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RESUMO

A doxorrubicina (DOX), um antibiético da classe das antraciclinas, tem sido usada com
éxito no tratamento de carcinoma de mama, pulmdo, bexiga, tiredide e ovario. Contudo, em
razdo de sua inespecificidade, provoca efeitos colaterais severos tais como
cardiotoxicidade, mielossupressdo e atrofia. Visando contornar estas desvantagens, as
pesquisas farmacéuticas estdo sendo desenvolvidas a fim de melhorar as propriedades
biofarmacéuticas do farmaco, mediante sua incorporacdo em sistemas nanoestruturados.
Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), podem ser promissores para administracéo
de DOX, uma vez que aumentam sua estabilidade, capacidade de incorporacao e promovem
liberacdo sustentada do farmaco e sdo biocompativeis. Além disso, os CLN podem ser
preparados com sua superficie cationica e funcionalizados com acido folico (AF). Desta
forma, possibilitam aumentar a seletividade em tecidos especificos, diminuindo os efeitos
colaterais nos tecidos sadios. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar CLN
catidnicos funcionalizados ou ndo com AF contendo DOX para futura aplicagdo no
tratamento do cancer de mama. A primeira etapa deste trabalho consistiu na sintese de uma
nova molécula, partindo das moléculas de acido folico e o polimero PF-127. As técnicas de
espectrometria de infravermelho (IV), Espalhamento dinamico de luz (DLS) e Microscopia
eletronica de varredura (MEV) foram utilizadas para -caracterizagdo dos CLN
desenvolvidos. Os resultados de 1V demonstraram que os grupos carboxilicos do AF e PF-
127 reagiram, resultando em uma nova ligacédo éter, indicando a formagdo do complexo
AF-PF127. Posteriormente, os CLN foram desenvolvidos utilizando essa molécula. O DLS
revelou que os didmetros dos CLN, CLN-DOX, CLN-AF e CLN-DOX-AF foram de 135,
127, 130 e 160 nm, respectivamente. Esses valores permaneceram-se estaveis ao longo de
90 dias. O potencial zeta apresentou valores positivos, devido ao brometo de cetrimonio, o
tensoativo amonio quaternario cationico utilizado para a obtencdo dos CLN. Finalmente, as
Fotomicrografias de MEV apresentaram particulas com morfologias esféricas e sem
aglomerados. Os tamanhos corroboram com o0s encontrados no DLS. Os resultados
demonstraram que foi possivel desenvolver CLN catinicos funcionalizados com
estabilidade fisica, particulas esféricos e tamanhos nanométricos, caracteristicas essas
adequadas para administracdo endovenosa. Assim, futuros ensaios serdo realizados,
particularmente ensaios bioldgicos in vitro de citotoxicidade, avaliagdo da internalizacdo
celular dos CLN em modelo de cancer de mama, visando avaliar a eficécia desses sistemas.

Palavras-Chave:Carreador Lipidico. Antraciclina. Carcinoma. Seletividade



ABSTRACT

Doxorubicin (DOX), an anthracycline antibiotic, have been used successful treatment of
breast, lung, bladder, thyroid and ovarian carcinoma. However, due to its non-specificity
causes several side effects such as cardiotoxicity, myelosuppression and atrophy. Aiming to
overcome these disadvantages, pharmaceutical research is being developed in order to
improve the biopharmaceutical properties of the drug through its incorporation in
nanosystems. Nanostructured lipid carriers (NLC) may be promising for DOX
administration, due to increase stability and drug incorporation capacity, promote sustained
release and are biocompatible. Besides that, NLC can be prepared with their cationic and
functionalized (folic acid (FA)) surface, resulting in increasing selectivity in specific
tissues, reducing side effects in healthy tissues. The objective of this work was to develop
and characterize cationic NLC functionalized with FA containing DOX for future treatment
of breast cancer. The first step of this work consisted in the synthesis of a new molecule,
starting from FA and polymer (PF-127). Infrared (IR), Dynamic Light Scattering (DLS)
and Scanning Electron Microscopy (SEM) techniques were used to characterize the
developed NLC. The IR results demonstrated that the carboxylic groups present in AF and
PF-127 reacted, resulting in a new ether bond indicating the formation of the AF-PF127
complex. Subsequently, NLC were developed using this molecule. The DLS revealed that
NLC, NLC-DOX, NLC-FA and NLC-DOX-FA diameters were 135, 127, 130 and 160
nm, respectively. These values remained stable over 90 days. The zeta potential showed
positive values due to cetrimonium bromide, the cationic quaternary ammonium surfactant
used to obtain the NLC. Finally, SEM photomicrographs showed particles with spherical
morphologies and no clusters. The sizes corroborate with those found in DLS. The results
showed that it was possible to develop functionalized cationic NLC with physical stability,
spherical particles and nanometric sizes, which are suitable for intravenous administration.
Thus, future assays will be performed, particularly in vitro biological cytotoxicity assays,
evaluation of cellular internalization in breast cancer model, aiming to evaluate the efficacy
of these systems.

Keywords: Lipid Carriers. Anthracycline.Carcinoma. Selectivity.
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1. INTRODUCAO

Segundo a International Agency for Research on Cancer, o cancer de mama trata-se
do segundo tipo de cancer mais comum no mundo, correspondendo a 12% de todas as
causas de morte a nivel mundial com seis milhdes de 6bitos por ano. E definido como um
tumor maligno de células epiteliais que se desenvolve na mama, podendo ser in situ ou
invasivo, a principal neoplasia maligna que acomete o sexo feminino. Pode ainda, acometer
0s homens, contudo € raro, representando apenas 1% do total de casos (MEDEIROS et al.,
2015)

O tratamento envolve mastectomia, quimioterapia e radioterapia. Enquanto que
esquemas de quimioterapicos baseados em agentes alquilantes sdo utilizados em estagios
avancados. Contudo, estes apresentam problemas com as caracteristicas fisico-quimicas e
farmacocinéticas, além de baixa seletividade, e como consequéncia, baixas concentragdes
do farmaco na massa tumoral e intensa atividade citotoxica sobre as células saudaveis,
tornando a terapia medicamentosa ineficaz. Além de possuir um alto custo econdmico
(OSHIRO JUNIOR, 2018).

Dentre esses esquemas, diferentes farmacos podem ser utilizados, tais como,
doxorrubicina (DOX), paclitaxel (PTX), docetaxel, gencitabina, trastuzumab e outros.

A DOX ou hidroxildaunorrubicina um antibidtico da classe das antraciclinas
(ANT) foi isolada de culturas de Streptomyces peucetius, variante caesius, e tem sido
utilizada na pratica oncoldgica desde a década de 1960. A identificacdo de seu alvo
terapéutico, assim como das ANT, foi um marco importante na farmacologia das
substancias anticancer. A regressdo tumoral é expressiva no uso isolado da DOX e
significativamente maior quando combinada a outros agentes antitumorais (LATORRE,
2001).

Atua inibindo tanto o DNA como o RNA nucleotidil transferases, por meio de
intercalacdo entre os pares de bases dos acidos nucléicos, bloqueando a sintese de RNA. No
entanto, por apresentar inespecificidade, o farmaco também provoca efeitos colaterais
(FORMARIZ, 2008). Desta forma, sua utilidade clinica é limitada devido a seu potencial
cardiotoxico e possibilidade de desenvolvimento de resisténcia & droga (MOURA et al.,
2015).

Devido a essas limitacOes apresentadas pelo farmaco desde a alta lipofilicidade e as
consequéncias que busca-se uma alternativa para melhorar essas desvantagens. Sistemas

carreadores coloidais, nanoemulsdes, lipossomas, nanosuspensdes e micelas s&o
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extensivamente investigados por promoverem muitas vantagens em relacao as formulacdes
tradicionais como, por exemplo, a liberacdo sustentada de ativos, solubilizar ativos
lipofilicos, aumentar a estabilidade fisica e quimica de moléculas labeis, minimizar os
efeitos colaterais entre outras (MARCATO, 2009).

Diferentes trabalhos na literatura abordam a utilizacdo de nanoparticulas lipidicas
multifuncionais ou ndo, para tratamento de cancer. Os resultados revelam que esses
sistemas aumentam significativamente a citotoxicidade de diferentes farmacos (DOX e
PTX) em células tumorais e a internalizacdo celular nas células cancerigenas (mama),
quando comparado com sistemas sem a funcionalizacdo e em relacdo ao farmaco livre,
confirmando o potencial dessa abordagem no tratamento do cancer de mama (CHIRIO et
al., 2014; ZHANG, et al., 2008).

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNSs) caracterizam-se por possuirem
uma matriz composta pela mistura de lipidio liquido e lipidio solido a temperatura
ambiente, gerando a formagdo de estruturas desordenadas, que resulta em um cristal
imperfeito, proporcionando espacos para a incorporacdo de substancias ativas de origem
hidrofobica (KOLENYAK-SANTOS et al., 2014), capacidade de liberar controladamente,
proteger a substancia ativa frente a degradacdo, baixa toxicidade e apresentam maior
estabilidade (SARDI et al., 2013; YANG et al., 2014).

Os CLNs aproveitam as vantagens de permeabilidade e retencdo aumentados,
conhecido como efeito EPR (do inglés, Enhanced Permeability and Retention). Possivel
estratégia de vetorizacdo que visa melhorar a eficacia terapéutica dos quimioterapicos e
diminuir seus efeitos adversos com a utilizagéo de sistemas nanoestruturados (ELOY et al.,
2014).

Além disso, os CLNs podem ser preparados com sua superficie catibnica e
funcionalizados, resultando em um CLNs multifuncional, que atua de forma sinérgica, uma
vez que proporcionard uma maior seletividade em tecidos especificos. Contudo, o
planejamento da molécula utilizada para funcionalizacdo deve levar em consideracdo 0s
receptores superexpressos na superficie da célula alvo. Para o cancer de mama, um dos
marcadores mais utilizados é o acido fdlico (AF), que se liga em receptores folato que séo
expressos em baixa quantidade por células normais e em grande quantidade em células
tumorais de cancer de mama (MENG et al., 2011; ZHOU et al., 2010).

A superficie catibnica pode direcionar a DOX ao tecido tumoral. Este
direcionamento esta relacionado com a exposicdo de fosfatidilserina (carga negativa) na

superficie das membranas celulares e sera obtida nos CLNs com a utilizacdo de compostos
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de brometo de cetriménio (BC), um sal alquilaménio que é um tensoativo catibnico
(IWASAKI et al., 2009.)

Portanto, tendo como base 0 panorama exposto, sugere-se que CLNSs catidnicos
funcionalizados por AF com a incorporacdo de DOX, possam oferecer uma promissora e

inédita ferramenta nanobiotecnoldgica visando o tratamento do cancer de mama.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer de mama

Para o biénio 2018-2019 no Brasil a estimativa de ocorréncia de novos casos de
cancer € de 600 mil para cada ano, com a maior incidéncia dos canceres de préstata em
homens e de mama em mulheres. Estimam-se 59.700 casos novos de cancer de mama, com
um risco estimado de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres (MINISTERIO DA SAUDE,
2017).

Bioguimicamente as alteracGes que geram as neoplasias podem ocorrer em genes
especiais, que inicialmente sao inativos em células normais, denominados protooncogenes.
Quando ativados, os protooncogenes transformam-se em oncogenes, responsaveis pela
malignizagdo das células normais sdo, entdo, denominadas cancerosas, ou melhor,
tumorais. Essas células passam a se comportar de forma anormal, multiplicando-se de
maneira descontrolada. Com a constante multiplicacdo celular, passa a ocorrer 0 processo
de angiogénese, devido a necessidade de novos vasos sanguineos para que haja a nutricdo
destas celulas (ALMEIDA, 2005).

Diversos fatores estdo envolvidos na etiologia do cancer de mama, desde idade
avancada, historico familiar e pessoal, caracteristicas reprodutivas, habitos de vida e
influéncias ambientais. As caracteristicas reprodutivas de risco se ddo porque a doenca é
estrogénio-dependente, ou seja, este hormonio induz o crescimento celular do tecido
mamario, 0 que aumenta o potencial de alteracdes geneéticas. As caracteristicas reprodutivas
em destaque compreendem a menarca precoce (aos 11 anos ou menos), a menopausa tardia
(aos 55 anos ou mais), a primeira gestacdo ap6s 0s 30 anos e a nuliparidade, uso de alguns
anticoncepcionais e terapia de reposicdo hormonal (TRH) na menopausa, principalmente
por tempo prolongado (BARBOSA, 2017).

A principal influéncia ambiental é a exposicdo prévia as radiacdes ionizantes. Os
habitos de vida relacionados sdo dietas hipercaloricas; sedentarismo e obesidade, pelo
aumento do nivel de estrogénio produzido no tecido adiposo, principalmente no climatério;
consumo de bebidas alcodlicas, pois o acetaldeido, primeiro metabolito do alcool, é
carcinogénico, mutagénico, estimulador da producédo de estrogénio e imunodepressor. Além

da predisposi¢do genética (pelas mutagdes em determinados genes transmitidos na heranca
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genética familiar — principalmente por dois genes de alto risco, BRCAl1 e BRCA2) (
SILVA; SILVA RIUL, 2011).

Mulheres com variantes patogénicas nos genes BRCA1 e BRCA2 apresentam risco
aumentado em relacdo as outras mulheres de desenvolver cancer de mama e também cancer
de ovario e que deve ser considerado o uso de triagem mais intensiva para rastreio destas
doengas. O risco de mulheres com mutagcfes genéticas de ter cancer com mutacdo no gene
BRCAL é de 40% a 87% e 18% a 88% quando ha mutacdo no gene BRCA2
(MAVADDAT et al., 2013).

Os genes BRCA séo estruturalmente complexos e encontram-se organizados ao
longo de segmentos gendmicos com aproximadamente 100 kb. O gene BRCAL se localiza
no braco longo do cromossomo 17, composto por 24 exons dos quais 22 codificam uma
proteina com 1863 aminoacidos. Enquanto que o gene BRCAZ2 se localiza no brago longo
do cromossomo 13g12, possuindo estrutura ainda mais complexa composta por 27 exons,
dos quais 26 sdo codificantes da proteina BRCA2, que apresenta 3418 aminoacidos
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Os sinais e sintomas de cancer de mama mais frequentes sdo aumento da
sensibilidade ou dor em uma ou ambas as mamas fora do periodo menstrual; presenca de
nodulo na mama e/ou axila, palpaveis e geralmente indolores; alteracdes da pele que
recobre a mama, como abaulamentos ou retraces com aspecto semelhante a casca de
laranja; retragdo do mamilo, descarga papilar espontanea , descamacao e eroséo do mamilo
e aréolas, além de sinais de inflamacdo mamaria. Os cénceres de mama localizam-se,
principalmente, no quadrante superior externo e, em geral, as lesdes sdo indolores, fixas e
com bordas irregulares, acompanhadas de alteracdes da pele quando em estadio avangado
(DA SILVA; DA SILVARIUL, 2011; CASTRO, 2011).

O atraso tanto no diagnéstico quanto no tratamento do cancer de mama é uma das
circunstancias que podem interferir de forma direta no tratamento da doenca, sendo
evidente a auséncia de politicas de satde publica de forma, que a maioria dos casos ndo se
encontra no estagio inicial, onde o tratamento é mais efetivo, com efeitos colaterais
reduzidos (MILLER et al., 2002)
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2.2 Tratamento tradicional do cancer de mama

O tratamento do cancer de mama € um processo com etapas diversas,
compreendendo a cirurgia, radioterapia, tratamento sisttmico (quimioterapia e
hormonioterapia) e reabilitacdo. O tratamento visa promover a retirada local do tumor,
interromper as suas vias de drenagem através de linfonodos da regido, realizar a
caracterizacdo prognéstica e orientacdo do tratamento por meio de medicamentos
quimioterapicos ou hormonais, 0s mesmo objetivam a terapia adjuvante ou seja, protecdo
contra o aparecimento de metastases ou terapia paliativa em caso de metastases ja
estabelecidas. A associacdo dos tratamentos cirdrgico, quimioterapico e radioterapico sao
mais eficazes na reducdo probabilistica de reaparecimento da doenca (ALEGRANCE,
2007).

Até os anos de 1950, as cirurgias de retiradas de tumor eram praticamente a Unica
forma de terapia contra o cancer. As cirurgias, contudo, ndo conseguem tratar canceres
metastaticos. Para tratd-los, sdo necessarios tratamentos que atinjam praticamente todos os
orgédos do corpo. Assim, farmacos, terapias imunomediadas e a radioterapia se tornaram o
foco das pesquisas destinadas ao cancer (BORGES, 2017).

Na década de 1940, durante os combates da segunda guerra mundial com a
utilizacdo do gas de mostarda e descoberta que 0 mesmo possuia a¢ao contra linfomas, teve
inicio a quimioterapia, um dos tratamentos sistémicos mais utilizados para tratar cancer e
tem sido realizado em terapia combinatoria, com uma ou mais drogas. A partir da década
de quarenta, varios farmacos foram obtidos através de extracdo de organismos naturais ou
sintese quimica, e mostraram-se muito Uteis para aumentar a sobrevida dos pacientes
(MOREIRA, 2013).

Nos ultimos 50 anos, a pesquisa de novos farmacos anticancerigenos introduziu na
terapéutica cerca de 70 medicamentos. No entanto, a relativa semelhanca entre as células
cancerosas e as celulas normais, lanca ao tratamento de cancer o grande desafio da
distingdo entre essas células. Na maioria dos casos, a pratica do tratamento consiste na
combinacdo de diferentes técnicas como, por exemplo, cirurgia e quimioterapia. A
quimioterapia baseia-se na busca por destruicdo das células neoplasicas, que apresentam
como caracteristica rapida divisdo celular quando comparado com células normais.

Contudo, podem ocorrer efeitos secundarios importantes em células normais que
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apresentam rapida divisdo também, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema
imunoldgico, causando diarreia, nduseas, vomitos, alopecia e maior susceptibilidade as
infeccBes (BRANDAO et al., 2010).

As principais drogas antineoplasicas utilizadas no tratamento do céancer sao:
Alquilantes polifuncionais, antimetabdlitos,antibidticos antitumorais, Inibidores mitéticos e
outros agentes, drogas que ndo sdo agrupadas em uma determinada classe farmacoldgica
(SCHULZE, 2007).

Alquilantes polifuncionais ligam-se ao DNA impedindo a separacdo dos dois
filamentos do DNA, fendmeno indispensavel para a replicacdo, afetando as células em
todas as fases do ciclo celular; antimetabdlicos atuam inibindo a biossintese dos
componentes essenciais do DNA e RNA, impedindo a multiplicacdo e fun¢des normais da
célula; Antibioticos antitumorais possuem acdo inibitoria para a sintese de DNA e de
proteinas, no entanto, ndo atuam especificamente sobre uma determinada fase do ciclo
celular (SILVA,2013).

Ademais, os antibidtico antitumorais possuem ainda, anéis insaturados que
permitem a incorporacao de excesso de elétrons e a consequente producéo de radicais livres
reativos. Podem apresentar outro grupo funcional que acrescente novos mecanismos de
acdo, como alquilacdo , inibicdo enzimatica ou inibicdo da funcdo do DNA por
intercalagdo; Inibidores mitoticos, podem paralisar a mitose na metéafase, devido a sua acéo
sobre a proteina tubulina, formadora dos microttbulos que constituem o fuso espiralar, pelo
qual migram os cromossomos. Assim 0s cromossomos, durante a metéafase, ficam
impedidos de migrar, ocorrendo a interrupgédo da divisdo celular; Outros agentes: algumas
drogas ndo sdo agrupadas em uma determinada classe farmacoldgica como a procarbazina
usada na doenca de Hodgkin, a L-asparaginase usada no tratamento da leucemia linfocitica
aguda e outras (SCHULZE, 2007).

Diversos sdo os efeitos colaterais causados pelos quimioterapicos devido a sua
capacidade de toxicidade a qualquer tecido de rapida proliferacao, seja de carater normal ou
canceroso gque possuam por caracteristica uma alta atividade mitdtica e ciclo celular curto e,
deste modo, tem como consequéncia o aparecimento de efeitos colaterais que podem variar
de droga para droga. Os efeitos mais relatados pelos pacientes sdo:Nauseas, diarreia e
vOmitos que compreendem as principais reacdes decorrentes a toxicidade gastrintestinal

que pode comprometer tanto o estado nutricional e o equilibrio hidroeletrolitico do
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paciente. A toxicidade hematoldgica que engloba a leucopenia que culmina no aumento de
riscos a infeccdes, trombocitopenia que pode aumentar o risco de sangramento e também,
anemia causada pela diminuicdo de glébulos vermelhos. Complicacdes neurolégicas como:
confusdo, depressdo, sonoléncia, vertigem, parestesias principalmente nas extremidades
como maos e pés, ototoxicidade, perda do paladar e irritacdo meningea. Alguns efeitos
toxicos sdo cumulativo como a cardiotoxicidade que pode ocasionar insuficiéncia cardiaca
congestiva e subsequente faléncia cardiaca.( ANDRADE; SILVA, 2007; GUIMARAES et
al., 2015)

2.3 Doxorrubicina

Doxorrubicina € caracterizado como sélido cristalino vermelho, quase inodoro e
higroscopico, formado por um anel tetraciclico ligado a um agucar, apresentando formula
molecular C27H29NO11 (FOWLER; SCHNALL, 2014). Foi descoberto no final dos anos
60, pela empresa farmacéutica "Farmitalia Research Laboratories” e inicialmente
denominada Adriamicina, devido ao local da descoberta, 0 Mar Adriatico. No entanto, mais
tarde o seu nome foi mudado para doxorrubicina para adequar-se com a sua estrutura
quimica. Foi isolado de uma cultura variada de Streptomyces peucetius (Streptomyces
peucetius caesius) por fermentacdo aerObia apoOs tratamento mutagénico A estrutura
quimica especifica é responsadvel ndo apenas pela atividade antineoplasica, mas também
por sua toxicidade (EWER; VON HOFF; BENJAMIN, 2011).

DOX é um antibiotico pertencente a familia das antraciclinas, que possui agdo
antineoplasica inespecifica para ciclo celular, amplamente utilizado no tratamento de
varios tumores solidos, Os compostos pertencentes a classe das antraciclinas, apresentam
por propriedades gerais a interacdo com o DNA de varias formas diferentes, incluindo
intercalagéo, quebra da fita do DNA e inibi¢cdo com a enzima topoisomerase Il. No entanto,
eles ndo tém a especificidade dos antibidticos antimicrobianos e, portanto, produz
toxicidade significativa, estdo entre as drogas antitumorais mais importantes disponiveis
(WISHART et al., 2017).
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2.3.1 Mecanismo de ag¢ao da doxorrubicina

Mecanismos para a atividade antineopldsica da DOX estd relacionado a sua
estrutura planar, a fracdo antraquinona da DOX permite a intercalacdo do farmaco na fita
dupla do DNA, impedindo os processos de transcri¢do e replicacdo do DNA e, finalmente,
inibindo a sintese de proteinas. Enquanto isso, a topoisomerase Il também é inibida e os
efeitos sequinte sdo desencadeados devido a quebra da dupla fita do DNA. Todos esses
efeitos resultam na parada do ciclo celular que culmina na ativagdo do mecanismo de
apoptose, levando a morte das células cancerigenas e a parada do crescimento do tumor.
Est4 sendo amplamente aceito que a cardiotoxicidade induzida pela DOX é completamente
independente de sua atividade anticancer, ganhando forca com a idéia de que 0s
cardiomiocitos, como células terminais diferenciadas, ndo devem ser tdo sensiveis a
atividade antineoplésica primaria, que esta relacionada ao bloqueio do ciclo celular. No
entanto, a inibi¢do da transcricdo de certas proteinas pode contribuir para a cardiomiopatia,
embora ainda seja necessario abordar uma relacdo causal entre ambas (C PEREIRA et al.,
2011)

O efeito citotoxico da doxorrubicina esta também associado a inibicdo da
topoisomerase I, a formacdo de radicais livres semiquinona e de radicais de oxigénio
responsaveis por fendmenos de estresse oxidativo e peroxidagédo lipidica. Esta antraciclina
pode ainda ligar-se as membranas celulares alterando a sua fluidez e capacidade de
transporte de ions. Ademais, esse somatério de atividades inespecificas contribuem para a
toxicidade dos antibidticos antraciclinas, nomeadamente os efeitos vasculares cardiacos e
cutaneos (RAJ; FRANCO; LIPSHULTZ, 2014).

A administracdo repetida de antraciclinas causa acumulo de dano que torna-se
irreversivel. Alteracdes de inicio tardio mostram dois quadros morfologicos diferentes. O
primeiro envolve alteracBes degenerativas nas células musculares e fibrilas, nicleos,
membranas celulares, mitocondrias, reticulo sarcoplasméatico e jungdes intercelulares.
Essas alteracdes culminam na lise celular e na substitui¢do das células por tecido fibrotico.
O segundo quadro morfoldgico envolve edema intersticial seguido por fibrose, que parece
representar o ponto final da cardiotoxicidade induzida pela antraciclina (GOEBEL;
KAPLAN, 1992).

A cardiotoxicidade cronica reflete uma lesdo continua, progressiva que ocorre a

partir do primeiro més do encerramento da quimioterapia, caracterizada pela perda de
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miocitos cardiacos devido as doses cumulativas e crescentes de antraciclina, gerando um
afinamento nas paredes dos ventriculos e reducdo do desempenho sistélico. Inicialmente,
ocorre a compensacao funcional pelos midcitos restantes, permitindo que a funcéo cardiaca
geral pareca normal, apesar dos danos histolégicos. Segundo ZHENG et al. (2011) &
MINOTTI et al. (2004) a falha na homeostase dos niveis de célcio é um fator importante da
cardiotoxicidade mediada pela DOX. Sendo o mecanismos de homeostase dos niveis de
calcio fundamental para os processos de excitacdo/contracdo da fibra muscular e a DOX

pode interferir nas fungdes destes canais (MOURA, 2011).

No entanto, conforme o aumento das doses cumulativas de antraciclinas, ocorre a
diminuicdo no desempenho sistolico, sendo averiguado por um uma diminui¢cdo ou
encurtamento no encurtamento fracionario (FS) e na fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (FEVE) com eventual progressdo para insuficiéncia cardiaca congestiva
sintomaética, se reserva cardiaca estd exausto e com descompensacao cardiorrespiratoria. Os
sintomas da sindrome de progressdo rapida descrita podem incluir taquicardia, taquipnéia,
dilatacdo do coracéo, intolerancia ao exercicio, congestdo pulmonar e venosa, ma perfusao
e derrame pleural; essas manifestacdes podem responder a terapia de suporte cardiaco e
podem ser autolimitadas ou, alternativamente, irreversiveis e sem resposta a terapia e fatais
(CRUZ, 2016; KALIL FILHO, 2011; ROMANO, 2009;)

2.4. Avancos no design de nanoparticulas

A nanotecnologia vem avancando ao longo dos anos nas mais diversas areas, sendo
uma ciéncia multidisciplinar. Na area farmacéutica, um dos setores que apresenta maior
potencial é o sistema de liberacdo e carreamento de farmacos, que com a chegada da
nanotecnologia houve forte impacto sobre as técnicas de desenvolvimento e liberacao,
tornando os sistemas nanoestruturados de liberagdo um dos campos mais promissores da
industria farmacéutica, devido a possibilidade de resgatar drogas que anteriormente foram
descartados por apresentarem caracteristicas negativas como baixa biodisponibilidade,
efeitos colaterais, alta toxicidade (ROSSI-BERGMANN, 2008).

Um dos alvos de pesquisa que utilizam a nanotecnologia é no tratamento do cancer,
por ser uma doenga que vem aumentando progressivamente ao decorrer dos anos e por
apresentar uma terapéutica limitada com grandes efeitos colaterais. Com o intuito de

contornar essas desvantagens, utiliza-se da estratégia de direcionamento especifico do
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farmaco até as células tumorais, sem que o0 mesmo atue em células saudaveis. Desta forma,
sendo possivel reduzir os efeitos colaterais usando a nanotecnologia (ROSSI-
BERGMANN, 2008; MOREIRA, 2013).

Em 1979 ocorreu um dos primeiros relatos da utilizagdo de nanoparticulas
poliméricas para o tratamento de cancer quando Couvreur et al. desenvolveram um método
simples para a producdo de nanoparticulas de poli (alquilcianoacrilato). A partir disso, as
nanoparticulas poliméricas vém sendo amplamente estudadas para o carreamento e a
liberacdo de diversas drogas anticancerigenas.

Em 1994 foi lancado no mercado CaelyxTM/Doxil, o primeiro sistema de
lipossomas contendo DOX que tem por objetivo veicular doses terapéuticas diretamente
para as células tumorais, apresentando toxicidade bastante reduzida. Porém, por apresentar
limitacbes intrinsecas ao sistema como custo elevado e algumas desvantagens na
administracdo, como reconstituicdo na hora da administracdo por possuir baixa
estabilidade. Sendo estavel apenas por 24 horas depois de reconstituicdo (FORMARIZ,
2008).

Os sistemas lipossomais por apresentarem diversas desvantagens. Logo surgiram
0s nanocarreadores poliméricos que sdo sistemas carreadores de farmaco que possuem
didmetro inferior a 1000 nm, que é subdividido em outras duas nanoestruturas: nanoesferas
e nanocépsulas. Diferem-se na sua composi¢do e organizagdo estrutural. Enquanto as
nanoesferas sdo sistemas matriciais poliméricos, em que o farmaco encontra-se
homogeneamente adsorvido ou retido na matriz polimérica, ndo sendo possivel observar
um nudcleo especifico. Em contrapartida, nanocapsulas também sdo involucros poliméricos
com a presenca de um ndcleo oleoso, em que o farmaco pode estar dissolvido no nucleo
e/ou adsorvido a parede polimérica (PIRES, 2011).

As nanoparticulas lipidicas podem ser classificadas em trés diferentes estruturas:
nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), carreador lipidico nanoestruturado (CLN) e
conjugado farmaco-lipidio (CFL).

O termo nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) foi introduzido por Miller e Lucks
em 1996, quando patentearam um método de producdo de NLS por homogeneizacdo a
alta pressio (MULLER E LUCKS, 1996). Nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) s&o
sistemas coloidais transportadores que foram desenvolvidos para encapsular, proteger e
distribuir componentes lipofilicos funcionais, tais como lipidios bioativos e farmaco.
Possuem uma estrutura semelhante a nanoemulsdes, com um tamanho que varia

normalmente de 50 a 1000 nm. O nucleo lipidico em nanoemulsdes é liquido mas, em
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nanoparticulas, o nacleo lipidico esta no estado sélido, que tem por vantagem o aumento do
controle sobre a cinética de liberacdo de compostos encapsulados e a melhoria da
estabilidade de ingredientes lipofilicos sensiveis quimicamente (ASSIS et al., 2012).

A desvantagem dos NLS é asua baixa capacidade de encapsulamento, pois a
utilizacdo de lipidios muito semelhantes gera cristais perfeitos. Como o farmaco se
localiza entre as cadeias lipidicas e nas imperfeicbes dos cristais, a alta
organizacdo dos cristais diminui a eficiéncia de encapsulamento. Com o intuito em
melhorar a eficiéncia de encapsulamento e minimizar a expulsdao do ativo das particulas
durante a estocagem, no final dos anos 90, surgiram os CLN (MARCATO, 2008.)

Considerados a segunda geracdo de particulas lipidicas sélidas, surgiu como
aprimoramento das NLS, devido a substituicdo parcial do lipidio sélido por um lipidio
liquido em temperatura ambiente, promovendo atraves dessa modificacdo um maior
desorganizagdo em sua estrutura interna, favorecendo a formagéao espacos para acomodagéo
e encapsulamento do farmaco, aumentando assim a sua capacidade de carga em
comparacdo as NLS. Desta forma, os CLN conseguem aumentar a estabilidade fisico-
quimica por imobilizar o farmaco devido ao lipideo sélido e permitem o aumento da
capacidade de carga e impedem a expulsdo do farmaco devido ao lipidio liquido
(ARAUJO, 2019).

Com base no método de preparagdo e composi¢do de CLNSs, trés tipos diferentes sdo
propostos para CLNs. O tipo imperfeito apresenta matriz lipidica com lacunas para
acomodacéo de farmacos na forma molecular ou em aglomerados amorfos. Isso culmina no
aumento da eficiéncia da armadilha e maior capacidade de acomodagdo para os farmacos.
No tipo amorfo, tem por caracteristica a formagdo de nanoparticulas solidas que nédo
sofrem cristalizacdo, processo responsavel pela expulsdo do medicamento e sempre é
indesejavel para os sistemas transportadores de medicamentos. Tipo mdultiplo tem a
capacidade de incorporar maior quantidade de farmacos e controle da liberacdo do mesmo,
devido ao encapsulamento da matriz de particulas lipidicas sélidas. Atribuido ao uso de
lipidios liquidos em altas concentracdes bem acima da sua solubilidade no lipidio sélido a
temperatura ambiente, resultando no desenvolvimento de nanocompartimentos (SHAH;
IMRAN; ULLAH, 2017).

Existe a possibilidade de alterar-se algumas propriedades das nanoparticulas
modificando a sua superficie que podem ser revestidas por polimeros que conferem
propriedades como a capacidade de escapar do sistema reticulo-endotelial (RES),

atrasando assim a eliminacdo pelo figado e prolongando a sua circulagdo na corrente
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sanguinea, que podem ser designadas como nanoparticulas stealth, através de
nanocarreadores peguilados. A utilizacdo de polimeros como o polietilenoglicol, pode
ainda minimizar a opsonizacdo durante a circulacdo sanguinea, contribuem para a
biocompatibilidade e reducdo da imunogenicidade das nanoparticulas que revestem e,
sendo hidrofilicos, permitem maior solubilizacdo e estabilidade das nanoparticulas
poliméricas em solucdes aquosas (HORTA, 2016).

Outro polimero que vem sendo utilizado nesse intuito é o Pluronic F127 que é um
copolimeros que possui uma estrutura em tribloco, PEO-PPO-PEO, feito de duas cadeias
de PEO: poli (6xido de etileno); e uma cadeia de PPO: poli (6xido de propileno).
Atualmente é muito utilizado pela industria farmacéutica no desenvolvido formas
farmacéuticas devido a sua capacidade aumentar tanto a solubilidade de substancias ativas
hidrofébicas quanto melhorar a biocompatibilidade de biomateriais (CHIAPPETTA,
SOSNIK, 2007; GONZALES, KRISHNAN,2007; BASAK, BANDYOPADHYAY, 2013).

Nesse sentido, diferentes estudos estdo sendo conduzidos com esses conceitos. Li et
al (2013), desenvolveram nanocarreadores utilizando pluronic F127 funcionalizados com
um peptideo de sete aminoacidos PV7, desenvolvidas para administracdo intracelular do
farmaco anticanceroso hidrofébico doxorrubicina (DOX). Apresentando resultado de
eficiéncia de encapsulacdo de 72,68% os nanocarreadores funcionalizados mostraram-se
mais potentes na liberagcdo de DOX e com maior absorcéo celular.

Outra técnica utilizada para melhoria dos CLNs € a estratégia de funcionalizacdo
dos nanocarreadores com ligante especifico ao alvo desejado, vertente de grande interesse
dos pesquisadores, que tem por objetivo aumentar a seletividade do sistema. Quando o
alvo dos CLNs sdo as células tumorais, utiliza-se de forma mais frequente como molécula
sinalizadora o &cido fdlico (AF) na superficie desses sistemas, devido a superexpressao dos
receptores de folato nas células tumorais (ovario, prostata e mama) e auséncia na maioria
dos tecidos normais (NAKAMURA et al., 2014).

Silva (2015) desenvolveu CLN funcionalizados com folato para a veiculagio de
quercetina (QT) em células de cancer de bexiga (CB), sendo avaliada o potencial de
encapsulamento do farmaco, citotoxicidade de QT livre e encapsulada em CLN e CLN-F
em células de CB. Os resultados mostraram que o encapsulamento da QT néo alterou
significamente os parametro de encapsulamento para ambos os carreadores, visto que, 0S
dois apresentaram alta eficiéncia (98%) de encapsulamento e tanto CLN-QT e CLN-F-QT
desenvolveram atividade antioxidante. Ademais, mostraram-se estaveis por 330 dias, forma

esférica, tamanho menor que 200 nm, baixo pdi e como resultado do perfil de liberacdo
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com metade do seu potencial inibitério méximo (IC50) maior para CLN-F-QT podendo ser
explicado devido a funcionalizacdo com folato que proporcionou uma maior internalizacéo
nas células. Sugerindo que, a funcionalizacdo do CLN contendo quercetina é um sistema
em potencial para futura aplicacdo no tratamento de céncer de bexiga e também um
importante passo para o desenvolvimento de sistemas carreadores funcionalizados com
folato para o tratamento de cancer.

Oshiro-junior et al.,, (2019) desenvolveram um transportador lipidico
nanoestruturado (CLN) contendo ftalocianina funcionalizada com &cido félico (AF), com o
intuito de contornar as desvantagem dessa terapia no tratamento do cancer de mama. Os
ensaios de citotoxicidade mostraram que o NLC nas concentragdes de 09,1uM de
fotossensibilizador apresenta-se ndo toxico com> 80 + 6,8% viavel e apds 90s da exposicao
a luz os resultados demonstraram uma diminuicdo significativa na viabilidade celular
(57+4%). Os resultados obtidos demonstram que o carreador funcionalizado incorporado ao
fotossensibilizador associado a técnica TFD possui caracteristicas que os tornam um

tratamento alternativo em potencial para o cancer de mama.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Geral

O objetivo do presente trabalho é o desenvolvimento e a caracterizagdo de
carreadores lipidicos nanoestruturados catidnicos funcionalizados com 4&cido fdlico
contendo DOX para futura aplicagdo no tratamento do cancer de mama

3.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos a serem alcanc¢ados sao:

e Obtencdo de uma nova molécula (PF-127-AF);

e Comprovar a funcionalizacdo do PF-127 através de Espectrometria de
Infravermelho;

e Preparar CLNs cationicos funcionalizados com AF;

e Incorporacdo da DOX nos CLNs catiénicos funcionalizados;

e Caracterizacdo dos CLNs utilizando DLS e MEV;

26
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4 METODOLOGIA

4.1 Funcionalizacdo do polimero sintético pluronic f127® com &cido félico

A funcionalizagdo do polimero sintético Pluronic F127® (PF-127) com &cido félico
(AF) seguiu a metodologia desenvolvida por Lin e colaboradores (2009). Inicialmente,
87,58mg de acido fdlico (Sigma-Aldrich) e 35,32 g 1,1’- carbonildiimidazole (Sigma-
Aldrich) foram dissolvidos em 3 mL de dimetil-suféxido (DMSO) seco e adicionados a um
baldo de fundo redondo de 25 mL. A reacdo permaneceu ao abrigo da luz, sob agitacéo e
atmosfera inerte de N, por 24 horas. Apos este periodo, foram adicionados a reacéo 0,62 g
de PF-127, diluido em 1 mL de DMSO. A reacdo foi mantida ao abrigo da luz, sob
atmosfera de N, e agitacdo por 24 horas. O produto foi entdo submetido a didlise com agua
deionizada por 3 dias, utilizando membrana de acetato de celulose (Fisher, MWCO 3500).
O PF-127 funcionalizado (PF-127-AF) foi recuperado por liofilizacdo e utilizado no

desenvolvimento dos CLN.

4.2 Preparacao dos carreadores lipidicos nanoestruturados

A preparacdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) foi realizada a
partir da mistura da fase aquosa composta por 3,5% de PF-127-AF, 0,50% de brometo de
cetrimonio (BC) e agua Mili-Q; e da fase oleosa constituida por 2,07% de estearato de
polioxietileno 40 (EP), 2,05% de triglicérides do &cido caprico/caprilico (TGACC), e
0,88% de 0leo de ricino hidrogenado e etoxilado 40 (OE) (SATO et al., 2017). A Tabela 1
identifica as abreviacdes dos CLN catidnicos funcionalizados ou ndo com AF, com ou sem

DOX, conforme componentes e concentragdes utilizadas em suas obtencdes.
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Tabela 1: Identificacdo, composicdo e concentracdo dos diferentes CLN catidnicos obtidos.

Concentracéao (%)

Identificacdo dos CLN | PF-127-AF BC EP TGACC OE DOX Agua

CLN-BRANCO | -ermrer 050 207 205 088 - qsp
CLN - AF 35 050 207 205 088 - qsp
CLN-DOX | —mmrmer 050 207 205 088 3 qsp
CLN-DOX - AF 35 050 207 205 088 3 qsp

PF-127-AF: Polimero PF-127 funcionalizado com acido félico; BC: Brometo de cetrimdnio; EP: Estearato de
polioxietileno; TGACC: Triglicérides do &cido céaprico/caprilico; OE: Oleo de ricino; DOX: Doxorrubicina;
gsp: quantidade suficiente de veiculo para atingir a quantidade total de sistema.

Fonte: Dados da pesquisa.

Os componentes de cada fase foram pesados em béqueres separados e aquecidos a
70 °C (fase aquosa) e a 5 — 10 °C acima do ponto de fusdo do lipidio (fase lipidica). A fase
aquosa foi vertida sobre a fase lipidica fundida em constante agitacdo, originando uma pré-
emulsdo. A dispersdo da pré-emulséo foi realizada por um desruptor de células ultrassénica
em 5 ciclos de 60 segundos com intervalos de 30 segundos cada, a uma amplitude de 35%.
Os sistemas foram acondicionados em frascos ambares e mantidos em geladeira. Os CLN
branco, acrescidos de DOX, funcionalizados ou ndo foram submetidos a centrifugacdo a
5000 rpm por 10 minutos para visualizar se houve ou ndo precipitacdo dos componentes
utilizados no preparo.

A preparacdo dos CLN acrescidos de DOX utilizou a mesma metodologia, de modo
que a DOX foi dispersa na fase lipidica fundida na concentracdo de 3% em relacdo a massa
lipidica.

4.3 Espectrometria de infravermelho

As analises de espectrometria de infravermelho foram realizadas no laboratério de
Controle de Qualidade da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP-Araraquara.
Para isto, foi utilizado o espectrometro Bruker Vertex 70 ATR, com resolucdo de 4 cm™,
tempo de escaneamento de 64 segundos, de 4000 a 400 cm™. As amostras PF-127, AF and
PF 127-AF foram diluidas com KBr e preparadas na forma de pastilha (148 mg de KBr e 2
mg de amostra).
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4.4 Caracterizacdao fisico-quimica

4.4.1 Determinacdo do diametro hidrodindmico medio e do potencial zeta

Para a caracterizacdo dos parametros de distribuicdo média de tamanho (d.nm) e
indice de polidispersdo (IPD) e de potencial zeta (PZ), foi utilizado o equipamento de
dispersdo de luz - Nanotrac Wave ® (modelo W3192, USA) do Laboratério de
Desenvolvimento e Caracterizagdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) da UEPB -
Campina Grande. A solucéo preparada de cada uma das amostras CLN - BRANCO, CLN -
AF, CLN - DOX e CLN - DOX - AF foi diluida (1:100) com agua milliQ e vertidas em
uma cubeta que foi colocada no compartimento analisador (laser de diodo a 780 nm, 3 mW
nominal, 25 °C, angulo de espalhamento de 180°). O PZ dos CLN foi determinado por
mobilidade eletroforética utilizando o mesmo equipamento e condi¢fes metodoldgicas. Os
CLN foram analisados durante 1, 15, 30, 45, 60 e 90 dias de estocagem.

4.4.2 Microscopia eletronica de varredura de alta resolugdo

As morfologias e as imagens das nanoparticulas foram analisadas por microscopia
eletrénica de varredura utilizando o microscopio MEV; Topcon, modelo SM300 do
Instituto de Quimica da UNESP. Para analise utilizou-se 10 uL de cada amostra CLN -
BRANCO, CLN - AF, CLN - DOX, e CLN - DOX - AF foi disposto sobre o suporte
metélico, e seco em um dessecador a temperatura ambiente por 2 dias. Logo apos a

secagem, o suporte foi revestido com o material condutor (Carbono).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Preparacao dos carreadores lipidicos nanoestruturados

Os componentes e as concentracBes utilizadas na fase aquosa e na fase lipidica para
a obtencdo dos CLN catibnicos funcionalizados ou ndo com AF, com ou sem DOX
seguiram a metodologia de Sato et al. (2017) com modificaces.

Depois de prontos os sistemas CLN - BRANCO, CLN - AF, CLN - DOX e CLN —
DOX - AF foram observados visualmente para verificar presenca ou auséncia de

precipitados dos componentes, como mostra a Figura 1.

Figura 1: Imagem macroscépica dos CLN prontos.

CLN CLN-DOX CLN-AF | CLN-DOX-AF

Fonte: Dados da pesquisa.

Como observado na Figura 1 os CLN apresentaram aparéncias macroscopicas
homogéneas de aspectos leitosos. CLN-BRANCO coloracdo branca. Os demais CLN
catibnicos apresentaram coloracdes especificas decorrentes a sua composicao, de modo que
CLN-DOX apresentou uma coloragdo rosada, uma vez que a DOX incorporada no sistema
possui uma pigmentacdo avermelhada. CLN-AF apresentou uma coloragdo amarelada
caracteristica da presenca do AF. Enquanto que, CLN-DOX-AF apresentou uma coloracéo
alaranjada caracteristica do AF e da DOX incorporada no sistema.

Logo apds a obtengdo, os CLN foram submetidos a centrifugacdo por 5000 rpm
durante dez minutos, tendo auséncia de precipitados dos componentes e de separacdo de
fase, demonstrando assim, o aspecto homogéneo dos CLN (CLN-BRANCO, CLN-DOX,
CLN-AF e CLN-DOX-AF).
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5.2 Espectroscopia FTIR

O écido félico tem sido utilizado no direcionamento de farmacos antineoplasicos
por seu baixo custo e elevada especificidade aos receptores de folato expresso na
membrana celular, principalmente de células tumorais. Ademais, € um componente
essencial para a formacdo de moléculas que compdem o DNA (purinas e pirimidinas) e
portanto, apresenta dois tipos de receptores responsaveis por realizar seu transporte para o
interior das células: Transportador de folato reduzido (RCF) ou receptor de folato mediado
por processo de endocitose (RF). Este ultimo favorece a captacdo dos nanocarreadores
através do processo de endocitose, que apos passar por este processo, o folato se desliga do
seu receptor e o farmaco é liberado no citoplasma celular (LUIZ, 2018).

A espectroscopia de FTIR € uma técnica apropriada para entender a interacdo
intermolecular e especificas dos componentes utilizados para a funcionalizacdo dos CLN.
Os espectros de FTIR da interagdo entre PF-127 e AF separados e da mistura dos dois

componentes, estdo apresentados na Figura 2.

Figura 2: Espectros de FTIR do Acido f6lico (AF), Pluronic F127 (PF-127) e da mistura de
acido fdlico e Pluronic -127 (AF - PF127).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme mostra a Figura 2, o resultado de FTIR do AF puro apresentou bandas em
1620 cm™ referente ao grupo C=0. As bandas do AF écido félico entre 3600 e 3400 cm™
sdo correspondentes as bandas de alongamento de hidroxila (OH) da porcdo de &cido

glutdmico e do grupo NH- do anel de pteridinico, respectivamente. O pico de vibracao de
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estiramento do CO aparece em 1696 cm™, enquanto a banda em 1607 cm™ se relaciona com
o modo de flexdo da vibracdo NH-. As bandas entre 1513 e 1485 cm™ sdo atribuidas a
banda de absorcdo caracteristica do anel de fenila e pteridinico, respectivamente. N&do ha
absorgdo entre 2600 e 2000 cm™. Quando o AF coexiste com 0 antraceno, pequenos
desvios na posicdo do pico em relagdo AF puro ocorrem em 3411, 1507 e 1487 cm™,

O espectro de FTIR de PF-127 (Figura 2) é caracterizado por picos de absorcéo
principais em 2884 cm™ (C-H, trecho, alifatico), 1342 cm™ (no plano O-H) e 1111 cm™
(trecho C-0).

O FTIR da mistura entre AF e PF-127 (AF-PF127) resultou em um pico
caracteristico do grupamento éster em 1703 cm™ destacado na figura 2, que indica a

interacdo entre os dois componentes, indicando a funcionalizacdo do polimero.
5.3 Caracterizagao fisico-quimica
5.3.1 Determinacao do diametro hidrodindmico médio e do Potencial zeta
Visando analisar variaveis no diametro médio das particulas e assim, a estabilidade
dos CLN, determinou-se o diametro hidrodinamico médio (d.nm), IPD e o PZ (mV) dos

CLN cationicos funcionalizados ou ndo com AF, com ou sem DOX, durante 90 dias de

estocagem, conforme a Figura 3.
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Figura 3: Resultados de didametro médio (d.nm), IPD e de PZ de CLN -BRANCO, CLN -
DOX, CLN — AF, e CLN — DOX — AF, determinados durante 90 dias de estocagem.
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Fonte: Dados da pesquisa.

O estudo de didametro médio das particulas permite determinar a estabilidade dos
sistemas nanoestruturados, de modo que alteracbes do didmetro médio das particulas
durante os 90 dias de estocagem possivelmente indicam a instabilidade do sistema. O
aumento do didmetro das particulas também esté relacionado ao indice de recristalizacdo do
lipidio.

Além disso, o didametro médio das particulas pode informar se a formulagédo
desenvolvida em sua forma farmacéutica encontra-se adequada e conveniente para a via de
administragdo desejavel. Sendo o valor maximo permitido de tamanho para essa via de 5
pm.

Neste contexto, particulas de CLN para administracdo intravenosa devem medir
diametros entre 100 e 200 nm para que atravessem mais facilmente as fenestras presentes
entre os vasos da regido tumoral que apresenta inflamacao. Desta forma, possam concentra-
se na massa tumoral aproveitando o efeito EPR. Ademais, particulas que possuem tamanho

acima de 250 nm sofrem réapida depuracdo porque ativam o sistema complemento.
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Conforme observado na Figura 3, os resultados de diametros médios dos CLN-
BRANCO, CLN-DOX, CLN-AF, e CLN-DOX — AF do dia 1 até 90 dias de estocagem
foram de 135 a 152, 127 a 150, 130 a 144 e 160 a 151 nm, respectivamente; demonstrando
que as particulas dos CLN permaneceram-se estaveis ao longo do tempo, e dentro da faixa
de tamanho desejado para a via de administragdo endovenosa.

Os valores de IPD fornecem informacdes sobre a homogeneidade da distribuicdo de
tamanho dos CLN. Conforme mostra a Figura 3, CLN-BRANCO, CLN-DOX, CLN-AF, e
CLN-DOX-AF permaneceram menores ou iguais a 0,2 (dia 1 a 90 dias de estocagem),
indicando particulas monodispersas na dispersdo dos CLN que refletem na homogeneidade
dos sistemas nanoestruturados.

A anadlise de PZ indica a estabilidade fisica dos sistemas nanoestruturados. Em
geral, devido a repulséo eletrostatica, particulas de carga tém menos chances de agregacao
durante o periodo de estocagem.

Na Figura 3 podemos destacar que CLN-BRANCO, CLN-DOX, CLN-AF, e CLN-
DOX-AF apresentaram particulas carregadas positivamente com valores que foram de 20,8
a 17,8; 20,8 a 18,2; 22 a 13,5 e 21 a 13,2 mV, respectivamente, do dia 1 até 90 dias,
caracteristicas do brometo de cetriménio, o tensoativo amonio quaternario catiénico

utilizado para a obtencdo dos CLN.
5.3.2 Microscopia eletronica de varredura de alta resolucéo
A morfologia e o tamanho da superficie das particulas foram verificados por

microscopia eletronica de varredura MEV; Topcon, modelo SM300. As fotomicrografias de
CLN- BRANCO, CLN-AF e CLN-DOX-AF, se encontram na Figura 4.
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Figura 4: Fotomicrografias de CLN- BRANCO (A), CLN - AF (B) e CLN - DOX - AF (C)
verificados por MEV-FEG. Aumento 50.000 x.

o
. M

100 nm

Fonte: Dados da pesquisa.

As fotomicrografias apresentadas na Figura 4 apresentaram particulas de
morfologias esféricas, sem aglomerados nas dispersdes dos CLN. Possivelmente estas
caracteristicas foram atribuidas as cargas devido a utilizacdo do tensoativo catiénicas BC,
que favoreceram a repulsdo eletrostatica entre as particulas e assim, evitaram a formacao de

aglomerados.
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6. CONCLUSAO

A funcionalizacdo do Pluronic com o AF foi constatada pela técnica de
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho através do surgimento da ligacdo
éster. Os CLN catidnicos, funcionalizados ou ndo, com ou sem DOX desenvolvidos,
apresentaram didmetros medios dentro da faixa aceitavel para a via de administragdo
endovenosa (100 - 200 nm), IPD inferior ou igual a 0,2 que revelou sistemas
nanoestruturados sdo monodispersos, e valores de PZ positivos, confirmando a obtengéo de
CLN cationicos. A Microscopia eletronica de varredura demonstrou que os CLN
apresentaram morfologias esféricas e confirmaram o tamanho nanométrico. Assim, 0s
resultados revelam que possivelmente o0 CLN desenvolvido ird possuir vetorizacdo ativa e
passiva para o cancer de mama com expressao de folato, tornando-o mais eficaz em relacéo
ao farmaco livre contra o tecido tumoral. Desta forma, os CLN obtidos mostram-se
promissores para uma possivel futura aplicacdo endovenosa para o tratamento do cancer de
mama e trabalhos futuros serdo desenvolvidos visando avaliar a liberacdo do farmaco
incorporado e a citotoxicidade desses sistemas frente a células de cancer de mama da
linhagem MCF-7.



37

REFERENCIAS

ALEGRANCE, Féabia Cristina. Qualidade de vida e estratégias de enfrentamento de
mulheres com e sem linfedema ap6s cancer de mama. 2007. 110 f. Dissertacao
(Mestrado em Psicologia da satde) - Universidade Metodista de S&o Paulo, Sdo Bernardo
do Campo, 2007.

ALMEIDA, V. L. et al. Cancer e agentes antineoplasicos ciclo-celular especificos e ciclo-
celular ndo especificos que interagem com o DNA: uma introducéo. Quimica Nova, Séo
Paulo, v. 28, n. 1, p. 118-129. 2005.

ANDRADE, M.; SILVA, S. R. Administracdo de quimioterapicos: uma proposta de
protocolo de enfermagem. Revista Brasileira de enfermagem, Rio de Janeiro, v. 60, n. 3,
p. 331-335, 2007.

ARAUJO, V. H. S. Desenvolvimento e caracterizacdo de carreador lipidico
nanoestruturado contendo curcumina. 2019. 66 f., il. Dissertacédo (Mestrado em
Nanociéncia e Nanobiotecnologia)—Universidade de Brasilia, Brasilia, 2019.

ASSIS, L. M. et al. Characteristics of nanoparticles and their potential applications in
foods. Brazilian Journal of Food Technology, Campinas, v. 15, n. 2, p. 99-109, 2012.

BARBOSA, S. E. M. Achados mamonograficos e fatores associados em mulheres
submetidas a mamografia no municipio de Sao Luis-MA. 2017. 48 f. Trabalho de
Concluséo de Curso (Graduagdo em enfermagem) - Universidade Federal do Maranhéo,
Bacanga, 2017.

BASAK, R.; BANDYOPADHYAY, R. Encapsulation of hydrophobic drugs in Pluronic
F127 micelles: effects of drug hydrophobicity, solution temperature, and pH. Langmuir,
Washington, v. 29, n. 13, p. 4350-4356, 2013.

BORGES, G. S. M. Encapsulacéo do diterpeno esclareol em carreadores lipidicos
nanoestruturados e seu efeito sinérgico com a doxorrubicina. 2017. 101 f. Dissertacao
de Mestrado (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, 2017.

BRANDAO, H. N. et al. Quimica e farmacologia de quimioterapicos antineoplésicos
derivados de plantas. Quimica nova, S&o Paulo, v. 33, n. 6, p. 1359-1369, 2010.

CASTRO, R. X. Adesao das usudrias das unidades basicas de satde do municipio de
Rubelita-Minas Gerais aos métodos de deteccéo precoce do cancer de mama. Trabalho
de Conclusdo de Curso (Especialista em Atencdo Bésica em Salude da Familia) -
Universidade Federal de Minas, Aracguai, 2011.



38

CHIAPPETTA, D. A.; SOSNIK, A. Poly (ethylene oxide)—poly (propylene oxide) block
copolymer micelles as drug delivery agents: improved hydrosolubility, stability and
bioavailability of drugs. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics,
Nova York, v. 66, n. 3, p. 303-317, 2007.

CHIRIO, D. et al. Positive-charged solid lipid nanoparticles as paclitaxel drug delivery
system in glioblastoma treatment. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, Nova York, v. 88, n. 3, p. 746-758, novembro, 2014.

CRUZ, M.; DUARTE- RODRIGUES, J.; CAMPELO, M.. Cardiotoxicidade na terapéutica
com antraciclinas: estratégias de prevencdo. Revista Portuguesa de Cardiologia,
Barcelona, v. 35, n. 6, p. 359-371, 2016.

ELOY, J. O. et al. Liposomes as carriers of hydrophilic small molecule drugs: strategies to
enhance encapsulation and delivery. Colloids and surfaces B: Biointerfaces, Ribeirdo
Preto - SP, v. 123, p. 345-363, 2014.

EWER, M. S.; VON HOFF, D. D.; BENJAMIN, R. S. A historical perspective of
anthracycline cardiotoxicity. Heart failure clinics, London, v. 7, n. 3, p. 363-372, 2011.

FORMARIZ, T. P. Formulacéo e caracterizacao fisico-quimica e biofarmacéutica de
microemulsdes lipidicas contendo Doxorrubicina. 2008. 203 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2008.

FOWLER, Susan; SCHNALL, Janet G. TOXNET: information on toxicology and
environmental health. AJN The American Journal of Nursing, New York, v. 114, n. 2, p.
61-63, 2014.

GARCIA, G. M. Nanoparticulas poliméricas funcionalizadas para direcionamento de
farmacos: estudo fisico-quimico e aplica¢cdes no encapsulamento de farmacos anti-T.
cruzi e anti-aterogénico. 2011. 159 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) -
Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro Preto, 2011.

GOEBEL, M.; KAPLAN, E. Anthracycline-induced cardiotoxicity—a review. Oncology
Research and Treatment, Basel, v. 15, n. 3, p. 198-204, 1992.

GONZALES, M.; KRISHNAN, K. M. Phase transfer of highly monodisperse iron oxide
nanocrystals with Pluronic F127 for biomedical applications. Journal of Magnetism and
Magnetic Materials, Amsterdam, v. 311, n. 1, p. 59-62, 2007.



39

GUIMARAES, R. C. R. et al. Acdes de enfermagem frente as reacdes a quimioterapicos
em pacientes oncolégicos. Revista de Pesquisa Cuidado é Fundamental Online, Rio de
Janeiro, v. 7, n. 2, p. 2440-2452, 2015.

HORTA, H. I. V. Aplicacdo de nanossistemas na terapéutica do cancro do pulméo.
2016. 69 f. Dissertacdo (mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia, Universidade do Algarve, Portugal, 2016.

IWASAKI, T. et al. Selective cancer cell cytotoxicity of enantiomeric 9-mer peptides
derived from beetle defensins depends on negatively charged phosphatidylserine on the cell
surface. Peptides, New York, v. 30, n. 4, p. 660-668, 2009.

KALIL FILHO, Roberto et al. I Diretriz Brasileira de cardio-oncologia da Sociedade
Brasileira de Cardiologia. Arquivos Brasileiros de Cardiologia, Sdo Paulo, v. 96, n. 2, p.
01-52, 2011.

KOLENYAK-SANTOS, F. et al. Nanostructured lipid carriers as a strategy to improve the
in vitro schistosomiasis activity of praziquantel. Journal of Nanoscience and
Nanotechnology, New York, v. 14, n. 1, p. 1-12, 2014.

LATORRE, L. R. Purificagéo e caracterizagédo de antraciclinas antibidticas de uma
linhagem mutante de Streptomyces olindensis DAUFPe 5622. 2001. 68 f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias) - Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2001.

LI, Y. et al. Pluronic F127 nanomicelles engineered with nuclear localized functionality for
targeted drug delivery. Materials Science and Engineering: C, New York, v. 33, n. 5, p.
2698-2707, 2013.

LIN, J. et al. Folic acid—Pluronic F127 magnetic nanoparticle clusters for combined
targeting, diagnosis, and therapy applications. Biomaterials, Oxford, v. 30, n. 28, p. 5114-
5124, 2009.

LUIZ, M. T. Desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas de PLGA
funcionalizadas com folato contendo paclitaxel para a otimizacéo da terapia do cancer
de ovario. 2018. 72 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Universidade de S&o Paulo,
Ribeirdo Preto, 2018.

MARCATO, P. D. Preparation, characterization and application in drugs and cosmetics of
solid lipid nanoparticles. Revista Eletronica de farmacia, Goiania, v. 6, p. 1-37, 2008.

MARCATO, P. D. D. Preparacao, caracterizacdo e aplicacdes em farmacos e cosméticos de
nanoparticulas lipidicas solidas. Revista Eletronica de farmacia, Goiania, v. 6, n. 2, 2009.


https://teses.usp.br/index.php?option=com_jumi&fileid=30&Itemid=162&id=60&lang=en

MAVADDAT, N. et al. Cancer risks for BRCA1 and BRCA2 mutation carriers: results
from prospective analysis of EMBRACE. JNCI: Journal of the National Cancer
Institute, Oxford, v. 105, n. 11, p. 812-822, 2013.

MEDEIROS, G. C. et al. Anélise dos determinantes que influenciam o tempo para o inicio
do tratamento de mulheres com cancer de mama no Brasil. Cadernos de Saude Publica,
Rio de Janeiro, v. 31, p. 1269-1282, 2015.

MENG, H. et al. Conjugates of folic acids with BSA-coated quantum dots for cancer cell
targeting and imaging by single-photon and two-photon excitation. JBIC Journal of
Biological Inorganic Chemistry, Berlim, v. 16, n. 1, p. 117-123, 2011.

MILLER, Anthony B. et al. The Canadian National Breast Screening Study-1: breast
cancer mortality after 11 to 16 years of follow-up: a randomized screening trial of
mammography in women age 40 to 49 years. Annals of internal medicine, Philadelphia,
v.137,n.5 part_1, p. 305-312, 2002.

MINISTERIO DA SAUDE. Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva.
Estimativa 2018: Incidéncia de Cancer no Brasil. Rio de Janeiro. 2017.

MINOTTI, G. et al. Anthracyclines: molecular advances and pharmacologic developments
in antitumor activity and cardiotoxicity. Pharmacological reviews, Bethesda, v. 56, n. 2, p.
185-229, 2004.

MOREIRA, J. R. L.. A nanotecnologia na liberagéo controlada de farmacos no tratamento
do cancer de mama. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagdo em Farmacia) -
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2013.

MOURA, L. R. Cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina: mecanismos de leséo e
terapias antioxidantes.Seminario apresentado junto a Disciplina Seminarios Aplicados do
Programa (P6s Graduacdo em Ciéncia Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia) -
Universidade Federal de Goias, Goiania, 2011

MOURA, L. R. et al. Cardiotoxicidade induzida pela Doxorrubicina: patogenia,
diagnostico e terapias antioxidantes. 2015. f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) -
Universidade Federal de Goias, Goiénia, 2015.

MULLER, R. H.; LUCKS, J. S. Medication vehicles made of solid lipid particles (solid
lipid nanospheres—SLN). Eur. Patent, Austria, v. 605497, 1996.

40



NAKAMURA, T. et al. Folate-targeted gadolinium-lipid-based nanoparticles as a bimodal
contrast agent for tumor fluorescent and magnetic resonance imaging. Biological and
Pharmaceutical Bulletin, Tokyo, v. 37, n. 4, p. 521-527, 2014.

OSHIRO JUNIOR, J. A. et al. Stimuli-responsive drug delivery nanocarriers in the
treatment of breast cancer. CURRENT MEDICINAL CHEMISTRY , v. 25, p. 1, 2018

OSHIRO-JUNIOR, J. A. et al. Phthalocyanine-loaded nanostructured lipid carriers
functionalized with folic acid for photodynamic therapy. Materials Science and
Engineering: C, New York, v. 108. p. 110462, 2020.

PEREIRA, G. C. et al. Drug-induced cardiac mitochondrial toxicity and protection: from
doxorubicin to carvedilol. Current pharmaceutical design, Schiphol, v. 17, n. 20, p.
2113-2129, 2011.

PIRES, R. O. Modelagem mateméatica de perfis de liberacdo de farmacos a partir de
nanocarreadores. 2011. f. Dissertacdo (Mestrado em Nanociéncia) - Centro Universitario
Franciscano, Santa Maria, 2011.

RAJ, S.; FRANCO, V. I.; LIPSHULTZ, S. E. Anthracycline-induced cardiotoxicity: a
review of pathophysiology, diagnosis, and treatment. Current treatment options in
cardiovascular medicine, Philadelphia, v. 16, n. 6, p. 315, 2014.

ROMANO, M. M. D.; MACIEL, B. C. Caracterizacao ultra-sénica tecidual miocardica
na cardiopatia induzida pela Doxorrubicina: estudo experimental animal.
2009.Universidade de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

ROSSI-BERGMANN, B. A nanotecnologia: da saide para além do determinismo
tecnologico. Ciéncia e Cultura, Sao Paulo, v. 60, n. 2, p. 54-57, 2008.

SARDI, J. C. O. et al. Candida species: current epidemiology, pathogenicity, biofilm
formation, natural antifungal products and new therapeutic options. Journal of medical
microbiology, Dhaka, v. 62, n. 1, p. 10-24, 2013.

SCHULZE, Marilia Martins. Tratamento Quimioterapico em Pacientes Oncolégicos. Rev.
Bras. Oncologia Clinica,Belo Horizonte, v. 4, n. 12, p. 17-23, 2007.

SHAH, M. R.; IMRAN, M.; ULLAH, S. Lipid-Based Nanocarriers for Drug Delivery
and Diagnosis. 1 ed. Oxford: William Andrew, 2017.

SILVA, A. C. et al. Uma atualizacao sobre a influéncia das plantas medicinais em
tratamentos de quimioterapia. 2013. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia
aplicada) - Universidade de Coimbra, Coimbra, 2013.

41



42

SILVA, L. B. Preparacdo, caracterizacdo e avaliacdo do potencial citotoxico in vitro de
carreadores lipidicos nanoestruturados funcionalizados com folato encapsulando
quercetina em células de cancer de bexiga. 2016. 84 f. Dissertagcdo (Mestrado em
Ciéncias) - Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

SILVA, P. A.; RIUL, S. S. Céancer de mama: fatores de risco e detec¢do precoce. Revista
Brasileira de Enfermagem, Uberaba- MG, v. 64, n. 6, p. 1016-1021, 2011.

VIEIRA, D. B.; GAMARRA, L. F. Advances in the use of nanocarriers for cancer
diagnosis and treatment. Einstein, Sdo Paulo, v. 14, n. 1, p. 99-103, 2016.

WISHART, D. S. et al. DrugBank 5.0: a major update to the DrugBank database for 2018.
Nucleic acids research, London, v. 46, n. D1, p. D1074-D1082, 2017.

YANG, Y. et al. The effect of oil type on the aggregation stability of nanostructured lipid
carriers. Journal of colloid and interface science, Orlando, v. 418, p. 261-272, 2014.

ZHANG, XG. et al. Reversal activity of nanostructured lipid carriers loading cytotoxic
drug in multi-drug resistant cancer cells. International journal of pharmaceutics, New
York, v. 361, n. 1-2, p. 239-244, 2008.

ZHENG, J. et al. Cardioprotective effects of epigallocatechin-3-gallate against
doxorubicin-induced cardiomyocyte injury. European Journal of Pharmacology,
Amsterdam v. 652, n. 1-3, p. 82-88, 2011

ZHOU, C. et al. A versatile method for the preparation of water-soluble amphiphilic
oligomer-coated semiconductor quantum dots with high fluorescence and stability. Journal
of colloid and interface science, Orlando, v. 344, n. 2, p. 279-285, 2010.



