solubilização dos 

lípides da matriz. O volume foi completado com metanol (MeOH). Essa 

dispersão foi centrifugada por 5 min a 2400 x g e o sobrenadante analisado por 

espectrofotometria no UV-VIS, avaliando a absorbância em comprimento de 

onda λ = 480 nm.   

DOX do ultrafiltrado: 

A concentração da doxorrubicina não encapsulada foi avaliada após a 

ultrafiltração, realizada com dispositivo Amicon® 100 k (Milipore, USA) e 

centrifugação a 2400 x g por 10 min. A alíquota do ultrafiltrado, contendo a 

DOX solúvel, foi diluída em THF/MeOH 40:60 v/v e analisada por 

espectrofotometria no UV-Vis, avaliando a absorbância em comprimento de 

onda λ = 480 nm.   

A fim de eliminar a adsorção da doxorrubicina nos dispositivos de ultrafiltração, 

foi realizado o procedimento denominado “Passivação da membrana”: 

3.2.2.3. Passivação das membranas 

Todos os dispositivos de ultrafiltração utilizados foram mantidos por 

aproximadamente 12 h em contato com uma solução aquosa de Tween 20 a 

5% p/v (solução de passivação). Após esse período, foram realizadas diversas 

lavagens com água destilada para eliminar o excesso dessa solução e as 

membranas ou dispositivos foram utilizados imediatamente. 
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3.2.3. Formação do complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX 

Os CLN foram marcadas pelo tecnécio-99m (99mTc) por método direto, 

utilizando cloreto estanoso di-hidratado (SnCl2.2H2O) como agente redutor. Em 

um frasco de penicilina, contendo 1 mL da formulação, foram adicionados 100 

µL de uma solução de cloreto estanoso em HCl 0,25M (10 mg/ml). O pH foi 

ajustado para 7,0 com solução de NaOH 0,1M. O frasco foi lacrado e foi 

realizado vácuo. Em seguida, 0,5 mL de solução de NaCl 0,9% (p/v) contendo 

37 MBq de pertecnetato de sódio foram adicionados ao frasco, que foi mantido 

sob agitação, em vórtex, por 2 minutos e em temperatura ambiente, por 10 

minutos. 

3.2.4. Formação do complexo 99mTc-DOX 

A DOX foi marcada pelo 99mTc por método direto, utilizando SnCl2.2H2O como 

agente redutor. Preparou-se uma solução de doxorrubicina em tampão fosfato 

salina (PBS), pH 7,4 (1,0 mg/ml). Em um frasco de penicilina, contendo 1mL 

dessa solução, foram adicionados 50 µL de uma solução de cloreto estanoso 

em HCl 0,25M (2 mg/ml). O pH foi mantido em 7,4 com solução de NaOH 0,1M. 

O frasco foi lacrado e foi realizado vácuo. Em seguida, 0,5 mL de solução de 

NaCl 0,9% (p/v) contendo 37 MBq de pertecnetato de sódio foram adicionados 

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

3.2.5. Quantificação de 99mTcO4
- 

A eficiência da marcação foi realizada, para ambos complexos, por 

cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando-se fitas de sílica gel e 

acetona como fase móvel, para determinação de tecnécio livre. 5µL das 

soluções marcadas foram aplicados na base das fitas que, após eluição, foram 

cortadas ao meio e analisadas em um contador de radiação gama (Perkin 

Elmer  Wallac Wizard 1470-020 Gamma Counter, Perkin Elmer Inc., Waltham, 

EUA) - para determinação  da  radioatividade. O tecnécio livre (99mTcO4
-) migra 

com a acetona, enquanto os complexos radiomarcados permanecem no ponto 

de aplicação. 
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3.2.6. Quantificação de 99mTcO2 e purificação dos complexos 

formados 

As suspensões contendo 99mTc-CLN-DHA-DOX e 99mTc-DOX foram purificadas 

através de um filtro de seringa 0,22 m. O tecnécio coloidal (99mTcO2) fica 

retido no filtro e pode ser quantificado pela medida da radioatividade, através 

de contador gama (SHIN et al., 2013).  

3.2.7. Eficiência da marcação 

Após quantificação das impurezas inerentes ao processo de radiomarcação 

com tecnécio-99m foi possível determinar o percentual de doxorrubicina e de 

formulação marcados. O rendimento de marcação foi considerado segundo a 

fórmula abaixo:  

% marcação = 100 - (%99mTcO2 + %99mTcO4
-) 

3.2.8. Caracterização do complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX 

O complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX foi caracterizado quanto ao diâmetro médio, 

IP, potencial zeta e teor de encapsulação, conforme descrito no item 3.2.2.  

3.2.9. . Estudos de estabilidade in vitro  

Foram realizados testes de estabilidade de marcação in vitro, para os dois 

complexos, em presença de solução de NaCl 0,9% (p/v) e plasma de 

camundongo. 

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

Após a marcação, os frascos contendo 99mTc-CLN-DHA-DOX e 99mTc-DOX 

foram mantidos a temperatura ambiente e após os tempos de 1, 2, 4, 6 e 24 

horas alíquotas foram retiradas para a verificação do teor de impurezas através 

de CCD.  
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3.2.9.2.  Plasma de camundongo  

Após a marcação, uma alíquota de 0,09 mL da solução de 99mTc-CLN-DHA-

DOX ou 99mTc-DOX foi retirada e incubada em 1 mL de plasma de camundongo 

a 37°C sob agitação.  Após os tempos de 1, 2, 4, 6 e 24 horas alíquotas foram 

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

3.2.10. Depuração plasmática em animais sadios 

Alíquotas de 0,1 mL da solução contendo o complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX ou 

99mTc-DOX foram injetadas pela veia caudal de seis camundongos BALB/c 

fêmeas, para cada complexo radiomarcado. Foi realizada uma incisão 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 

após a administração dos complexos marcados. Os tubos foram pesados e 

levados ao contador gama para determinação da radioatividade. Uma atividade 

padrão contendo a mesma quantidade de radioatividade injetada nos animais 

foi contada simultaneamente em um tubo separado, para corrigir os cálculos 

pelo decaimento físico do 99mTc. Os resultados foram expressos em percentual 

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

3.2.11. Biodistribuição dos complexos em animais sadios 

Foram utilizados 18 camundongos BALB/c sadios, pesando 18-22g, para cada 

complexo radiomarcado. Os animais foram divididos em três grupos, nos quais 

cada animal recebeu, pela veia caudal, 3,7 MBq da solução contendo o 

complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX ou 99mTc-DOX. Após os tempos de 1, 4 e 8 

horas os animais foram anestesiados com solução de Ketamina (80 mg/Kg) e 

Xylazina (15 mg/Kg) e, em seguida, submetidos à  eutanásia.  Órgãos e tecidos 

como: fígado, baço, rins, estômago, coração, pulmão, sangue, intestinos, 

músculo, tireoide, foram retirados, pesados e levados ao contador gama para 

determinação da radioatividade. Os resultados foram expressos em percentual 

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

sadios 

Em seis animais BALB/c sadios foram administrados, por via endovenosa, 37 

MBq da solução de 99mTc-CLN-DHA-DOX ou 99mTc-DOX. As imagens foram 

adquiridas nos tempos de 1, 4 e 8 horas após a administração dos complexos 

radiomarcados. Os camundongos foram anestesiados e mantidos em posição 

de decúbito ventral sob a gama câmara (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 câncer mamário murinho 4T1 foi desenvolvido em camundongos BALB/c 

fêmeas com 6-8 semanas de vida. Os camundongos foram mantidos em área 

com controle de luminosidade, com livre acesso a água e ração. As células 4T1 

foram cultivadas em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino a 10%, 

penicilina 100 UI/mL, estreptomicina 100 µg/mL, em câmara com 5% de CO2, 

95% de umidade e 37ºC. Após 3-5 dias de cultivo, as células foram 

tripsinizadas e a viabilidade celular foi avaliada após coloração com o Trypan 

Blue. A concentração da suspensão de 4T1 foi ajustada para 2,5x106 células 

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

3.2.14. Biodistribuição 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 solução  contendo o complexo 

99mTc-CLN-DHA-DOX ou 99mTc-DOX. Após os intervalos de tempo de 1, 4, 8 e 

24 horas os animais foram anestesiados com solução de Ketamina (80 mg/Kg) 

e Xylazina (15 mg/Kg) e, em seguida, submetidos à  eutanásia. Órgãos e 

tecidos como: fígado, baço, rins, estômago, coração, pulmão, sangue, 
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intestinos, tumor, músculo, tireoide, foram retirados, pesados e levados ao 

contador gama para determinação da radioatividade, e os resultados foram 

expressos em percentual da dose injetada por grama de tecido (% ID/g).    

3.2.15. Imagens cintilográficas dos complexos em animais 

acometidos pelo tumor  

Em seis animais BALB/c acometidos pelo tumor, foram administrados, por via 

endovenosa, 37 MBq da solução de 99mTc-CLN-DHA-DOX ou 99mTc-DOX. As 

imagens foram adquiridas nos intervalos de tempo de 1, 4, 8 e 24 horas após a 

administração dos complexos radiomarcados. Os camundongos foram 

anestesiados e mantidos em posição de decúbito ventral sob a gama câmara 

(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 regiões de interesse (ROI) 

pelo delineamento ao redor da área alvo (tumor) e da área não-alvo (músculo 

contralateral).  

3.2.16. Análise estatística  

Os valores médios e os desvios-padrão (sd) foram calculados para todos os 

experimentos descritos acima. A análise estatística foi feita por meio de análise 

de variância (ANOVA), seguido do pós-teste de Tukey. Um nível de p< 0,05 foi 

aceito como estatisticamente significativo. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. PREPARO E CARACTERIZAÇÃO DOS CLN 

Os valores de diâmetro médio das partículas, índice de polidispersão (IP), 

potencial zeta e teor de encapsulação para os CLN carregados com 

doxorrubicina e DHA (CLN-DHA-DOX) estão representados na tabela 2.     

Tabela 2. Diâmetro médio, IP, potencial zeta e teor de encapsulação da formulação CLN-DHA-

DOX* 

Diâmetro 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 padrão (n =3). 

Os CLN apresentaram diâmetro de aproximadamente 65 nm. Diâmetros na 

faixa de 50 a 200 nm são preferíveis. Partículas menores que 10 nm são 

rapidamente filtradas pelos rins e partículas maiores que 300 nm são 

facilmente reconhecidas pelo sistema imune, opsonizadas e removidas da 

circulação pelas células do fagocitário mononuclear (LI et al., 2012; MAEDA et 

al. 2009; TORCHILIN, 2011) O IP reflete a distribuição do tamanho das 

vesículas na dispersão 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 compatível para administração endovenosa (YOON et 

al., 2013). 

O potencial zeta da naonoformulação apresentou valor negativo e elevado (em 

módulo). Este valor elevado pode ser atribuído à ionização do ácido oleico, que 

está em excesso na composição. Potencial zeta acima de 25 mV, em módulo, 

confere maior estabilidade à formulação, pois a repulsão eletrostática entre as 

partículas evita a agregação entre elas (MULLER & MADER, 2000).  

O alto teor de encapsulação se deve à formação de um par iônico entre a 

doxorrubicina e o ácido oleico (Figura 10), que é capaz de aumentar a 

lipofilicidade da doxorrubicina, fármaco hidrofílico, fazendo com que fique retida 

na matriz lipídica. Nessa formulação, o DHA age como o lipídio líquido, 
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conferindo imperfeições na estrutura cristalina o que pode levar a maior 

acomodação das moléculas dos fármacos, além do controle da sua liberação 

(MUSSI, 2013).  

 

Figura 10. Esquema de um CLN carregado com doxorrubicina como par iônico com ácido 

oleico e DHA como lipídio líquido (círculos cinzas) (MUSSI, 2013). 

4.2. PUREZA RADIOQUÍMICA E ESTUDOS DE ESTABILIDADE 

PARA 99mTc-CLN-DHA-DOX 

O complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX apresentou pureza radioquímica igual a 

95,31% ± 0,92 (n = 5).  Esses resultados foram altamente reprodutíveis durante 

todo o período de experimentos.  

A presença de impurezas radioquímicas resulta em imagens de baixa 

qualidade devido à alta radiação de fundo ao redor dos tecidos e no sangue, 

além de expor o paciente a uma dose desnecessária de radiação (THEOBALD, 

1990).  Por isso, é preconizado na literatura que o rendimento de marcação de 

um produto para estudos de biodistribuição seja superior a 90% (TRHALL & 
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ZIESSMAN, 2003; SAHA, 2010; USP, 2012). Desta forma, o complexo 99mTc-

CLN-DHA-DOX apresentou resultados satisfatórios para os estudos 

subsequentes. 

O complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX foi caracterizado quanto ao diâmetro médio, 

IP, potencial zeta e teor de encapsulação e os valores estão apresentados na 

tabela 3. Pode-se observar um aumento significativo no diâmetro da 

formulação, bem como uma diminuição do potencial zeta em comparação com 

os CLN não marcados Isso provavelmente se deve à complexação com os 

átomos de tecnécio, que têm caráter positivo. A diminuição significativa do IP 

provavelmente se deve à etapa de filtração em filtro 0,22 μm, no qual 

populações maiores que 200 nm ficam retidas no filtro. O teor de encapsulação 

não foi afetado significativamente, o que indica que a marcação não interfere 

na liberação do fármaco. Esses dados sugerem que o processo de 

radiomarcação não interfere na integridade da partícula, e, muito 

provavelmente, ocorre na superfície da nanoestrutura. 

Tabela 3. Diâmetro médio, IP, potencial zeta e teor de encapsulação do complexo 99mTc-CLN-

DHA-DOX* 

Tamanho (nm) 72,5 ± 2,6 

IP 0,139 ± 0,006 

Potencial zeta (mV) -21,7 ± 2,2 

%TE 95,73 ± 3,27 

* Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão (n =3). 

A figura 11 mostra a estabilidade do complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX, em 

função do tempo, em salina e em plasma de camundongo a 37ºC. 
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Figura 11. Curva da pureza radioquímica em função do tempo para o complexo 99mTc-CLN-

DHA-DOX em salina e em plasma de camundongo. 

O complexo apresentou alta estabilidade nos intervalos de tempos avaliados, 

mantendo-se pureza radioquímica próxima a 90% mesmo após 24 horas. 

Esses achados estão em consonância com aqueles descritos por REDDY et al. 

(2005), os quais descreveram alta estabilidade para NLS marcadas com 

tecnécio-99m e carregadas com etoposídeo. 

É de extrema importância que a ligação entre o radioisótopo e o agente de 

interesse seja estável ao longo do tempo. Caso contrário, pode haver erros de 

interpretação dos dados farmacocinéticos e de biodistribuição, uma vez que o 

destino do tecnécio livre não reflete a distribuição do nanocarreador e o objeto 

de acompanhamento passa a ser o radionuclídeo livre no organismo (de 

BARROS et al, 2012). Portanto, esses resultados credenciam a formulação 

CLN-DHA-DOX marcada com tecnécio-99m aos estudos em animais, como 

determinação do perfil de depuração sanguínea, biodistribuição e imagem.   

4.3. PUREZA RADIOQUÍMICA E ESTUDOS DE ESTABILIDADE 

PARA 99mTc-DOX 

O complexo 99mTc-DOX apresentou pureza radioquímica igual a 98,62 ± 0,44 

(n=5). Esses resultados foram altamente reprodutíveis durante todo o período 

de experimentos, além de adequados para experimentos in vivo, por 

apresentarem rendimento de marcação superior a 90%. 
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A figura 12 mostra a estabilidade do complexo 99mTc-DOX, em função do 

tempo, em salina e em plasma de camundongo a 37ºC.  Pode-se observar que 

o complexo apresentou alta estabilidade nos intervalos de tempos avaliados, 

mantendo-se pureza radioquímica próxima a 90% mesmo após 24 horas. Esse 

achado encontra-se de acordo com estudos anteriores, os 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 partícula CLN-DHA-DOX a alta estabilidade do complexo 99mTc-

DOX possibilita o seu estudo em animais para determinação do perfil de 

depuração sanguínea, biodistribuição, além da aquisição de imagens 

cintilograficas. 

A encapsulação do complexo 99mTc-DOX nos CLN não foi possível, uma vez 

que ocorre uma competição pelo grupo amino da doxorrubicina. Esse grupo 

químico é responsável tanto pela complexação da doxorrubicina com o 

tecnécio, quanto pela formação do par iônico com o ácido oleico. Além disso, o 

processo do preparo da formulação também foi prejudicial para a complexação 

da doxorrubicina com o tecnécio.  
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Figura 12. Curva da pureza radioquímica em função do tempo para o complexo 99mTc-DOX em 

salina e em plasma de camundongo. 
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4.4. DEPURAÇÃO PLASMÁTICA EM ANIMAIS SADIOS 

As curvas de depuração sanguínea, para ambos complexos radiomarcados, 

estão representadas na figura 13. Os parâmetros farmacocinéticos estão 

representados na tabela 4. 
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Figura 13. Curva da depuração sanguínea para os complexos 99mTc-CLN-DHA-DOX e 99mTc-

DOX em  animais BALB/c (n=5). 

Tabela 4. Parâmetros farmacocinéticos para 99mTc-CLN-DHA-DOX e 99mTc-DOX 

 99mTc-CLN-DHA-DOX 99mTc-DOX 

T1/2 α (min) 38,69 4,45 

T1/2 β (min) 516,5 277,2 

ASC (%ID·min−1) 5796 2633 

T1/2 α = tempo de meia vida de distribuição; T1/2 β tempo de meia vida de eliminação; 

ASC=área sob a curva 

Observa-se um decaimento bifásico para os dois complexos, com tempos de 

circulação relativamente longos. O T1/2α do CLN é 8,6 vezes maior que aquele 

observado para a doxorrubicina livre, ou seja, a nanopartícula circula por um 

tempo maior até que comece a ser eliminada pelo organismo. Há um aumento 

de quase duas vezes para o T1/2β e área sob a curva da formulação (ASC), ou 
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seja, o tempo necessário para a eliminação da formulação também é maior 

quando comparada à doxorrubicina livre. 

BELOQUI et al. (2013), também encontraram longo tempo de circulação para 

CLN, uma vez que o complexo radiomarcado se mostrou estável por mais de 

24 horas, e a radioatividade pode ser detectada no sangue 24 horas após a 

administração 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 PEGladas. 

O diâmetro reduzido da 99mTc-CLN-DHA-DOX, combinado com a presença de 

um tensoativo hidrofílico (Tween 80) podem justificar o tempo de circulação 

prolongado da formulação. O Tween 80 apresenta cadeias de polietilenoglicol 

(PEG), as quais apresentam potencial para promover propriedades furtivas 

para as nanopartículas. Modificação da superfície por adição de PEG é uma 

estratégia já bem estabelecida para prolongar o tempo de meia vida de 

nanocarreadores (BELOQUI et al, 2013). 

O uso de PEG para aumentar o tempo de circulação de nanossistemas foi 

descrito primeiramente para lipossomas. O revestimento de nanopartículas 

com PEG resulta na formação de uma camada polimérica na superfície da 

partícula, que é impermeável a outros solutos e impede, estericamente, a 

interação e ligação dos componentes sanguíneos com a sua superfície, 

impedindo assim a opsonização do carreador e captura pelo SFM 

(TORCHILIN, 2009). 

4.5. ESTUDOS DE BIODISTRIBUIÇÃO E IMAGENS 

CINTILOGRÁFICAS EM ANIMAIS SADIOS 

O perfil de biodistribuição 1, 4 e 8 horas após a administração do complexo 

99mTc-CLN-DHA-DOX e 99mTc-DOX estão representados nas tabelas 5 e 6, 

respectivamente. 
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Tabela 5. Biodistribuição do complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX em animais sadios 1, 4 e 8h após 

a administração. (n = 6) 

Órgãos 1 hora* 4 horas* 8 horas* 

Fígado 44,55 ± 5,99 41,26 ± 1,59 43,10 ± 3,14 

Baço 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 

Estômago 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 

Coração 1,76 ± 0,22 0,99 ± 0,06 0,97 ± 0,25 

Pulmões 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 

Músculo 0,59 ± 0,18 0,41 ± 0,19 0,56 ± 0,66 

*Todos os dados foram expressos como média da dose injetada do 99mTc-CLN-DHA-DOX por 

grama de tecido, ± desvio padrão. 

Tabela 6. Biodistribuição do complexo 99mTc-DOX em animais sadios 1, 4 e 8h após a 

administração. (n = 6)  

Órgãos 1 hora* 4 horas* 8 horas* 

Fígado 5,86 ± 0,37 4,90 ± 0,49 4,81 ± 0,40 

Baço 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 

Estômago 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 

Coração 0,74 ± 0,05 0,47 ± 0,04 0,46 ± 0,06 

Pulmões 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 

Músculo 0,42 ± 0,11 0,25 ± 0,09 0,25 ± 0,07 

*Todos os dados foram expressos como média da dose injetada do 99mTc-DOX por grama de 

tecido, ± desvio padrão. 

Para a doxorrubicina livre, pode-se observar um maior acúmulo nos rins, 

seguido pelo fígado e intestinos, o que indica as vias de excreção, tanto renal, 

quanto hepática-biliar, do fármaco. Esses resultados também podem ser 

confirmados pelas imagens cintilográficas (Figura 14). KUMAR et al (2011), 
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REDDY et al (2004) e ARAUJO et al (2015) encontraram um perfil de 

biodistribuição similar para a doxorrubicina marcada com o tecnécio-99m. WEI 

et al (2012), encontraram, em um estudo utilizando a técnica de fluorescência 

para quantificação, um perfil similar de distribuição, o que indica que a 

presença do átomo de tecnécio não altera a farmacocinética do fármaco.  

Os estudos de biodistribuição, bem como as imagens cintilográficas (figura 15), 

mostraram que o complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX apresenta maior captação 

em  órgãos  do  sistema  fagocitário mononuclear (SFM), como fígado e baço, 

quando comparado com  os dados obtidos nos estudos  com  o  complexo 

99mTc-DOX livre. Esses achados estão em consonância com a literatura, uma 

vez que já é amplamente descrito que nanopartículas são rapidamente 

opsonizadas e retiradas da circulação por macrófagos do SFM (SNEHALATHA 

et al., 2008; HALEY et al., 2008). Além disso, também houve captação nos rins 

e intestino, indicando a metabolização e eliminação das nanopartículas do 

organismo. 

Pode-se observar que a captação do coração é maior para a formulação em 

comparação com o fármaco livre, em todos os tempos analisados. No entanto, 

essa captação, provavelmente, não reflete em maior acúmulo pelo órgão em si, 

mas sim, ao maior tempo de circulação sanguínea da formulação. Ou seja, a 

maior concentração dos CLN no sangue, que circula pelo coração, reflete a 

uma captação aparentemente maior para o órgão.   

Pode-se observar também que, para ambos complexos, os demais órgãos 

avaliados, principalmente estômago e tireoide, apresentaram baixa captação 

durante todo o experimento. Esse dado é de extrema relevância, pois sugere 

que o teor de 99mTcO4
-, uma das impurezas radioquímicas decorrente do 

processo de marcação, e o tecnécio em sua forma livre, decorrente de baixa 

estabilidade do sistema, estão dentro dos limites preconizados, uma vez que é 

sabido que sua captação ocorre, preferencialmente, por tireoide e estômago. 

(THRALL & ZIESSMAN, 2003).  
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Figura 14. Imagens cintilográficas após administração intravenosa do complexo 99mTc-DOX em 

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

 

Figura 15. Imagens cintilográficas após administração intravenosa do complexo 99mTc-CLN-

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

4.6. ESTUDOS DE BIODISTRIBUIÇÃO E IMAGENS 

CINTILOGRÁFICAS EM ANIMAIS COM TUMOR DE MAMA 

MURINO 4T1 

As figuras 16 e 17 representam o perfil de biodistribuição em animais 

acometidos com tumor de mama murino 4T1, para 99mTc-DOX e 99mTc-CLN-

DHA-DOX, respectivamente. 
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Figura 16. Biodistribuição do complexo 99mTc-DOX, após administração intravenosa, em  

animais BALB/c acometidos pelo tumor de mama murino 4T1 (n = 6) (Inset: captação pelo 

tumor e músculo 1, 4, 8 e 24 h após a injeção). Todos os dados foram expressos como média 

da dose injetada de 99mTc-DOX por grama de tecido, ± desvio padrão. 

 

Figura 17. Biodistribuição do complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX, após administração intravenosa, 

em  animais BALB/c acometidos pelo tumor de mama murino 4T1 (n = 6) (Inset: captação pelo 

tumor e musculo 1, 4, 8 e 24 h após a injeção). Todos os dados foram expressos como média 

da dose injetada de 99mTc-CLN-DHA-DOX por grama de tecido, ± desvio padrão. 
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Os resultados obtidos não mostraram diferenças significativas no perfil de 

excreção, quando comparados com aqueles obtidos em animais sadios, ou 

seja, observou-se elevada captação renal e hepática para a doxorrubicina livre 

e alta captação hepática para o CLN. Pode-se observar também que houve 

maior captação pelo tumor, quando comparado com o músculo contralateral, 

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

As imagens cintilográficas obtidas (Figuras 18 e 19) também apresentaram 

maior captação pelo tumor quando comparado ao músculo controle (pata 

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

 

Figura 18. Imagens cintilográficas após administração intravenosa do complexo 99mTc-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 cintilográficas após administração intravenosa do complexo 99mTc-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 relações tumor/músculo e tumor/sangue (figura 20), bem como a 

relação alvo/não alvo, obtida a partir da quantificação das imagens 

cintilográficas (figura 21), pode-se sugerir maior especificidade da formulação 

pelo tecido tumoral quando comparado com a doxorrubicina livre. 
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Figura 20. Relações tumor/músculo (A) e tumor/sangue (B) para os complexos radiomarcados 

1, 4, 8 e 24 h após a administração. Asterisco significa diferença significativa entre os grupos 

no tempo investigado (p < 0,05). 
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Figura 21. Relações alvo/não alvo, obtidas através da quantificação das imagens cintilográficas 

1, 4, 8 e 24 horas após a administração dos complexos radiomarcados Asterisco indica 

diferença significativa entre os grupos no tempo investigado (p<0,05). 

Pode-se observar um aumento gradual e significativo nas relações para a 

99mTc-CLN-DHA-DOX em função do tempo. As altas relações tumor/músculo 

indicam maior afinidade do complexo pelo tecido tumoral. No tempo de 24 

horas a captação do complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX pelo tumor foi 

A B 
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aproximadamente 6 vezes maior que a captação pelo músculo, enquanto  para 

o complexo 99mTc-DOX essa relação foi aproximadamente 3 no mesmo tempo 

analisado. Estes achados sugerem que a nanopartícula acumula cerca de duas 

vezes mais no tumor que o fármaco livre após 24 horas da administração. Esse 

acúmulo se deve, além do longo tempo de circulação apresentado pela 

formulação, provavelmente, ao efeito EPR, uma vez que permite o acúmulo de 

nanopartículas ao tecido tumoral, devido às fenestrações dos vasos 

sanguíneos, e dificulta sua eliminação, devido ao colapso dos vasos linfáticos 

(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 relação tumor/sangue, principalmente em 24 horas, podem 

confirmar essa hipótese. No tempo de 24 horas, a relação tumor/sangue para o 

complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX foi igual a 2, ou seja, a captação do tumor foi o 

dobro da captação do sangue. Isso sugere que o acúmulo no tecido tumoral 

não se deve apenas à vascularização na região.  

Os estudos de biodistribuição são uma importante ferramenta para ensaios pré-

clinicos com o intuito de avaliar novas formulações com direcionamento ao 

tecido tumoral. No entanto, para uma efetiva translação para a clínica se faz 

necessário o uso de técnicas menos invasivas que viabilizem o estudo em 

humanos. Neste contexto, a obtenção de imagens cintilográficas é uma 

poderosa alternativa para obter dados quantitativos, reprodutíveis e por um 

método praticamente não invasivo.  

Por meio da análise das imagens é possível obter as relações alvo (tumor)/ não 

alvo (músculo contra lateral), assim como foi realizado para os estudos de 

biodistribuição.  Como esperado, nas imagens também foi possível observar 

um acúmulo preferencial no tumor pela formulação em tempos mais longos. 

Diferentemente do encontrado na biodistribuição, a partir de 4 horas já foi 

possível observar diferença estatística nas relações alvo/não alvo para o 

complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX em comparação com as relações obtidas após 

administração do complexo 99mTc-DOX. Essa discrepância pode ser devido às 

diferenças de sensibilidade apresentadas pelas técnicas. No entanto, cabe 

ressaltar que no tempo de 24 horas após a administração, a relação para o 
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CLN foi aproximadamente o dobro daquela encontrada para 99mTc-DOX. Essa 

proporção segue o perfil encontrado nos estudos de biodistribuição.   

REDDY et al (2005) também obtiveram maior acúmulo no tumor principalmente 

24 horas após a administração, em um estudo avaliando a biodistribuição de 

NLS carregadas com etoposídeo em camundongos portadores de linfoma de 

Dalton. 

ELBAYOUMI E TORCHILIN (2009) marcaram com índio-111, lipossomas de 

circulação prolongada, carregados com doxorrubicina, modificados com 

anticorpos monoclonais, para estudos de biodistribuição. Também houve um 

maior acúmulo da formulação pelo tumor 24 h e até 48 h após a administração 

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

Foi possível obter os complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX e 99mTc-DOX com alta 

pureza radioquímica com estabilidade satisfatória até 24 horas. Para o 

complexo 99mTc-CLN-DHA-DOX observou-se aumento do tamanho e 

diminuição do potencial zeta em comparação com o CLN não marcado, mas 

sem comprometimento da nanoestrutura 

Os estudos em animais sadios demonstraram o ganho no tempo de meia vida 

e área sob a curva para 99mTc-CLN-DHA-DOX comparado ao complexo 99mTc-

DOX. 

Os estudos de biodistribuição e imagens cintilográficas para 99mTc-DOX 

demonstraram acúmulo renal e hepático, o que indica as vias de eliminação do 

fármaco, além de baixo acúmulo em tireoide e estômago, indicando 

estabilidade do complexo radiomarcado. 

Os estudos de biodistribuição e imagens cintilográficas para 99mTc-CLN-DHA-

DOX demonstraram acúmulo hepático, esperado para nanopartículas devido à 

captação pelo SFM, além de baixo acúmulo em tireoide e estômago, indicando 

estabilidade do complexo radiomarcado. 

Os estudos de biodistribuição e imagens cintilográficas em animais acometidos 

pelo tumor de mama murino 4T1 demonstraram que ambos complexos 

radiomarcados apresentam maior acúmulo no tumor quando comparado com o 

músculo contra-lateral. No entanto, pode-se sugerir que 99mTc-CLN-DHA-DOX 

apresenta maior afinidade pelo tecido tumoral, devido as altas razões 

tumor/sangue e tumor/músculo no tempo de 24 horas. 
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CAPÍTULO 2 

Avaliação da atividade antitumoral de CLN carregados com doxorrubicina 

e DHA em modelo experimental de câncer de mama 
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1. INTRODUÇÃO 

Diversos estudos mostrando o potencial das NLS e dos CLN como sistemas 

carreadores de fármacos antitumorais têm 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 

fármaco livre levando ao maior acúmulo no tumor resultando na inibição do 

crescimento tumoral.  

O modelo experimental 4T1 é uma linhagem celular altamente tumorigênica, 

pouco imunogênica, com características de crescimento e metástases 

semelhantes a um tumor de mama humano em estádio IV (GARCIA, 2014). 

Estudos anteriores já demonstraram seu uso como um modelo na terapia 

experimental do câncer. Além disso, esse modelo vem sendo usado para 

explorar o potencial de novas terapias anti-angiogênicas e tratamento com 

múltiplos quimioterápicos (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 formulação. 

Nesse capítulo, portanto, está descrito o estudo da atividade antitumoral da 

formulação 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 segurança dessa formulação. 
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2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Preparar os diferentes CLN para os diferentes tratamentos (CLN-branca, 

CLN-DOX, CLN-DHA-DOX); 

 Caracterizar os CLN quanto ao diâmetro médio, potencial zeta, teor de 

encapsulação; 

 Avaliar, comparativamente, a atividade antitumoral das formulações 

CLN-DHA-DOX, CLN-DOX, CLN-branca, e da doxorrubicina livre, por 

meio da medida do volume do tumor, cálculo da inibição de crescimento 

do tumor e análises histopatológicas dos tumores; 

 Avaliar o potencial das formulações em inibir o aparecimento de 

metástases por meio da análise histológica do pulmão; 

 Avaliar a sobrevida dos animais tratados com as formulações CLN-DHA-

DOX, CLN-branca e com a doxorrubicina livre; 

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

animais e análises histopatológicas de órgãos; 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

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 (São Paulo, Brasil). A solução 

de xilazina (Dopaser® 2%) foi adquirida da Hertape Calier (Juatuba, Brasil). A 

solução de cloridrato de ketamina (Dopalen® 10%) foi fornecida pela Vetbrands 

Agroline (Campo Grande, Brasil). As demais substâncias utilizadas foram de 

grau reagente, sem purificação adicional. 

Os camundongos BALB/c foram adquiridos do Biotério Central da UFMG e 

mantidos sem restrição de água e ração, na sala de experimentação animal do 

laboratório de Farmacotécnica da Faculdade de Farmácia da UFMG.  Todos os 

experimentos realizados em animais foram aprovados pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais (CEUA), sob o protocolo nº 293/2014 (ANEXO 2). 

3.2. MÉTODOS 

3.2.1. Preparo das formulações e solução de doxorrubicina 

As formulações foram preparadas conforme descrito no item 3.2.1 do capítulo 

1. Foram utilizadas: formulação CLN-DHA-DOX (0,5 mg/ml), uma formulação 

em que o DHA foi substituído pelo óleo de sésamo, lipídeo líquido sem 

atividade, (CLN-DOX), também na concentração de 0,5 mg/ml e uma 

formulação sem a incorporação da doxorrubicina (CLN-branca), na qual o DHA 

também foi substituído. Para a veiculação do fármaco livre, foi preparada uma 

solução aquosa de cloridrato de doxorrubicina, com concentração de 0,72 

mg/ml. 

3.2.2. Caracterização das formulações 

As formulações foram caracterizadas quanto ao diâmetro médio, IP, potencial 

zeta e teor de encapsulação, conforme descrito no item 3.2.2 do capítulo 1. 
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3.2.3. Desenvolvimento do modelo tumoral em camundongos  

O câncer mamário murino 4T1 foi desenvolvido em camundongos BALB/c 

fêmeas com 7-8 semanas de vida. Os camundongos foram mantidos em área 

com controle de luminosidade, com livre acesso a água e ração. As células 4T1 

foram cultivadas em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino a 10%, 

penicilina 100UI/ml e estreptomicina 100 µg/ml, em câmara com 5% de CO2, 

95% de umidade e 37ºC. Após 3-5 dias de cultivo, as células foram 

tripsinizadas e a viabilidade celular foi avaliada após coloração com o Trypan 

Blue. A concentração da suspensão de 4T1 foi ajustada para 2,5 x 106 células 

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

3.2.4. Tratamento 

No sétimo dia após o inóculo, quando os tumores se apresentaram palpáveis, 

com cerca de 100 mm³, os animais foram aleatoriamente divididos em quatro 

grupos experimentais, os quais receberam solução de DOX, CLN-DHA-DOX, 

CLN-DOX e CLN-branca. A administração dos diferentes tratamentos foi 

realizada por via intravenosa, perfazendo um total de 4 administrações 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 administração foi considerado o dia 0 do 

estudo e, as formulações foram administradas nos dias 0 (D0), 2 (D2), 4 (D4) e 

6 (D6) - (Figura 22).O acompanhamento dos animais foi feito até o dia 10 (D10) 

a partir do início do tratamento, correspondente ao 17º dia após o inóculo. 

Nesse dia, os animais foram anestesiados por via intraperitonial com solução 

de ketamina (80 mg/Kg) e xilazina (15 mg/kg), eutanasiados e os tumores, 

coração, rins e pulmões foram removidos e armazenados em solução 

tamponada de formol 10% para posterior análise histopatológica.  

Adicionalmente, foi avaliada a sobrevida dos animais após o mesmo esquema 

de tratamento descrito. Os animais, mantidos na sala de experimentação 

animal do Laboratório de Farmacotécnica da UFMG, sem restrição de água e 

ração, foram tratados com CLN-branca, CLN-DHA-DOX e DOX livre. Os 

animais foram acompanhados diariamente e parâmetros como peso e volume 

tumoral foram avaliados. Animais que atingissem perda de peso superior a 

20% ou volume tumoral superior a 1000 mm³ 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 início do tratamento, a cada dois dias. 

O volume do tumor foi determinado pela medida do menor e maior diâmetro 

tumoral, que representam, respectivamente, d1 e d2. As medidas foram 

realizadas com o auxílio de um paquímetro (Mitutoyo, MIP/E-103). O volume 

tumoral foi calculado utilizando a seguinte equação (ROLLAND, 2009):  

V = (d1)² x d2 x 0,5 

No final do período experimental, o volume relativo do tumor (VRT) em relação 

ao dia inicial (D0) foi mensurado, considerando-se o volume inicial como 100% 

e calculando-se a porcentagem de aumento ou redução do volume de acordo 

com esse volume inicial, de acordo com a seguinte equação (LEITE, 2012):  

VRT = volume tumoral em D10 /volume tumoral em D0 

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

determinada mediante o emprego da seguinte fórmula (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 variação conforme a 

equação: 

Variação de peso (g) = Peso em D10 – Peso em D0 
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3.2.6. Avaliação histopatológica dos órgãos  

Para análise histopatológica, os tumores, os rins, o coração e os pulmões 

foram removidos, lavados com solução de NaCl 0,9% (p/v) e fixados em formol 

tamponado a 10% (v/v) por um período de 24 horas. Os fragmentos dos tecidos 

foram incluídos em blocos de parafina, seccionados em cortes de 5 µm de 

espessura e  corados  pelo  método  hematoxilina-eosina.  As imagens foram 

obtidas usando um microscópio óptico conectado a uma câmera digital Spot 

Insight Color adaptado a um microscópio Olympus BX-40 e o software de 

captura SPOT® versão 3.4.5. 

3.2.7. Análise estatística 

Os valores médios e desvio-padrão (d.p) foram calculados para os 

experimentos.  As análises estatísticas foram realizadas por meio de análise de 

variância (ANOVA), seguido de pós-teste de Tukey. Para variação do volume 

tumoral foi utilizado o modelo de regressão. Um nível de p<0,05 foi 

considerado como estatisticamente significativo. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. PREPARO E CARACTERIZAÇÃO DAS FORMULAÇÕES 

Os valores de diâmetro médio das partículas, IP, potencial zeta e teor de 

encapsulação para as formulações utilizadas para o tratamento dos animais 

estão apresentados na tabela 7. 

Tabela 7. Valores de diâmetro médio, IP, potencial zeta e teor de encapsulação das 

formulações CLN-branca, CLN-DHA-DOX e CLN-DOX 

 CLN-branca CLN-DHA-DOX CLN-DOX 

Diâmetro médio (nm) 60 69 65 

IP 0,204 0,177 0,204 

Potencial zeta (mV) -31,9 -30,7 -26,30 

TE (%) - 95,41 96,30 

 

As três formulações apresentaram características desejáveis para 

administração intravenosa. As diferenças observadas para o diâmetro e 

potencial zeta se devem, provavelmente, às diferenças na composição das 

formulações. A incorporação da doxorrubicina, e/ou DHA, leva a um ligeiro 

aumento do tamanho do CLN. As três formulações apresentaram IP menor que 

0,3, o que indica boa homogeneidade do sistema. O potencial zeta é negativo 

para as três formulações devido a ionização do ácido oleico, que é adicionado 

em excesso ao meio. O alto teor de encapsulação se deve ao par iônico 

formado entre a doxorrubicina e ácido oléico. 

4.2. VOLUME TUMORAL 

Na figura 23 estão representadas as variações do volume tumoral em função 

do tempo para os diferentes tratamentos. Pode-se observar um aumento 

contínuo do volume do tumor para o grupo tratado com a CLN-branca (grupo 

controle). Para os animais tratados com solução de doxorrubicina livre foi 

observado um menor crescimento do tumor em comparação ao grupo controle. 

No entanto, os animais que receberam o fármaco 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 fármaco foi administrado em CLN 

(CLN-DOX e CLN-DHA-DOX) nenhuma morte foi observada, indicando a 

menor toxicidade das formulações empregadas. Adicionalmente, observou-se 

controle do crescimento tumoral para os animais tratados com as duas 

formulações. 
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Figura 23. Variação do volume tumoral em função 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 análise de regressão e, os 

diferentes modelos matemáticos utilizados, bem como os coeficientes de 

determinação, estão apresentados na tabela 8. Para o grupo tratado com CLN-

DHA-DOX a análise de regressão permitiu definir um coeficiente de correlação 

(r²) igual a 0,0075. No entanto, alguns estudos descrevem que para ensaios in 

vivo a regressão é aceita quando o valor de r² é igual ou maior que 0,8 

(TAVARES, 2004). Por esse motivo, nenhum modelo de regressão foi aplicado 

a esse grupo experimental. Pode-se observar que a administração dessa 

formulação inibiu de maneira significativa o crescimento tumoral, como pode 



81 
 

ser evidenciado pela ausência de alteração do volume tumoral durante todo o 

período experimental (Figura 23). Esse fato justifica a ausência de equação a 

partir da análise de regressão para esse grupo. 

Tabela 8. Análise de regressão da atividade antitumoral 

Tratamento Modelo de regressão r2 

CLN-branca y = 8,52x2 + 34,85x + 39,37 0,9899 

DOX y = 52,1x + 1,26 0,9250 

CLN-DOX y = 2,03x2 – 0,196x + 8,91 0,9100 

CLN-DHA-DOX N.A N.A 

N.A não aplicável 

No grupo de camundongos tratados com CLN-DOX também foi observada 

maior inibição do crescimento tumoral em relação ao grupo tratado com DOX. 

A análise de regressão demonstrou diferença estatística significativa entre 

CLN-DOX e DOX livre, já que apresentaram modelos matemáticos 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 formulação.  

Os dados referentes ao volume relativo tumoral (VRT) e índice de inibição do 

crescimento (IC), que estão representados na tabela 9, confirmam a análise de 

regressão. Todos os grupos de tratamento apresentaram diferença 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 fármaco livre. Mais uma vez é 

possível 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 formulação sem DHA.  

Similarmente ao VRT, a avaliação do percentual de inibição do crescimento 

(IC) permite comparar a eficácia do tratamento em comparação ao grupo não 

tratado. O grupo que recebeu o fármaco livre apresentou um IC igual a 56,2%. 

Esse valor foi inferior ao apresentado pelo grupo que recebeu a formulação 
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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 Inibição do Crescimento (IC) dos 

grupos em função do tratamento 

Tratamento VRT (média ± dp) IC (%) 

CLN-branca 10,57 ± 2,71a - 

CLN-DHA-DOX 1,03 ± 0,43b 90,3 

CLN-DOX 3,34 ± 0,28c 68,4 

DOX1 4,63 ± 0,43d 56,2 

1Foi avaliado em D8, em função da morte dos animais antes do término do experimento. Letras 

diferentes representam diferenças significativas (p < 0,05). Resultados expressos com média ± 

d.p (n = 6). 

O nanocarreador constitui numa alternativa promissora para carrear fármacos 

ao local de ação 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 região. Esse 

fato, associado à ausência de um sistema linfático, permitem um acúmulo e 

retenção das formulações, pelo já relatado efeito EPR. Em contrapartida, 

moléculas como a doxorrubicina, apresentam trânsito livre no tumor levando ao 

menor acúmulo (WONG et al., 2007a; TORCHILIN, 2011). Esse fato foi 

evidenciado pelos dados de biodistribuição e imagem cintilográficas 

apresentados no capítulo 1.  

Há inúmeros estudos que demonstram o aumento da atividade antitumoral da 

doxorrubicina incorporadas em diversos tipos de nanocarreadores. MASTRIA 

et al. (2015) utilizaram nanopartículas polipeptídicas carregadas com 

doxorrubicina. Os autores relataram aumento da concentração do fármaco no 

tumor primário e aumento da taxa de sobrevida em camundongos acometidos 

com tumor de mama murino 4T1 e Lewis Lung Carcinoma (LLC). Além disso, 

as nanopartículas foram capazes de inibira formação de metástases.  

Estudos demonstraram redução do volume tumoral e inibição de metástases 

pulmonares quando micelas poliméricas carregadas com doxorrubicina e 



83 
 

curcumina foram administradas em modelo experimental 4T1 (SUN et al., 2014; 

WANG et al., 2015).  

No entanto, existem poucos trabalhos descrevendo avaliações de atividade 

antitumoral de NLS ou CLN carregas com doxorrubicina em modelos animais. 

WONG et al. (2007b)  observaram a diminuição do crescimento tumoral, após 

administração intratumoral de nanopartículas híbridas polímero-lipídicas 

carregas com doxorrubicina, em camundongos BALB/c com modelo tumoral 

murino EMT6/WT.  

Adicionalmente pode-se observar uma potencialização do efeito da 

doxorrubicina pelo DHA na atividade antitumoral. SIDDIQUI et al. (2011) 

descreveram que a interação do DHA com agentes quimioterápicos pode 

ocorrer em vários níveis, incluindo sensibilização das células aos fármacos, 

aumento da captação celular, superação da resistência e redução dos efeitos 

adversos causados pelo fármaco. GUFFY et al. (1984) sugeriram que as 

células enriquecidas com ácidos graxos poliinsaturados podem ser mais 

susceptíveis à lipoperoxidação, o que resulta em danos à membrana 

plasmática.  

Estudos mostraram aumento da atividade citotóxica da doxorrubicina contra 

células L1210 (leucemia), GLC4 (carcinoma de pulmão) e GLC4/Adr 

(carcinoma de pulmão resistente à doxorrubicina) suplementadas com DHA 

(SIDDIQUI et al., 2011). 

Outros estudos em animais também mostraram redução do volume tumoral em 

grupos suplementados com DHA durante o tratamento.  COLAS et al. (2006) 

observaram a diminuição do crescimento do tumor, em ratos, durante o 

tratamento com epirrubicina. Surpreendentemente, autores relatam a 

superação da resistência do tumor ao fármaco. A quimiossensibilização do 

tumor pode ser explicada pela mudança da composição lipídica, após o contato 

com o DHA, uma vez que foi constatada alta quantidade do ácido graxo no 

tecido tumoral. 

BOUGNOUX et al. (2009) realizaram um estudo clínico de fase II, com 

mulheres portadoras de câncer de mama metastático, suplementadas com 
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DHA por via oral. Os resultados indicaram que a incorporação de DHA é 

relevante para a eficácia da quimioterapia e seu potencial pode ser 

proporcional ao grau de incorporação pelas células. Observou-se, ainda, 

aumento na sobrevida das pacientes.  

Em todos esses estudos a suplementação com DHA foi realizada por via oral, o 

que representa, portanto, limitações quanto à padronização da dose de DHA 

capaz de atingir, de fato, a região tumoral. Nesse contexto, a co-encapsulação 

em CLN surge como uma alternativa para superar essa limitação, devido ao 

acúmulo preferencial no tumor. 

A busca por novas alternativas terapêuticas para o câncer visa desenvolver 

fármacos ou formulações potencialmente eficazes, mas, sobretudo, com baixa 

toxicidade. Peso corporal é um parâmetro utilizado como indicativo de efeitos 

tóxicos, uma vez que animais debilitados teriam menor apetite resultando em 

redução no peso. 

A variação do peso dos animais em função do tempo de tratamento está 

representada na figura 24. É possível perceber que apenas no grupo controle 

houve ganho de peso ao longo do tratamento, o que indica uma baixa 

toxicidade inerente da formulação branca. Os componentes dos CLN não 

apresentam toxicidade, uma vez que são utilizados lipídeos biocompatíveis, já 

utilizados em administração endovenosa, em emulsões para nutrição 

parenteral, por exemplo. Além disso, são utilizados surfactantes já 

padronizados para administração parenteral, como, por exemplo, lecitina, 

polisorbato 80 ou 60 (Tween 80 ou 60), poloxamer 188. Portanto, não eram 

esperados sinais de toxicidade decorrentes do metabolismo das 

nanoformulações (MULLER & MADER, 2000; WISSING et al., 2004). 

O grupo tratado com a doxorrubicina livre apresentou acentuada perda de peso 

até o 8º dia, atingindo 25%, resultando na morte dos animais deste grupo. Para 

os grupos tratados com os CLN uma discreta perda de peso foi observada 

(inferior a 10%), não havendo diferença estatística para as duas 

nanoformulações testadas. Ressalta-se que a perda máxima de peso nos 

grupos tratados com as formulações ocorreu no dia 8, seguida de manutenção 

do peso até o dia 10, sugerindo uma recuperação dos animais. Esses dados 
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indicam a menor toxicidade apresentada pelos CLN quando comparados ao 

fármaco na forma livre.     
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Figura 24. Variação do peso dos animais em função do tempo para CLN-branca, DOX, CLN-

DOX e CLN-DHA-DOX. 

Comparando o peso inicial (primeiro dia) e o final (último dia de tratamento), 

pode-se obter uma visão global da variação 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. Variação do peso dos animais em relação ao primeiro e último dia de experimento 

para CLN-branca, CLN-DHA-DOX, CLN-DOX e DOX. Para DOX foi analisado o dia 8, em 

função da morte dos animais no dia 10. Letras diferentes representam diferença 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 estão resumidos na figura 

26. Corroborando as análises de variação de peso corporal, houve um ganho 

significativo na sobrevida dos animais tratados com a formulação contendo 

doxorrubicina e DHA quando comparado ao grupo que recebeu o fármaco 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 não se 

mostrou eficaz em aumentar a sobrevida quando comparado com o 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 variação de peso e sobrevida sugerem uma menor toxicidade 

sistêmica para os grupos nos quais a doxorrubicina foi veiculada em 

nanocarreadores. A encapsulação tem por objetivo aumentar a concentração 

do fármaco no seu local de ação (tumor) e consequentemente, reduzir seus 

níveis em tecidos sadios (O’BRIEN et al., 2004). Essa alteração na cinética do 

fármaco contribui para a drástica redução da toxicidade observada. Além disso, 

o perfil de liberação controlada encontrado para essa formulação, de 

aproximadamente 30% em até 48 horas (MUSSI, 2013), é um fator 

determinante para garantir baixas concentrações do fármaco livre na 

circulação, assegurando a segurança da formulação.  

4.3. AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA  

4.3.1. Histologia do tumor 

Na figura 27 estão representados os cortes histológicos dos tumores de 

animais submetidos aos diferentes tratamentos. Para o grupo controle é 

possível observar uma massa sólida, com presença de células epiteliais 

características do modelo tumoral 4T1 (figura 27 A-B). As células apresentam 

pleomorfismo, nucléolo evidente, figuras de metástase, além de figuras de 

mitose. Para os grupos tratados (figura 27 C-H), pode-se observar, além das 

células tumorais características, áreas de necrose central, caracterizada por 
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núcleos picnóticos e região composta por material amorfo eosinofílico (restos 

celulares). É interessante ressaltar que os tumores dos animais tratados com 

doxorrubicina livre (figura 27 C-D) apresentaram uma área de necrose menos 

intensa quando comparada aos grupos tratados com formulações. Essas 

informações corroboram os dados obtidos para a variação do volume tumoral e 

índice de inibição de crescimento, que mostraram uma maior eficiência das 

formulações quando comparada ao fármaco livre.  

Similarmente, WONG et al. (2007b) avaliando a atividade de nanopartículas 

híbridas (lipídicas-poliméricas) carregadas com doxorrubicina contra um 

modelo tumoral murino (EMT6/WT) observaram significativo controle do 

crescimento tumoral, com intensa área de necrose, especialmente no grupo 

tratado com o nanocarreador. Esta maior eficácia antitumoral foi atribuída a 

maior entrega do fármaco 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. Coloração 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 o modelo experimental 4T1 é altamente metastático, 

apresentando metástase pulmonar aproximadamente 14 dias após o inóculo 

celular (SOUZA, 2013). Desta forma, este modelo permite avaliar não apenas a 

atividade antitumoral contra o tumor primário, mas também o controle da 

disseminação de células tumoral e consequentemente instalação em outros 

órgãos e tecidos. Os cortes histológicos do tecido pulmonar estão 

representados na figura 28. Pode-se observar presença de metástase 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 metástase.Coloração com 

hematoxilina-eosina, aumento original de 40x. 

GAO et al. (2011) avaliaram a capacidade de micelas poliméricas pH-sensíveis, 

carregadas com doxorrubicina e funcionalizadas com folato, em prevenir 

metástases em modelo experimental 4T1. Os autores relatam bloqueio da 

proliferação celular e das rotas de disseminação com diminuição significativa 
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C 
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das metástases. Estes achados foram atribuídos à habilidade de entrega 

celular pelas micelas e a citotoxicidade do fármaco liberado na região tumoral. 

Cabe ressaltar que nesse estudo o regime de tratamento seguido por GAO et 

al. foi iniciado no dia seguinte ao início do inóculo das células tumorais. Além 

disso, foi utilizada uma dose 2,5 vezes maior de doxorrubicina (10 mg/kg, por 

administração, em um total de 4 administrações) que aquela administrada no 

presente trabalho. Essas discrepâncias no protocolo podem ter sido 

determinantes para a capacidade do controle da proliferação celular.  

A partir dos dados obtidos, analisando a taxa de sobrevida, combinada ao 

padrão metastático 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 

metástases pulmonares. 

4.3.3. Histopatologia renal 

Foi avaliada a toxicidade renal dos tratamentos, que pode ser observada na 

figura 29. Nenhuma alteração histológica foi observada para os grupos, 

podendo-se observar preservação do tecido renal, com presença de 

glomérulos e túbulos renais íntegros. Esse resultado corrobora os dados de 

sobrevida e variação de peso, indicando a baixa toxicidade sistêmica da 

formulação. Os nanocarreadores diminuem a rota de eliminação renal, devido 

ao reconhecimento pelo SFM e mudança do perfil farmacocinético para fígado 

e baço, além do maior direcionamento para a área tumoral (HALEY et al., 2008; 

TORCHILIN, 2011). 
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Figura 29. Fotomicrografias de tecido renal de animais tratados com (A) CLN-branca e (B) 

CLN-DHA-DOX. Coloração com hematoxilina-eosina, aumento original de 40x. 

4.3.4. Histopatologia cardíaca 

As antraciclinas são amplamente conhecidas pela sua cardiotoxicidade, que 

pode limitar seu uso. Por isso, foi avaliada a toxicidade cardíaca dos 

tratamentos, por meio da análise histológica dos corações dos animais dos 

grupos tratados e controle. As fotomicrografias representativas dos quatro 

grupos testados estão representadas na figura 30. Nenhuma alteração 

histológica foi observada para o grupo controle, podendo-se observar 

preservação do tecido cardíaco. No entanto, para todos os grupos tratados, 

áreas focais de degeneração hialina foram constatadas, caracterizadas por 

fibras cardíacas espessas e fortemente eosinofílicas.  

Embora fossem observados sinais de toxicidade em todos os grupos avaliados, 

foi possível identificar potencial efeito cardioprotetor para a formulação CLN-

DHA-DOX. As degenerações cardíacas foram observadas em 100% dos 

animais tratados com a doxorrubicina livre avaliados. Além disso, as áreas se 

apresentaram em maior extensão. Para CLN-DOX 37,5% dos animais 

apresentaram degeneração, enquanto para a formulação CLN-DHA-DOX foram 

observadas alterações em apenas 25% dos animais. 
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Figura 30. Fotomicrografia de tecido cardíaco de animais tratados com (A) CLN-branca, (B) 

DOX, (C) CLN-DOX, (D) CLN-DHA-DOX. Asterisco indica área de degeneração hialina. 

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

A forma mais comum de cardiotoxicidade, devido ao uso de doxorrubicina, é a 

cardiomiopatia irreversível, que acontece tardiamente durante a quimioterapia, 

ou anos após o fim do tratamento. Parece haver uma relação linear entre a 

dose cumulativa do fármaco e as alterações histopatológicas e uma relação 

exponencial entre a dose e o comprometimento da fração de ejeção do 

ventrículo esquerdo. A cardiotoxicidade tardia pode se manifestar como 

insuficiência cardíaca congestiva (ICC), arritmias ou disfunção condutividade 

(LEONARD et al, 2009). 

O mecanismo da cardiotoxicidade ainda não é completamente estabelecido, 

mas se sabe que é mediado pela geração de radicais livres e espécies reativas 

de oxigênio (ROS), seguida da redução de um elétron na estrutura química da 

antraciclina. ROS levam ao estresse oxidativo e depleção energética em 
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miócitos. A redução, no entanto, também pode ocorrer em dois elétrons, o que 

converte a doxorrubicina ao seu metabólito doxorubicinol, um álcool 

secundário, que se acumula nos cardiomiócitos, se tornando um reservatório 

intracelular do fármaco. Isso pode explicar a relação entre a dose cumulativa e 

a cardiotoxicidade (LEONARD et al, 2009).  

O uso de nanocarreadores, como por exemplo, lipossomas PEGlados, reduz os 

níveis plasmáticos da doxorrubicina livre, diminuindo a distribuição para tecidos 

saudáveis, o que pode diminuir a toxicidade. OBRIEN et al. (2004), 

demonstraram em um estudo clínico, que o risco de desenvolvimento de 

cardiotoxicidade com lipossomas PEGlados é menor quando comparado ao 

fármaco livre. 

SHUHENDLER et al. (2014), avaliaram a cardiotoxicidade de nanopartículas 

híbridas polímero-lipídica, carregadas com doxorrubicina em BALB/c 

acometidos com tumor de mama murino EMT6/WT. Foi observado um 

potencial efeito cardioprotetor da formulação, após a administração de uma 

dose única do fármaco. No entanto, foram observadas alterações histológicas 

no grupo que receberam quatro doses da formulação. O tecido cardíaco 

apresentou estruturas vacuolares na sua composição, o que sugere o efeito 

cardiotóxico dose-dependente da doxorrubicina. 
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5. CONCLUSÕES 

A avaliação do volume tumoral, volume relativo do tumor e índice de inibição de 

crescimento demonstraram maior eficácia do tratamento para os grupos nos 

quais a doxorrubicina foi veiculada em CLN.  

A formulação 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 análise histológica do tumor confirmou os dados da variação do volume 

tumoral, volume relativo do tumor e índice de inibição de crescimento, devido à 

presença de maior área de necrose nos grupos CLN-DHA-DOX, CLN-DOX, 

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

A avaliação da variação do peso dos animais, a análise da sobrevida, bem 

como a avaliação da histologia renal, demonstrou que esse sistema apresenta 

baixa toxicidade sistêmica.  

A avaliação da histologia cardíaca demonstrou um potencial efeito 

cardioprotetor das formulações, principalmente a formulação CLN-DHA-DOX, 

quando comparado ao fármaco livre.  

A formulação CLN-DHA-DOX não foi capaz de inibir o aparecimento de 

metástases pulmonares, nesse regime de tratamento e dose utilizados. No 

entanto, constitui em uma alternativa promissora para o tratamento combinado 

de câncer de mama, devido a sua capacidade de controlar o volume tumoral do 

foco primário.  
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CONCLUSÕES GERAIS 

A formulação apresentada demonstrou grande potencial para aplicação no 

tratamento de câncer de mama. A co-encapsulação resultou em uma 

formulação com características físico-químicas adequadas, capaz de se 

acumular na região tumoral.  

A partir da marcação da superfície do nanocarreador com tecnécio-99m, foi 

possível avaliar a biodistribuição e parâmetros farmacocinéticos da formulação. 

Houve um ganho no tempo de meia vida e área sob a curva do CLN quando 

comparado ao fármaco livre.  

O aumento do tempo de circulação, associado ao efeito EPR, levou ao maior 

acúmulo dos CLN na região tumoral, principalmente nos tempos mais longos 

observados. 

O maior acúmulo na região tumoral, associada também ao maior tempo de 

circulação e à liberação prolongada da formulação, proporcionou uma maior 

atividade antitumoral das formulações quando comparado ao fármaco livre. 

Esse fato foi evidenciado pela avaliação do volume tumoral, índice de inibição 

de crescimento e análise histológica do tumor.  

Além disso, pode-se observar que a adição do DHA leva a um aumento da 

eficácia antitumoral. Isso se deve, provavelmente, a incorporação do DHA às 

membranas celulares e a ocorrência de lipoperoxidação. No entanto, a 

formulação não se mostrou capaz de inibir o aparecimento de metástases 

pulmonares no esquema posológico utilizado. 

Apesar de ser uma alternativa promissora para o tratamento do tumor primário, 

outros esquemas de tratamento, com início precoce e/ou alteração do esquema 

posológico e linhagens celulares resistentes, também podem ser aplicados 

para a avaliação da capacidade de inibição de aparecimento de metástases e 

reversão da resistência.    

A formulação apresentou menor toxicidade sistêmica quando comparado ao 

fármaco livre. Foram avaliados parâmetros preliminares avaliados, como a 

variação de peso, taxa de sobrevida e análise histológica dos rins e coração. A 
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encapsulação do fármaco leva a maior entrega à região tumoral, diminuindo a 

concentração nos tecidos sadios, o que leva à diminuição da toxicidade.   

No entanto, outras análises para avaliação de toxicidade, como análises 

bioquímicas e histológicas de outros órgãos, também podem ser aplicadas para 

o melhor entendimento da toxicidade da formulação. 
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ANEXO 1 
 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

CEUA 

COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

 

 

CERTIFICADO 

Certificamos que o Protocolo nº. 293 / 2014, relativo ao projeto intitulado “AVALIAÇÃO DA 

ATIVIDADE ANTITUMORAL DE NANOPARTÍCULAS LIPÍDICAS SÓLIDAS CARREGADAS COM 

DOXORRUBICINA E ÁCIDO DOCOSAHEXAENOICO EM ANIMAIS”, que tem como responsável 

André Luís Branco de Barros, está de acordo com os Princípios Éticos da Experimentação 

Animal, adotados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido 

aprovado na reunião de 29/09/2015. Este certificado espirase em 29/09/2020. 

CERTIFICATE 

We hereby certify that the Protocol nº. 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 Luís 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 CEUAUFMG 

https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/ 
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112 
 

ANEXO 2 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

CEUA 

COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

 

 

CERTIFICADO 

Certificamos que o Protocolo nº. 307 / 2014, relativo ao projeto intitulado “Avaliação da 

farmacocinética e biodistribuição de nanopartículas lipídicas sólidas carregadas com 

doxorrubicina e ácido docosaexaenoico”, que tem como responsável André Luís Branco de 

Barros, está de acordo com os Princípios Éticos da Experimentação Animal, adotados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunião de 

01/12/2014. Este certificado espirase em 01/12/2019. 

 

CERTIFICATE 

We hereby certify that the Protocol nº. 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 Luís 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 CEUAUFMG 

https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/ 
 

 

 

https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
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