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RESUMO

O acido triterpénico denominado ursélico (AU), tem demonstrado acao
antitumoral em diversas linhagens de células tumorais, in vitro. Entretanto, AU
apresenta-se muito pouco soluvel em meio aquoso, o que representa uma
barreira ao seu emprego como farmaco devido as limitacées farmacocinéticas
relacionadas a administracdo e biodisponibilidade desse composto em meio
biolégico. Frente a esta limitagdo de solubilidade do AU, em meio aquoso, 0
emprego de lipossomas apresenta-se como uma estratégia promissora para
veicular esta substancia e possibilitar a administracdo intravenosa da mesma.
Desta forma, a proposta do presente estudo consistiu no desenvolvimento,
caracterizacao quimica, fisico-quimica, morfoldgica e avaliagcao da estabilidade
de lipossomas pH-sensiveis de circulacao prolongada como carreadores para o
acido ursélico (SpHL-AU), bem como a execucdo de estudos, in vitro, para
avaliacao da acao citotéxica desses nanossistemas. Os resultados do presente
estudo demonstraram que os SpHL-AU apresentaram adequadas propriedades
quimicas e fisico-quimicas incluindo diametro médio de 191,1 + 6,4 nm,
potencial zeta igual a 1,2 £ 1,4 mV e teor de encapsulacédo de AU igual a 0,77
0,01 mg/mL. As imagens obtidas por microscopia eletrbnica de transmissao
(MET) para os SpHL-AU permitiram a visualizagao de vesiculas multilamelares
com predominio de vesiculas de diametros inferiores a 100 nm. Além disso,
SpHL-AU apresentaram estabilidade em termos de didmetro médio, potencial
zeta e teor de encapsulacao de AU apds armazenamento por 1 ano a 4 °C. Os
estudos de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e de espalhamento de
raios-x a baixo angulo (SAXS), em condicbes de baixa hidratacéo,
evidenciaram a ocorréncia de interacdo de AU com a bicamada lipidica sem
comprometimento das transicoes de fase do lipide estrututral dos SpHL-AU, a
dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE), frente as mudancas de temperatura.
Estudos de SAXS, em condicdes de maior hidratacdo, revelaram que a
interacdo de AU com a membrana lipidica dos lipossomas resulta em maior
estabilizacdo na fase lamelar, dificultando assim a ocorréncia de transicao de
fase lamelar da DOPE para a fase hexagonal frente a redugdo do pH.
Observou-se também que AU promoveu maior estabilizacdo da bicamada

lipidica frente as interagdes com os componentes do meio biolégico, o que



pode representar um beneficio visto que a formulagédo estara sujeita a menor
alteracao na circulacdo sanguinea. Avaliou-se também os efeitos dos SpHL-AU
na viabilidade de linhagens tumorais de mama (MDA-MB-231) e de prostata
(LNCaP) e os resultados demonstraram que apés 48h o tratamento proposto
promoveu a inibicdo da proliferagdo celular. Esses resultados sugerem que
SpHL-AU podem representar uma alternativa promissora para administragao

intravenosa de AU no tratamento do cancer.

Palavras-chave: cancer, acido ursolico, lipossomas, estabilidade, calorimetria
exploratéria diferencial, espalhamento de raios-x a baixo angulo, citotoxicidade.



ABSTRACT

Ursolic acid (UA) is a triterpene that has been shown significant antitumor
activity. However, UA presents a low solubility in aqueous medium, which
presents a barrier to its biological applications due to pharmacokinetic
limitations related to the administration and bioavailability. The use of liposomes
presents a promising strategy to overcome this inconvenience.Thereby, the
aims of this work were the development, physicochemical characterization and
evaluation of the stability of long-circulating and pH-sensitive liposomes
containing ursolic acid (SpHL-UA), as well as the investigation of their
cytotoxicity. The results of this study showed that the SpHL-UA presented
adequate properties including a mean diameter of 191.1 £ 6.4 nm, a zeta
potential of 1.2 + 1.4 mV, and an amount of UA entrapped equal to 0.77 + 0.01
mg/mL. The images of SpHL-UA obtained by TEM showed vesicles of varying
diameters, but with a predominance of vesicle sizes of less than 100 nm.
Moreover, this formulation showed a good stability after storage at 4 °C for 1
year. Studies of Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Small Angle X-ray
Scattering (SAXS), under low hydration conditions, revealed interactions
between UA and the lipid bilayer without compromising the phase transitions of
the structural lipid of SpHL-UA, dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE).
SAXS studies, under higher hydration conditions, revealed that the UA
interaction with the lipid membrane of the liposomes resulted in an increased
stability at the lamellar phase, thus hindering the occurrence of the lamellar to
hexagonal phase transition under conditions of low pH. It was also observed
that UA promoted greater stabilization of the lipid bilayer toward interactions
with components of the biological medium which may represent an advantage,
since the formulation would suffer minor changes in the bloodstream. The
viability studies on breast (MDA-MB-231) and prostate (LNCaP) cancer cell
lines demonstrated that, after 48h, SpHL-UA treatment significantly inhibited
cancer cell proliferation. These results suggest that SpHL-UA may represent a

promising alternative to intravenous administration of UA in cancer treatment.

Key-words: cancer, ursolic acid, liposomes, stability, differential scanning
calorimetry, small angle x-ray scattering, cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O céancer representa uma importante causa de morte no mundo e, por
consequéncia, tornou-se uma preocupacao de saude publica. A Organizacao
Mundial da Saude (OMS) estimou que, no ano 2030, pode-se esperar 27
milhées de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75
milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. No Brasil estima-se cerca
de 580 mil casos novos da doenca para 2014 reforcando a magnitude do
problema do cancer no pais (INCA, 2014a). Nesse contexto, a busca de novas
alternativas para o tratamento farmacolédgico do cancer é de extrema urgéncia

e importancia.

Atualmente, diversos farmacos tém sido empregados como antitumorais.
Entretanto, muitas células malignas nao respondem a farmacoterapia
disponivel ou podem apresentar resisténcia a esses agentes. Além disso,
grande parte desses compostos apresentam indice terapéutico bastante
limitado e podem também ocasionar danos as células normais (WONG et al.,
2007; ISMAEL et al., 2008). Desta forma, a descoberta de novos farmacos para
a terapia antineoplasica tem se tornado cada vez mais necessaria, devido a
deficiéncia de um arsenal terapéutico abrangente, eficaz e seguro. Neste
contexto, o estudo de substancias derivadas de plantas, como prototipos,
certamente pode contribuir para obtencao de farmacos mais efetivos e menos
toxicos (VECHIA et al., 2009; SHANMUGAM et al.,2013).

O acido ursolico (AU) é um triterpeno pentaciclico encontrado em diversas
espécies de plantas o qual tem demonstrado acdo citotéxica em inumeras
linhagens de células tumorais. Esse composto exerce sua agao nas diferentes
etapas do processo tumoral como: proliferacao celular, angiogénese, invasao e
metastase bem como pela inducao de apoptose de células tumorais (LIU, 2005;
OVESNA et al., 2006; BONACCORSI et al., 2008; SHANMUGAM et al.,2013).

O AU é um composto muito pouco solivel em meio aquoso, 0 que representa
uma barreira ao seu emprego como farmaco devido as limitagcdes

farmacocinéticas relacionadas a administracdo e biodisponibilidade desse
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composto em meio biolégico (MEHNERT & MADER, 2001; LIU, 2005; TIAN et
al., 2006; GAO et al.,2012). Esta dificuldade de veiculacdo de AU tem como
conseqiiéncia um numero reduzido de estudos disponiveis, in vivo, e
representa um entrave no avango das pesquisas pré-clinicas que poderiam
validar a aplicabilidade futura desse composto como agente antitumoral, em

humanos.

Desta forma, diante da baixa solubilidade do AU em meio aquoso, 0 emprego
de nanossistemas lipidicos, como os lipossomas, apresenta-se como uma
estratégia promissora para veicular essa substancia e possibilitar a
administragdo endovenosa da mesma. Além disto, considerando-se a acao
antitumoral desse triterpeno, a utilizacdo de nanocarreadores como veiculos
pode propiciar o direcionamento desse composto para a regido tumoral,
possibilitando uma maior eficicia terapéutica (LOPES et al.,2013a).

Portanto, a proposta desta tese de doutorado foi o desenvolvimento, a
caracterizacdo quimica, fisico-quimica, morfolégica e a avaliacdo da
estabilidade de lipossomas pH-sensiveis de circulagdo prolongada contendo
AU (SpHL-AU), bem como a execucgao de estudos, in vitro, para determinacao

da citotoxicidade desses nanossistemas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer

A palavra céncer representa a traducdo latina para carcinoma (do grego
karkinos = caranguejo) e foi usada primeiramente por Galeno (138-201 d.C.)
para indicar um tumor maligno no qual as veias superficiais do érgao acometido
eram ramificadas, semelhante as patas de um caranguejo. Esse termo
generalizou-se sendo utilizado até hoje para indicar qualquer neoplasia maligna
(BRASILEIRO-FILHO et al., 2006).

As neoplasias referem-se a um conjunto de mais de cem doencas que tém em
comum o crescimento rapido e desordenado de células que invadem os tecidos
e 6rgaos. Com a constante multiplicagdo celular, h4 a necessidade de que
novos vasos sanglineos sejam formados para que haja a nutricio dessas
células, em um processo denominado angiogénese. As células neoplasicas
podem se desprender do tumor, migrar e invadir os tecidos vizinhos,
alcangando o interior de um vaso sanglineo ou linfatico e, através desses,
disseminar-se, chegando a 6rgaos distantes do local onde o tumor se iniciou,
dando origem as metastases (ALMEIDA et al., 2005; INCA, 2014b).

O surgimento das neoplasias ocorre por meio da transformacéo de uma célula
normal em célula cancerosa devido a alteragdo de seu DNA. Um grande
namero de agentes causam lesao e induzem transformacado neoplasica das
células. Dentre estes agentes pode-se citar os carcin6genos quimicos, a
energia radioativa e os virus oncogénicos. Sabe-se que a persisténcia dos
tumores, mesmo apds passado o estimulo desencadeante, é resultante de
alteracées genéticas as quais permitem uma proliferacdo excessiva e nao
regulada que se torna autbnoma, independente dos estimulos fisioldégicos do
crescimento (ALMEIDA et al., 2005 ; KUMAR et al., 2005).

Os principais alvos da lesdo genética na formagao de tumores sdo 0os genes
que, em células normais, estdo envolvidos com o controle do ciclo celular, o

reparo de lesdes no DNA ou a apoptose. Esses genes podem ser classificados
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em oncogenes e genes supressores de tumor, dependendo da fungcdo que
desempenham nas células, sendo ambos fundamentais para a manutengao do
equilibrio celular. Dentre estes, o gene p53 destaca-se como um gene
supressor tumoral muito estudado cujas mutacdes estdo presentes em mais de
50% dos tumores humanos. As principais atividades funcionais da proteina p53
sdo a parada do ciclo celular e o inicio da apoptose em resposta a lesdo do
DNA (KUMAR et al., 2005).

A apoptose (ou morte celular programada) € um processo fisioldgico essencial
para eliminar células supérfluas ou defeituosas que pode ser desencadeado
por diversos estimulos como privacdo de fatores de crescimento, radiacao
ionizante, radiacao ultravioleta e ativacdo de receptores de morte da célula
(MANU & KUTTAN, 2008). Durante a apoptose, a célula sofre alteracdes
morfolégicas caracteristicas desse tipo de morte celular, a saber: retracéo,
perda de aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas, condensacgao
da cromatina, fragmentacdo internucleossémica do DNA e formacado dos
corpos apoptéticos. Muitas sdo as moléculas envolvidas no controle das vias
de ativacdo da apoptose, dentre essas, as proteinas antiapoptoticas e pro-
apoptoéticas, além das caspases. A demonstracdo de que a apoptose é um
mecanismo inato de defesa antineoplasica e de que varios agentes
quimioterapicos agem através da inducao desse tipo de morte celular tém
estimulado diversos estudos na investigacdo dos mecanismos moleculares da

apoptose e sua aplicagao no tratamento do cancer (GRIVICICH et al., 2007).

O ciclo celular representa o conjunto de modificacées pelo qual passa uma
célula desde sua formacao até sua prépria duplicacao. A intérfase se subdivide
em trés fases consecutivas denominadas G1, S e G2. Na fase G1 as células
apresentam intensa atividade de sintese de RNA e de proteinas. Durante a
fase S, a célula duplica o seu conteudo de DNA e no periodo G2 ocorre
discreta sintese de RNA e de proteinas essenciais para mitose. Apds as fases
da intérfase, o nucleo entra em processo de divisdo ou mitose (M). Ha um
periodo onde nao ocorre a proliferacdo das células que é denominado GO. O
ciclo celular apresenta seus préprios controles internos chamados de pontos de
verificacdo sendo dois 0os pontos de parada principais: um na transicao G1/S e
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outro em G2/M. Durante essas pausas no ciclo, sdo ativados mecanismos de
reparo ao DNA, mediados pela proteina p53. Caso o reparo nao seja possivel,
a p53 ativa genes indutores da apoptose (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000;
KUMAR et al., 2005; BRASILEIRO-FILHO et al., 2006). Portanto, quando as
células tem o DNA danificado durante o processo de divisdo celular, sao
ativadas vias de bloqueio do ciclo. Dessa forma, evita-se a transferéncia de
material genético danificado para células filhas (BERTOLLO, 2010).

Conforme dito anteriormente, o cancer representa, atualmente, uma importante
causa de morte no mundo e, por consequéncia, tornou-se uma preocupacao de
saude publica. No Brasil estima-se cerca de 580 mil casos novos da doenca
para 2014 reforcando a magnitude do problema do céncer no pais. Sem
contabilizar os casos de cancer de pele nao melanoma, estima-se um total de
395 mil casos novos. Para o sexo masculino, os tipos mais incidentes seréo os
canceres de pele ndo melanoma, préstata, pulmao, coélon e reto e estdbmago; e
para o sexo feminino os canceres de pele nao melanoma, mama, colon e reto,

colo do utero e pulmao (INCA, 2014a).

Nesse contexto, a busca de novas alternativas para o tratamento farmacolégico

do cancer é de extrema urgéncia e importancia.

2.2 Tratamento farmacolégico do cancer

O tratamento do céncer pode ser feito através de intervencao cirlrgica,
radioterapia, quimioterapia ou terapia hormonal. Mais recentemente tem-se
usado a terapia de fotorradiagdo com derivados hematoporfirinicos e a
imunoterapia. Em muitos casos, € necessario combinar mais de uma dessas
modalidades de tratamento (DOLMANS et al., 2003; ALMEIDA et al., 2005;
INCA, 2014c). Uma das principais formas de intervengcdo médica no tratamento
do céncer é a quimioterapia, sendo que o principal desafio consiste no
desenvolvimento de agentes antineoplasicos com baixa toxicidade e elevada
eficacia antitumoral (LEITE et al., 2012; MARONI et al., 2012).
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Atualmente, diversas classes de antineoplasicos sao empregados no
tratamento do céncer: os alquilantes polifuncionais (mostarda nitrogenada,
mostarda fenil-alanina, ciclofosfamida, bussulfan, nitrossuréias, cisplatina,
carboplatina e a ifosfamida); os agentes antimetabdlitos (6-mercaptopurina e 6-
tioguanina, 5-fluoruracil, metotrexato e citosina-arabinosideo C); os antibibticos
antitumorais (mitomicina C, actinomicina D, mitramicina, bleomicina,
daunorrubicina, actinomicina D, doxorrubicina e seus analogos mitroxantona e
epirrubicina); os inibidores mitéticos como os alcaldides da vinca (vincristina,
vimblastina e vindesina), o taxol e os derivados da podofilotoxina (o VP-I6,
etoposideo; e o VM-26, teniposideo) (ALMEIDA et al., 2005 ; INCA, 2014d).

Além dos agentes antineoplasicos, acima citados, existem outros farmacos que
nao podem ser agrupados em uma determinada classe de acao farmacolégica
destacando-se a dacarbazina, a procarbazina, a L-asparaginase, altretamina
(exametilamina), tiotepa (trietilenotiofosforamida), mitotano, hidroxiuréia e os
derivados do acido retindico, etretinato e isotretinoina (ALMEIDA et al., 2005 ;
INCA, 2014d).

Entretanto, embora o foco principal dos agentes antineoplasicos seja a
destruicdo das células tumorais, a maioria dos quimioterapicos apresentam
indice terapéutico bastante limitado lesando tanto as células malignas quanto
as normais, particularmente as células de rapido crescimento, como as
gastrintestinais, as capilares e as do sistema imunoldgico. Esse fato explica a
ocorréncia de uma série de efeitos adversos altamente deletérios para o
organismo em decorréncia da quimioterapia. Além disto, muitas células
malignas nao respondem a farmacoterapia disponivel ou podem apresentar
resisténcia a esses agentes (ALMEIDA et al.,, 2005 ; WONG et al.,, 2007;
ISMAEL et al., 2008). Desta forma, a descoberta de novos farmacos para a
terapia antineoplasica tem se tornado cada vez mais necessaria, devido a
deficiéncia de um arsenal terapéutico abrangente, eficaz e seguro. Neste
contexto, o estudo de substancias derivadas de plantas, como prototipos,
certamente pode contribuir para obtencao de farmacos mais efetivos e menos
toxicos (VECHIA et al., 2009; SHANMUGAM et al.,2013).
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O &cido ursélico [acido 3B-hidroxil-urs-12-en-28-6ico] (AU) é um triterpeno
pentaciclico (Figura 1), encontrado abundantemente em produtos alimenticios
e em mais de 120 espécies de plantas (ZHOU et al., 2009; PRADES et al.,
2011; SHANMUGAM et al.,2013). AU tem demonstrado muitas acgdes
biolégicas promissoras, como a acdo antiinflamatéria (GAUTAM & JACHAK,
2009), a acao anti-hiperlipidémica (LIU, 1995; SOMOVA et al., 2003), a acao
hepatoprotetora (LIU, 1995) e a acdo anti-hipertensiva (SOMOVA et al., 2003).
Destaca-se, sobretudo, a acado citotoxica de AU em diversas linhagens de
células tumorais (MIZUSHINA et al., 2000; LI et al., 2002; TANIGUCHI et al.,
2002; CARDENAS et al., 2004; HSU et al., 2004; HARMAND et al., 2005;
CIPAK et al., 2006; TIAN et al., 2006; KASSI et al., 2007; BONACCORSI et al.,
2008; MANU & KUTTAN, 2008; XAVIER et al., 2009; MENG et al., 2009;
KASSI et al., 2009; YAN et al., 2010; WANG et al., 2010; HUANG et al., 2011;
KIM et al,, 2011; WANG et al., 2011; ZHANG et al., 2013; SHANMUGAM et
al.,2011; SHANMUGAM et al., 2013).

Figura 1 — Estrutura quimica do
acido ursolico (AU)

Conforme observado na Figura 1, o AU possui em sua estrutura quimica um
grupamento acido (pKa = 5,29) e apresenta maximo de absorcao entre 205-
210 nm (SCHNEIDER et al., 2009; DU & CHEN, 2009). Além disto, AU é um
composto consideravelmente lipofilico apresentando log P = 7,92 (RAMOS et
al., 2008).
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2.3 Atividade citotoxica e antitumoral de AU

Diversos estudos tém demonstrado a acdo de AU em varios estagios de
desenvolvimento do tumor devido a inibicdo dos processos de proliferacao
celular, angiogénese, invasdao e metastase bem como pela inducado de
apoptose de células tumorais (LIU, 2005; OVESNA et al., 2006; BONACCORSI

et al., 2008; SHANMUGAM et al., 2013).

Muitos trabalhos tém relatado a inibicao da proliferagdo celular promovida por
AU em varias linhagens de células tumorais (Tabela 1).
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Tabela 1 — Inibicédo da proliferacédo celular promovida por AU em diferentes linhagens

celulares *

. IC50 . A .
Linhagem Celular (uM) Metodologia Referéncias
NUGC-3 - Carcinoma gastrico 30 MTT, 48h MIZUSHINA et al., 2000

HCT15 - Carcinoma de co6lon

30 MTT, 72h Ll et al., 2002
humano
HSC-2- Carcinoma oral escamoso

63,6 MTT, 24h TANIGUCHI et al., 2002
humano
M4Beu - Melanoma humano 12,5-15  Trypan Blue, 48h HARMAND et al., 2005
L1210 - Leucemia murina 14,6 Trypan Blue, 24h CIPAK et al., 2006
HL-60- Leucemia humana pré-

) . 10,9 Trypan Blue, 24h CIPAK et al., 2006
mielocitica
K562- Leucemia humana ]
i . ~24 Trypan Blue, 24h OVESNA et al., 2006

mielogénica
HepG2- Carcinoma hepatocelular

18 MTT, 48h TIAN et al., 2006
humano
R-HepG2 - Carcinoma

b 15 MTT, 48h TIAN et al., 2006

hepatocelular
PC-3 - Carcinoma de prostata ° 32,6 MTT, 24h KASSI et al., 2007
LNCaP - Carcinoma de préstata® 15,7 MTT, 24h KASSI et al., 2007

A-375 - Melanoma, U87 -

) ) BONACCORSI et al.,
glioblastoma, ARO - Carcinoma 13-17 Hoechst 33258, 48h

2008

de tiredide
MDA-MB-231 - Carcinoma de

18,6 Sulforodamina B VALADARES, 2009
mama

40 MTT, 48h KIM et al., 2011
MCF-7 - Carcinoma de mama 53 MTT, 48h KASSI et al., 2009

40 MTT, 48h WANG et al., 2012a
BGC-823 - Carcinoma gastrico 25 MTT, 48h WANG et al., 2011
SGC-7901 - Carcinoma géstrico 60 MTT, 48h ZHANG et al., 2013

A tabela foi adaptada de Vechia et al (2009); ° cepa resistente a quimioterapia; ° PC-3- linhagem
celular possuindo receptor de androgénio negativo e glicocorticéide positivo; 4 LNCaP- linhagem celular
possuindo receptor androgénio positivo e glicocorticdide negativo.

Hsu e colaboradores (2004) avaliaram o efeito de AU na inibicdo da
proliferacao celular, desregulacdo do ciclo celular e inducao de apoptose em
células A549 de carcinoma de pulm&o humano. Observou-se que AU
promoveu retencdo das células na fase G1 do ciclo celular mediada por
p53/p21 e via inibicdo de quinases-ciclinas-dependentes (CDKs). AU alterou o

balanco entre o fator transcricional pré-apoptético (p53) e o fator transcricional
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anti-apoptético (NF-kB) bem como aumentou os niveis de expressédo de
proteinas relacionadas a apoptose (Fas-APO1, Fas ligante, e Bax) e reduziu a
expressao de fatores anti-apoptéticos (Bcl-2 e Bcl-XL). Outro estudo também
investigou os efeitos apoptéticos de AU em outras duas linhagens de
carcinoma de pulmdo humano (H3255 e Calu-6). Observou-se que AU, na
concentragédo de 2 a 16 uM, promoveu aumento na fragmentacdo de DNA,
reducéo na atividade da Na*-K*-ATPase e diminuicdo da producao de fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). AU também induziu a supresséo da
expressdao da molécula de adesao intercelular (ICAM-1), fibronectina e
metaloproteinases (MMPs). Esses resultados sugerem que AU seja um potente
agente na inibicdo da progressdo do carcinoma pulmonar com propriedades
inibitérias também frente a invasao e metastase (HUANG et al., 2011).

O efeito do AU como indutor de apoptose foi também investigado em células de
melanoma M4Beu e demonstrou-se que 0 processo apoptético foi
caracterizado pelo aumento na expressdao da proteina Bax, ativacdo de
caspase-3 e colapso do potencial transmembrana mitocondrial (A¥m). Esses
resultados mostram que AU induz apoptose, nessa linhagem especifica, pela
via intrinseca ou mitocondrial (HARMAND et al., 2005). Em outro estudo,
avaliou-se o tratamento de linhagens de células de melanoma B16F-10 com
AU e demonstrou-se que a inducado de apoptose ocorre pela inibicao da via
anti-apoptética induzida por NF-xB e subseqiiente ativacdo das vias pro-
apoptéticas mediadas por p53 e caspase-3, induzidas pelo fator de necrose
tumoral (TNF-a) (MANU & KUTTAN, 2008).

Kassi e colaboradores (2009) avaliaram os mecanismos de ag¢ao antitumoral de
AU em células de cancer de mama, MCF-7, e verificaram que AU provocou a
clivagem da poli-(ADP-ribose) polimerase (PARP) e induziu a apoptose
associada a reducao nos niveis da proteina Bcl-2. Nesse caso a inducao de
apoptose ocorreu também por meio da via intrinseca ou mitocondrial. A
atividade apoptética de AU foi também investigada em outra linhagem de
carcinoma de mama, MDA-MB-231. Observou-se que AU induziu aparecimento

do receptor Fas, clivagem de caspase 8, caspase 3 e PARP. AU também
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induziu a expressao do fator Bax e inibiu a expressao do fator Bcl-2. Além
disso, AU promoveu clivagem de caspase-9 e reducdao no potencial
transmembrana mitocondrial (A¥Ym). Esses resultados sugerem que, nesta
linhagem, a inducéo de apoptose promovida por AU ocorreu por ambas as vias,
intrinseca e extrinseca (KIM et al., 2011).

As acdes relacionadas ao mecanismo de apoptose induzida por AU foram
também examinadas em linhagens de células tumorais humanas de figado
HepG2, Hep3B, Huh7 e HA22T. Observou-se redugao na viabilidade celular e
aumento na fragmentacdo do DNA; reducdo no potencial de membrana
mitocondrial; diminui¢do da atividade da Na*-K*-ATPase e dos niveis de VEGF,
aumento de atividade de caspase-3 e caspase-8 e reducdo nos niveis de
ICAM-1 (YAN et al., 2010).

A atividade citotoxica de AU foi estudada em linhagens de células de
carcinoma de célon humano, HCT15. Observou-se que AU promoveu um
aumento na populacao de células no estagio GO/G1 com concomitante redugao
na populagdo de células na fase S do ciclo celular, ndo sendo observadas
fracOes apoptéticas. Tais resultados sugerem que AU apresenta efeito inibitorio
na proliferagdo celular da linhagem estudada, mediante o impedimento da
progressao do ciclo celular (LI et al, 2002). AU demonstrou também efeito
antiproliferativo e pro-apoptético em linhagens de células de carcinoma de
cblon humano, HCT15 e CO115 com mutagdes nos genes KRAS e BRAF,
respectivamente, devido a acédo inibitéria do gene PI3K o qual é responsavel
por promover crescimento celular e inibicdo de apoptose (XAVIER et al., 2009).
AU também promoveu inducao de apoptose em células de carcinoma colorretal
(HCT116, HT29 e Caco-2) por inibicdo da ativacao de NF-xB e por inibicdo de
fatores de sobrevivéncia celular (Bcl-xL, Bcl-2, cFLIP e survivina), inibicdo da
expressao de proteinas relacionadas a proliferacédo (ciclina D1) e a metastase
(MMP-9, VEGF e ICAM-1) (PRASAD et al.,2012).

Cipak e colaboradores (2006) realizaram a analise do ciclo celular de linhagens
de células de leucemia murina (L1210) e humana (HL-60). Apds tratamento
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com AU, observaram retencao das células L1210 na fase G2/M e inducao de
apoptose nas fases S e G2/M do ciclo celular, para ambas as linhagens.

As enzimas DNA polimerase e topoisomerase sdo criticas para muitos
processos celulares como replicacdo do DNA, reparo e recombinacdo e tém
emergido recentemente como importantes alvos celulares no desenvolvimento
de agentes antitumorais. Alguns estudos relacionaram a apoptose mediada
pelo triterpeno AU a inibigdo dessas enzimas metabolicas do DNA de modo
inespecifico afetando os processos de replicacdo e reparo celular podendo
ocasionar a morte celular (VECHIA et al, 2009). O efeito de AU sobre
linhagens celulares de cancer estomacal, NUGC-3, foi avaliado e os resultados
demonstraram que AU foi capaz de inibir o crescimento dessas células
mediante a acao sobre DNA polimerases € DNA topoisomerases (MIZUSHINA
et al., 2000).

Bonaccorsi e colaboradores (2008) examinaram os efeitos do AU na
proliferacdo e diferenciagdo de linhagens de células tumorais humanas de
melanoma (A375), glioblastoma (U87) e carcinoma da tire6ide (ARO). Os
resultados demonstraram que AU promoveu a inibigdo da proliferagdo celular
de todas as linhagens tumorais testadas bem como induziu a diferenciacdo das
mesmas. Observou-se também que AU provocou inibicdo da atividade da
transcriptase reversa (DNA-polimerase RNA-dependente), sugerindo que 0s
efeitos citotoxicos do AU, nessas linhagens, estejam relacionados a esta

enzima.

A atividade anti-angiogénica de AU foi também avaliada e os resultados
evidenciaram que o triterpeno foi capaz de inibir 0 processo de angiogénese de
forma dose-dependente mediante um efeito inibitério na proliferacao de células
endoteliais (SONH et al., 1995). Cardenas e colaboradores (2004) também
confirmaram que AU foi capaz de inibir alguns estagios do processo de
angiogénese, in vitro, como a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo das
células endoteliais. Entretanto, esses pesquisadores também observaram que
AU estimulou outros niveis do processo de angiogénese e concluiram ser
necessario ter-se cautela ao postular o efeito anti-angiogénico desse triterpeno.
Lin e colaboradores (2011) relataram atividade anti-angiogénica de AU frente
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as linhagens de carcinoma hepatico (Hep3B, Huh7 e HA22T) por inibicdo de
diversos fatores como: fator de crescimento de fibroblastos (bFGF), fator
VEGF, interleucina-8, espécies reativas de oxigénio (ROS) e éxido nitrico (NO).

Alguns estudos tém relatado também atividade antitumoral de AU em
diferentes modelos animais. O tratamento com AU, via intraperitonal 200
mg/kg, duas vezes por semana, por 6 semanas, promoveu inibicdo do
crescimento de células de carcinoma de préstata (DU145) em animais Balb/c
nude. AU provomeu redugao na expressao do fator VEGF e de varios produtos
induzidos por NF-kB os quais estdo associados aos processos de proliferacéo,
sobrevivéncia e angiogénese (SHANMUGAM et al, 2011). AU também
demonstrou atividade antitumoral quando administrado por via oral, 250 mg/Kg
por dia, por 4 semanas, em camundongos nude acometidos por carcinoma
colorretal sendo que AU promoveu reducdo do volume tumoral, inibicdo dos
processos de ascite e de metastase (PRASAD et al., 2012). Demonstrou-se
também o efeito de AU no crescimento de células de carcinoma gastrico (BGC-
803) tendo sido administrado por via oral a camundongos Kunming, na dose de
2,53 mg de AU por animal, por dia, durante 10 dias. Observou-se uma redugao
de 52,8% no crescimento tumoral e também um aumento na populacdo de
células no estagio GO/G1 com concomitante redug¢do na populacao de células
na fase S do ciclo celular. Esses resultados indicam que AU apresenta efeito
inibitério na proliferagdo celular, da linhagem estudada, mediante o
impedimento na progressao do ciclo celular. Nesse mesmo estudo,
demonstrou-se também que AU promoveu inducao de apoptose mediada pela
ativacao de caspase-3 e caspase-8 (WANG et al., 2011).

2.4 Nanossistemas lipidicos como carreadores para AU

A utilizagdo de nanossistemas tem se apresentado cada vez mais como uma
tecnologia estratégica para a veiculacao racional e direcionada de agentes
antitumorais no tratamento de diversos tipos de cancer (MALAM et al., 2009). O
desenvolvimento desses sistemas carreadores possibilita uma liberacao
controlada e localizada da droga relacionada a reducdo dos processos de

inativacdo e degradacao da droga bem como ao aumento da biodisponibilidade
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e da fracdo presente nos tecidos-alvo, otimizando assim a eficacia e
minimizando a toxicidade associadas ao tratamento (MEHNERT & MADER,
2001; LOPES et al., 2013b).

Os capilares sanguineos continuos ou fenestrados, em tecidos normais,
apresentam permeabilidade restrita a moléculas de acordo com o peso
molecular. Entretanto, em tecidos tumorais ha um aumento na permeabilidade
vascular o que possibilita 0 extravasamento dos nanocarreadores (Figura 2).
Além disso, o fluido intersticial no tecido tumoral possui uma drenagem
inadequada pelo sistema linfatico. Desta forma, essas caracteristicas permitem
gue 0s nanossistemas, carreadores de drogas antitumorais, possam extravasar
preferencialmente na regido tumoral e serem retidos nesse local. Este
mecanismo, que favorece o acumulo e retencdo dos nanossistemas na regiao
tumoral, é conhecido como efeito de permeabilidade e retencdo aumentada
(EPR). Tal efeito possibilita uma entrega seletiva da droga, incorporada em
nanossistemas, na regidao tumoral (TORCHILIN, 2007; WONG et al., 2007;
HUWYLER et al, 2008; WANG et al, 2009; DANHIER et al, 2010;
TORCHILIN, 2011; FERREIRA et al., 2013).

Figura 2 - Diagrama esquematico do direcionamento e extravasamento de
nanossistemas a partir de vasos sanguineos para a regidao tumoral
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Adaptado de WANG et al., 2009.
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Algumas linhagens de células tumorais apresentam um fenétipo de resisténcia
a drogas como resultado da expressdao aumentada de P-glicoproteina (P-gp).
Essa glicoproteina é capaz de transportar ativamente diversos substratos
incluindo muitos agentes antitumorais os quais sao expulsos da célula por um
mecanismo de bomba de efluxo. Nesses casos, 0 emprego de nanossistemas
lipidicos pode ser também uma estratégia para driblar esse mecanismo de
resisténcia por carrearem a droga, via endocitose, para 0 meio intracelular
(WONG et al., 2007).

O AU é um composto que apresenta baixa toxicidade. Ferreira e colaboradores
(2010) avaliaram a toxicidade aguda de AU, administrados por via oral, em
dose Unica de 2000 mg/Kg, a camundongos BALB/C. Nao foram observados
sinais de toxicidade nem de mortalidade apdés um periodo de 72 horas da
administracdo de AU. Nesse estudo, realizou-se também a avaliagdo de alguns
parametros bioquimicos apdés a administragdo oral de AU nas doses de 20
mg/Kg e de 50 mg/kg a ratos Wistar. Nao foram observadas alteracdes
significativas  (p>0,05) nos niveis das enzimas hepaticas alanina
aminotransaminase (ALT), aspartato aminotransaminase (AST), fosfatase
alcalina (ALP) e y-glutamiltransferase (GGT). Também nao foram observadas
alteracdes significativas (p>0,05) nos niveis plasméticos de glicose, uréia e
creatinina ap6s a administracdo de AU. Estudos conduzidos por XIE e
colaboradores (2006) permitiram determinar a DL50 de AU, administrado por
via endovenosa a camundongos Kunming, sendo essa igual a 7413 mg/Kg.

Entretanto, embora apresente a vantagem da baixa toxicidade, AU apresenta
baixa solubilidade em meio aquoso, 0 que representa uma barreira a seu
emprego como farmaco devido as limitagdes farmacocinéticas relacionadas a
administracdo e biodisponibilidade desse composto em meio bioldgico
(MEHNERT & MADER, 2001; LIU, 2005; TIAN et al, 2006). Algumas
estratégias tém sido avaliadas para melhorar a solubilidade de AU em meio
agquoso como a obtencdo de derivados quimicamente modificados, a
complexacdo nao-covalente deste triterpeno com ciclodextrinas e o emprego
de co-solventes (LIU, 2005). Entretanto, tais estratégias ndo sao capazes de

solucionar certas limitacbes, tais como: rapido metabolismo e réapida
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eliminagédo; distribuicdo para outros tecidos e elevada flutuacdo da
concentracdo nos niveis plasmaticos acarretando variacées da dose no sitio de
acdo (MEHNERT & MADER, 2001; MALAM et al., 2009).

Desta forma, diante da baixa solubilidade de AU em meio aquoso e das
limitac6es dos recursos empregados para melhorar a solubilidade, o emprego
de nanossistemas lipidicos apresenta-se como uma estratégia promissora para
veicular essa substancia e possibilitar a administracido endovenosa da mesma.
Além disto, considerando-se a acao antitumoral desse triterpeno, a utilizacao
de nanocarreadores como veiculos pode propiciar o direcionamento desse
composto para a regido tumoral, possibilitando uma maior eficacia terapéutica
(LOPES et al., 2013a).

2.4.1 Lipossomas como carreadores para AU

Dentre as diversas classes de nanossistemas lipidicos destacam-se os
lipossomas os quais se constituem como vesiculas esféricas (0,05-5,0 um)
formadas espontaneamente quando fosfolipides sao dispersos em meio
aquoso (Figura 3). Tais vesiculas podem apresentar uma ou mais bicamadas
lipidicas e substancias de natureza quimica diversa podem ser encapsuladas
na bicamada lipidica, no volume aquoso interno ou mesmo na interface das
bicamadas (LASIC, 1998 ; NEW, 1990; LOPES et al., 2013b).
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Figura 3 - Organizacio estrutural dos lipossomas
convencionais

— MEIO EXTERND

COMPARTIMENTO
INTERNO AQUOS0

MEMBRANA
—> REGIAO HIDROFILICA

\g |—. REGIAD HIDROFOBICA

|—»= REGIAD HIDROFILICA

FOSFOLIPIDE
— » CADEIA APOLAR

—= GRUPO POLAR

Adaptado de FREZARD et al., 2007.

Os lipossomas podem ser classificados em termos de tamanho, nimero de
bicamadas (uni e multilamelares) e composicao. Vesiculas unilamelares
pequenas (SUV) sdo formadas por uma bicamada unica com diametro médio
de 25-100 nm; vesiculas unilamelares grandes (LUV) também possuem uma
bicamada unica e apresentam diametro superior a 100 nm, enquanto as
vesiculas multilamelares (MLV) compreendem bicamadas lipidicas

concéntricas com diametros de 1-5 um (LASIC, 1998) (Figura 4).
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Figura 4- Classificacdo de lipossomas de
acordo com o diametro médio e numero de
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LOPES et al., 2013b.

Com relacdo a composicdo e ao mecanismo de liberacdo intracelular, as
vesiculas podem ainda ser classificadas como convencionais, de circulagéo
prolongada e polimorficas, incluindo nessa ultima classe, os lipossomas pH-
sensiveis, termosensives e catidnicos (BATISTA et al., 2007).

Devido a sua versatilidade estrutural em termos de tamanho, composicéao,
carga da superficie, fluidez da membrana e habilidade para incorporar
farmacos hidrofilicos e/ou lipofilicos, lipossomas se tornaram potentes
carreadores para varios tipos de farmacos, aumentando a eficacia e reduzindo
os efeitos toxicos dos mesmos (BATISTA et al., 2007; LAOUINI et al., 2012).

Wang e colaboradores (2012b) investigaram a dose maxima tolerada (DMT), a
toxicidade dose-limitante (TDL) e o perfil farmacocinético de lipossomas
contendo AU (LAU) em voluntarios adultos saudaveis e em pacientes
portadores de tumores sélidos avancados (linfoma Hodgkin e nao-Hodgkin,
carcinoma renal e hepatocarcinoma). Todos os voluntarios saudaveis e
pacientes receberam uma dose unica de LAU (11, 22, 37, 56, 74, 98 e 130
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mg/m?) administrada como infusdo intravenosa durante 4 horas. A TDL foi
encontrada nas doses de 74, 98 e 130 mg/m? e consistiu de hepatotoxicidade e
diarréia. Outros efeitos adversos incluiram ndusea, distencdo abdominal,
hematuria microscépica, elevacao de sédio sérico e exantema. A DMT foi igual
a 98 mg/m? Os parametros farmacocinéticos de dose Unica determinados
revelaram que LAU apresentou um perfil farmacocinético linear. Zhu e
colaboradores (2013) também avaliaram o perfil farmacocinético de dose unica
e de doses multiplas de LAU, bem como a seguranca desse tratamento em
voluntarios saudaveis e em pacientes portadores de tumores soélidos
avancados. Vinte e quatro voluntarios saudaveis receberam o tratamento em
regime de dose Unica nas doses de 37, 74 e 98 mg/m® Oito pacientes
receberam o tratamento em doses multiplas na dose de 74 mg/m?, durante 14
dias. LAU exibiu um perfil farmacocinético linear neste intervalo de dose
avaliado. A infusdo endovenosa de LAU foi bem tolerada, sendo que os efeitos
adversos mais comuns foram nausea, diarréia e distencdo abdominal.
Concluiu-se entdao que a administracdo da infusdo endovenosa de LAU
apresentou-se segura nos pacientes e voluntarios avaliados em ambos os

estudos.

Uma desvantagem relacionada ao emprego de lipossomas convencionais é a
rapida captacado dessas particulas, in vivo, pelas células do sistema fagocitario
mononuclear (SFM) apds administracdo sistémica (VEMURI & RHODES, 1995;
HUWYLER et al., 2008; AGGARWAL et al., 2009; CAPRIOTTI et al.,2012). O
SFM é parte integrante do sistema imunolégico e consiste em células
fagociticas localizadas no bacgo, linfonodo e figado (na forma de células de
Kupffer) as quais podem remover carreadores lipidicos da circulagéo
sanguinea em minutos (WONG et al., 2007).

2.4.1.1 Lipossomas de circulacao prolongada

Alguns tipos especiais de lipossomas, denominados de circulagdo prolongada,
sdo capazes de permanecer por maior tempo na circulacdo sanguinea
driblando o processo de opsonizacao pelo SFM, e possibilitando, desta forma,
um aumento na biodisponibilidade das substancias veiculadas nessas
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formulacdes (CAVALLI et al., 2000; TORCHILIN, 2009; AGARWAL et al., 2009;
LOPES et al., 2013b).

Com o objetivo de se minimizar a acdo do SFM sobre os lipossomas foram
testados lipossomas de diametro reduzido, com membrana rigida e neutros.
Entretanto, esse tipo de lipossoma apresenta desvantagens como sistema de
liberacao de farmacos, que incluem: pequeno volume interno de encapsulacéo,
aumento do didmetro das vesiculas durante armazenamento, poucas
substancias disponiveis para esse tipo de formulagao e perfil farmacocinético
dose-dependente (PAPAHADJOPOULOS & GABIZON, 1995). Foram também
desenvolvidos lipossomas de circulacdo prolongada contendo o
monossialogangliosideo GM1 tendo sido observada uma significativa reducao
na captacao pelos macréfagos do SFM (ALLEN & CHONN,1987).

Klibanov e colaboradores (1990) foram os primeiros a demonstrar que a
incorporacdo de polimeros hidrofilicos sintéticos, como os polietilenoglicois
(PEG), na bicamada lipidica, promove um aumento significativo no tempo de
circulagdo sanguinea dos lipossomas. Essa modificagdo quimica previne o
processo de opsonizacdo por meio da blindagem da carga superficial das
particulas, aumento da hidrofilicidade da superficie, aumento da barreira
estérica entre os lipossomas “peguilados” e os componentes plasmaticos bem
como a formagéao de uma barreira polimérica que é impermeavel as opsoninas.
Concentragdes de 5-10 % de fosfatidiletanolamina acoplado a PEG (PE-PEG)
de massa molecular 1000-2000 Da conferem excelente estabilidade as
formulagdes (ULRICH,2002; GARBUZENKO et al., 2005; TORCHILIN, 2007;
VARGA et al, 2013). Outro estudo demonstrou que a incorporacdo de
concentragdes de DSPE-PEGao0 < 5% sdo suficientes para promover um
aumento significativo no tempo de circulacao sanguinea dos lipossomas sendo
relatado que esse efeito esta principalmente relacionado a barreira estérica
formada pelas moléculas de PEG que impede a agregacgao dos lipossomas, e
consequentemente, minimiza sua eliminagdo da circulagdo sanguinea (DOS
SANTOS et al., 2007).
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A Figura 5 ilustra o efeito da modificacao de superficie de nanoparticulas pela
incorporacdo de PEG na adsorcdo de proteinas e na biodistribuicdo. Na
superficie de nanoparticulas ndo modificadas ocorre a adsorcdo de diversas
proteinas havendo rapida captacdo dessas particulas por 6rgaos do SFM,
principalmente figado e baco (representados em verde). Por outro lado, as
particulas peguiladas sdo menos opsonizadas pelas proteinas plasmaticas
minimizando a captacao pelo SFM possibilitando que permanegam por mais

tempo na circulacdo sanguinea (representada em laranja).

Figura 5 - Representacido esquematica do efeito da modificacéo de superficie de
nanoparticulas pela incorporacédo de PEG na adsorcao de proteinas plasmaticas e na
biodistribuicao
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Adaptado de AGARWAL et al., 2009.

Muitos estudos tém demonstrado que os efeitos antitumorais de drogas
veiculadas em lipossomas “peguilados” podem ser significativamente
aumentados devido aos efeitos de permeacao/retencao no tecido tumoral uma
vez que tais formulagbes apresentam circulagdo sanguinea prolongada (YANG
et al., 2007; SONG et al., 2009).
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2.4.1.2 Lipossomas pH-sensiveis

Apesar dos beneficios obtidos com as estratégias apresentadas anteriormente,
os lipossomas convencionais e de circulacdo prolongada apresentam, em
geral, uma liberacdo lenta do material encapsulado. Além disso, esses
lipossomas podem nao ser capazes de fundir com a membrana endossomal
apoés a internalizacao celular. Neste contexto, tem sido proposta a inclusao de
compostos com propriedades fusogénicas resultando na formacao de
lipossomas pH-sensiveis (LOPES et al., 2013b; FERREIRA et al., 2013).

O desenvolvimento de lipossomas pH-sensiveis como sistemas de liberacao de
farmacos se baseou inicialmente no fato do meio extracelular em tecidos
acometidos por infeccoes, inflamagdes e tumores ser mais acido que o meio
extracelular em tecidos normais (GULINO et al., 1967; STUBBS et al., 1999;
ROBEY et al., 2009). A acidez observada na regiao tumoral ocorre em razao do
clearance ineficiente dos metabdlitos acidos resultantes da glicélise aerdbica
intensa que ocorre nas células tumorais (STUBBS et al., 1999; CUKIERMAN &
KHAN, 2010; FERREIRA et al.,2013).

Os lipossomas pH-sensiveis sao considerados lipossomas polimérficos os
quais se tornam reativos devido a mudancas na sua estrutura desencadeadas
por uma alteracdo de pH (BATISTA et al, 2007). O potencial desses
lipossomas reside principalmente em sua capacidade de sofrer
desestabilizacao no estagio endossomal, prevenindo desta forma a degradacao
no nivel lisossomal, e consequentemente, aumentando o acesso dos farmacos
a seus alvos citosélicos e nucleares (SIMOES et al., 2004; JUNIOR et al., 2007;
FERREIRA et al., 2013).

A desestabilizacdo dos lipossomas pH-sensiveis se deve ao fato desses
lipossomas constituirem-se de fosfolipides derivados da fosfatidiletanolamina
(PE), como por exemplo, a dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) (Figura 6 e
Figura 8). As moléculas de DOPE se organizam em meio aquoso, a
temperatura ambiente, sob a forma hexagonal invertida (H;), ndo sendo
capazes de se apresentarem na forma de bicamadas (SIEGEL, 1986).
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Diferentemente da maioria dos fosfolipides, a DOPE possui uma cabeca polar
pequena e pouco hidratada que ocupa um pequeno volume, quando
comparado com o das respectivas cadeias de hidrocarbonetos, resultando em
uma geometria molecular do tipo cone. Esse formato favorece o
estabelecimento de fortes interagdes intermoleculares entre os grupos amino e
fosfato da sua cabeca polar, 0 que explica a tendéncia dessas moléculas a
adquirirem a forma hexagonal invertida. A formacao de lipossomas com esses
fosfolipides requer a adicdo de agentes estabilizantes, normalmente lipides
carboxilados, como o hemisuccinato de colesterila (CHEMS) (Figura 6 e
Figura 8), que em pH fisiolégico se encontram sob a forma ionizada. Esses
estabilizantes sdo capazes de se inserirem entre as moléculas de fosfolipides,
sendo que o aparecimento de repulsées eletrostaticas entre os grupamentos
carboxila, presentes no estabilizante, e os grupos fosfato da DOPE favorecem
a organizacao lamelar, possibilitando a formacao dos lipossomas. A exposicao
desses lipossomas pH-sensiveis a um meio acido, como no interior dos
endossomos, resulta na protonacao dos agentes estabilizantes havendo entédo
a desestabilizagdo das vesiculas e a liberagdo do material encapsulado (DE
OLIVEIRA et al., 1998; SIMOES et al., 2004; FERREIRA et al., 2013) (Figura
6).
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Figura 6 - Representacdo esquematica da organizagéo estrutural da DOPE na
auséncia e na presenca de CHEMS e das modificacoes de fase desencadeadas pelo pH
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Os lipossomas pH-sensiveis (constituidos por derivados de PE) também
apresentam maior capacidade de internalizacdo celular devido a pobre
hidratacdo da cabeca polar da PE e devido a tendéncia dessas moléculas de
PE se organizarem na fase H;, o que facilita o processo de fusdo das
membranas durante a internalizacdo (FERREIRA et al., 2013).

Os mecanismos moleculares pelos quais o0s lipossomas transpdéem a
membrana endossomal para alcancarem o citoplasma ainda nao estédo
totalmente esclarecidos. Entretanto, algumas hipéteses sdo postuladas para
explicar esse processo (Figura 7). Uma primeira hipétese propde que apoés a
endocitose, a membrana dos lipossomas pH-sensiveis pode se fundir a
membrana endossomal havendo a liberacdo do material encapsulado para o
citoplasma, sendo que esse processo ocorre devido as propriedades
fusogénicas da bicamada constituida pela DOPE (Figura 7-A). Outra
possibilidade é que apds a desestabilizacdo dos lipossomas, as moléculas
encapsuladas se difundam pela membrana endossomal para o citoplasma

(Figura 7-B). Por fim, sugere-se que a desestabilizacdo dos lipossomas pH-
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sensiveis promova o inicio da desestabilizacdo da membrana endossomal,
provavelmente pela formacao de poros, que conduz a liberagdo do conteudo
encapsulado para o citoplasma (Figura 7-C) (SIMOES et al., 2004; FERREIRA
et al., 2013).

Figura 7- Mecanismos propostos para a liberagéo intracitoplasmatica do
material incorporado aos lipossomas pH-sensiveis
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Embora tenha sido demonstrado que os lipossomas pH-sensiveis compostos
de PE sejam eficientes em liberar diversas moléculas no citoplasma, sua
aplicagéao in vivo é limitada devido a sua moderada estabilidade e/ou rapida
remocao pelo SFM ap6s administragdo intravenosa. Neste contexto, a
associagcdo do fosfolipide diestearilfosfatidiletanolamina acoplado ao
metdxipolietilenoglicol (DSPE-mPEG) (Figura 8) aos lipossomas pH-sensiveis
contendo DOPE/CHEMS, possibilita um aumento no tempo de circulacao
sanguinea desses lipossomas mantendo-se as propriedades de pH-
sensibilidade (DRUMOND et al., 2000; SIMOES et al., 2004; ROUX et al.,
2004).
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Figura 8 — Estruturas quimicas de CHEMS (1), DOPE (2) e
DSPE'mPEGZQQQ (3).

2.5 Caracterizacao das propriedades fisicas, quimicas e fisico-quimicas
dos lipossomas

O comportamento de lipossomas, tanto em relacdo a estabilidade de
armazenamento como em meios biolégicos, € determinado por fatores tais
como diametro, carga de superficie das vesiculas e a quantidade de soluto
incorporado. Desta forma, € fundamental a determinagdo e controle de tais
pardmetros para assegurar a eficiéncia terapéutica e a estabilidade das
formulacodes lipossomais (NEW, 1990; LASIC, 1998).

2.5.1 Diametro das vesiculas

O diametro das particulas € uma propriedade de fundamental relevancia em
relacdo a estabilidade e seguranca dos nanossistemas lipidicos empregados
para administracdo parenteral. Uma populacdo de particulas de diametro
elevado pode indicar decaimento de estabilidade da formulagdo mediante
agregacao/fusdao das vesiculas ou mesmo indicar inadequabilidade do
processo de preparo dos nanossistemas (KLANG et al., 1998). A evolugédo do
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didmetro das particulas ao longo do tempo pode ser utilizada para predizer a
estabilidade da preparacédo. A manutencao do diametro das particulas torna-se
uma forte evidéncia que a estabilidade da formulacao foi mantida (SANTOS-
MAGALHAES et al, 2000). O diametro reduzido das particulas confere
estabilidade contra a sedimentagdo, pois o movimento Browniano das
particulas torna a taxa de difusdo mais elevada que a sedimentagéo induzida
pela forca da gravidade (SOLANS et al., 2005). O perfil de distribuicéo e a
extensdo da eliminacao dos lipossomas, ap6s administracéo, in vivo, também
sao influenciados pelo diametro e pela carga desses nanocarreadores. Além
disso, o diametro das particulas na formulacdo deve ser rigorosamente
controlado para se garantir a seguranca na administracdo endovenosa das
formulacdes. Particulas de diametro elevado, presentes em formulacdes para
aplicagao intravenosa, podem ocasionar embolia pulmonar com consequéncias
drasticas e até mesmo fatais (HASKELL et al., 1998).

Varios métodos podem ser empregados com o propdsito de se avaliar o
didmetro das vesiculas lipossomais, dentre estas estdo compreendidas
técnicas de espalhamento da luz (estatico e dindmico); técnicas microscopicas
(microscopia eletrbnica e microscopia de forca atbmica) e a técnica de
cromatografia por exclusdo de tamanho (EDWARDS & BAEUMNER A. J.,
2006; LOPES et al.,, 2013b). Destaca-se, sobretudo, a técnica denominada
espectroscopia de correlagdo de fétons (Photon Correlation Spectroscopy -
PCS) cujo fundamento consiste em atravessar determinada amostra com um
feixe de laser, de modo que as particulas presentes espalhem a luz. O
espalhamento da luz esta relacionado ao movimento browniano das particulas,
de modo que a intensidade da luz espalhada por estas forme um padrdo de
movimento. Por meio da dispersao da luz, torna-se entao possivel determinar o
didmetro médio das particulas. Particulas menores sido capazes de
movimentarem mais rapidamente e causam rapidas modificacdes no
espalhamento da luz. Por outro lado, particulas de maior didmetro, as quais
possuem menores coeficientes de difusdo, resultam em menores flutuacées na
intensidade do espalhamento da luz. As vantagens da técnica de PCS incluem
a capacidade de realizagdo de medidas no meio original das amostras; a
sensibilidade do método a pequenas quantidades de agregados de elevado
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peso molecular; necessidade de volume de amostra reduzido e facilidade no
preparo da amostra para leitura. Entretanto, a técnica ndo possibilita
informacgdes a respeito da morfologia das vesiculas sendo que esta informacéao
podera ser obtida pelo emprego de técnicas microscopicas de analise
(HASKELL et al., 1998; LAOUINI et al., 2012).

2.5.2 Potencial zeta

O potencial zeta pode ser definido como o potencial existente na fronteira entre
a superficie de uma particula individual e seus ions associados, no plano de
cisalhamento. A carga nado pode ser medida diretamente, mas pode-se
determinar a grandeza da carga elétrica pelas medidas de mobilidade
eletroforética das particulas submetidas a aplicacado de um determinado campo
elétrico (FLORENCE & ATTWOOQOD, 2003). A maioria das dispersdes coloidais
apresentam cargas elétricas de superficie cuja origem esta relacionada a
natureza quimica dos constituintes da particula e ao préprio meio de dispersao.
Os mecanismos mais importantes para geracao das cargas sao a ionizacao
dos grupos de superficie (dissociacdo de grupos acidos ou bases) e adsorcao
de espécies carregadas a superficie das particulas (LAOUINI et al., 2012).

A medida do potencial zeta é uma ferramenta muito Util na avaliacdo das
interagOes repulsivas entre as particulas coloidais e € comumente utilizada
para avaliar a sua estabilidade. Valores de potencial zeta elevados (negativa ou
positivamente) indicam que havera repulsdo entre as particulas reduzindo
assim a tendéncia de agregacdao das mesmas. Dispersdes coloidais com
valores de potencial zeta em torno de + 30 mV sdo geralmente consideradas
estaveis. Entretanto, esta regra ndo pode ser rigorosamente aplicada para
sistemas que contém estabilizantes estéricos, os quais diminuem o valor
numérico do potencial zeta devido a mudanca do plano de cisalhamento da
particula (NEW, 1990 ; HEURTAULT et al., 2003; LAOUINI et al., 2012; LOPES
et al., 2013a).

Para a determinagcdo do potencial zeta dos lipossomas utiliza-se um método
que consiste na incidéncia de um feixe de luz e aplicacado de um campo elétrico
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de forca conhecida através da amostra. Nesse, as particulas carregadas se
deslocam com velocidades distintas induzindo deslocamentos da frequéncia do
feixe de luz incidente, gerando um espectro de frequéncias. As frequéncias sao
entdo utilizadas para os calculos das velocidades, as quais sao convertidas
para valores de mobilidades eletroforéticas (MALVERN INSTRUMENTS, 1996).

2.5.3 Teor de encapsulacao

O maior desafio no desenvolvimento de lipossomas esta relacionado a
obtencado de eficiéncia e estabilidade na encapsulacdo do farmaco (LASIC,
1998). A caracterizacdo quimica de lipossomas por determinagdo do teor de
encapsulacao é essencial uma vez que a eficacia de lipossomas in vivo, bem
como suas propriedades fisicas e fisico-quimicas, dependem do total de
farmaco incorporado a esses nanossistemas (LOPES et al., 2013b).

A obtencao de teores de encapsulacido elevados é importante, e pode ser
alcangada pela escolha correta do método de encapsulagcdo bem como dos
ajustes adequados na composicdao lipidica da membrana. A relacédo
farmaco/lipide também deve ser maximizada, visto que determina a quantidade
de lipide a ser administrada ao paciente. Assim, quanto menor for a quantidade
de lipide veiculada, menores serdo os riscos de efeitos colaterais associados
aos mesmos (SWARBRICK & BOYLAN, 1994; FREZARD et al., 2005).

Diversos métodos sdo empregados para andalise do teor de encapsulacao de
farmacos nos lipossomas. Destacam-se os métodos de espectrofotometria,
espectroscopia de fluorescéncia, métodos enzimaticos, técnicas eletroquimicas
e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (SWARBRICK & BOYLAN,
1994; EDWARDS & BAEUMNER, 2006). Essas diferentes técnicas analiticas
podem ser empregadas também para monitorar a estabilidade de
armazenamento de lipossomas em relacdo a retencao/liberacdo do material

encapsulado ao longo do tempo (LAQUINI et al., 2012).
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2.5.4 Morfologia dos lipossomas

A caracterizagdo morfolégica dos lipossomas € de fundamental importancia
para garantir que as formulagdes desenvolvidas apresentem as propriedades
fisicas desejadas que terdo impacto na incorporacdo do agente antitumoral
nesses sistemas, no seu comportamento in vivo (biodistribuicdo e atividade
antitumoral) assim como na sua estabilidade de armazenamento. O emprego
da técnica de microscopia eletrénica de transmissao (MET) possibilita a analise
morfoldgica dos lipossomas e objetiva a caracterizacao desses nanossistemas
mediante a avaliagdo de parametros como lamelaridade e didametro, bem como
a observacao de alteracdes relacionadas aos fenbmenos de agregacao e fusao
das particulas (NEW, 1990).

O principio da técnica de MET consiste na emissao de um feixe de elétrons por
um filamento de tungsténio aquecido que promove a emissao termoibnica de
elétrons que sédo acelerados em um tubo sob alto vacuo em direcao a amostra.
O feixe eletrbnico transmitido incide sobre uma tela fluorescente, um filme
fotografico ou uma camera de video, gerando a imagem da amostra (OREFICE
et al., 2006).

A principal vantagem relacionada ao emprego de MET é sua elevada resolugao
que possibilita a analise de detalhes estruturais de lipossomas como a
lamelaridade (BIBI et al., 2011). Entretanto, na analise de lipossomas por MET,
0 processo de desidratacdo durante o preparo da amostra pode causar o
encolhimento da particula e distorcdo no didmetro e o pré-tratamento da
amostra com corantes especificos pode gerar artefatos e causar alteragdes na
estrutura original vesicular. As manchas dos proprios corantes podem também
levar a formacao de franjas claras e escuras que podem ser interpretadas
como estruturas lamelares na amostra a ser analisada. Além disso, o alto
vacuo e o bombardeamento de elétrons, caracteristicos em MET, também
podem causar alteragcdes na morfologia dos lipossomas. Neste contexto,
algumas variacbes relacionadas ao preparo de amostra podem otimizar a
analise e reduzir a ocorréncia de artefatos, como por exemplo, a adocao de
processos de criofratura da amostra (SEDDON, 1990; BIBI et al., 2011).
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Uma das técnicas de preparo para analise por MET mais comumente utilizadas
consiste na coloracdo negativa dos lipossomas. Como a possibilidade de
espalhamento eléstico € diretamente relacionada ao numero atébmico e
considerando-se que as bicamadas de fosfolipides dos lipossomas sao
constituidas basicamente por carbono e hidrogénio, pode-se prever que havera
baixo espalhamento eletrdénico por estas estruturas. Dessa forma, o contraste é
fornecido por sais de metais pesados como o acetato de uranila, por tetréxido
de 6smio ou por &acido fosfotungstico, os quais espalham fortemente os
elétrons. A partir da coloracdo negativa, o fundo encontra-se corado e o0s
lipossomas nao. Dessa forma, nas imagens por MET, a regido exterior das
vesiculas aparecem em preto enquanto a area interna é visualizada na cor
branca (NEW, 1990; BIBI et al., 2011).

2.5.5 Andlise da transicao de fase dos lipides

Os fosfolipides, componentes das bicamadas dos lipossomas, sdo moléculas
anfifilicas que, quando dispersos em agua, podem formar diferentes fases.
Dependendo da temperatura, geometria molecular dos lipides e as condi¢des
da mistura lipide-agua, as moléculas dos lipides podem se organizar de
diferentes formas. Alguns lipides monocatenarios, como os lisolipides, nos
quais a cabega polar ocupa um maior volume do que a cadeia hidrofébica,
apresentam geometria em cone invertido e organizam-se na fase hexagonal
normal. Ja em outros tipos de fosfolipides bicatenarios, como as
fosfatidilcolinas, ha um equilibrio entre o volume ocupado pela por¢cao polar e o
volume ocupado pela porcao hidrofébica da molécula, apresentando uma
geometria cilindrica e organizando-se na fase lamelar. Ja os fosfolipides
derivados da fosfatidiletanolamina (como a DOPE), apresentam uma porcao
polar de tamanho reduzido a qual ocupa um menor volume que a porcéao
hidrofébica da molécula, apresentando geometria em cone e organizando-se
na fase hexagonal invertida (H;) (Figura 9) (SIMOES et al., 2004; FERREIRA
et al.,2013).

As fases lamelares séo classificadas em lamelar cristalina (Lc), lamelar gel (Lg)

e lamelar fluida (Ly). As transigdes de fase dos lipides ocorrem a determinadas
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temperaturas sendo que a principal transicao de fase ocorre na temperatura na
qual a membrana lipidica passa de uma fase lamelar ordenada rigida (Lg) para
uma fase lamelar fluida (Ly) onde ha elevado grau de liberdade das moléculas.
A partir da fase L,, podem ocorrer mais transicoes de fase com o aumento da
temperatura. Essas transicoes sao relativas a transicdo de uma fase lamelar
para fases nao lamelares do tipo invertido (dgua em Oleo). Geralmente, a
sequéncia das fases nao lamelares inicia-se com a fase cubica invertida (Qy) e
depois passa para a fase hexagonal invertida (H;). Nem todas as transicoes
descritas anteriormente ocorrem necessariamente para um Uunico fosfolipide,
pois depende da estrutura molecular do mesmo (MARSH, 1991; NEW, 1990 ;
LOPES et al.,2013Db).

Figura 9 - Fases de agregacéo dos lipides em meio
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Sabe-se que a fluidez da bicamada, depende da temperatura de transicéo de
fase do estado lamelar gel (Lg) para o estado lamelar fluido (Ls) (Tm). Quando
a temperatura do meio é igual a Tm, as cadeias carb6nicas dos lipides passam
do estado ordenado (sélido) para o estado fluido no qual as cadeias carbdnicas
encontram-se desordenadas e tém grande liberdade de movimento. Desta
forma, de acordo com a Tm, as membranas lipossomais de diferentes
composigdes podem exibir diferentes niveis de fluidez sob as mesmas
condicbes de temperatura. A permeabilidade da bicamada depende da fluidez
da membrana e da natureza do soluto incorporado. A taxa de permeabilidade
mais elevada ocorre na Tm e é menor no estado “gel” em comparacéo com o
estado fluido (FREZARD et al., 1999).

Uma grande variedade de métodos fisicos sdo empregados na investigacao
das transicbes de fase dos fosfolipides. Esses incluem a calorimetria
exploratéria diferencial (DSC) para o estudo da termodindmica e das
temperaturas de transicao de fase; difracdo de raios-x e microscopia eletrénica,
para o estudo de mudancas estruturais e dimensionais; e, técnicas
espectroscopicas, particularmente a ressonancia magnética, para o estudo das
mudancas na dinamica lipidica (MARSH, 1991).

Neste contexto, um dos principais parametros avaliados na caracterizacéao
fisico-quimica de lipossomas incluem a determinacdo da fase e das
temperaturas de transicao de fase dos lipides. A determinacao das transicdes
de fase e da fluidez da membrana lipidica sdo importantes, uma vez que esses
parametros influenciam a estabilidade e a farmacocinética de lipossomas nos
sistemas biologicos (LOPES et al., 2013b).

2.5.5.1 Espalhamento de raios-x a baixo danqulo (SAXS)

O emprego da técnica de espalhamento de raios-x na identificacdo da
organizagdo supramolecular do fosfolipide estrutural na presenca dos
diferentes componentes dos lipossomas é de fundamental relevancia para que
se possa compreender 0s mecanismos de associagdo da droga aos
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lipossomas bem como para o entendimento da estabilidade desses

nanossistemas.

Os raios-x, utilizados rotineiramente em estudos de analise estrutural, podem
ser obtidos a partir de fontes de luz sincroton. A radiagdo sincroton é emitida
por elétrons ou pdsitrons em velocidade préxima a velocidade da luz em um
anel circular. Os elétrons emitem radiacdo sincroton quando sédo acelerados
radialmente na passagem por campos magnéticos colocados em alguns pontos
da trajetéria do anel de armazenamento. A radiacdo sincroton tem fluxo de
algumas ordens de grandeza maior (aproximadamente 10'? fétons/s) que as
demais fontes, possibilitando obtencao de padrdes de difracdo com elevado
grau de informacédo (DONG & BOYD, 2011).

A partir das medidas de difracdo de raios-x é possivel determinar a fase
estrutural em que o sistema lipidico se encontra estudando as distancias
intermoleculares que estao relacionadas com o angulo de espalhamento
mediante 0 emprego da expressao:

n.A = 2.d.sen 0

onde n é um numero inteiro de ordem de difracdo, A € o comprimento de onda
do feixe de raios-x incidente, d é a distancia entre os planos cristalinos e 6 é o

angulo de incidéncia.

A técnica de espalhamento de raios-x a baixo angulo (SAXS) é empregada
para caracterizar a estrutura de macromoléculas com dimensdes nanométricas
O emprego da técnica de SAXS na analise de lipossomas possibilita a
obtencdo de informacdes referentes a mudancas estruturais dos lipossomas
desencadeadas apds um estimulo especifico (pH, temperatura, luz, etc.) o qual
pode estar relacionado a desestruturagdo dos lipossomas com consequente
liberacao do material encapsulado (DONG & BOYD, 2011). Essas informacoes
sdo dadas a partir da determinacao das diferentes fases de organizacado das
moléculas dos lipides formadores dos lipossomas.
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A caracterizacdo das mesofases lipidicas por SAXS fundamenta-se
primeiramente na simetria. Informagdes sobre a organizacdo das fases estéao
contidas nas regides de baixo angulo dos padrées de difracdo: o ordenamento
de longa extensdo dos agregados lipide/agua (bicamada, cilindros, micelas,
etc) numa rede de uma, duas ou trés dimensdes fornece razdes de reflexdao de
Bragg apresentando razdes caracteristicas para os diferentes espagos
reciprocos, como por exemplo (LINDBLOM & RILFORS, 1989; SEDDON, 1990;
TATE et al.,1991):

1) Lamelar : razdes iguais a 1,2,3,4 ...
2) Hexagonal : razées iguais a 1, V3, 2, V7, 3, V12, V13...
3) Clbicas : razdes iguais a 1, V2, V3, 2, V6, V8, 3 ... (espacamento Pn3m)
razdes iguais a 1, V2, 2, V6, V8, V10... (espacamento Im3m)
razdes iguais a 1, V2, 2, V5, V6, \8... (espacamento Pm3n)

O empacotamento molecular das diferentes fases descritas anteriormente
encontra-se esquematizado na Figura 10.
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Figura 10 - Representacdo esquematica do empacotamento molecular das fases
lamelar (A), hexagonal invertida (B) e cubica invertida (C)
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Adaptado de TATE et al.,1991.

2.5.5.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

O emprego da técnica de DSC possibilita a medida da quantidade de energia
que é absorvida ou liberada pela amostra em funcéo da temperatura. Como
consequéncia direta das medidas de energia, a temperatura precisa da
amostra pode ser monitorada em qualquer ponto durante o experimento. Desta
forma, as medidas obtidas pela técnica de DSC para os lipossomas permitem a
identificacdo das temperaturas de transicao de fase do fosfolipide estrutural
(por exemplo, a DOPE), na presenca dos diferentes componentes dos
lipossomas e é de fundamental relevancia para que se possa compreender 0s

mecanismos de associacdo da droga aos lipossomas.

O comportamento de fase da DOPE revela a presenca de fases essenciais
para a formacéo e desestabilizacdo dos lipossomas pH-sensiveis, as quais sao
a fase lamelar alfa (L,) e fase hexagonal (H), respectivamente, sendo que a
temperatura de transicdo entre essas fases pode ser determinada pelo
emprego da técnica de DSC.

Portanto, as técnicas de SAXS e DSC sdao complementares no estudo de
transicdo de fase estrutural e possibilitam a elucidacao das interacdes entre a
droga incorporada e os materiais formadores dos lipossomas.
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3 OBJETIVOS GERAIS

Esta tese de doutorado tem como objetivo desenvolver, caracterizar quimica,
fisico-quimica e morfologicamente, e avaliar a estabilidade dos lipossomas pH-
sensiveis de circulacdo prolongada contendo AU (SpHL-AU), bem como
executar estudos, in vitro, para determinacdo da citotoxicidade desses

nanossistemas.

3.10BJETIVOS ESPECIFICOS

e Validar método analitico para doseamento de AU por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE);

e Desenvolver lipossomas pH-sensiveis de circulagao prolongada contendo AU
(SpHL-AU);

e Caracterizar os SpHL-AU mediante a determinacao do didmetro e morfologia
das particulas, potencial zeta e teor de encapsulacao;

e Estudar a estabilidade quimica e fisico-quimica das formulagdes de SpHL-
AU;

e Avaliar a citotoxicidade de SpHL-AU em linhagens de células tumorais de
prostata (LNCaP) e de mama (MDA-MB-231);

e Estudar as transicbes de fase dos lipides constituintes dos SpHL-AU pelo
emprego das técnicas de DSC e SAXS;

e Estudar o efeito da variacdo de pH e dos constituintes do meio de cultura
sobre a organizacdo supramolecular dos lipossomas pH-sensiveis de
circulacdo prolongada nao contendo AU (SpHL-BR) e dos SpHL-AU
empregando-se a técnica de SAXS.
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TRABALHO EXPERIMENTAL
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CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO QUIMICA,
FiSICO-QUIMICA, MORFOLOGICA E AVALIACAO DA
CITOTOXICIDADE DE LIPOSSOMAS pH-SENSIVEIS DE
CIRCULACAO PROLONGADA CONTENDO ACIDO URSOLICO
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1 INTRODUCAO

Devido a necessidade de viabilizar a administragao in vivo do AU, pelas razdes
discutidas previamente, a primeira etapa do trabalho consistiu no estudo do
método de preparo dos SpHL-AU assim como na sua caracterizacao quimica,
fisico-quimica, morfolégica e na avaliacdo da estabilidade de armazenamento.
Além disso, foi investigada a acao citotoxica desses nanossistemas em
linhagens tumorais de mama (MDA-MB-231) e de préstata (LNCaP).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

A DOPE e o DSPE-mPEGgyo foram comprados da Lipoid GmbH
(Ludwisgshafen, Alemanha). O AU padrdao (grau de pureza 98%),
hemisuccinato de colesterila (CHEMS), cloreto de soédio, hidroxido de sodio,
Triton X-100%, tampao salina-fosfato (PBS), dodecilsulfato de sédio (SDS)
foram adquiridos da Sigma Chemical Company (St Louis, EUA). O meio de
cultura  Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), reagente
metiltiazoltetrazélio (MTT), soro fetal bovino (SFB), penicilina, estreptomicina
foram adquiridos da Gibco® (Grand Island, NE, EUA). O metanol de grau para
CLAE foi obtido da Fisher Cientifica (Nova Jersey, EUA). Os demais reagentes
utiizados foram de grau analitico. A linhagem celular MDA-MB-231
(adenocarcinoma mamario) foi gentilmente fornecida pelo Professor Dr. Alfredo
Miranda de Goes (Laboratério de Bioquimica e Imunologia, Instituto de
Ciéncias Biolégicas da UFMG). A linhagem LNCaP (carcinoma de préstata) foi
adquirida da American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, Virginia,
EUA).

2.2 Validacao de método analitico para doseamento de AU por CLAE

A validacao foi realizada para garantir, por meio de estudos experimentais, que
0 método atendesse as exigéncias analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados. Os parametros investigados para a avaliacao do método de CLAE
para doseamento de AU foram especificidade; linearidade e intervalo; precisao
intradia e interdia; exatidao; limite de deteccdo e limite de quantificacdo
(ANVISA, 2003; ICH, 2005).

2.2.1 Condicoes cromatograficas

O aparato cromatografico consistiu de uma bomba modelo 515, um auto-injetor
modelo 717 Plus e um detector ultravioleta/visivel modelo 2487 (Waters
Instruments, Milford, MA, EUA) monitorados por um computador utilizando o
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software Empower®. Para a separacdo de AU foi utilizada uma coluna
Lichrospher®, octadecilsilica Cig, 4,0 mm x 250 mm, 5 um (Merck S.A.
Industrias Quimicas, Darmstadt, Alemanha). O sistema eluente foi constituido
pela mistura metanol/agua na proporcao de 90:10 (v/v), respectivamente. O
volume das injegdes foi de 20 yL, sendo mantida a velocidade de fluxo da fase
movel igual a 1,5 mL/min. O material eluido foi detectado no comprimento de

onda de 210 nm.

2.2.2 Especificidade

Especificidade de um método analitico € a capacidade que o método possui de
medir exatamente um composto em presenga de outros componentes tais
como impurezas, produtos de degradacao e componentes da matriz (ANVISA,
2003). Com o objetivo de verificar a interferéncia de algum constituinte dos
lipossomas na andlise quantitativa de AU, comparou-se o cromatograma obtido
para solucdo de AU a 40 pg/mL, com o cromatograma obtido apds
solubilizacao de lipossomas brancos (em auséncia de AU).

2.2.3 Linearidade

Linearidade de um método analitico € a sua habilidade de fornecer resultados
gue sejam diretamente proporcionais a concentracdo da substancia analisada,
dentro de um determinado intervalo (ANVISA, 2003). Para a determinacao da
linearidade do método de CLAE empregado no doseamento de AU, foi
construida uma curva de calibracdo apresentando cinco pontos relativos as
diferentes concentragdes de solucbes de AU em metanol:dgua (90:10),

preparadas em triplicata.

Inicialmente, preparou-se uma solu¢do de 500 pg/mL de AU, solubilizando-se
uma aliquota de 10 mg de AU em 20 mL de metanol:agua (90:10), transferindo-
se quantitativamente 10 mL dessa solugdo para um baldo de 50 mL e
completando-se o0 volume com metanol:agua (90:10). A partir dessa solucao
(100 pg/mL de AU), foram transferidas aliquotas de 0,5 ;1; 2; 4 e 6 mL para
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balées volumétricos de 10 mL. O volume de cada baldao foi completado com
metanol:adgua (90:10), para obtencdo das respectivas concentracées: 5, 10,
20, 40 e 60 pg/mL. As solucdes foram mantidas a temperatura ambiente e
protegidas da luz, seguido de sua inje¢ao no cromatégrafo liquido, utilizando-se
as condicdes descritas no item 2.2.1. A partir das areas dos picos obtidos, a
curva de calibracdo foi construida e a linearidade do método foi avaliada
mediante o calculo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados
utilizando os programas computacionais Microsoft Excel 2010 e Graphpad
Prism 5. Foram avaliados os valores dos coeficientes de determinacéo (r%) e de

correlacao (r).

2.2.4 Precisao inter e intradia

A precisdo € a avaliacdo da proximidade das respostas obtidas quando uma
série de medidas sado realizadas para uma mesma amostra em idénticas
condicoes de teste. Essa é verificada por, no minimo, nove determinacdes
contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés concentragdes (baixa,
média e alta) em triplicata ou um minimo de seis determinagdes com 100% da
concentracao do teste (ANVISA, 2003).

A precisdo do método foi determinada em um mesmo dia (intradia ou
repetibilidade) e em dias diferentes (interdia ou precisdo intermediaria). A
precisdo foi expressa como desvio padrao relativo (DPR %). Para a
determinacao da repetibilidade foram preparadas solucdes de AU, em triplicata,
a 5 pg/mL (concentragdo baixa), 20 ug/mL (concentracdo média) e 60 pug/mL
(concentracdo alta) em metanol:agua (90:10), as quais foram injetadas em
cromatdgrafo liquido, utilizando-se as condi¢des descritas no item 2.2.1. Para a
determinacao da precisdo intermediaria foram preparadas, em ftriplicata, as
mesmas concentracdes das solu¢cées de AU do primeiro ensaio.

2.2.5 Exatidao

A exatidao de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro. A exatidao é expressa pela
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relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a
concentragao tedrica correspondente (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

Os guias do ICH (2005) e da ANVISA (2003) indicam a andlise de nove
amostras, sendo trés de concentracao baixa, trés de concentracdo média e trés

de concentracéao alta.

Sendo assim, a determinacdo da exatidao foi realizada em trés niveis de
concentracdo de AU (em triplicata), por meio da adicao, as formulacbes de
SpHL-BR, de concentragdes de AU a 5 ug/mL (concentracao baixa), 20 pg/mL
(concentragdo média) e 60 pug/mL (concentracdo alta).

Os resultados da exatidao foram expressos em porcentagem de recuperacao
de AU adicionado as formulagdes, conforme a equagéo:

Rec(%) = C1x100
C2
Onde:
Rec(%)= Percentual de recuperagéo de AU adicionado
C1i= Concentragcao de AU determinada na amostra
C.= Concentragcao de AU adicionada na amostra

2.2.6 Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacao (LQ)

O limite de deteccao (LD) é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado,
sob as condi¢des experimentais estabelecidas. O limite de quantificacao (LQ) é
a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisao e exatidao aceitaveis sob as condicoes experimentais estabelecidas
(ANVISA, 2003).

A determinag&o do LD e do LQ foi realizada com base nas equagdes a seguir:
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LD=3xo
b

LQ=10x0o
b

onde ¢ € 0 desvio padrdo do intercepto com o eixo y e b é a inclinacdo da
curva analitica. Estes parametros foram obtidos como resultados da analise da
linearidade do método (ANVISA, 2003; ICH,2005).

2.3 Preparo de SpHL-AU e SpHL-BR pelo método de Bangham

Aliquotas de DOPE, CHEMS e DSPE-mPEGzgg, dissolvidos em cloroférmio, na
concentragédo lipidica total de 20 mM ou 40 mM (razdo molar 5,7:3,8:0,5,
respectivamente), foram transferidas para um baldo de fundo redondo. Uma
quantidade de AU equivalente a 0,1% (p/v) ou 0,05% (p/v), foi adicionada a
essa solucao lipidica. Um filme lipidico foi obtido mediante a evaporacdo do
solvente em rotavapor (Buchi Labortechnik AG CH-9233, modelo R-210, Flawil,
Suica) acoplado a uma bomba de vacuo de mesma marca, modelo V-700. Em
seguida, o filme lipidico foi hidratado com quantidade de NaOH suficiente para
promover completa ionizacdo do CHEMS e, a seguir, foi adicionado solugao
tampao fosfato-salina (PBS), pH 7,4. A mistura obtida foi submetida a agitacao
vigorosa em um vértex (Mini-shaker lka, modelo MS1, Wilmington, EUA),

originando lipossomas multilamelares.

2.3.1 Calibracao das vesiculas

A calibracado das vesiculas lipossomais foi realizada mediante a passagem da
dispersao dos SpHL-AU e SpHL-BR em um homogeneizador de alta pressao
de estagio unico (HAP), modelo APV 2000 (Albertslund, Dinamarca) a 500 Bar,
por 12 ciclos. Cada ciclo representa o tempo necessario para que toda a
amostra seja homogeneizada, sob pressao constante.
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Antes da calibragao por HAP, realizou-se uma diluigdo dos SpHL (50 mL), em
tampao PBS, para um volume final de 110 mL para atender o limite minimo

necessario para recirculagdo da amostra no equipamento.

2.3.1.1 Avaliacao da influéncia do numero de ciclos de HAP sobre o

diametro das vesiculas dos SpHL

A fim de se otimizar as condicbes para a calibracdo dos SpHL durante o
processo de HAP a 500 Bar, analisou-se a inflliencia do nimero de ciclos de
homogeneizacdo sobre o didmetro das vesiculas lipossomais. Os SpHL foram
acrescentados ao recipiente alimentador do HAP e a homogeneizagéo foi
realizada sob fluxo continuo. Ao atingir a pressdo desejada, iniciou-se a
cronometragem de cada ciclo. O didmetro das vesiculas foi analisado por PCS,
conforme sera descrito no item 2.4.1, em aliquotas retiradas antes do processo
de homogeneizacao (0 ciclo) e nos tempos correspondentes a 3, 6, 9 e 12

ciclos.

2.3.2 Purificacao dos lipossomas

A purificacdo dos SpHL-AU foi realizada por ultrafiliragdo em sistema de
filtracdo de fluxo tangencial (Labscale; Millipore, MA, EUA) contendo uma
membrana de poliétersulfona modelo Biomax® de 500 kDa (Millipore Pellicon
XL Device, MA, EUA).

Inicialmente, um volume de 100 mL da dispersao lipossomal foi acondicionado
no reservatério de acrilico (recipiente alimentador) no qual era mantido sob
agitacao constante. Sua passagem foi impulsionada pela bomba peristaltica até
a membrana, a qual separava a amostra em duas “fases”, sendo elas: 1) o
permeado, composto por tampao PBS contendo AU livre e 2) o retido,
composto pelos SpHL-AU. A amostra retida retornava ao reservatorio de
acrilico e foi recirculada até sua concentracgdo a um volume de
aproximadamente 25 mL. Ao final do ciclo, a amostra retida foi reservada. Um
volume de 5 mL de solucado de tampao PBS foi injetado na membrana para
recuperar o volume “morto” de SpHL-AU restante no dispositivo de ultrafiltracdo
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e adicionado a amostra retida, totalizando assim 30 mL de lipossomas
purificados e concentrados. A dispersdo retida pela membrana (SpHL-AU
concentrado) foi reconstituida ao volume inicial de produgédo (50 mL)

adicionando-se solucdo de tampao PBS.

Empregou-se também o método de purificacdo dos SpHL-AU por
ultracentrifugacdao, a 150000 x g, a 10 °C, durante 90 minutos em
ultracentrifuga Beckman Coulter Optima L-80 XP (Indiandpolis, IN, EUA).
Ap0és a ultracentrifugacao, o pellet foi reconstituido pela adicdo de tampéao PBS,
seguida de agitagdo sob vértex. Esse método foi utilizado para a purificacao
dos SpHL-AU durante o estudo de estabilidade de armazenamento pelo fato
das limitacées de volume das amostras impedirem a utilizagdo do método de

ultrafiltracdo, descrito anteriormente.

Os SpHL-BR foram preparados conforme as etapas descritas anteriormente

entretanto sem a etapa de adicao de AU.

Os métodos gerais de preparo dos SpHL-AU, descritos anteriormente,

encontram-se esquematizados na Figura 11.
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Figura 11 - Esquema geral de preparo de SpHL-AU pelo método de Bangham

DOPE, CHEMS, DSPE-PEGag00 20 ou 40 mM
(5,7:3,8:0,5) + AU (0,5 ou 1 mg/mL)

- Adigédo de NaOH 0,1M
- Adigdo de tampédo PBS pH=7 4

&

[
Evaporagéo do solvente organico Filme lipidico contendo AU Hidratagéo do filme lipidico

HAP Ultrafiltragdo

Calibragéo : Purificagédo

Agitagéo Vesiculas multilamelares Vesiculas multilamelares menores Lipossomas purificados

2.3.3 Esterilizacao final dos lipossomas

Para a esterilizacao final dos SpHL-AU e SpHL-BR, as preparacoes
lipossomais foram submetidas a irradiacao, na dose de 10 kGy, por cerca de 30
minutos (taxa de dose igual a 20,6 kGy/h) em um irradiador panoramico
multipropésito equipado com uma fonte de Cobalto-60 (modelo IR-214, MDS
Nordion, Canada) no Centro para Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear -
Comissao Nacional de Energia Nuclear (CDTN-CNEN, Brasil).

2.4 Caracterizacao quimica, fisico-quimica e morfolégica dos SpHL-AU e
SpHL-BR

2.4.1 Determinacao do diametro e do potencial zeta

A analise do diametro e do indice de polidispersao das particulas foi realizada
por espectroscopia de correlacdo de fétons a 25 °C e angulo de 90°. O
potencial zeta foi avaliado por espalhamento dindmico da luz associado a
mobilidade eletroforética, a um angulo de 90°. As medidas foram efetuadas
utilizando-se o equipamento Zetasizer 3000Hs (Malvern Instruments Ltd.,
Inglaterra). As amostras foram diluidas em tampé&o PBS.
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2.4.2 Determinacao do teor de encapsulacao de AU nos SpHL-AU

A determinacédo do teor de encapsulacdo de AU nos SpHL-AU foi realizada
apds os processos de purificacdo dos lipossomas, os quais foram entao
solubilizados com a adicdo de metanol. Para a determinacdo da quantidade
total de AU nos lipossomas, antes do processo de purificacdo, os lipossomas
foram também solubilizados com metanol. Apds esse preparo das amostras, a
quantificacado de AU foi realizada pelo método de CLAE empregando-se as
mesmas condi¢des descritas no item 2.2.1 (Figura 12).

Figura 12 — Esquema para determinacgéo do teor de encapsulacdo de AU nos

SpHL-AU
E E Ultrac entrifugac o ou
ultrafilracio

(oo

Lipossomas nao Lipossomas purificados
purificados
@Di ssolugao em MeOH @Dissol ugao em MeOH
‘ Abertura das vesiculas‘ ' Abertura das vesmulas]
Coluna: ODS
Fase movel : MeOH:H;0 (90:10)
CLAE CLAE
Fluxo: 1,5 mUmin.

Quantificagao de AU Detecgdo: 210 nm

encapsulado

Quantificagdo de AU total

2.4.3 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A avaliacdo morfolégica dos SpHL-AU foi realizada pelo emprego da técnica
de MET no Centro de Microscopia da UFMG. As amostras foram coradas com
solucdo de contraste contendo acido fosfotungstico 2% (p/v), albumina sérica
bovina 0,5% (p/v) e sacarose 0,5% (p/v). As amostras foram visualizadas
utilizando-se o equipamento Tecnai G2-12-SpiritBiotwin FEI, 80 kV.
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2.5 Avaliacao da estabilidade quimica e fisico-quimica dos SpHL-AU

A avaliacdo da estabilidade de armazenamento dos SpH-AU foi realizada nos
periodos de 15, 30, 60, 90, 120, 180 e 365 dias apdés o preparo das
formulacbes, as quais foram mantidas em geladeira, a 4 °C. Os parametros
avaliados foram didmetro médio, potencial zeta e teor de encapsulacao. Os
valores médios obtidos foram comparados com aqueles obtidos logo apds o
preparo das formulagées (tempo 0).

2.6 Avaliacao da viabilidade celular pelo ensaio de metabolizacao de
metiltiazoltetrazolio (MTT)

O ensaio de metabolizacdo de MTT € um método colorimétrico sensivel e
quantitativo que mensura a viabilidade, proliferagcdo e estado de ativacao das
células. Esse método baseia-se na capacidade das enzimas succinato
desidrogenases, presentes nas mitocéndrias de células viaveis, promoverem a
reducao do reagente brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio, a
cristais de formazan (Figura 13), os quais sdao quantificados por método
espectrofotométrico (MOSMANN, 1983).

Figura 13 — Reacéo de reducdo do MTT (amarelo) a cristais azuis de formazan pela
redutase mitocondrial de células viaveis

N /@ Redutase mitocondrial
/N g
rlf'
—
N~ N

MTT (amarelo)

Formazan (cristal azul

Adaptado de KRONEK et al., 2012.

Resumidamente, aliquotas contendo 1x10* (LNCaP) e 2 x10° (MDA-MB-231)
células por pogo foram semeadas em placas de 96 pocos. Apds 24 horas de

incubagédo a 37 °C e CO, a 5%, as solucdes de AU livre e SpHL-AU foram
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adicionadas aos pogos (intervalo de concentragao de AU de 1,2 a 40 uM). AU
livre foi dissolvido em DMSO antes da diluicdo. Apds 48 horas de incubacao a
37 °C e 5% de CO;, o meio de tratamento foi removido e descartado e, em
seguida, adicionou-se 100 pL de meio de cultura contendo 10% de SFB (v/v) e
0,5 mg de tetrazolio/mL em cada poco da placa de cultura. Apds duas horas de
incubagéo, os cristais de formazan foram dissolvidos em 100 pL de uma
solucdo de dodecil sulfato de sédio (SDS) 10% (p/v) em HCI 0,01 M. A
viabilidade celular foi estimada pela medida da taxa de reducdo de MTT
mediante a avaliacdo da absorbancia dos cristais de formazan formados, no
comprimento de onda de leitura de 595 nm. Os grupos controle foram
constituidos por tratamentos com DMSO e com lipossomas brancos. Os
valores de absorbéncla do grupo controle (isento de tratamento) foram
considerados como 100% para calculo da porcentagem de alteragdao da
viabilidade celular induzida pelos tratamentos.

Apds a execucdo do ensaio descrito acima, foi possivel a determinacao das
concentracbes de AU (na forma livre e incorporado aos lipossomas)
necessarias para promover 50% de inibicao da proliferagao celular (ICsg), nas
linhagens celulares estudadas. Os dados foram expressos como percentagem
de viabilidade celular em comparacdo com o controle (média = D.P). Pelo
menos trés experimentos independentes foram realizados para cada linhagem

tumoral estudada.

2.7 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise estatitisca utilizando-se a andlise de
variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo pés-teste de Bonferroni e valores
de P < 0,05 foram considerados significativos (Graphpad Prism 5.0, Graphpad
Software Inc., San Diego, EUA). Os resultados foram expressos como média +
D.P.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Validacao do método analitico para doseamento de AU em SpHL-AU
por CLAE

3.1.1 Especificidade

Na Figura 14 estdo apresentados o cromatograma da solucdo de AU na
concentracdo de 40 ug/mL (em verde) e o cromatograma obtido para os
lipossomas brancos (em vermelho). O tempo de retencao do pico atribuido ao
AU foi de aproximadamente 7 minutos. A analise da sobreposicdo dos perfis
cromatograficos demonstrou que no cromatograma obtido para os lipossomas
brancos nao foi observado nenhum pico interferente proximo ao tempo de
retencdo de AU indicando que o método apresentou especificidade para
determinacao do AU incorporado em lipossomas.

Figura 14 - Sobreposicio de perfis cromatograficos obtidos para
solucao de AU padrao (verde) e lipossomas brancos (vermelho)
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3.1.2 Linearidade

A linearidade do método de quantificacdo de AU por CLAE foi confirmada pela
construgdo da curva padrdo no intervalo de concentragdo de 5 a 60 pg/mL,
apresentando um coeficiente de correlacdo (r) igual a 0,9997, em conformidade
com o especificado (r > 0,99) (ANVISA, 2003). A equacdo da curva de
calibracao encontrada foi igual a y = 5001x + 2098 (Figura 15).

Figura 15 — Curva de calibragdo para o doseamento de AU

obtida pelo método de CLAE
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Na Tabela 2 estdo listados os principais parametros obtidos na analise de
regressao linear para doseamento de AU por CLAE.

Tabela 2 - Parametros obtidos na analise de regresséo linear para doseamento de AU

por CLAE
Parametros da regressao linear
Inclinacao 5001 £ 34,6
Intercepto 2098 + 1172
Coeficiente de determinacao (r?) 0,9994

Intervalo 5—-60 pg/mL
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3.1.3 Precisao inter e intradia

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores médios das areas dos picos e 0s
desvios padrdao relativos (DPR%) referentes as solugcdes de AU, de
concentragdes iguais a 5; 20 e 60 pg/mL, determinados em um mesmo dia e

em dias diferentes, respectivamente.

Tabela 3 - Determinacéo da precisao inter e intradia para o método de doseamento de

AU por CLAE.
ol []de AU DPR DPR
de AU AREA determinada INTRADIA INTERDIA
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
26280 4,65
DIA 1 24901 4,37 3,42
26137 4,62
5 3,59
26141 4,81
DIA 2 26048 4,79 0,24
26053 4,79
100900 19,95
DIA 1 107277 21,25 3,63
107293 21,26
20 3,64
101384 19,85
DIA 2 100780 19,73 0,3
101090 19,79
294544 59,64
DIA 1 303430 61,46 1,7
295020 59,73
60 1,26
299642 59,5
DIA 2 302096 60 0,49
299625 59,49

Os valores de DPR% foram inferiores a 5,0%, conforme preconizado pela

ANVISA (2003), indicando boa precisdo do método analitico empregado para
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doseamento de AU em termos de repetibilidade (intradia) e preciséo
intermediaria (interdia) dos dados.

3.1.4 Exatidao

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para a determinacédo da exatidao
do método de doseamento de AU por CLAE.

Tabela 4 - Determinacio da exatidao para o método de doseamento de AU por

Amostra [] de AU CL?; .de AU Recuperacéo (%)
adicionada  determinada
(ng/mL) (ng/mL)
1 52 5,4 103,8
2 52 55 105,8
3 4,9 5,1 104,1
1 20,8 20,8 100
2 20,5 20,1 98
3 20,5 20,4 99,5
1 62,9 62,2 98,9
2 61,8 61,8 100
3 63,4 63,9 100,8
Média 101,2
DPR (%) 2,6

Os resultados de exatidao foram satisfatérios, apresentando valores de desvio
padrao relativo (DPR) (2,6%), menores que 5,0%, e a recuperacao (101,2%)
dentro do intervalo de 98 e 102% (GREEN, 1996).

3.1.5 Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificacao (LQ)

Os LD e LQ foram determinados conforme equacbes descritas no item 2.2.6 e
os resultados estao descritos abaixo :
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LD= 0,7 pg/mL
LQ= 2,34 pug/mL

3.2 Propriedades quimicas e fisico-quimicas dos SpHL-AU e SpHL-BR
obtidos pelo método de Bangham

As caracteristicas quimicas e fisico-quimicas dos SpHL-AU, preparados em

diferentes concentracdes de lipides e de AU, estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Propriedades quimicas e fisico-quimicas de lipossomas em presenca e em
auséncia de AU*

Formulacdo Concentracao Concentracdo Diametro Potencial Teor de
lipidica de AU médio zeta (mV) encapsulacao
(mM) (mg/mL) (nm) (mg/mL)
SpHL-20BR 20 105,8+3,3 3,2%1,0
SpHL-20AU1 20 1 191,1+64 12114 0,77 £ 0,01
SpHL-20AU0.5 20 0,5 149,4+15 1,7+26 0,38 + 0,01
SpHL-40BR 40 107,3+26 29104
SpHL-40AU1 40 1 140,4+12 4,1+1.3 0,78 £ 0,05
SpHL-40AU0.5 40 0,5 122,8 + 3,1 44+0,5 0,35 + 0,04

* Os valores séo expressos como a média £ D.P (n=3).

Observa-se, pela andlise da Tabela 5, que a presenca de AU ocasionou um
aumento no diametro médio das vesiculas para todas as formulacdes
analisadas. Verificou-se também que a formulacao SpHL-20AU1 destacou-se
por apresentar elevada concentracdo de AU incorporado aos lipossomas

mesmo no menor nivel de concentragao lipidica (20 mM).

Seria esperado um maior teor de encapsulacdo de AU na formulacdo com
maior concentracdo lipidica (40 mM). Entretanto, sugere-se que pode ter
ocorrido a incorporacdo de praticamente todo o AU adicionado, durante o
preparo dos lipossomas, nos dois niveis de concentracao lipidica (20 e 40 mM).
Entdo, a perda de AU incorporado (cerca de 20%), em ambos 0s niveis
lipidicos, pode ter ocorrido durante o processo de calibracdo por HAP. Essas
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suposicdes poderao ser confirmadas em um estudo futuro onde o teor de AU
incorporado sera avaliado logo apés a calibracdo de SpHL-AU por HAP assim
como mediante a adicdo de concentragdes crescentes de AU, superiores a 1
mg/mL, até a observacao do limite maximo de incorporagao nos niveis lipidicos
de 20 e 40 mM. Provavelmente, esse limite maximo seria superior nos

lipossomas contendo a maior concentragao lipidica.

Considerando-se os resultados representados na Tabela 5, a formulagao
SpHL20AU1 foi entao selecionada para os estudos subseqtientes. Pela andlise
da distribuicdo das vesiculas nos SpHL20AU1, observou-se que cerca de 88%
das mesmas apresentavam-se menores que 300 nm (Tabela 6). Sabe-se que
as preparacoes lipossomais empregadas no tratamento do cancer devem
apresentar didmetro de vesiculas conforme as exigéncias preconizadas pelos
orgaos regulatérios para garantir a seguranca e a eficiéncia terapéutica das
formulagdes (TORCHILIN, 2007).

GAO e colaboradores (2012) realizaram a incorporacado do acido oleandlico
(AO), isbmero de AU, em quantidade equivalente a 0,1% (p/v), em lipossomas
constituidos por fosfatidilcolina de soja, colesterol, monoleato de polioxietileno
sorbitano (Tween-80°) e PEGaum, pelo método de injegdo etandlica. Os
lipossomas obtidos nesse estudo apresentaram diametro de vesiculas inferior a
200 nm e observou-se uma eficiéncia de encapsulacdao de AO de cerca de
85%. Esses resultados sdo similares aos observados para SpHL-20AU1, no
presente trabalho, embora tenham sido empregados diferentes constituintes
lipidicos e diferentes métodos de preparo (GAO et al., 2012). Pode-se sugerir
que a elevada eficiéncia de encapsulacdo de AU e AO observada nesses
lipossomas esteja associada a alta lipofilicidade destes compostos que
favorece as interacdes dessas drogas com fosfolipides presentes na bicamada
lipidica.
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Tabela 6 - Distribuicdo do diametro das vesiculas (%) para SpHL-20AU1*

Diametro Distribuicao do diametro das vesiculas (%)

medio ("M) < 100nm  <300nm 300500 nm 2500 nm

191,1+£6,4 72,4+14)7 88,4+7,3 71+47 44 +26

* Os valores séo expressos como a média £ D.P (n=3).

O diametro das vesiculas lipossomais é um parametro extremamente relevante
para o carreamento de agentes antitumorais, uma vez que os nanossistemas
lipidicos, tais como os lipossomas, tendem a se acumular nos tecidos tumorais
devido ao efeito EPR. Neste contexto, lipossomas que apresentam diametros
médios inferiores a 200 nm demonstram acumulo preferencial nos tecidos
tumorais devido a esse efeito EPR. A vasculatura da regido tumoral pode
também apresentar poros maiores permitindo o extravasamento de lipossomas
com didametro de vesiculas até cerca de 400 nm. Além disto, usualmente, o
didmetro das vesiculas de lipossomas estd relacionada com a eficiéncia de
encapsulagéao (aumenta com o maior didmetro), com a estabilidade fisico-
quimica (reduz com o aumento do didmetro) e com a habilidade de
extravasamento nos alvos terapéuticos (menor com aumento do didametro).
Desta forma, pode-se concluir que os didmetros obtidos para os SpHL-20AU1
podem contribuir para a eficiéncia terapéutica da composicao farmacéutica
(YUAN et al.,1995; LASIC, 1998; WONG et al., 2007; HUWYLER et al., 2008;
WANG et al., 2009; TORCHILIN, 2011).

3.2.1 Avaliacao da influéncia do numero de ciclos de HAP sobre o

didametro das vesiculas dos SpHL20AU1

Realizou-se um estudo complementar para investigacdo da influéncia do
namero de ciclos de homogeneizacdo sobre o didmetro das vesiculas dos
SpHL-20AU1 durante o processo de HAP a fim de se otimizar o processo de
calibracao das vesiculas (Tabela 7).

Observa-se, pela andlise da Tabela 7, que os SpHL-20AU1 produzidos

apresentaram um didmetro médio de aproximadamente 390 nm, logo apés a
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hidratacdao do filme lipidico. Quando submetidos a homogeneizagdo sob
pressao igual a 500 Bar apds 3 ciclos, observou-se uma reducéao significativa
no diametro médio das vesiculas (214 nm) e a obtencdo de uma dispersao
lipossomal de maior homogeneidade, com cerca de 82% das vesiculas com
didmetro inferior a 300 nm. No entanto, nao observou-se diferenca
estatisticamente significativa entre a distribuicdo do diametro de vesiculas com
o emprego de 3, 6, 9 ou 12 ciclos (p > 0,05). Isto indica que apds 3 ciclos foi
alcancado o limite étimo de reducao do diametro das vesiculas, nas condicoes
de pressao empregadas. Pode-se sugerir que a reducao no numero de ciclos,
empregados no processo de calibracao por HAP, podera minimizar a suposta
perda de AU relacionada a esse processo (discutida no item 3.2) e possibilitar

um aumento no teor de incorporacao de AU nos SpHL.

Tabela 7 - Influéncia do nimero de ciclos empregados no processo de
homogeneizagao sob pressao a 500 Bar sobre o diametro das vesiculas dos
SpHL-20AU1*

Numero Diametro
de

. médio Distribuicao do diametro das vesiculas (%)
ciclos

(nm)

<100 nm <300 nm 300-500 nm 2500 nm

0 392,5 + 39,2 14,0 £11,1 25,0 +12,8 32,8+7,2 42,3 £12,2
3 213,9+ 7,78 70,0 £9,3° 81,7 £9,3* 8,3+7,6° 10,1 +1,6°
6 200,6 = 5,0° 74,8 £10,7° 85,4 £9,7° 8,7 £5,9° 5,7 £3,8°
9 193,7 £ 5,12 78,3 £8,1° 87,2 £ 8,0° 7,7 £5,0° 4,9 +2,8°

12 193,9 + 8,0° 78,4 £ 6,2° 87,5 + 6,42 7,5+4,1% 4,9 +2.2°

* Os valores sdo expressos como a média + D.P (n=3). * Nao ha diferencga significativa entre os
valores representados na mesma coluna (p>0,05).

3.2.2 Avaliacao da estabilidade quimica e fisico-quimica dos SpHL20AU1

A avaliacdo da estabilidade dos SpHL-20AU1 foi realizada nos periodos de 15,
30, 60, 90, 120, 180 e 365 dias apds o preparo das formulacdes, as quais
foram mantidas em geladeira, a 4 °C. Os parametros avaliados foram didmetro
médio, potencial zeta e teor de encapsulacédo. Os valores médios obtidos foram
comparados com aqueles obtidos logo ap6s o preparo das formulagdes (tempo
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0). Os SpHL-20AU1 demonstraram adequada estabilidade em termos de
didmetro médio, potencial zeta e teor de encapsulacdo durante o

armazenamento por 1 ano, a 4 °C (Tabela 8).

Tabela 8 - Estabilidade quimica e fisico-quimica de SpHL-20AU1*

Tempo Diametro médio  Potencial zeta (mV) Teor de encapsulacao
(nm) (mg/mL)
Tempo 0 191,1£6,4 1,2+14 0,77 £ 0,01
15 dias 210,3+15,2 -1,7 £ 3,1 0,76 + 0,01
30 dias 221,9+25,3 -1,6 £3,5 0,76 + 0,01
60 dias 212,7 +15,3 -1,4+£3,6 0,77 + 0,01
90 dias 208,9+17,9 -0,5+£2.2 0,76 + 0,02
120 dias 228,8 + 25,8 -0,7+4,8 0,80 £ 0,03
180 dias 209,9 + 33,4 1,0+21 0,77 £ 0,01
365 dias 201,4 +25,2 04+1,9 0,76 +0,01"

* Os valores sao expressos como a média + D.P (n=3). ** Valor expresso como média £ D.P
(n=2).

Um fenémeno tipico associado a instabilidade das formulagées lipossomais € o
aumento do didmetro das vesiculas devido a agregacao ou fusdo das mesmas
durante o periodo de armazenamento. Esse aumento no tamanho das
particulas geralmente acarreta uma captacdo maior pelas células do SFM,
apds administracdo sistémica, promovendo consequentemente eliminagao
mais rdpida dos lipossomas. Além disto, a fusdo das vesiculas lipossomais
também pode acarretar a liberacao indesejada do material encapsulado (NEW,
1990; VEMURI & RODES, 1995.; YANG, et al., 2007; GAO et al., 2012).

Em geral, valores de potencial zeta iguais ou maiores que 30 mV (em méddulo)
contribuem para uma maior estabilidade da formulagdo, uma vez que ha menor
tendéncia de agregacao das particulas devido a ocorréncia de forgcas elétricas
de repulsdo (NEW, 1990). Entretanto, embora os resultados de potencial zeta

dos SpHL-20AU1 tenham apresentado valores proximos a neutralidade, nao
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observou-se variagcao do diametro das vesiculas ao longo do tempo (Tabela 8).
Neste contexto, a manutencédo do diametro das vesiculas de SpHL-20AU1, ao
longo do tempo de armazenamento, pode ser devido a presenca das cadeias
de PEG na superficie desses lipossomas as quais podem evitar a ocorréncia
de agregacao de vesiculas, e consequentemente, possibilitar a manutengao da
estabilidade das formulacdes. Esse fato pode ser explicado pela ocorréncia de
repulsdo estérica provocada pelas cadeias poliméricas presentes no DSPE-
MPEG2000 (JOHNSSON & EDWARDS, 2003; IMMORDINO et al., 2006; DOS
SANTOS et al., 2007; GAO et al., 2012).

A estabilidade de SpHL-20AU1, em relacdo ao teor de encapsulacdo de AU,
pode ser explicada pela elevada lipofilicidade de AU (log P= 7,92) que
possibilita uma forte interagcdo da droga com fosfolipides presentes na
bicamada dos lipossomas impedindo a liberacdo indesejada de AU durante o
periodo de armazenamento avaliado (RAMOS et al., 2008).

3.3 Avaliacao morfolégica dos SpHL-AU por MET

As imagens obtidas por MET para os SpHL-20AU1 (Figura 16) permitiram a
visualizacdo de vesiculas multilamelares de diametros variados tendo sido

observadas, predominantemente, vesiculas de tamanho inferior a 100 nm.

Figura 16 - Fotomicrografias obtidas por MET para SpHL-20AU1 em diferentes campos
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3.4 Avaliacao da viabilidade celular

A citotoxicidade de AU livre e de SpHL-20AU1 frente as linhagens tumorais de
mama (MDA-MB-231) e de préstata (LNCaP) foi determinada pelo ensaio MTT
e os valores de ICso obtidos para cada linhagem encontram-se descritos na
Tabela 9. Nao observou-se citotoxicidade significativa apds tratamento nos
grupos controle (DMSO e lipossomas brancos).

Tabela 9 - valores de IC5, para diferentes linhagens celulares*

Linhagens ICs0 (UM) ICs0 (UM)
Celulares AU livre SpHL 20AU1
MDA-MB-231 13,07 + 1,542 8,13 +2,30
LNCaP 2,49 + 0,53 2,68 + 1,06

*Os valores sdo expressos como a média + D.P (n=3); ® Ha diferenca significativa entre os
valores representados na mesma linha da tabela (p<0.05).

Pela anélise da Tabela 9, pode-se observar que o valor de ICs, obtido ap6s o
tratamento com SpHL-20AU1 na linhagem MDA-MB-231 foi menor que o valor
observado apés o tratamento com AU livre (p<0,05). Esse resultado indica que
os SpHL podem facilitar a captacao de AU por essas células tumorais e, desta
forma, aumentar a citotoxicidade de AU. N&ao observou-se diferenca
significativa entre o valor de ICsy obtido apds o tratamento com SpHL-20AU1
ou AU livre (p> 0,05) para a linhagem LNCaP. Esse resultado revela que néao
houve reducdo na atividade citotéxica de AU incorporado na formulacao
lipossomal quando comparada a atividade citotoxica de AU livre. Neste
contexto, o emprego de SpHL-20AU1 pode representar uma estratégia

promissora para carrear o AU e permitir a sua administragéo parenteral.
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CAPITULO 2

ESTUDO DAS INTERAGCOES ENTRE OS COMPONENTES DOS
LIPOSSOMAS pH-SENSIVEIS DE CIRCULACAO PROLONGADA
CONTENDO ACIDO URSOLICO SOB CONDICOES DE

BAIXA HIDRATACAO
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1 INTRODUCAO

A identificacdo da organizacao supramolecular do fosfolipide estrutural (DOPE)
dos lipossomas pH-sensiveis de circulacdo prolongada € de extrema
importancia para que se possa garantir a estabilidade desse sistema assim
como sua desestabilizacdo em condigdes apropriadas. O comportamento de
fase da DOPE revela a presenca de fases essenciais para a formacao e
desestabilizacao dos lipossomas, as quais sdo a fase lamelar alfa (L), a fase
cubica (Qu) e a fase hexagonal (H,), sendo que a temperatura de transi¢éo
entre essas fases pode ser determinada pelo emprego da técnica de DSC e a
identificacdo das fases especificas pode ser realizada pelo emprego da técnica
de SAXS.

O emprego da técnica de SAXS associada a técnica de DSC permite a
elucidacao das interacdes entre a droga incorporada e os materiais formadores
dos lipossomas bem como fornece maior detalhamento sobre sua organizacao

estrutural.

Dessa forma, nessa parte do trabalho, empregou-se as técnicas de DSC e
SAXS para o estudo das interagdes entre os componentes dos SpHL-AU. As
amostras foram preparadas sob condi¢cdes de baixa hidratacdo para possibilitar
maior clareza na verificagdo das possiveis interacbes entre os componentes
desses lipossomas. Além disso, as condigdes de baixa hidratacédo viabilizam a
identificagdo do comportamento lipidico em baixas temperaturas devido a
menor possibilidade de formacdo de cristais de gelo (DE OLIVEIRA et
al.,1998).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

A DOPE e o DSPE-mPEGgyo foram comprados da Lipoid GmbH
(Ludwisgshafen, Alemanha). O AU padrdao (grau de pureza 98%),
hemisuccinato de colesterila (CHEMS) e tampao salina-fosfato (PBS), foram
adquiridos da Sigma Chemical Company (St Louis, EUA).Os demais reagentes

utilizados foram de grau analitico.

2.2 Preparo de amostras

Para o preparo de amostras, DOPE, CHEMS E DSPE-mPEGyyo foram
dissolvidos em cloroférmio para obtencdo de solugées nas concentracoes de
500 mM, 500 mM e 50 mM respectivamente. O tampao PBS foi liofilizado
separadamente. As amostras foram preparadas contendo as seguintes
proporcoes dos componentes dos SpHL-AU:

- DOPE (22,8 pL de uma solugédo cloroformica 500 mM) e Tampao PBS
liofilizado (12,7 mg);

- CHEMS (20 pL de uma solugao cloroférmica 500 mM);

- DOPE (22,8 yL de uma solucao cloroférmica 500 mM), CHEMS (15,2 uL de
uma solucgéao cloroférmica 500 mM) e Tampao PBS liofilizado (12,7 mg);

- DSPE-MmPEG2000 (20 pL de uma solugao cloroférmica 50 mM);

- DOPE (22,8 pL de uma solugéao cloroférmica 500 mM), CHEMS (15,2 uL de
uma solucdo cloroférmica 500 mM), DSPE-mPEGgzpe (20 uL de uma solugéo
cloroférmica 50 mM) e Tampéao PBS liofilizado (12,7 mg);

- DOPE (22,8 pyL de uma solugao cloroférmica 500 mM), CHEMS (15,2 uL de
uma solucdo cloroférmica 500 mM), DSPE-mPEGg0 (20 pL de uma solugéo
cloroférmica 50 mM), AU (1 mg) , Tampéao PBS liofilizado (12,7 mg).

As aliquotas de lipides foram transferidas para os cadinhos de aluminio
previamente pesados e o solvente organico foi evaporado, sob ligeiro
aquecimento, até a formacao de um filme. O tampao PBS liofilizado e o AU
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foram adicionados sobre os respectivos filmes de cada amostra, conforme

descrito anteriormente.

As amostras foram hidratadas até atingirem peso constante em uma cuba de
hidratacdo com umidade relativa igual a 34,6% (a 5 °C) mediante o uso de uma
solugéo saturada de MgCl,.6H,O (WEXLER & HASEGAWA, 1954). Avaliou-se
a fracdo de agua absorvida por estas amostras que variou de 1 a 5%
aproximadamente. Apés estabilizagédo, os diferentes cadinhos foram pesados,

selados e analisados por DSC.
2.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As analises calorimétricas foram realizadas no instrumento DSC 2910
Modulated TA Instruments (New Castle, EUA), no intervalo de temperatura de
- 50 °C a 80 °C, com uma taxa de aquecimento de 5 °C/min. O indio foi
utilizado para calibracdo da temperatura e da entalpia e o gas de purga
utilizado foi o nitrogénio. As amostras foram submetidas a trés corridas
consecutivas a fim de permitir uma maior homogeneizacdo do conteldo
colocado nos cadinhos. Os dados obtidos foram analisados pelo software de
isotermas do préprio equipamento. As temperaturas de transicado foram
definidas pela posicao dos picos observados nas curvas de DSC.

2.4 Espalhamento de raios-x a baixo angulo (SAXS)

Neste estudo, os mesmos cadinhos contendo as amostras analisadas por DSC,
descritos no item 2.2, foram abertos, os conteudos foram retirados e
depositados num suporte de metal os quais foram selados com um filme de
poliimida (Kapton®).

As medidas de SAXS foram realizadas na linha D1B-SAXS1 do Laboratorio
Nacional de Luz Sincroton (LNLS, Campinas, SP) (Figura 17), com a
colaboracdo dos professores Dr. Rogério Magalhdes Paniago e Dr. Angelo
Malachias de Souza (Departamento de Fisica, ICEX, UFMG). Utilizou-se um
comprimento de onda fixo (A = 1.488 nm). O detector Pilatus 300k foi
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posicionado a 1 m da amostra e a regiao de espaco reciproco variou de gmin=
0,15 nm™ até gmax= 4,0 nm™'. Empregou-se um porta-amostras com sistema de
aquecimento DSC-Linkam. Antes das analises das amostras, o substrato foi
avaliado quanto a sua interferéncia nas medidas a serem realizadas e
constatou-se que o0 mesmo ndo contribuiu com nenhum pico de difracao nas

condicoes utilizadas.

Figura 17 - Estac@o experimental D1B-SAXS1 do
Laboratorio Nacional de Luz Sincroton
(LNLS, Cm inas, SP)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises por DSC e SAXS

As amostras constituidas por misturas dos componentes dos SpHL-AU foram
hidratadas até peso constante e submetidas a andlise por DSC. Todas as
amostras foram também analisadas por SAXS em diferentes temperaturas as
quais foram selecionadas conforme os sinais presentes nas curvas de DSC,
com o intuito de identificar a organizacao estrutural dos lipides e confirmar as

modificacoes de fase do sistema.
Amostra I: DOPE + Tampao PBS pH 7,4

A curva de DSC da mistura DOPE + tampao PBS esta representada na Figura
18. Pode-se observar picos endotérmicos centrados em -26 °C, -3 °C e 9 °C. O
pico intenso observado em -3 °C esta associado a fusdao do gelo, conforme

descrito previamente por De Oliveira e colaboradores (2000).

Os difratogramas da mistura DOPE + tampdo PBS foram adquiridos nas
temperaturas de -30 °C, -18 °C, 12 °C e 40 °C (Figura 19). Nos difratogramas
obtidos a -30 °C e a -18 °C pode-se observar picos em valores de q iguais a
1,14; 2,28; 3,42 e 4,56 nm™'. Esses picos correspondem a razdes de reflexao
de Bragg iguais a 1,2,3,4, indicando a organizagao das moléculas de DOPE na
fase lamelar, em ambas as temperaturas, com distancia interplanar (d)
equivalente a 4,36 nm. Nos difratogramas a -30 °C e a -18 °C, pode-se
observar também um pico largo com valor de q igual a 1,44 nm™ o qual esta
relacionado a uma fase hexagonal que se consolidara com o aumento da
temperatura. Esse pico apresentou uma menor intensidade a -18 °C que a -30
°C. A ocorréncia dessas mudancas estruturais nos dominios hexagonais, sob
aquecimento, pode estar relacionada a discreta endoterma observada a -26 °C

na curva de DSC.
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No difratograma adquirido a 12 °C pode-se observar o desaparecimento dos
sinais referentes a fase lamelar e o surgimento de picos, menos intensos e
mais largos, com valores de q = 1,52; 2,51; 2,98 e 4 nm™' que correspondem a
razdes de reflexdo de Bragg iguais a 1,V3,2,V7, relacionados & fase hexagonal
da DOPE. De modo semelhante, no difratograma adquirido a 40 °C pode-se
observar picos com valores de q = 1,54; 251; 3,1 e 41 nm' que
correspondem a razdes de reflexao de Bragg iguais a 1,V3,2,\7 relacionados &
fase hexagonal da DOPE. Em ambas as temperaturas, a distancia interplanar
(d) foi equivalente a 4,1 nm. Diante desse resultado, pode-se sugerir que tenha
ocorrido a transicdo de fase lamelar para fase hexagonal (H;) da DOPE na

temperatura de 9 °C, observada na curva de DSC.

Figura 18 - Curva de DSC da DOPE + tamp&o PBS pH 7,4
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Figura 19 — Difratogramas da mistura DOPE + tamp&o PBS obtidos em
diferentes temperaturas. Os indices representados abaixo dos picos
correspondem aos padroes de reflexao de Bragg. Os indices em azul sdo
referentes a organizacao lamelar da DOPE. Os indices representados em
vermelho correspondem a fase hexagonal.
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Amostra Il: CHEMS

A curva de DSC do CHEMS esta representado na Figura 20. Observa-se a
ocorréncia de um pico exotérmico, centrado em torno de -1 °C. Esse pico pode
estar relacionado com o processo de cristalizacdo do CHEMS. Observa-se
também dois picos endotérmicos centrados em 8 °C e 50 °C. Provavelmente, o
pico endotérmico a 50 °C é resultante da fusdo das moléculas de CHEMS,
entretanto o evento térmico referente ao pico endotérmico a 8 °C ndo esta

ainda esclarecido.
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Figura 20 - Curva de DSC do CHEMS
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Amostra lll: DOPE + CHEMS + Tampao PBS pH 7,4

A curva de DSC da mistura DOPE + CHEMS + tampao PBS esta representada
na Figura 21. Pode-se observar picos centrados em -23 °C, 0 °C, 12 °C e 34
°C. Os picos exotérmicos observados em -23 °C e em 0 °C provavelmente
referem-se a cristalizacdo das moléculas de CHEMS as quais sao distribuidas
de forma heterogénea na bicamada lipidica. A reducdo na temperatura de
cristalizacdo do CHEMS, nesta amostra (em relagdo ao observado na amostra
de CHEMS isolado), pode estar relacionada a presenca dos sais do tampao
PBS.

Os difratogramas da mistura DOPE + CHEMS + tampao PBS foram adquiridos
nas temperaturas de -30 °C, -20 °C, 20 °C e 60 °C (Figura 22). O difratograma
a -30 °C, apresentou picos em valores de q iguais a 1,16; 2,27; 3,41 € 4,54 nm’
' que correspondem a razdes de reflexdo de Bragg iguais a 1,2,3,4 o que indica
a existéncia de fase lamelar cuja espessura (d) é equivalente a 5,41 nm. A
dimensao desta estrutura lamelar (5,41 nm) esta de acordo com estudos
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prévios os quais relataram uma espessura de cerca de 4 nm para bicamadas
de lipossomas aniénicos constituidos por DOPE, acido oléico e colesterol (DE
OLIVEIRA et al., 1998 ; DE OLIVEIRA et al., 2000) e cerca de 4,5 nm para
lipossomas anidnicos constituidos por DOPE e CHEMS (SILVA et al., 2011).
Nessa temperatura observou-se também uma sequéncia de picos em valores
de q iguais a 1,37; 2,48; 2,86 e 3,59 nm" que correspondem a razdes de
reflexdo de Bragg iguais a 1, V3, 2, V7, caracteristicas de fase hexagonal com
distancia interplanar (d) equivalente a 4,58 nm. No difratograma a -20 °C
observa-se um padrao semelhante de picos de difracdo, sendo observadas as
mesmas razdes de reflexdo de Bragg das observadas na temperatura de -30
°C. Observa-se que a cristalizacdo do CHEMS nao comprometeu a integridade
da bicamada lipidica a qual manteve sua organizacao lamelar. A coexisténcia
de fases lamelares e hexagonais pode ser resultante da distribuicdo
heterogénea das moléculas de CHEMS entre as moléculas de DOPE ao longo
da bicamada lipidica. A auséncia de moléculas de CHEMS entre as moléculas
de DOPE, em algumas regides, possibilita a aproximagdao das moléculas de
DOPE favorecendo as interagdes intermoleculares e a consequiente formacao
de fase hexagonal (SILVA et al., 2011).

Na temperatura de 20 °C, o difratograma apresentou picos em valores de q
iguais a 1,59; 2,84; 3,56; 4,29 e 4,52 nm™" que correspondem a razdes de
reflexdo de Bragg iguais a 1, V3, 2, V7, 3 indicando o predominio de fase
hexagonal, com distancia interplanar (d) igual a 3,95 nm. Dessa forma, sugere-
se entdo a ocorréncia da transicdo da fase lamelar para a fase hexagonal da

DOPE representada pelo pico centrado em 12 °C na curva de DSC.

Observa-se que a presenca do CHEMS induziu um aumento na temperatura de
transicdo de fase lamelar para fase hexagonal da DOPE, que pode ser
explicado pelo impedimento da formacdo de ligacdes de hidrogénio
intermoleculares entre os grupamentos aménio e fosfato das moléculas da
DOPE, pois a sua organizacdo supramolecular hexagonal € decorrente das
mesmas (SEEDON,1990; DE OLIVEIRA et al.,1998; SILVA et al.,2011).
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O difratograma a 60 °C apresentou picos de difracdo com valores de q iguais a
1,7; 2,84 e 3,54 nm' com razdes de reflexdo de Bragg semelhantes as

observadas na temperatura de 20 °C e distancia interplanar (d) igual a 3,70 nm.

A endoterma observada a 34 °C foi atribuida a fusdo do CHEMS. Conforme
mostrado anteriormente, a analise de DSC da amostra de CHEMS puro
mostrou uma endoterma em 50 °C também atribuida a fusdo das moléculas de
CHEMS. O deslocamento do pico de fusdo do CHEMS para uma temperatura
menor pode estar relacionado a presenca de outros componentes na amostra
(DOPE e PBS).

Figura 21 - Curva de DSC da DOPE + CHEMS + tampé&o PBS pH 7,4
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Figura 22 — Difratogramas da mistura DOPE + CHEMS + tampao PBS
obtidos em diferentes temperaturas. Os indices representados abaixo dos
picos correspondem aos padroes de reflexao de Bragg. Os indices em azul

sao referentes a organizacao lamelar da DOPE. Os indices representados
em vermelho correspondem a fase hexagonal.
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Amostra IV: DSPE-mPEG2qq0

A curva de DSC do DSPE-mPEG2oo esta representada na Figura 23. Foram
detectados dois picos endotérmicos intensos centrados em 49 °C e 52 °C.
Esses picos possivelmente se referem a fusao desse lipide. A dissociagao do
pico em dois sinais pode estar relacionada a uma hidratacdo heterogénea da

amostra analisada.
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Figura 23 - Curva de DSC do DSPE-mPEGigq
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Amostra V: DOPE + CHEMS + DSPE-mPEG2o + Tampao PBS pH 7,4

A curva de DSC da mistura DOPE + CHEMS + DSPE-mPEG2gq0 + tampao PBS
apresenta picos nas temperaturas de -23 °C, 0 °C, 13 °C, 36 °C e 42 °C
(Figura 24). Os picos exotérmicos observados nas temperaturas de -23 °C e
de 0 °C podem estar relacionados a cristalizacdo das moléculas do CHEMS,

conforme relatado anteriormente.



Figura 24 - Curva de DSC da DOPE + CHEMS + DSPE-mPEG g +
Tampao PBS pH 7,4
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Os difratogramas da mistura DOPE + CHEMS + DSPE-mPEGyy + tampéo
PBS foram adquiridos nas temperaturas de -25 °C, 23 °C e 60 °C (Figura 25).

O difratograma obtido a - 25 °C, apresenta picos em valores de q iguais a 1,15;

2,27; 3,43 e 4,56 nm™' que correspondem & razées de reflexdo de Bragg iguais

a 1,2,3,4 o que indica a existéncia de fase lamelar com distancia interplanar

igual a 5,46 nm. Observou-se também um segundo sistema lamelar em valores

de q iguais 0,37 e 0,76 nm™ (razdo de reflexdo de Bragg de 1’ e 2’), com

distancia interplanar igual a 16,9 nm, indicando um aumento na espessura da

bicamada lipidica (ndo observado nas amostras anteriores), que deve estar

relacionada a presenca das moléculas de DSPE-mPEGzggo.
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Figura 25 — Difratogramas da mistura DOPE + CHEMS + DSPE-mPEGq +
tampao PBS obtidos em diferentes temperaturas. Os indices representados
abaixo dos picos correspondem aos padroes de reflexdao de Bragg. Os
indices em azul sao referentes a organizacao lamelar da DOPE. Os indices
representados em vermelho correspondem a fases nao lamelares
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A observacao de dois dominios lamelares diferentes pode estar relacionada a
heterogeneidade da distribuicdo das moléculas de DSPE-mPEGo0 na

bicamada lipidica (Figura 26).

Figura 26 — Representacdo esquematica da distribuicdo heterogénea das moléculas
de DSPE-mPEGy, ha bicamada lipidica dos SpHL: as regides com maior
concentracdao de DSPE-mPEG,,, estao relacionadas ao padrao de reflexdo de Bragg
1°,2’ (A); as regioes com menor concentracao de DSPE-mPEGy, estédo relacionadas
ao padrao de reflexao de Bragg 1,2,3,4 (B).
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Conforme ja foi mencionado, estudos anteriores relataram uma espessura de
cerca de 4 nm para bicamadas de lipossomas anibnicos constituidos por
DOPE, acido oléico e colesterol (DE OLIVEIRA et al.,1998; DE OLIVEIRA et
al., 2000) e cerca de 4,5 nm para lipossomas anioénicos constituidos por DOPE
e CHEMS (SILVA et al., 2011). Entretanto, a insercdo de derivados lipidicos
contendo PEG pode promover um aumento da espessura da bicamada lipidica
que pode chegar a aproximadamente 15 nm (GARBUNZENKO et al., 2005;
VARGA et al., 2012).

No difratograma a -25 °C verifica-se também uma sequéncia de picos com
razbes de reflexdo de Bragg iguais a 1,¥3, 2 indicando a coexisténcia de

dominio ndo lamelar nessa mesma temperatura.

No difratograma a 23 °C observa-se o desaparecimento da sequéncia de picos
associados ao sistema lamelar com razdes de reflexdo de Bragg 1,2,3.4,
observado a -25 °C, mas observa-se a permanéncia do segundo sistema
lamelar (razdo de reflexdo de Bragg de 1’ e 2’) provavelmente associado a
transicdes em regides da bicamada lipidica enriquecidas em DSPE-mPEGzgo.
Observa-se também um padrao de picos em valores de g iguais a 1,61 e 2,84
nm™, com razdes de reflexdo de Bragg iguais a 1, V3 caracteristicas de fase
nao lamelar com distancia interplanar igual a 3,9 nm. Esses resultados
sugerem a ocorréncia da transicdo da fase lamelar para fase nao lamelar da
DOPE representada pelo pico centrado em 13 °C observado na curva de
DSC. A endoterma observada a 36 °C foi atribuida a fusdo das moléculas de
CHEMS.

No difratograma a 60 °C, observou-se picos com razdes de reflexdo de Bragg
iguais a 1, V2, V3 caracteristicos de fase cubica (Pn3m) da DOPE, com
distancia interplanar igual a 3,7 nm (TATE et al, 1991). Também no
difratograma a 60 °C, observa-se um deslocamento dos picos relacionados ao
sistema lamelar para valores de g maiores, iguais a 0,69 e 1,38 nm™ (razéo de
reflexdo de Bragg de 1’ e 2’), com distancia interplanar de 9,1 nm, indicando
uma reducdo na espessura da bicamada lipidica (em relacdo ao padréao
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observado a 23 °C), que deve estar relacionada a fusdo das cadeias de DSPE-
MPEG2000 0 que torna a bicamada lipidica mais fluida. Dessa forma, o pico
observado em 42 °C, na curva de DSC, pode ser atribuido a fusdo das
moléculas de DSPE-mPEGzgo.

Amostra VI: DOPE + CHEMS + DSPE-mPEG2q + AU + Tampao PBS pH 7,4

A curva de DSC da mistura DOPE + CHEMS + DSPE-mPEGgzp + AU +
tampao PBS apresenta picos nas temperaturas de -20 °C, -1 °C, 15 °C, 36 °C
e 43 °C (Figura 27). Os picos exotérmicos observados nas temperaturas de -
20 °C e de -1 °C podem estar relacionados a cristalizagdo das moléculas do

CHEMS, conforme relatado anteriormente.

Os difratogramas da mistura DOPE + CHEMS + DSPE-mPEGy0 + AU +
tampao PBS foram adquiridos nas temperaturas de -20 °C, 20 °C e 60 °C
(Figura 28). O difratograma obtido a -20 °C, apresenta picos com valores de q
iguais a 1,14; 2,26; 3,59 e 4,52 nm™" que correspondem a razdes de reflexdo de
Bragg iguais a 1,2,3,4, o que indica a existéncia de fase lamelar com distancia
interplanar igual a 5,51 nm. Observa-se também um segundo sistema lamelar
com valores de q iguais a 0,38 € 0,77 nm™' (raz&o de reflexdo de Bragg de 1’ e
2’) com distancia interplanar igual a 16,5 nm. A observagédo de dois dominios
lamelares pode estar relacionada a heterogeneidade da distribuicdo das
moléculas de DSPE-mPEGyy0, conforme foi explicado anteriormente e
ilustrado na Figura 26. Verificou-se também uma sequéncia de picos com
razdes de reflexdo de Bragg iguais a 1, ¥3, 2 indicando a coexisténcia de
dominios ndo lamelares nessa mesma temperatura com distancia interplanar
igual a 4,42 nm. Conforme explicado anteriormente, a coexisténcia de fases
lamelares e nao lamelares pode ser resultante da distribuicido heterogénea das
moléculas de CHEMS entre as moléculas de DOPE ao longo da bicamada
lipidica.

No difratograma a 20 °C observa-se o desaparecimento da principal sequéncia

de picos associados ao sistema lamelar (razdes de reflexdo de Bragg 1, 2, 3,
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4), observado a -20 °C, mas observa-se a permanéncia do segundo sistema
lamelar (razdo de reflexdao de Bragg de 1’ e 2’) provavelmente associado a
transicdes da DOPE em regides da bicamada lipidica enriquecidas em DSPE-
MPEG2000. Observa-se também um padréo de picos com valores de q iguais a
1,47; 1,96; 2,84 e 3,58 nm™' que correspondem a razdes de reflexdo de Bragg
iguais a 1, V2, 2, V6 caracteristicas de fase cubica (espagamento /m3m) com
distdncia interplanar igual a 4,27 nm. Esses resultados sugerem entdao a
ocorréncia da transicdo da fase lamelar para fase nao lamelar da DOPE
representada pelo pico centrado em 15 °C observado na curva de DSC.
Conforme observado na amostra anterior, a endoterma centrada em 36 °C foi

atribuida a fusao das moléculas de CHEMS.

No difratograma a 60 °C observa-se a ocorréncia de picos com valores de q
iguais a 1,57; 2,08 e 2,84 nm™' que correspondem a razdes de reflexdo de
Bragg iguais a 1, V2, V3, caracteristicas de fase cubica (espacamento Pn3m)
com distancia interplanar igual a 4 nm. (LINDBLOM & RILFORS, 1989; TATE
et al.,1991) (Figura 29). Nas fases cubicas invertidas (Qy), as regides aquosas
se interpenetram e estao separadas por uma uUnica bicamada lipidica continua
(TATE etal, 1991; RAND & FULLER , 1994).

No difratograma a 60 °C, observa-se também um deslocamento dos picos
relacionados ao sistema lamelar para valores de g maiores, iguais a 0,69 e
1,39 nm™' (razdo de reflexdo de Bragg de 1’ e 2’), com distancia interplanar de
9,1 nm, indicando uma reducao na espessura da bicamada lipidica (em relacao
ao padrao observado a 20 °C), que deve estar relacionada a fusao das cadeias
de DSPE-mPEG20. Dessa forma, o pico observado em 43 °C, na curva de

DSC, pode ser atribuido a fusdo das moléculas de DSPE-mPEG2ggo.



Figura 27 - Curva de DSC da DOPE + CHEMS + DSPE-mPEGiq + AU +
Tampao PBS pH 7,4
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Figura 28 — Difratogramas da mistura DOPE + CHEMS + DSPE-mPEG g
+ AU + tampao PBS obtidos em diferentes temperaturas. Os indices
representados abaixo dos picos correspondem aos padroes de reflexao de
Bragg. Os indices em azul sao referentes a organizacao lamelar da DOPE.
Os indices representados em vermelho correspondem a fases nao
lamelares
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Figura 29 - Representacdo esquematica dos padrdes de organizacdo dos SpHL-AU:
fase cubica (espacamento /m3m) relacionada as razdes de reflexdo de Bragg 1, V2, 2, V6,
observadas no difratograma a 20 °C (A); fase cubica (espacamento Pn3m) relacionada as

razbes de reflexdo de Bragg 1, V2,3, observadas no difratograma a 60 °C (B).
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Adaptado de TATE et al.,1991.

As analises por SAXS demonstraram diferencas de intensidades e localizagdes
de picos de difragdo para amostras em auséncia (Figura 25) e em presenca de
AU (Figura 28), em todas as temperaturas analisadas.

Considerando-se a estrutura lipofilica do AU, pode-se sugerir a ocorréncia de
interagGes hidrofébicas entre os anéis hidrofobicos do AU e as cadeias
hidrocarbénicas dos lipides na bicamada. Também & possivel a ocorréncia de
interacdes eletrostaticas entre o grupo carboxilico das moléculas de AU e os
grupos amino das moléculas de DOPE. Essas interagdes podem desempenhar
um papel crucial para o controle da organizagcado dos lipides na bicamada e
para a determinacédo do comportamento de fase de moléculas de DOPE.

Os sistemas formados por lipides dispersos em meio aquoso se auto-
organizam em fases nas quais as cabecas polares dos lipides formam uma
interface continua entre a agua e as cadeias de hidrocarbonetos. Na fase
lamelar (Lq) , os lipides se dispdem em folhas estendidas organizando-se como
uma bicamada. As camadas duplas sdo separadas uma da outra por camadas
de agua. Na fase hexagonal invertida (Hy), ha longos nucleos cilindricos de

agua que estao dispostos como uma matriz hexagonal. Esses nucleos de agua
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sao revestidos pelas cabecas polares dos lipides e o restante da matriz é
preenchido com as cadeias de hidrocarbonetos. Nas fases cubicas invertidas
(Qu), as regides aquosas se interpenetram e estdo separadas por uma unica
bicamada lipidica continua (TATE et al., 1991; RAND & FULLER , 1994).

A curvatura da superficie da cabeca polar dos lipides pode também ser
utilizada para categorizar sistematicamente as diferentes fases de organizacao
dos lipides. Na fase lamelar (L) as curvaturas principais sao iguais a zero. As
fases nao-lamelares, no entanto, sdo caracterizadas por uma curvatura da
interface lipide-agua a qual pode ser positiva ou negativa. As fases cubicas
invertidas (Q) tém curvatura média negativa e ocorrem entre as regides La e
H, dos diagramas de fase. O comportamento de fase nao depende somente da
especificidade das moléculas dos lipides, mas sim de um conjunto de
interag6es que determinam a curvatura final do sistema (GUNER et al., 1985;
TATE et al,, 1991). Nesse contexto, os diferentes padrdes de organizacado de
fase da DOPE na presenca de AU podem estar associados com as interagdes
especificas entre AU e DOPE, sugeridas anteriormente, as quais podem
determinar a curvatura negativa do sistema o qual se organiza em fases nao-

lamelares (como na fase Qy) .

FUNARI e colaboradores (2011) investigaram as interacbes de duas
hidroquinonas sintéticas (com diferentes graus de lipofilicidade) com um
modelo de membrana constituida pelo lipide 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (POPE). Observou-se a formacédo de fases cubicas (Ps32 e
Im3m) apenas no sistema constituido pela hidroquinona de maior
hidrofobicidade e o lipide POPE. Sugeriu-se que a presencga adicional da
cadeia hidrofdbica, ligada ao anel aromatico desta hidroquinona e ancorada na
matriz lipidica, exerce um papel importante na organizacdo do sistema nas
fases cubicas observadas nas diferentes condicbes de pH e temperatura
avaliadas.

Considerando-se entdo as interacbes entre AU e DOPE, discutidas
anteriormente, pode-se sugerir que a presenca da cadeia hidrofébica de AU,
ancorada na matriz lipidica dos SpHL-AU, possa também desempenhar um
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importante efeito na organizacdo do sistema nas diferentes fases cubicas
(Im3m e Pn3m) que foram observadas.

A tendéncia de membranas em formar fases nao-lamelares pode estar
relacionada a processos em que a topologia lamelar normal da membrana é
transitoriamente interrompida, tal como ocorre durante o processo de fusdo de
membranas. Nesse contexto, as transicdes L, - Q e Ly - Hy sédo de particular
interesse e a transicao L, - Q) pode também ser um modelo relevante para o
processo de fusdo de membranas (SEDDON, 1990; MARSH,1991).

As formacbes da organizacdo supramolecular hexagonal ou cubica estdo
envolvidas nos processos de desestabilizacdo e/ou fusdo de membranas.
Nesses processos, ocorre inicialmente a aproximacado de duas bicamadas
lipidicas, seguida da formacédo de estruturas intermediarias micelares inversas
(IMI), que se localizam entre as bicamadas das membranas (Figura 30 A).
Esses intermediarios podem coalescer para formar hastes, que séao
precursores micelares da fase Hy, 0 que gera um aumento da tenséao interfacial
na regido da parede das vesiculas, seguido da ruptura e liberacdo do contetudo
presente na cavidade aquosa (Figura 30 B). Outra possibilidade é a fuséao
desses intermediarios com as monocamadas exteriores para formar ligagdes
interlamelares (ILA), que sao precursores de fases cubicas, o que resulta na
mistura dos lipides e do conteudo aquoso (Figura 30 C). A formacao de fase
cubica (Qu) ou da fase hexagonal (H;) no processo de fusédo de membranas
dependera de qual das vias apresenta-se energeticamente mais favoravel
(SIEGEL,1986; SEDDON, 1990; MARSH,1991).
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Figura 30 - Representacdo esquematica das estruturas intermediarias micelares
inversas (IMI) e das possibilidades de interagoes entre as membranas.

Formagao das IMI
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membranas)

Adaptado de SIEGEL,1986.

Neste contexto, pode-se sugerir que a tendéncia dos componentes dos SpHL-
AU se organizarem em fases ndo lamelares, como na fase cubica (Qy), poderia
favorecer a via de interacao inter-membranas relacionada a essa fase, com a
formagédo dos anexos interlamelares transitérios durante o processo da fusédo
da membrana lipossomal com a membrana endossomal para haver a

consequente liberagdo de AU no citoplasma, a partir dos SpHL-AU.

Diante do exposto, apesar dos resultados obtidos por SAXS indicarem a
ocorréncia de interacdo de AU com os lipides na bicamada (Figura 28), é
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importante ressaltar que tais interacbes nao comprometeram as transicées de
fase da DOPE da fase lamelar para fases nao lamelares (Figura 27), cuja
ocorréncia é indispensavel para a desestabilizagcdo do sistema lipossomal
mediante o0 processo de fusdo de membranas nos endossomas com a
consequente liberacdo do material encapsulado no citoplasma, a partir dos
SpHL-AU (DE OLIVEIRA et al., 2000; SILVA et al., 2011; FERREIRA et al.,
2013). Além disso, deve-se considerar que, nos endossomas, as moléculas de
agua estardao presentes em grande quantidade e poderdo alterar o
comportamento de fase das moléculas de DOPE.

Assim, com o objetivo de esclarecer melhor o comportamento de SpHL-AU em
um meio biolégico, foram também realizados estudos com amostras de SpHL
em maior grau de hidratacdo, os quais serdo apresentados no capitulo a

sequir.
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CAPITULO 3

ESTUDO DO EFEITO DO pH E DOS CONSTITUINTES DO MEIO
DE CULTURA SOBRE A ORGANIZACAO SUPRAMOLECULAR
DOS LIPOSSOMAS pH-SENSIVEIS DE CIRCULACAO
PROLONGADA CONTENDO ACIDO URSOLICO

UTILIZANDO ESPALHAMENTO DE RAIOS-X

A BAIXO ANGULO (SAXS)
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1 INTRODUGCAO

Conforme explicado anteriormente, o emprego da técnica de SAXS para
caracterizacao estrutural de lipossomas possibilita a identificacdo da fase em
que o sistema lipidico se encontra. Sabe-se que é possivel induzir transicées
de fases isotermicamente a partir de pequenas mudancas nas condi¢des fisico-
quimicas tais como hidratacao, pH ou concentragdo de sais (SEDDON,1990).
Desta forma, o principal objetivo desta etapa do trabalho foi avaliar o efeito das
alteragbées de pH e da influéncia dos constituintes do meio de cultura sobre a
organizagao supramolecular dos SpHL-BR e SpHL-AU e poder relacionar as
informagdes estruturais destes sistemas com sua estabilidade e com sua

propriedade de pH-sensibilidade.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

O tampéo salina-fosfato (PBS) foi adquirido da Sigma Chemical Company (St
Louis, EUA). O meio de cultura Roswell Park Memorial Institute medium 1640
(RPMI) e o soro fetal bovino (SFB) foram adquiridos da Gibco® (Grand Island,
NE, EUA).

2.2 Espalhamento de raios-x a baixo angulo (SAXS)

As medidas de SAXS foram realizadas nos pellets dos SpHL-AU e SpHL-BR
obtidos apds o processo de preparacao descrito anteriormente (capitulo 1, item
2.3). Inicialmente, as amostras foram submetidas a ultracentrifugacdo a
150.000 x g por 90 min. a 10 °C (OPTIMA™ |-80XP, Beckman Coulter —
Fullerton, CA, EUA). Em seguida, os sobrenadantes foram descartados e um
volume de solucao, igual ao do sobrenadante, foi adicionado aos pellets. As
solucdes utilizadas foram: tampao PBS ou meio de cultura RPMI 1640, com e
sem a presenca de 10% de SFB, nos valores de pH de 7,4 ;5,0 ou 4,0.
Posteriormente, as amostras foram agitadas em vortex, para a ressuspensao
dos lipossomas e, em seguida, foram submetidas, novamente, a
ultracentrifugagdo a 150.000 x g por 90 min. a 10 °C. Finalmente, os
sobrenadantes foram descartados obtendo-se os pellets finais das amostras
(Figura 31).
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Figura 31 — Representacdo esquematica do preparo das amostras de SpHL-AU e
SpHL-BR utilizadas nas analises por SAXS.
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Os pellets obtidos foram entdo colocados em suportes de metal, os quais foram
selados com um filme de poliimida (Kapton®). As medidas de SAXS nessas
amostras de maior teor de hidratagdo foram também realizadas na linha D1B-
SAXS1 do Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS, Campinas, SP)
(Figura 17), com a colaboracdo dos professores Dr. Rogério Magalhaes
Paniago e Dr. Angelo Malachias de Souza (Departamento de Fisica, ICEX,
UFMG). Utilizou-se um comprimento de onda fixo (A = 1,488 nm). O detector
Pilatus 300k foi posicionado a 1 m da amostra e a regido de espaco reciproco
variou de gmin= 0,15 nm™ até qmax= 4,0 nm™'. Empregou-se um porta-amostras
com sistema de aquecimento DSC-Linkam. Antes das andlises das amostras,
o substrato foi avaliado quanto a sua interferéncia nas medidas a serem
realizadas e constatou-se que o0 mesmo nao contribuiu com nenhum pico de

difrac&o nas condigdes utilizadas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao do efeito do pH na estabilidade dos SpHL-BR e SpHL-AU

Para avaliacdo do efeito do pH sobre a organizacdo supramolecular das
moléculas de DOPE nos SpHL-BR e SpHL-AU, os difratogramas de SAXS
foram adquiridos na temperatura de 25 °C para as amostras preparadas em
tampao PBS 7,4; 5,0 e 4,0. A avaliacdo das amostras em condicbes mais
acidas (pH 4,0) foi realizada com o intuito de verificar a ocorréncia de
modificagao estrutural dos sistemas uma vez que, para algumas amostras, em
pH 5 (correspondente ao pH tardio do interior dos endossomas) nao foi

observada nenhuma alteracao da organizacao supramolecular dos mesmos.

Para todos os difratogramas de SAXS, obtidos nesse estudo, a periodicidade

das reflexdes de Bragg foi calculada por intermédio da férmula d = 2z /q.

Na Figura 32 estdo apresentados os difratogramas das amostras de SpHL-BR
preparadas em tampao PBS pH 7,4 ; 5,0 e 4,0. Para as amostras de SpHL-BR,
preparadas em tampao PBS pH 7,4, foi possivel detectar a presenca de um
pico de difracao localizado em g=1,45 nm™', com distancia interplanar (d) igual
a 4,33 nm, valor condizente com o relatado para espessura da bicamada
lipidica de sistemas lipossomais semelhantes constituidos  por
DOPE:colesterol:acido oleico ou DOPE:CHEMS (DE OLIVEIRA et al., 1998; DE
OLIVEIRA et al., 2000; SILVA et al, 2011).

Pela analise do difratograma obtido para a amostra de SpHL-BR preparada em
tampao PBS pH 5, pode-se observar a ocorréncia de mudancas estruturais
significativas em relacdo as amostras preparadas em pH 7,4. Observa-se a
presenca de picos em g = 1,32; 1,83; 2,13 € 2,63 nm™', 0s quais correspondem
a espacamentos de rede (d) iguais a 4,76; 3,43; 2,95 e 2,39 nm, com razdes de
reflexdo de Bragg em torno de 1, V2, V3 e 2, indicando a organizacao das
moléculas de DOPE na fase cubica invertida (Q)) com espagamento Pn3m. Um
pico em q = 0,613 nm™, para o qual ndo encontrou-se associagao, foi também
observado. De modo semelhante, no difratograma obtido para a amostra de
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SpHL-BR preparada em tampao PBS pH 4, péde-se observar a presenca de
picos em g = 1,33; 2,18 € 2,53 nm’, os quais correspondem a espagamentos
de rede (d) iguais a 4,72; 2,88 e 2,48 nm com razdes de reflexdo de Bragg em
torno de 1, ¥3 e 2, indicando a organizacdo das moléculas de DOPE na fase
hexagonal. Além disso, foi também observado um pico de difragdo em q =
0,612 nm™', para o qual néo foi atribuido nenhuma razao de reflexdo de Bragg.
A sequéncia de ocorréncia de fases nao lamelares encontrada em pH5 e 4 é
coerente com o esperado, uma vez que sob alteracdo de temperatura e/ou pH,
ha formacao de fase cubica invertida (Q)) seguida da transicao para a fase
hexagonal invertida (H;) (MARSH, 1991; NEW, 1990 ; LOPES et al.,2013Db).

Essas mudangas estruturais observadas nas amostras de SpHL-BR
preparadas em tampado PBS pH 5 e em pH 4 podem ser explicadas pela
ocorréncia de transicdo das moléculas da DOPE da fase lamelar para fases
nao lamelares (fase cubica e fase hexagonal) em decorréncia da reducao do
pH do meio. Sabe-se que as moléculas de CHEMS, quando ionizadas,
induzem a uma repulsao eletrostatica entre seus grupos carboxilicos e os
grupos fosfatos das moléculas da DOPE. Esse fato inibe a formacdo das
ligacbes de hidrogénio entre os grupos fosfato e amdnio das moléculas da
DOPE, possibilitando a constituicdo da bicamada lipidica na fase lamelar em
pH 7,4. Nos meios de pH 5 e 4, as moléculas de CHEMS sao protonadas
levando a uma desestabilizagdo da bicamada lipidica onde pode-se observar a
organizagao das moléculas de DOPE em fases nao lamelares (fases cubica e
hexagonal) (DE OLIVEIRA et al., 1998; SILVA et al., 2011; FERREIRA et al.,
2013). A ilustracédo dessas transicoes de fase esta representada na Figura 6.
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Figura 32 - Difratogramas dos SpHL-BR preparados em tampao PBS pH 7,4 ;5,0 e
4,0. Os indices representados acima dos picos correspondem aos padroes de reflexao
de Bragg. Os indices representados em vermelho correspondem a fases nao lamelares.
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O efeito da presenca de AU no padrdao de difracdo dos lipossomas pH-
sensiveis pode ser visto na Figura 33. Pelos difratogramas das amostras de
SpHL-AU, preparadas em tampao PBS pH 7,4; 5,0 e 4,0, nao foi possivel a
determinacao de razdes de reflexdo de Bragg, e consequentemente, néo
conseguiu-se demonstrar as fases de organizagdo das moléculas de DOPE.
Para amostra de SpHL-AU preparada em tampao PBS pH 7,4 observa-se um
pico principal localizado em g=1,45 nm™" com distancia interplanar igual a 4,33
nm, valor condizente com o observado na amostra de SpHL-BR também
preparada em PBS pH=7 4.

Comparando-se os difratogramas dos SpHL-AU, em tampédo PBS nos trés
diferentes valores de pH avaliados (7,4 ; 5,0 e 4,0) (Figura 33), pb6de-se
observar que com a reducdo do pH ocorreu um alargamento dos picos de
difracdo, em relacdo aos picos de difracdo em tampdo PBS 74, e o
desaparecimento do pico em g = 1,3 nm™' (presente em pH 7,4), sugerindo a

formacao de estruturas menos ordenadas. Entretanto, a transicao de fase das
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moléculas de DOPE frente a reducdo do pH nos lipossomas contendo AU
parece ocorrer de forma menos pronunciada do que a observada nos SpHL-BR
(Figura 32). Esse fato pode ser explicado devido a presenca de AU, o qual
promove uma maior estabilizacdo da bicamada lipidica, dificultando assim a
transicao de fase da DOPE e a desestruturacao lipossomal frente a reducao do
pH.

Figura 33 - Difratogramas obtidos para os SpHL-AU preparados em tampao
PBS pH 7,4 ; 5,0 e 4,0.
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A molécula de AU apresenta similaridade estrutural a molécula de colesterol o
que explica sua forte tendéncia de interagcdo com biomembranas, com
consequente modulacdo de suas propriedades estruturais. O grau de
permeacgao de AU no interior da bicamada lipidica depende do balanco entre o
namero de contatos hidrofébicos e as ligacées de hidrogénio com a agua.
Sendo assim, a composicao lipidica é determinante para a definicdo do
posicionamento do triterpeno na bicamada (PRADES et al., 2011).

Han e colaboradores (1997) estudaram o efeito de AU na fluidez e estabilidade
da bicamada lipidica lipossomal constituida por dipalmitoilfosfatidilcolina

(DPPC) pela medida de fluorescéncia de polarizacdo e pela liberacao de



119

calceina e evidenciaram que AU exerce um efeito modulador da bicamada
lipidica reduzindo a fluidez da mesma na fase lamelar fluida (L,). Esse efeito é
comparavel ao efeito do colesterol e pode estar relacionado a presenca do anel
pentaciclico rigido de AU que restringe a mobilidade das cadeias
hidrocarbbnicas na fase lamelar fluida (Ly). Esse estudo demonstrou também
que AU exerce forte efeito estabilizador da membrana lipidica evidenciado pela
reduzida liberacao de calceina a partir dos lipossomas contendo AU.

Em outro estudo, os efeitos de acidos triterpénicos pentaciclicos, dentre eles o
AU, como moduladores das propriedades fisicas da membrana lipidica
constituida por DPPC e colesterol, foram avaliados por DSC, SAXS e
espectroscopia de ressonancia magnética. Os resultados revelaram que AU
promove uma alteragdo no ordenamento da fase lamelar gel (Lg) sem
desestabilizar a bicamada lipidica. Por outro lado, foi possivel evidenciar que
AU promove maior organizacao da bicamada lipidica na fase lamelar fluida (L),
enfatizando o efeito estabilizador desse triterpeno na membrana lipossomal
(PRADES et al., 2011).

Desta forma, estes dados da literatura, descritos acima, corroboram com
nossos resultados os quais indicaram que a presenga de AU promove uma
maior estabilizacdo dos SpHL-AU na fase lamelar, dificultando assim a
transicdo de fase das moléculas da DOPE, e a consequente, desestruturacao
dos lipossomas frente a reducdo de pH. Essa suposicdo podera ser
confirmada, em um estudo futuro, para determinagdo da pH-sensibilidade dos
lipossomas onde a variagdo do diametro e do potencial zeta dos SpHL-AU, em
funcdo do pH, sera avaliada.

O processo de desestabilizacdo dos lipossomas pH-sensiveis no
compartimento endossomal esta principalmente relacionado ao efeito do pH na
desestruturacdo da bicamada lipidica. Entretanto, essa desestabilizacdo pode
ocorrer também devido a fusdo da membrana dos lipossomas pH-sensiveis
com a membrana endossomal havendo a liberagdo do material encapsulado
para o citoplasma, sendo que esse processo ocorre devido as propriedades
fusogénicas intrinsecas das moléculas de DOPE (SIMOES et al., 2004;
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FERREIRA et al, 2013). Desta forma, embora os SpHL-AU tenham
apresentado uma menor sensibilidade frente a redugdo do pH, evidenciada
pelos resultados de SAXS, sua atividade citotoxica (capitulo 1, item 3.4) pode
estar relacionada a liberacdo de AU a partir dos lipossomas, no nivel
endossomal, devido a esse processo de fusdo de membranas. Para se
confirmar a importancia da presenca do componente fusogénico (DOPE) para
desestruturacao lipossomal nos endossomas, pode-se propor um estudo
comparativo da atividade citotéxica de lipossomas pH-sensiveis contendo AU
(constituidos por DOPE) e de lipossomas nao pH-sensiveis contendo AU
(constituidos por outro fosfolipideo nao fusogénico, como por exemplo, a
dioleilfosfatidilcolina, DOPC).

3.2 Avaliacao do efeito do meio na estabilidade dos SpHL-BR e SpHL-AU

Para avaliacdo do efeito do meio sobre a organizacdo supramolecular das
moléculas de DOPE nos SpHL-BR e SpHL-AU, os difratogramas foram
adquiridos em temperatura de 25 °C para as amostras preparadas em
diferentes meios em pH=7,4 : tampao PBS, meio de cultura RPMI 1640 (MC) e
meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB (MCS).

Na Figura 34 estdo apresentados os difratogramas das amostras de SpHL-BR
preparadas em tampao PBS, meio de cultura (MC) e meio de cultura
suplementado com SFB (MCS), em pH=7,4. A partir desses difratogramas nao
foi possivel a determinacdo de razdoes de reflexdo de Bragg, e
consequentemente, ndo conseguiu-se demonstrar a organizacao de fase das
moléculas de DOPE. Entretanto, comparando-se os difratogramas obtidos nos
trés diferentes meios avaliados (PBS, MC e MCS), é possivel constatar que em
MC e MCS ocorreu um alargamento e diminuicao da intensidade dos picos de
difracdo, em relacdo aos picos de difracdo dos SpHL-BR em PBS, sugerindo a
existéncia de interacdo entre os constituintes do meio de cultura (em MC) e os
lipides, bem como das proteinas do soro (em MCS) e os lipides, o que conduz
a formagao de estruturas menos ordenadas, em ambos os casos. Resultado
semelhante foi observado por SILVA e colaboradores (2011) para lipossomas
constituidos por DOPE e CHEMS.
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Figura 34 — Difratogramas obtidos para os SpHL-BR preparados em tampao
PBS, meio de cultura (MC) e meio de cultura suplementado com SFB (MCS), em

pH=7,4.
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Na Figura 35 estdo apresentados os difratogramas das amostras de SpHL-AU
preparadas em tampao PBS, MC e MCS em pH=7,4. Comparando-se 0s
difratogramas obtidos nos trés diferentes meios avaliados (PBS, MC e MCS),
observa-se que em MC e MCS ocorreu um alargamento e diminuicao da
intensidade dos picos de difracdo, em relagdo aos picos de difracdo dos SpHL-
AU em PBS, entretanto esses efeitos ocorrem de maneira menos pronunciada
do que o observado para as amostras de SpHL-BR. Desta forma, sugere-se
gue ocorra menor interagdo entre os constituintes do meio de cultura (em MC)
e os lipides, bem como das proteinas do soro (em MCS) e os lipides nos SpHL-
AU.
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Figura 35 - Difratogramas obtidos para os SpHL-AU preparados em tampo
PBS, meio de cultura (MC) e meio de cultura suplementado com SFB (MCS), em

pH=7,4.
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Sabe-se que as interacdes entre lipossomas e as proteinas séricas sao
diversas e complexas e podem resultar em efeitos dramaticos na estabilidade
dos lipossomas e em seu comportamento in vivo. As lipoproteinas séricas
podem potencialmente desestabilizar a bicamada lipidica levando a ruptura das
vesiculas e perda do material encapsulado. Além disso, outros componentes
do soro como fibronectinas, imunoglobulinas e proteina C reativa podem
modificar o comportamento dos lipossomas em meio bioldégico por promoverem
interagbes com as células do sistema reticulo-endotelial e ou a ativacdo do
sistema complemento favorecendo o processo de opsonizacdo (BONTE &
JULIANO, 1986; LYNCH & DAWSON, 2008; AGGARWAL et al., 2009;
CAPRIOTTI et al.,2012).

Neste contexto, comparando-se as mudancas nos padrdes de difracdo que
ocorrem nos SpHL-BR (Figura 34) e nos SpHL-AU (Figura 35), nos trés
diferentes meios avaliados (PBS, MC e MCS) em pH 7,4, pode se inferir que a
presenca de AU na bicamada lipidica promoveu uma maior estabilizacao de
SpHL frente as interacbes com os componentes do meio biolégico o que
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poderia representar um beneficio visto que a formulacao estara sujeita a menor
alteracao na circulagdo sanguinea mantendo uma maior integridade até o alvo

terapéutico.

3.3 Avaliacao do comportamento de fase da DOPE, nos SpHL-BR e SpHL-
AU, na presenca dos constituintes do meio de cultura (MC) e do meio de
cultura suplementado com SFB (MCS) frente a reducao do pH

Estas analises foram realizadas com o objetivo de se avaliar os efeitos dos
constituintes do meio de cultura (MC) e das proteinas presentes no meio de
cultura suplementado com SFB (MCS) sobre a responsividade dos SpHL-BR e

SpHL-AU frente a reducao do pH.

3.3.1 Estudo comparativo dos difratogramas obtidos para os SpHL-BR

preparados em meio de cultura (MC)em pH 7.4 e pH 4.0

Na Figura 36 estdo apresentados os difratogramas das amostras dos SpHL-
BR preparados em MC em pH 7,4 e 4.

Em pH 7,4 nao foi possivel a determinagéao de razdes de reflexdo de Bragg, e
consequentemente, ndo conseguiu-se demonstrar a organizacdo de fase das
moléculas de DOPE. Entretanto, observou-se neste pH um pico principal
localizado em torno de g=1,45 nm™, com distancia interplanar em torno de 4,3
nm, valor condizente com a espessura lamelar e com o valor observado

anteriormente na amostra de SpHL-BR preparada em PBS pH=7,4 (Figura 32).

Em pH 4, observou-se picos em g=1,32; 2,26; 2,62 e 3,48 nm' os quais
correspondem a espacamentos de rede (d) iguais a 4,76; 2,78; 2,4 e 1,8 nm™,
com razdes de reflexdo de Bragg em torno de 1, V3, 2 e V7 indicando a
organizagao das moléculas de DOPE na fase hexagonal. Desta forma, embora
tenha sido demonstrada anteriormente uma suposta interacdo entre o0s
constituintes do MC e dos lipides presentes em SpHL-BR (Figura 34), pode-se
se concluir que esta interagdo nao prejudicou a pH-sensibilidade destes

lipossomas, os quais continuaram respondendo a variacao de pH.
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Figura 36 - Difratogramas dos SpHL-BR preparados em MC pH 7,4 e 4,0.

Os indices representados acima dos picos correspondem aos padroes de

reflexao de Bragg. Os indices representados em vermelho correspondem a
fase hexagonal.
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3.3.2 Estudo comparativo dos difratogramas obtidos para os SpHL-BR

preparados em meio de cultura completo (MCS) em pH 7.4 e pH 4.0

Na Figura 37 estdo apresentados os difratogramas das amostras dos SpHL-
BR preparados em MCS em pH 7,4 e 4.

Em pH 7.4 foi possivel identificar picos com valores de g= 1,36 ¢ 1,46 nm”
para os quais nao foi possivel estabelecer razdes de reflexdo de Bragg.
Conforme ja foi demonstrado anteriormente (Figura 34), pode-se observar que
em MCS ocorreu um alargamento e diminui¢cao da intensidade do pico principal
de difragcdo em relacdo a amostra preparada em MC, pH 7,4, sugerindo que as
proteinas do soro fetal bovino (SFB), presentes no MCS, podem interagir com
os constituintes dos lipossomas formando estruturas ainda menos ordenadas

do que as formadas em presenca de meio de cultura sem proteinas.
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Em pH 4, foi possivel identificar picos mais largos com valores de g= 0,53; 1,1,
1,39 e 2,8 nm™' para os quais também nao foi possivel estabelecer razdes de
reflexdo de Bragg. Entretanto, neste pH, observou-se um diferente padréo de
picos de difracdo, em relagdo ao padrdo em pH 7,4, indicando que a transicao
de moléculas de DOPE frente a reducao do pH, pode néao ter sido abolida
mesmo com a ocorréncia de interagdo entre as proteinas constituintes do MCS

e os lipides.

Figura 37 - Difratogramas dos SpHL-BR preparados em MCS pH 7,4 e 4,0.
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3.3.3 Estudo _comparativo_dos difratogramas obtidos para os SpHL-AU
preparados em _meio de cultura (MC) em pH 7.4 e 4,0

Na Figura 38 estdo apresentados os difratogramas das amostras dos SpHL-
AU preparados em MC em pH 7,4 e 4 para os quais nao foi possivel

estabelecer razdes de reflexao de Bragg.

Comparando-se os difratogramas em pH 7,4 e pH 4 pode-se observar que com
a reducdo do pH ocorreu desaparecimento do pico em g = 1,3 nm™' (presente
em pH 7,4). Entretanto, a transicao de fase das moléculas de DOPE frente a
reducao do pH nos lipossomas contendo AU preparados em MC, ocorre de
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forma menos pronunciada do que a observada nos SpHL-BR (Figura 36). Este
resultado é semelhante ao observado anteriormente para os SpHL-AU
preparados em tampado PBS (Figura 33) e pode ser explicado devido a
presenca de AU o qual promove uma maior estabilizacao da bicamada lipidica,
dificultando assim a transicao de fase da DOPE e a desestruturagao lipossomal
frente a reducdo do pH. Desta forma, pode-se sugerir que a presenca dos
constituintes do meio de cultura ndo promoveu uma alteracdo significativa no
padrdao de estabilizacdo da bicamada lipidica promovida por AU e,
consequentemente, ndo houve mudancas na responsividade destes
lipossomas a reducao do pH neste meio.

Figura 38 - Difratogramas dos SpHL-AU preparados em MC pH 7,4 e 4,0.
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3.3.4 Estudo comparativo dos difratogramas obtidos para os SpHL-AU
preparados em_meio de cultura completo (MCS)em pH 7.4 ¢ 4.0

Na Figura 39 estdo apresentados os difratogramas das amostras dos SpHL-
AU preparados em MCS em pH 7,4 e 4.
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Comparando-se os difratogramas em pH 7,4 e pH 4 pode-se observar que com
a reducdo do pH ocorreu desaparecimento do pico em g = 1,3 nm™' (presente
em pH 7,4). Entretanto, de modo semelhante ao discutido anteriormente, a
transicdo de fase das moléculas de DOPE frente a redugdo do pH nos
lipossomas contendo AU preparados em MCS, ocorre de forma menos
pronunciada do que a observada nos SpHL-BR (Figura 37). Sugere-se entao
que as proteinas do SFB, presentes no MCS, ndo modificaram o padrao de
estabilizacdo da bicamada lipidica promovida por AU nao tendo sido
observadas mudancas significativas na responsividade dos SpHL-AU ao pH,
neste meio, em relacao ao que foi observado em tampao PBS e em MC.

Figura 39 - Difratogramas dos SpHL-AU preparados em MCS pH 7,4 e 4,0.

MCS pH 4,0

Intensidade (u.a.)

E MCS pH 7,4
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do presente trabalho demonstraram que os SpHL-AU
apresentaram adequada estabilidade quimica e fisico-quimica em termos de
didmetro médio, potencial zeta e teor de encapsulacdo de AU apéds
armazenamento por 1 ano, a 4 °C. Desta forma, pode-se concluir que a
producédo dos lipossomas proposta neste trabalho possibilitou a obtencao de
uma formulagdo com caracteristicas adequadas para futuras aplicagdes como

produto farmacéutico.

Os estudos de DSC e de SAXS, em condicbes de baixa hidratagao,
evidenciaram a ocorréncia de interacdo de AU com a bicamada lipidica sem
comprometimento das principais transicées de fase da DOPE. Essas transicdes
sao indispensaveis para a desestabilizacao do sistema lipossomal mediante o
processo de fusdo de membranas nos endossomas, com a consequente

liberacdo do material encapsulado no citoplasma.

Os estudos de SAXS, em condicoes de maior hidratacao, revelaram que a
interacdo de AU com a membrana lipidica dos lipossomas resulta em maior
estabilizacdo da mesma, dificultando assim a ocorréncia de transi¢cdo de fase
da DOPE para fases nao lamelares, frente a redugdo do pH, nos diferentes
meios avaliados. Observou-se também que AU promoveu maior estabilizacdo
da bicamada lipidica frente as interacbes com o0s componentes do meio
bioldgico o que pode representar um beneficio, visto que a formulacao estara

sujeita a menor alteracéo na circulagdo sanguinea.

Avaliou-se também os efeitos dos SpHL-AU na viabilidade de linhagens
tumorais de mama (MDA-MB-231) e de préstata (LNCaP) e os resultados
demonstraram que, apds 48h, o tratamento proposto promoveu reducdo na
viabilidade celular. Esses resultados sugerem que SpHL-AU pode representar
uma alternativa promissora para administracdo intravenosa de AU no

tratamento do cancer.
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PERSPECTIVAS

Com base nos resultados do presente estudo, pode-se propor algumas

perspectivas, a saber:

Estudo para determinacado da pH-sensibilidade dos SpHL-AU, por meio
de titulacédo, onde a variacdo do diametro e do potencial zeta dos SpHL-

AU, em funcédo do pH, pode ser avaliada.

Estudo comparativo da atividade citotoxica de lipossomas pH-sensiveis
contendo AU (constituidos por DOPE) e de lipossomas nao pH-sensiveis
contendo AU (constituidos por outro fosfolipideo nao fusogénico, como
por exemplo, a dioleilfosfatidilcolina, DOPC), visando a confirmacao da
importadncia da presenca do componente fusogénico (DOPE) para

desestruturacao lipossomal nos endossomas.

Estudos para investigagcdo dos mecanismos da atividade citotéxica dos
SpHL-AU em linhagens tumorais. Propde-se 0s seguintes ensaios:
determinacao do conteudo de DNA subdipléide, por citometria de fluxo,
para medida quantitativa da morte celular ; ensaio de dupla coloragao
com anexina V-FITC e IP, para quantificacdo de células em apoptose
e/ou em necrose; ensaios para deteccao de ativacao das caspases 8 € 9

e ensaio para deteccao de caspase-3 ativa, por citometria de fluxo.

Estudo para avaliagdo da atividade antitumoral dos SpHL-AU em modelo

animal experimental.
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Cancer is one of the leading causes of death worldwide. Although several drugs are used clinically, some tumors either do
not respond or are resistant to the existing pharmacotherapy, thus justifying the search for new drugs. Ursolic acid (UA) is a
triterpene found in different plant species that has been shown to possess significant antitumor activity. However, UA presents
a low solubility in aqueous medium, which presents a barrier to its biological applications. In this context, the use of liposomes
presents a promising strategy to deliver UA and allow for its intravenous administration. In this work, long-circulating and pH-
sensitive liposomes containing UA (SpHL-UA) were developed, and their chemical and physicochemical properties were evaluated.
SpHL-UA presented adequate properties, including a mean diameter of 1911+ 6.4 nm, a zeta potential of 1.2 +1.4mV, and a UA
entrapment of 0.77 +0.01 mg/mL. Moreover, this formulation showed a good stability after having been stored for 2 months at
4°C. The viability studies on breast (MDA-MB-231) and prostate (LNCaP) cancer cell lines demonstrated that SpHL-UA treatment
significantly inhibited cancer cell proliferation. Therefore, the results of the present work suggest the applicability of SpHL-UA as a
new and promising anticancer formulation.

1. Introduction several problems, such as its limited water solubility, which

leads to a low bioavailability and poor pharmacokinetics in

Ursolic acid (UA) is a triterpenoid compound that exists
abundantly in the plant kingdom. UA has been reported to
have an interesting bioactivity, including anti-inflammatory
[1, 2], antihyperlipidemic [3, 4], and hepatoprotective [3]
properties. Recent studies have shown that UA has revealed
antitumor effects and cytotoxic activity towards various types
of cancer cell lines [5-12].

However, although UA presents the advantage of low
toxicity, the clinical application of UA is limited due to

vivo and subsequently restricts its effectiveness [13]. Another
limitation is its nonspecific distribution throughout the
body when administered intravenously. Thus, it is desirable
to explore novel formulations of UA that overcome these
inconveniences [12]. In this context, the use of nanosystems
as carriers, such as liposomes, consists of a promising strategy
to deliver this substance and allow for its intravenous admin-
istration. Moreover, considering the antitumor action of this
triterpene, the use of nanocarriers as vehicles can enable the
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1. Introduction

Nanotechnology and nanoscience present a highly positive prospective of bringing benefits to
many research areas and applications. Nanosized vehicles have received considerable
attention over the past 30 years as pharmaceutical carriers with a wide range of applications,
including drug delivery vehicles, adjuvants in vaccinations, signal enhancers/carriers in
medical diagnostics and analytical biochemistry, solubilizers for various materials, as well as
their role as a support matrix for chemical ingredients and as penetration enhancers in cosmetic
products. More recent developments have reported on the field of liposomal drugs, from the
viewpoint of clinically approved products, with cancer therapy representing the main area of
interest [1-3]. In this context, liposomes can be used to improve current cancer treatment
regimens due to their capacity to increase the solubility of poorly water-soluble antitumor
drugs. Moreover, these also act to decrease the mononuclear phagocyte system’s (MPS) uptake
by using long-circulating liposomes which promote a passive directing toward the tumor
region and can lead to an active directing toward the tumor site by connecting specific ligands
to the liposome surface [4,5]. These strategies minimize drug degradation and inactivation
upon administration, as well as increase the drug’s bioavailability and the fraction of drug
delivered within the pathological area, thus improving efficacy and/or minimizing drug
toxicity.

I mEC H © 2013 Lopes et al.; licensee InTech. This is an open access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/3.0), which permits unrestricted use,

distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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REvVIEW

pH-sensitive liposomes for drug delivery in

cancer treatment

In recent years, liposomes have been employed with growing success as pharmaceutical carriers for antineoplastic
drugs. One specific strategy used to enhance in vivo liposome-mediated drug delivery is the improvement of
intracytoplasmic delivery. In this context, pH-sensitive liposomes (pHSLip) have been designed to explore the
endosomal acidification process, which may lead to a destabilization of the liposomes, followed by a release of their
contents into the cell cytoplasm. This review considers the current status of pHSLip development and its applicability
in cancer treatment, focusing on the mechanisms of pH sensitivity and liposomal composition of pHSLip. The final
section will discuss the application of these formulations in both in vitro and in vive studies of antitumor efficacy.

Cancer is a leading cause of death worldwide,
and the success and efficiency of cancer therapy
depends on the improvement of knowledge con-
cerning cancer physiopathology, the discovery of
new anticancer drugs, and the development of
novel biomedical technologies (1]. Conventional
chemotherapeutic drugs distribute throughout
the body in a non-specific manner and can affect
both cancerous and healthy cells, resulting in
dose-related side effects and inadequate drug
concentrations actually reaching the tumor. To
overcome these problems and to improve anti-
cancer therapies, the R&D of multifunctional
nanosystems has received considerable attention
[2.3]. In this light, the possibility of exploring the
vascular abnormalities of tumors, in an attempt
to prevent penetration into normal tissue inter-
stitium while allowing access to the tumors,
becomes particularly interesting, In this con-
text, tumor-targeting using nanosystems, such
as liposomes, has emerged as an interesting
approach to overcoming the lack of specificity
of conventional chemotherapeutic agents [1]. By
using both passive and active targeting strategies,
liposomes can increase the intracellular concen-
tration of drugs in cancer cells while minimiz-
ing toxicity in normal cells, thereby enhancing
anticancer effects and reducing systemic toxic-
ity [24]. Moreover, liposomes can also be used
to impruve current cancer treatment regimerls
due to their capacity to increase the solubility of
poorly water-soluble antitumor drugs.
Strategies used to enhance in vive liposome-
mediated drug delivery include the improve-
ment of intracytoplasmic release. The applica-
tion of such strategies would result in liposomes
that represent important tools to improve the

therapeutic efficiency of many drugs that exert
their effect at the intracellular level [s). In this
context, pH-sensitive liposomes (pHSLip) have
been designed to release their contents when sub-
mitted to an acidic environment. It is known
that average extracellular tumor pH is between
6.0 and 7.0, whereas in normal tissues and blood,
the extracellular pH is approximately 7.4 ).
However, the sites of greatest acidity in tumors
are often the most distant from the tcumor micro-
vasculature, where liposomes often fail to reach
[6]. Morcover, the pH of the tumor interstitium
rarely declines below pH 6.5, thus rendering it
technically difficult to engineer liposomes that
become disrupted in such a narrow window of
pH. Otherwise, Fo”owing bi nding to cells, the
liposomes are internalized through the endo-
cytotic pathway and are retained in endosomes.
The potential of pHSLip lies in their ability to
undergo destabilization at the endosomal stage,
which presents pH values below 5.0, thereby pre-
venting their degradation at the lysosomal level
and promorting the drugs release into the cyto-
plasm [5.7.8]. Therefore, encapsulated compounds
are planned to be transported into the cytoplasm
through the destabilization of or fusion with
the endosome membrane (5.9). pHSLip have
been extensively studied as an alternative to
conventional liposomes to effectively target and
accumulate anticancer drugs in tumors.

Development of liposomes for drug
delivery in cancer treatment

Liposomes can be defined as spherical vesicles
formed spontancously by the dispersion of
phospholipids in aqueous media. The resule-
ing bilayers can accomodate amphiphilic or
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ABSTRACT

Ursalic acid (UA) is a triterpene found in different plant species that has been
shown to possess significant antitumor activity. Howewver, UA presents a low water
solubility, which presents a barrier to its biological applications. In this context, our
research group has proposed the incorporation of UA in long-circulating and pH-
sensitive  liposomes  (SpHL-UA). These liposomes, composed  of
dioleylphosphatidylethanolamine (DOPE)/ cholesteryl hemisuccinate (CHEMS)/
distearoylphosphatidylethanolamine-polyethyleneglycolagag (DSPE-PEGz2000),
showed to be very promising carriers for UA Considering that the release of UA
from SpHL-UA and its antitumor activity depend on the occurrence of the lamellar to
non-lamellar phase transition of DOPE, in the present work the interactions of UA
with the components of the liposomes were evaluated aiming to clarify their role in
the structural organization of DOPE. The study was carried out by differential
scanning calorimetry (DSC) and small angle X-ray scattering (SAXS) under low
hydration conditions. DSC studies revealed that DOPE phase transition
temperatures did not shift significantly by UA addition. On the other hand, in SAXS
studies, a different pattern of DOPE phase organization was observed in the
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