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RESUMO

O cabazitaxel ¢ um farmaco aprovado clinicamente para o tratamento do cancer de prostata
metastatico resistente a castragdo. Contudo, a molécula do farmaco ¢ lipofilica e apresenta
farmacocinética desfavordvel, limitando o sucesso clinico. Desse modo, a nanotecnologia
farmacéutica emerge como alternativa viavel para contornar as limitagdes do tratamento com o
cabazitaxel, permitindo aumento da estabilidade, liberacao sustentada do farmaco, melhora da
farmacocinética e aumento passivo da captag¢ao tumoral, resultando em uma melhora da eficacia
terapéutica com reducdo de efeitos colaterais. No presente trabalho, objetiva-se o
desenvolvimento e caracterizagdo fisico-quimica de lipossomas de longo tempo de circulagao
contendo cabazitaxel. Para tanto, empregou-se a estratégia de desenvolvimento por qualit by
design, com ferramenta de planejamento fatorial do tipo, box-benhken, com a determinacgdo de
variaveis independentes relevantes para a encapsulagdo de cabazitaxel como tipo de lipidio,
razdo farmaco/lipideo e porcentagem molar de colesterol, adotando como varidveis
dependentes tamanho de particula, indice de polidispersao, avaliado por espalhamento
dindmico de luz e eficiéncia de encapsulagdo, quantificada por espectrofotometria-UV. As
nanoparticulas produzidas por hidratagdo do filme lipidico apresentaram tamanho de particula
de 136 £ 2,21 nm, indice de polidispersdo 0,335 + 0,006, potencial zeta -10,9 + 0,49 mV e
eficiéncia de encapsulagdo de 93,78 + 0,51%. As caracterizagdes fisico quimicas de DSC e
FTIR permitiram concluir que o cabazitaxel esta no estado amorfo ou disperso molecularmente
na matriz lipossomal e a microscopia de for¢a atomica indicou a morfologia dos lipossomas
como vesiculas lipidicas sem rugosidades. Por fim, o estudo de dissolu¢do mostrou a liberagao
lenta e sustentada do farmaco, o perfil de liberagdo encontrado foi confrontado a diferentes
modelos cinéticos de liberagdo, sendo que o modelo de Weibull foi considerado mais adequado.
Em conclusdo, o sistema desenvolvido tem caracteristicas fisico-quimicas apropriadas para
veiculacdo de cabazitaxel, cuja potencial aplicacdo no tratamento do cancer de prostata sera

avaliada em estudos in vitro € in vivo.

Palavras-chave: Cabazitaxel; Lipossomas; Cancer de prostata; Planejamento fatorial;

Caracterizagao fisico-quimica.



ABSTRACT

Cabazitaxel is a clinically approved drug for the treatment of metastatic castration-resistant
prostate cancer. However, the drug molecule is lipophilic and has unfavorable
pharmacokinetics, limiting clinical success. Thus, pharmaceutical nanotechnology emerges as
a viable alternative to circumvent the limitations of treatment with cabazitaxel, allowing
increased stability, sustained drug release, improved pharmacokinetics and passive increase in
tumor uptake, resulting in improved therapeutic efficacy with reduced Side effects. In the
present work, the objective is the development and physicochemical characterization of
liposomes with long circulation time containing cabazitaxel. For this purpose, a qualitative by
design development strategy was used, with a box-benhken factorial planning tool, with the
determination of relevant independent variables for the encapsulation of cabazitaxel, such as
type of lipid, drug/lipid ratio and percentage molar concentration, adopting as dependent
variables particle size, polydispersity index, evaluated by dynamic light scattering and
encapsulation efficiency, quantified by UV-spectrophotometry. The nanoparticles produced by
hydration of the lipid film had a particle size of 136 £ 2.21 nm, polydispersity index 0.335 +
0.006, zeta potential -10.9 + 0.49 mV and encapsulation efficiency of 93.78 = 0.51 %. The
physicochemical characterizations of DSC and FTIR allowed to conclude that cabazitaxel is in
the amorphous state or molecularly dispersed in the liposomal matrix and the atomic force
microscopy indicated the morphology of the liposomes as lipid vesicles without roughness.
Finally, the dissolution study showed the slow and sustained release of the drug, the release
profile found was compared to different kinetic models of release, and the Weibull model was
considered more adequate. In conclusion, the developed system has appropriate
physicochemical characteristics for the delivery of cabazitaxel, whose potential application in

the treatment of prostate cancer will be evaluated in in vitro and in vivo studies.

Keywords: Cabazitaxel; liposomes; Prostate cancer; Factorial planning; Physicochemical

characterization.
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1 INTRODUCAO

O cancer de prostata ¢ o quarto mais incidente no mundo, com uma predominancia
de 95% dos casos, alta mortalidade e que acomete em maior propor¢do os homens com idade
superior a 40 anos. Dentre os homens mais afetados, estdo os afro-americanos e os homens que
possuem casos desse tipo de cancer na familia. E a neoplasia mais comum no Brasil, compondo
70 novos casos para cada 100 mil homens (COSTA et al., 2015). O perfil de crescimento
tumoral torna a maioria absoluta dos casos assintomaticos, ou seja, ocorre apresentacao tardia
da doenca, que resulta em ineficacia dos tratamentos vigentes (BRASIL, 2015). Apesar de ser
uma neoplasia comum, sua etiologia é pouco elucidada. Os principais sintomas, quando
aparecem sdo semelhantes ao crescimento benigno da prostata (dificuldade de urinar e
necessidade de urinar varias vezes durante o dia ou noite) em casos mais avanc¢ados pode
provocar dor dssea, sintomas urindrios, e em casos mais graves infeccdo generalizada ou

insuficiéncia renal (INCA, 2021).

O tratamento contra o cancer de prostata deve ser individualizado para cada
paciente e leva em consideragdo o estagio do tumor. As principais op¢des de tratamento sdo:
cirurgia, radioterapia, hormonioterapia, imunoterapia e quimioterapia. Os medicamentos que
sdo utilizados sdo os antimitdtico docetaxel e mitoxantrona associados a prednisona. No
entanto, o tratamento pode apresentar eficacia limitada, possivelmente em decorréncia do
mecanismo adquirido de resisténcia a multiplas drogas, resultando em individuos com cancer
de prostata metastatico resistente a castragdo com sobrevida inferior a 30% em cinco anos
(MADEIRA; LEANDRO; ROQUE, 2017). Os farmacos comumente utilizados na terapia,
como docetaxel, sdo agentes que funcionam como um substrato para a bomba de efluxo de
resisténcia a multiplas drogas (MDR) e glicoproteina associada a membrana (P-gp) o que acaba
por resultar na refratariedade do tratamento devido a essas estratégias de modulacdo de
resisténcia aos farmacos apresentadas pelas células tumorais (PALLER; ANTONARAKIS,
2011).

Até o ano de 2010, nao havia opcao terapéutica para pacientes com cancer de
prostata metastatico resistente a resseccao (CPMRR), logo, no mesmo ano, o Food and Drug
Administration (FDA) aprovou o cabazitaxel como nova opg¢do terapéutica para o tratamento
de cancer de prostata metastatico resistente a resseccao e refratario a acao do docetaxel. O

cabazitaxel ¢ um antineoplasico taxano de segunda geracgao cuja fung¢ado resulta na inibi¢do das
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fungdes celulares de interfase e mitose. Deste modo, o cabazitaxel ¢ um antineopldsico com
atividade promissora na terapia do cancer de prostata metastatico resistente a castracdo, apos
falha do docetaxel. Adicionalmente, outros estudos verificaram no cabazitaxel a promogao da
reducao de morte e beneficio de redugdo da dor ¢ aumento da sobrevida, ¢ baixa afinidade a P-
gP, mas em contrapartida foram apresentados efeitos colaterais de neutropenia e
trombocitopenia (MEIRELES et al., 2015). Apesar de o cabazitaxel apresentar elevadas
evolugdes e relacdo aos outros tratamentos, existem problemas referentes a formulagao
Jevtana® devido ao tensoativo Tween 80, que pode acarretar efeitos de hipersensibilidade em

pacientes. (LAZZARINI et al. 2015; ZHOUG et al, 2016; COORS et al, 2005).

Com isso, a aplicacao de sistemas de liberagdao nanoestruturados de farmacos torna-
se uma possivel solugdo para este desafio. Na area da saude, a European Medicines Agency
define a nanotecnologia como o uso de pequenas estruturas menores de 1.000 nanometros de
diametro que sdo projetadas para apresentar propriedades especificas. Em uma situagdo ideal
as nanoparticulas, atuando como nanocarreadores, sao capazes de transportar o farmaco para
um local de destino especifico (receptor, sitio ativo) para exercer a sua atividade terapéutica

com o maximo de seguranca. Dentre esses nanocarreadores tém-se os lipossomas (EMA, 2012).

Os lipossomas sdo vesiculas lipidicas de carater anfifilico que podem ser
sintetizadas, em escalas nanométricas, com o intuito de encapsular farmacos, lipofilicos ou
hidrofilicos, melhorando a biodisponibilidade, aumentando o tempo de meia-vida e
minimizando ou até eliminando os efeitos colaterais (ELOY et al., 2014; LI et al., 2016). As
vesiculas lipidicas sdo uma estratégia cuja sua estrutura oferece beneficios em diversos
aspectos: aumento da biodisponibilidade, redugdo da toxicidade, visto que possibilita maior
eficacia no transporte dos quimioterapicos para os tumores malignos e permite o controle da
liberacao resultando em seletividade ao sitio patologico. Esses beneficios sdao muito bem vistos
na oncologia, visto que podem reverter efeitos negativos que existem na quimioterapia
tradicional, como exemplo, existem farmacos de baixo peso molecular, como o proprio
cabazitaxel que podem atravessar regioes e se difundir pela parede endotelial e alcangar tecidos
sadios provocando efeitos de toxicidade. (YARED e TKACZUK, 2012; WARCSH et al., 2012;
LIU et al., 2013).

A nanotecnologia tem ganhado espaco em aplicagdes médicas, principalmente no
desenvolvimento de formulac¢des direcionadas ao tratamento de cancer. Atualmente, alguns
medicamentos & base dessas nanoestruturas ja estdo disponiveis no mercado, como Doxil®,

Magace ES®, Zonstatin/stimalmar®, INGN - 401®, sendo estes para tratamento de cancer de
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ovario, cancer de mama, carcinoma hepatocelular e cancer de pulmao, respectivamente

(SIDDIQUI e al., 2012).

Portanto, considerando a inexisténcia de medicamento nanoestruturado especifico
para o tratamento do cancer de prdstata, associado aos beneficios proporcionados pelas novas
terapias com nanocarreadores, o encapsulamento do fArmaco cabazitaxel em lipossomas pode
ser uma estratégia relevante visto que sdo estruturas que apresentam boa compatibilidade,
permitem encapsular e transportar substancias hidrofilicas ou lipofilicas, melhoram a
biodisponibilidade, reduzem dos efeitos colaterais, aumentam duracdo do farmaco nas células
alvo, reduzem dose e frequéncia de administragdo e permitem direcionamento ao local de acao,

possibilitando uma maior sobrevida do paciente através da eficacia do tratamento.

Para o desenvolvimento das formulac¢des foi utilizado o Box Behnken, ferramenta
de planejamento experimental cuja multiplas variaveis sdo modificadas a0 mesmo tempo a fim
de analisar a resposta estatisticamente. O método da superficie de resposta (MSR) ¢ uma
abordagem estatistica que gera relagcdes matematicas polinomiais e ¢ comumente aplicada em
pesquisas extensas que envolvem muitos testes, cujo objetivo € obter o melhor resultado,
considerando variaveis que afetam o estudo, acelerando o desenvolvimento por permitir a
redu¢do do nimero de experimentos relacionados ao estudo proposto, além de avaliar a
proporcao de cada variavel na resposta (PEREIRA et al., 2019; SATHYAMOORTHY et al.,
2017). Dentre os modelos existentes que pertencem ao MSR, o Box-Behnken Design (BBD) ¢
um dos mais eficientes para anélise multifatorial, e pode ser aplicado no desenvolvimento de

formulacdes farmacéuticas (PEREIRA et al., 2019; SARKAR; BHATTACHARVA; PAL,
2019).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Desenvolver lipossomas contendo cabazitaxel, empregando planejamento fatorial por Box-

Behnken e caracterizé-los por ensaios fisico-quimicos.

2.2 Objetivos Especificos
e Preparar lipossomas contendo cabazitaxel, empregando planejamento fatorial
com estudo das seguintes variaveis: tipo de lipideos, razdo farmaco/lipideos e

colesterol;

e (Caracterizar tamanho de particula, indice de polidispersividade e potencial zeta

dos lipossomas contendo cabazitaxel por dynamic light scatterring;

e Caracterizar eficacia de encapsulagdo dos lipossomas por espectroscopia na

regido do ultravioleta;

e Caracterizar a formulacdo por calorimetria exploratoria diferencial e

espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier;
e Investigar a morfologia dos lipossomas por microscopia de forga atdmica;
e Avaliar o perfil in vitro de liberagdo do cabazitaxel em lipossomas;

e Comparar o perfil de liberacdo do farmaco em lipossomas e do farmaco livre;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cancer de Prostata

O cancer ¢ um termo genérico para o grupo de doencas, nas quais ¢ caracteristico o
crescimento de células anormais além de seus limites habituais podendo invadir regides
adjacentes do corpo e se espalhar por 6rgaos, fenomeno chamado de metastase (WHO, 2018).
Excetuando o cancer de pele ndo melanoma, o cancer de prostata ¢ o segundo mais frequente
em homens (13,5%), independente do IDH (indice de Desenvolvimento Humano) do pais, e a
segunda com maior mortalidade depois do cancer de pulmao, sendo responséavel pelo total de
15.983 mortes no ano de 2019. A estimativa é que surjam 65.840 novos casos para cada ano do

triénio de 2020-2022 (INCA, 2020).

A prostata ¢ uma glandula do organismo masculino, posicionada no baixo abdome,
abaixo da bexiga e anterior ao reto ela circunda a porgao inicial da uretra (Figura 01). (INCA,
2021). A glandula estd posicionada na parte baixa do abdomen, em posicdo imediatamente
anterior ao reto. O tamanho médio aos 20 anos de idade da préstata ¢ de 20g e hd um
crescimento de 0,4g/ano a partir dos 30 anos (BERMAN et al., 2012). Condi¢des de aumento
normal da prostata, associado a alguns outros fatores, podem desencadear uma série de doencas
como hiperplasia prostatica benigna (HPB), a prostatite e o cancer de prostata (CaP) (LEE et
al.,2001).
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Figura /- Anatomia da prostata
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Fonte: AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019.
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O periodo da adolescéncia ¢ o que apresenta maior taxa de crescimento da prostata,
estabelecido em cerca de 1,6 grama ao ano, atingindo seu peso fisioldgico méximo na idade
adulta, de aproximadamente 20 gramas. O crescimento da prostata ¢ regulado por uma
complexa interagdo entre o epitélio e estroma prostaticos (LEE et al., 2001). De acordo com o
envelhecimento do homem a tendéncia € que a prostata aumente de tamanho, dessa forma, o
fluxo urinario se torna mais lento e mais dificil a partir dos 50 anos de idade; devido a

compressao da uretra que dificulta a passagem da urina, o jato urindrio se torna gradativamente

fino e fraco (TONON, 2009).

A prostata é o 6rgdo masculino mais comumente afetado por neoplasias malignas e
benignas. Existem duas doengas que afetam a prodstata, a hiperplasia prostatica benigna que
ocorre no centro da prostata ao redor da uretra e o cancer de prostata que ¢ maligno e ocorre na

periferia (TOLEDO, 2020).

O CaP ¢ também conhecido como doenca do envelhecimento masculino ou cancer
da terceira idade, a idade aumenta a incidéncia e mortalidade, principalmente ap6s os 50 anos.
Ap6s os 50 anos, um em cada 6 homens apresentard a doencga e essa frequéncia aumenta com o
avanco da idade (TOLEDO, 2020). Cerca de 75% dos casos acometem individuos com idade a
partir de 65 anos (INCA, 2019).

A idade é conhecida como um fator de risco bem estabelecido, no entanto, existem

outros para predisposicdo do CaP, como fatores hereditarios, fatores hormonais, tabagismo,
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excesso de gordura corporal, exposi¢do a aminas aromaticas, arsénio e produtos do petroleo,
fuligem e dioxinas (INCA, 2020). H4d uma relagdo com etnia, onde negros apresentam maior
risco que asiaticos, no entanto, essa informagao pode estar relacionada a fatores hormonais,

dietéticos, socioeconomicos e perfis genéticos das populagdes (MORBECK; GARDIA, 2017).

Em sua fase inicial, o cancer da préstata tem evolugao silenciosa. Muitos pacientes
nao apresentam nenhum sintoma ou, quando apresentam, sao semelhantes aos do crescimento
benigno da prostata (dificuldade de urinar, necessidade de urinar mais vezes durante o dia ou a
noite). Na fase avangada, o tumor se desenvolve tornando-se suficientemente grande,
avancando sobre a bexiga, causando obstrucao urinaria. Dessa forma, ocorrem as manifestagdes
de sinais e sintomas, tais como dificuldade e aumento da frequéncia urindria, retengao e
diminuic¢do da forca urinaria, quando mais grave, sintomas 0sseos, infeccdo generalizada ou

insuficiéncia renal (INCA, 2020).

Quando o CaP desenvolve para metastase, o tumor primario estabelece sua propria
vasculatura e produz novos vasos linfaticos a partir do suprimento sanguineo preexistente,
através da liberagdo de fatores pro-angiogénicos. Em seguida, ocorre a perda da adesdo celular,
alteragdes na imunidade e degradagdo do estroma local para que as células tumorais possam
extravasar em dire¢do as vias hematogénicas e linfaticas com a finalidade de se fixarem em

locais distantes (NICHOLSON; VELA; WILLIANS, 2017; NELSON, 2020).

4

Importante mencionar que o cancer de préstata ndo ¢ uma doenga uniforme.
Existem diversos tipos, com diversas apresentagdes, diferentes indices de gravidade e diversos
padrdes de agressividade, desde os qualificados como “indolentes”, até os mais agressivos, que
por serem muito diferentes do tecido prostatico, ndo produzem o PSA, dificultando o
diagnostico pelo exame de sangue, portanto, uma doeng¢a complexa, cuja classificagdo,
diagnostico e tratamento vém sofrendo modificagdes e atualizagdes muito frequentes

(TOLEDO, 2020).

A deteccdo precoce por meios de método de triagem e diagnostico sdo as Unicas
maneiras de evitar e reduzir a mortalidade. O CaP, assim como de qualquer outro tipo, quanto
mais cedo diagnosticado, maiores serdo as chances de cura. Além de permitir um tratamento
menos agressivo e mutilante, a detecgao precoce do cancer da prostata poderia reduzir os altos
custos decorrentes do tratamento do cancer em estadios avancados e suas metastases. (INCA,
2002; BRASIL, 2008). O rastreio precoce deve ser realizado para populagdes de risco que inclui

homens maiores de 50 anos, afrodescendentes, homens maiores de 45 anos com historico
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familiar de CaP, exame de PSA > Ing/mL em pacientes aos 40 anos ¢ PSA > 2ng/mL aos 60
anos de idade. O rastreio precoce avaliando os niveis séricos de PSA devem ser realizados a
cada dois anos ou postergado até oito anos para pacientes sem risco (WOLLIN; MAKAROV,
2015).

O diagnostico da doenca pode ser realizado por meio de exame clinico com o toque
retal juntamente a averiguacao dos resultados do exame de sangue com a dosagem do antigeno
prostatico especifico (PSA). Outros exames também podem auxiliar na detecgdo, como a
ultrassonografia pélvica, por exemplo. No entanto, para a obtenc¢do do diagnostico conclusivo
¢ necessario a realizacdo do exame de bidpsia, procedimento realizado para analise de tecidos

e 6rgaos (DORNAS et al., 2008).

O tratamento da neoplasia de prostata depende de fatores como: o estagio da
doenga, a idade, e o estado geral do individuo. Para avaliar o estadiamento e heterogeneidade
morfolégica do adenocarcinoma da prostata a 7° edi¢do da “Union for Internationale Cancer
Control” (UICC), em 2009, utiliza como base para dimensao do tumor a classificagdo TNM, na
avalia¢do da extensdo dos linfonodos e na presencga ou ndo da disseminagdo da doenga para
outros 6rgdos do corpo, podendo variar de I a IV graus crescentes, conforme a gravidade da
doenga. A condugdo do estadiamento € necessaria para ajudar na indicacdo da conduta
terapéutica mais adequada (INCA, 2019). O estadiamento classificou-o em TNM (Tumor,
Noédulo e Metastase), que esta baseado em 5 critérios (Tabela 01): T € referente a extensdao do
tumor primario (variando de TO a T4), N indica se ha metastase para os linfonodos (variando
de NO a N1) e M que indica se ha metastase a distancia (variando de M0 a M1c). Juntamente
do estadiamento, utiliza-se também o Escore de Gleason, que indica a graduacgao
histopatologica, que separa os tumores em 5 padrdes, entre eles o padrdo 1, sendo o tumor bem
diferenciado, e o padrao 5, como indiferenciado e por ultimo, os niveis do antigeno prostatico
especifico (PSA) para classificar a progressao do cancer. O diagndstico inicial em homens tem
como os principais fatores de prognostico: estadiamento, escore de Gleason e nivel sérico de

PSA (MORBECK; GARDIA, 2017).

Tabela 1- Classificagdo Tumor Nodulo Metastase.

T — Tumor primario

Tx — O tumor primario ndo pode ser avaliado

TO — Sem evidéncia do tumor primario
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T1 — Tumor clinicamente ndo palpavel ou visivel por método de imagem

Tla — Tumor incidental: achado histopatoldgico em < 5% do tecido de ressec¢@o

T1b — Tumor incidental: achado histopatoldgico em > 5% do tecido de ressecgdo

T1lc — Tumor identificado por bidpsia por agulha (PSA elevado)

T2 — Tumor confinado a prostata

T2a — Tumor engloba metade de um dos lobos ou menos

T2b — Tumor engloba mais da metade de um lobo, mas nao os dois lobos

T2c¢ — Tumor engloba ambos os lobos

T3 — Tumor além da capsula prostatica

T3a — Extensdo extracapsular (unilateral ou bilateral)

T3b — Tumor envolve a vesicula seminal (uma ou ambas)

T4 — Tumor fixo ou que invade estruturas adjacentes, além das vesiculas seminais: colo

vesical, esfincter externo, reto, musculos elevadores ou parede pélvica

N — Envolvimento linfonodal regional

Nx — Linfonodos regionais nao avaliados

NO — Sem metastases para linfonodos regionais

N1 — Metastases linfonodais regionais

M — Metastases a distancia

Mx — Metastases a distancia ndo avaliadas

MO — Auséncia de metastase a distancia

M1 — Metastase a distancia

MIla — Linfonodos ndo regionais

M1b — Ossos

MIc — Outros 6rgaos
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Fonte: EAU, 2011.

3.2 Quimioterapia convencional

De acordo com as diretrizes diagnosticas e terapéuticas do adenocarcinoma de
prostata (DDTAP), o tratamento varia em func¢do do grau de risco avaliado para o tumor,
considerando o estadiamento pela escala de Gleason e niveis do antigeno prostatico especifico.
Existem inumeras formas de tratamento do carcinoma prostatico. Para doenga localizada, a
recomendacao de tratamento € prostatectomia radical (PR), radioterapia (RT) externa,
braquiterapia (BT) e ou terapia hormonal (BRASIL, 2015; NILCHOLSON; VELA;
WILLIANS, 2017).

O tratamento recomendado para neoplasias prostaticas avancadas ¢ a manipulacao
hormonal com o bloqueio da testosterona a niveis de castra¢ao associado ou ndo com bloqueio
hormonal cirargico, cujo tratamento ¢ fundamentado no principio de que o cancer de prostata
metastatico, semelhante ao tecido prostatico benigno, ¢ composto principalmente de células
dependentes de androgenos como a testosterona para sobrevivéncia e crescimento (BRASIL,
2015; NILCHOLSON; VELA; WILLIANS, 2017). Entretanto, essa resposta a hormdnios
persiste apenas por um periodo variavel e limitado, pois podem ocorrer mutagdes seletivas que
resultam em progressao para o cancer de prostata metastatico resistente a castragao (mCRPC).
Em tltimos casos, quando ocorre esse processo a opcdo terapéutica disponivel € a
quimioterapia, sendo o tratamento de primeira linha o docetaxel administrado a cada 3 semanas
em associacdo com a prednisona. Assim, caso o paciente progrida com o uso do docetaxel, €
indicado a segunda linha de tratamento, o cabazitaxel associado a prednisona (BRASIL, 2015;

NELSON, 2020).

7

A quimioterapia ¢ utilizada no tratamento da neoplasia prostitica quando a
enfermidade se encontra dispersa e a terapia hormonal nao desenvolve os resultados esperados.
Sdo utilizadas drogas que possibilitam atingir células tumorais em diferentes estagios do ciclo
celular. A quimioterapia possibilita a destruicdo de células tumorais, impossibilitando, dessa
forma, seu desenvolvimento, entretanto atingem células circunvizinhas, visto que nao ¢ uma
terapia direcionada. Portanto, pode provocar diversos efeitos colaterais no individuo, entre eles
o aumento ou diminuicdo do peso, nduseas, vomitos, queda de cabelo, fraqueza e tontura

(SORRATO et al, 2016).
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De acordo com Pereira et al. (2015), o docetaxel provoca efeitos adversos, como o
aumento do risco de insuficiéncia cardica, artralgia e mialgia, lacrimejamento exagerado dos

olhos, eritema, nuseas, vomitos, inflamag¢ao da mucosa oral, fadiga.

Os taxanos paclitaxel e docetaxel tem sua eficacia limitada gracas a alta afinidade
pela glicoproteina-P (P-gp), uma estrutura que funciona como uma bomba de efluxo, reduzindo
a concentragao intracelular do firmaco e a sua expressao promove resisténcia a multiplas drogas

(PALLER; ANTONARAKIS, 2011).

3.3 Resisténcia a multiplas drogas (MDR)

A resisténcia a multiplas drogas (MDR) ¢ um caso de resisténcia adquirida,
observada em células tumorais, in vivo e in vitro, que consiste na auséncia de resposta aos
quimioterapicos. Uma das caracteristicas mais intrigantes da MDR ¢é que os quimioterapicos
envolvidos ndo t€m analogia estrutural nem farmacolégica como, por exemplo, a vimblastina,
que ¢ um alcaloide bisindolico, a doxorrubicina, que € uma antraciclina e o proprio paclitaxel e

docetaxel, que sdo taxanos (DEWICK, 2009).

As células cancerigenas derivadas de tecidos que normalmente expressam P-gp
(rins, intestino, figado e péancreas) tém elevado potencial para desenvolver intrinsecamente
resisténcia a firmacos, mesmo antes das células serem expostas a quimioterapia. Por outro lado,
em tecidos com baixos niveis de expressao da P-gp, as c€lulas cancerigenas vao apresentar os
mesmos niveis de expressao até ao inicio da quimioterapia, momento a partir do qual ocorre o
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos administrados, devido ao aumento excessivo da

expressdo e/ou atividade da P-gp (SUN et al., 2004).

Este fendmeno de resisténcia a multiplas drogas pode estar relacionado a uma série
de fatores que ndo sdo plenamente compreendidos. Os principais fatores envolvidos sdo o
transporte da droga através da membrana plasmaética, alteracdo nas enzimas-alvo, altera¢do no
metabolismo da droga, aumento na reparacdo do DNA e incapacidade para sofrer apoptose.
Dentre estes, o primeiro ¢ a principal forma de resisténcia e esta relacionado com a presenga
de, no minimo, trés bombas que transportam ativamente o quimioterapico para fora da célula

(bombas de efluxo) (SZAKACS et al., 2006).
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Muitos dos compostos utilizados na quimioterapia do cancer de prostata, docetaxel
e paclitaxel, sdo substratos da P-gp. Assim, apesar dos tratamentos de quimioterapia, as células
ndo vao responder positivamente, pois a P-gp vai impedir a acumulag¢do intracelular dos
compostos administrados, levando a que os tratamentos tenham uma eficicia abaixo da

esperada (PRACHAYASITTIKUL; PRACHAYASITTIKUL, 2016).

3.4 Cabazitaxel

As opg¢des terapéuticas nos doentes refratarios ao docetaxel eram até recentemente
limitadas até a aprovacao do cabazitaxel (Jevtana®, Sanofi-Aventis, Paris, Fran¢a), em 2010,
pela Food and Drug Administration (FDA) em associacdo com a prednisona para tratamento
de pacientes com cancer de prostata metastatico resistente a castracao que ja foram previamente
tratados com docetaxel. Esse farmaco (Figura 02) ¢ obtido via semi-sintética do taxdide natural
10-desacetilbacatina III, da nova geracdo aprovado apo6s o estudo TROPIC, que demonstrou,
associado a prednisona, melhorar a sobrevivéncia global dos doentes relativamente a

mitoxantrona e prednisona (YARED e TKACZUK, 2012).

Assim como outros taxanos, paclitaxel e docetaxel, o mecanismo de agdo do
cabazitaxel consiste em se ligar e estabilizar a tubulina, resultando na inibicdo da
despolimerizagao e divisdo celular dos microtiibulos, na interrupgdo do ciclo celular nas fases
G2/M e na inibigao da proliferagdo de células tumorais, porém nao sao especificos, o que acaba
nao garantindo a seletividade e direcionamento para o campo especifico de acdo (MAHIDA et

al., 2019).
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Figura 2 - Estrutura quimica Cabazitaxel
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Fonte: MUKTHINUTHALAPATI, 2013.

O cabazitaxel ¢ empregado em alternativa ao docetaxel, visto que esse taxano
semissintético ¢ utilizado no tratamento do cancer de prostata e apresenta fraca interacao pela
glicoproteina P (P-gp). Este pode ser considerado o principal mecanismo de reducdo da
ocorréncia de efeitos de resisténcia a antimitdticos e exprime o melhor resultado em
compara¢do ao docetaxel (MEIRELES et al., 2015). Portanto, oferecendo mais vantagens
clinicas e farmacocinéticas que o docetaxel. Essas vantagens incluem a fraca afinidade pela P-
gp (contribui para a resisténcia constitutiva e adquirida de células cancerosas aos taxanos) e a
presenca de atividade em estudos in vitro, como também em modelos tumorais in vivo que
expressam esta proteina, mostrando-se ativo contra tumores refratarios e resistentes (YARED

e TKACZUK, 2012).

O cabazitaxel em associagdo com prednisona foi aprovado num estudo realizado
em doentes (previamente tratados com docetaxel) no tratamento do cancer de prostata hormonio
refratario apresentando metastase (TROPIC, do inglés, Treatment of Hormone-Refractory
Metastatic Prostate Cancer Previously Treated with a Docetaxel-Containing Regimen), de fase
III. Os resultados indicaram que os pacientes com cancer da prdstata metastatico hormonio
refratdrio tratados com Jevtana® associado a prednisona tiveram um tempo médio de
sobrevivéncia de 15,1 meses contra os 12,7 meses nos pacientes tratados com mitoxantrona e

prednisona (YARED e TKACZUK, 2012).
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No entanto, o cabazitaxel apresenta efeitos adversos em pacientes sob seu uso,
dentre os principais, sdo: neutropenia, leucopenia e diarréia, seus efeitos podem ser contrariados
com medicamentos. No mesmo estudo anterior o medicamento apresentou acentuado grau de
toxicidade, causando neutropenia em 94% dos pacientes, sendo que, 8% apresentaram
neutropenia febril, deixando-os susceptiveis a infec¢des. Além disso, 47% dos participantes do
estudo apresentaram diarreia, 37% fadiga, 34% ndusea e 14% neuropatia periférica, entre outros
efeitos colaterais (NIGHTINGALE; RYU, 2012). Esses efeitos sao decorrentes principalmente

pela terapia ndo direcionada, uma desvantagem em muitos tratamentos de canceres vingentes.

Além de o farmaco apresentar os efeitos adversos ja mencionados, 60 mg de
cabazitaxel sdo veiculados em 1,5 mL de Tween 80 e diluidos em 5,7 mL de etanol para ser
administrado por via endovenosa por causa da sua lipofilicidade. Entretanto, o uso de grandes

quantidades de estabilizantes como veiculo ¢ conhecido por causar toxicidade e reagdes de

hipersensibilidade. (LAZZARINI et al., 2015; ZHOUG et al., 2016; COORS et al., 2005).

3.5 Sistemas de liberacio de farmaco: Lipossomas

A nanotecnologia ¢ um campo relativamente novo da ciéncia e tecnologia cujo
objetivo € o estudo de materiais em escalas nanométricas. Dentre os materiais nanoestruturados
com aplicagdes na oncologia tém-se lipossomas, nanoemulsdes, nanoparticulas poliméricas e
outros (Figura 03), que servem como sistemas de liberagdo dos farmacos. Esses materiais
destacam-se por suas aplicagdes biomédicas devido ao grande potencial que apresentam para
aumento da eficacia terapéutica no tratamento de diversas doencas (ANGELI et al., 2008;

PRASAD et al., 2016).

No presente estudo destacaremos os lipossomas, que sdo uma estrutura vesicular
constituida por uma ou mais bicamadas fosfolipidicas com forma esférica envolvendo espagos
aquosos, sendo nanocarreadores biodegradaveis e biocompativeis (TORCHILIN 2005; HUA e
WU 2013; TRAN et al., 2017). Os lipossomas apresentam capacidade de encapsular tanto
substancias hidrofobicas como hidrofilicas, conferindo-lhes estabilidade no meio

(TORCHILIN 2005; TRAN et al., 2017).
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Figura 3 - Principais nanocarreadores dispostos em ordem cronoldgica de descoberta.
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Fonte: APOLINARIO et al., 2020.

Essas estruturas foram inicialmente descritas por Bangham e colaboradores em
1965 para encapsular aminoglucosidade e 131I-albumina (BANGHAM; STANDISH;
WAFKINS, 1965). Os lipossomas sao formulagdes nanoestruturadas desenvolvidas em busca
da melhora da farmacocinética e para a liberacdo sustentada de farmacos. Com isso, busca-se
melhorar a eficacia, reduzir a dose necessaria para o efeito terapéutico e reduzir os efeitos
colaterais particulares dos tratamentos antineoplasicos atuais. Além disso, os nanocarreadores
permitem a funcionalizacdo, que envolve a modificacdo de superficie com diferentes ligantes,
por meio de ligagcdes covalentes e ndo-covalentes com anticorpos, por exemplo, permitindo a
capacidade de ligacdo seletiva do firmaco a célula alvo, aumentando a captacao e viabilidade

do tratamento e terapia alvo especifica (ELOY et al., 2014).

A penetracao dessas vesiculas no ambiente tumoral e o sucesso da entrega seletiva
do farmaco ¢ possivel gracas ao efeito EPR (do inglés enhanced permeabilility and retention
effect). O efeito EPR foi proposto pela primeira vez por Matsumura e Maeda em 1986 como
um novo conceito para entrega de farmacos a tumores (MATSUMURA; MAEDA, 1986). Os
vasos sanguineos nos tumores sao diferentes comparados aos vasos sanguineos normais devido
a arquitetura anormal e descontinua. Isso ocorre pois a angiogénese acelerada no ambiente
tumoral produz espagamentos entre as células, gerando grandes poros na vasculatura do tumor
(FIGUEIREDO, 2019). Como consequéncia, as nanoparticulas podem acumular-se

passivamente no sitio tumoral e assim liberar o farmaco no local.

O endotélio vascular normal ¢ composto por fenestragdes de tamanho entre 5 e 10
nm. Enquanto que, nos tumores s6lidos os neovasos t€ém fenestragdes bem maiores que variam
de 100 a 780 nm (SHUBIK, 1982; HOBBS et al., 1998; OLIVEIRA ef al., 2012) Portanto, a

distribuicdo de farmacos induzidas pelo efeito EPR ndo ocorre em tecidos sadios. Desta forma,
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em comparacdo com farmacos anticancer convencionais, nanoparticulas acabam apresentando
perfil farmacocinético superior por exibir maior seletividade tumoral, de modo que produzem
efeitos antitumorais melhorados sem ou com menos reacdes adversas. Esse fenomeno tinico em
tumores solidos €, portanto, considerado um marco na quimioterapia para direcionamento
tumoral e tornou-se uma tecnologia muito atrativa no desenvolvimento de farmacos anticancer
(FANG; NAKAMURA; MAEDA, 2011; MAEDA, 2001a, 2001b; MAEDA; GREISH; FANG,
2006; MATSUMURA; MAEDA, 1986, 1986).

Os carreadores nanoestruturados de farmacos podem atingir o tecido tumoral por
meio de mecanismo de direcionamento ativo ou passivo. O direcionamento ativo ¢ a estratégia
utilizada quando se faz uso de anticorpos, peptideos, aptameros de RNA e outros para ligacao
especifica em receptores super-expressos no microambiente tumoral. O mecanismo para
direcionamento passivo ¢ um dos principios farmacocinéticos mais importantes para o
planejamento de medicamentos macromoleculares e nanoestruturados ¢ baseado no efeito de
permeabilidade e reten¢do aumentada (FANG; NAKAMURA; MAEDA, 2011; MAEDA,
2001a, 2001b; MAEDA; GREISH; FANG, 2006).

Os lipossomas apresentam uma estrutura semelhante as membranas celulares, o que
permite muitas vantagens: boa compatibilidade, baixa imunogenicidade, redugdo dos efeitos
colaterais, aumenta o tempo da formulagdo no sangue, redu¢do da dose de administragdo, facil
administracdo, melhorar solubilidade, capacidade de transportar grandes quantidades de
farmacos e protegé-las da degradagdo, além de encapsular substincias de carater tanto
lipofilicas quanto hidrofilicas e principalmente, reduzir a toxicidade dessas substancias
juntamente com a capacidade de direcionamento especifico do local, melhorando a penetragao

nos tecidos (VAHED et al., 2017).

Os efeitos colaterais sdo os principais problemas relacionados aos farmacos
antineoplasicos empregados no tratamento de cancer de prdstata convencional, como docetaxel
e cabazitaxel. Sendo assim, os lipossomas s3o uma alternativa de evitar os efeitos toxicos
relacionados com os solventes das formulagdes convencionais, Tween 80, a ultrapassar a
resisténcia atribuida a expressdo da P-gp e aumentar eficicia em relagdo aos taxanos
convencionais (HENNENFENT; GOVINDAN, 2006). A entrega de drogas a base de
nanoparticulas para tumores solidos ¢ uma abordagem promissora para superar a falta de
especificidade de tecido da quimioterapia convencional contra o cancer (ZHU L.; TORCHILIN

VP, 2013).
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Os lipideos utilizados nas formulagdes de lipossomas comumente apresentam uma
forma cilindrica como as fosfatidilcolinas, fosfatidilserinas, fosfatidilglicerol e esfingomielina,
que tendem a formar uma bicamada estavel em solucao aquosa. As fosfatidilcolinas sdo as mais
empregadas em estudos de formulagcdo de lipossomas, pois apresentam grande estabilidade
frente a variagdes de pH ou da concentragdo de sal no meio e elas foram as selecionadas para

as formulagdes neste estudo (KEPCZYNSKI et al., 2008).

Os fosfolipidios do grupo das fosfatidilcolinas diferenciam apenas em suas cadeias
hidrofébicas de acido graxo (Figura 04), sendo o SPC, fosfatidilcolina da soja, a mais simples,
enquanto a dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) apresenta uma estrutura mais complexa e longa
que a SPC devido as cadeias de 4cidos graxos, porém a diesteroilfosfatidilcolina (DSPC)

apresenta a cadeia ainda maior que a DPPC (ANDERSON e OMRI A., 2004).

Figura 4 - Estrutura dos lipideos (A) SPC (B) DPPC (C) DSPC.
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Fonte: PubChem, 2021.

Os fosfolipideos sdo caracterizados por uma temperatura de transi¢do de fase (Tc),
na qual a membrana passa de uma fase gel, onde a cadeia hidrocarbonada do lipideo estd em
estado ordenado, para uma fase de cristal-liquido, onde as moléculas ficam com movimentos
mais livres e os radicais hidrofilicos agrupados tornam-se completamente hidratados. O
comprimento e a saturagdo da cadeia lipidica influenciam o valor da Tc. Portanto, diferentes
membranas compostas por lipideos distintos podem exibir diferentes niveis de fluidez na
mesma temperatura, com importantes consequéncias para o lipossoma, influenciando seu

tamanho e capacidade de encapsulacdo (ELOY et al., 2014).
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Uma vez que os lipossomas convencionais sdo reconhecidos pelos sistemas
imunoldgicos do hospedeiro, como o sistema de fagocitos mononucleares (MPS) e rapidamente
eliminados pelo sistema reticuloendotelial (RES), as propriedades furtivas sdo necessarias para
proteger os lipossomas da degradacdo no figado e baco para otimizar a farmacocinética de

drogas encapsuladas (PERCHE F.; TORCHILIN V. P., 2013).

Os lipideos sao responsaveis pela constituicao dos lipossomas, no entanto, também
podem constituir sua superficie, os polimeros inertes e hidrofilicos, que aumentam a sua
biocompatibilidade e seletividade (LILA e ISHIDA, 2017). Um exemplo destes ¢ o
polietilenoglicol (PEG), que confere estabilidade a superficie do lipossoma ao formar uma
camada protetora, além de realizar o mascaramento da fagocitose por macréfagos, os
lipossomas muitas vezes sao rapidamente eliminados pelo sistema reticulo endotelial. Esta
diminui a sua opsonizagao, reconhecimento e consequente fagocitose pelo sistema mononuclear
fagocitario, essa alternativa permite aumento do tempo do lipossoma na circulagdo (ALLEN et

al.,2002; MARKMAN et al., 2013; LILA e ISHIDA, 2017).

O PEG ¢ utilizado como estabilizador estérico polimérico, um poliéter
biocompativel, soluvel em meio aquoso e organico, atdoxico e tem baixa imunogenicidade,
podendo ser incorporado nos lipossomas, no entanto, o distearoilfosfatidiletanolamina pegulado
(DSPE-PEG) ¢ o mais amplamente empregado nas formulagdes lipossémicas (Figura 05). O
conceito basico € que um polimero hidrofilico ou um glicolipideo, como PEG ou GM1, possui
uma cadeia flexivel que ocupa o espago imediatamente adjacente a superficie do lipossoma,
que tende a excluir outras macromoléculas desse espago. Consequentemente, a ligacdo do
plasma sanguineo na superficie da vesicula ¢ prejudicada visto que a peguilacdo dificulta o
reconhecimento das vesiculas pelo sistema mononuclear fagocitario, permitindo que os
lipossomas permane¢am na circulagdo por mais tempo e acumulem-se passivamente dentro de

tecidos e o6rgaos (GABIZON et al,, 1994; VIJAYAKUMAR et al., 2016).
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Figura 5 - Estrutura quimica do DSPC e DSPE-PEG
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Fonte: IMMORDINO; DOSIO; LUIGUI, 2006.

Lipossomas ja foram previamente relatados para a encapsulag¢do de cabazitaxel. O
sistema foi composto por fosfolipideo de ovo (E80), colesterol ¢ DSPE-PEG (2000). A
formulacao que apresentou o melhor tamanho de particula, em torno de 100nm, e eficiéncia de
encapsulacdo em torno de 80% foi obtida com a razdo de E80: colesterol de 8:1, e razdo
lipideo:tarmaco de 20:1, com indice de polidispersao ao redor de 0,25. Todavia, outros tipos de
lipideos nao foram testados e ndo foi aplicado a ferramenta de planejamento fatorial para o
desenvolvimento do lipossoma, o que ¢ alvo do presente trabalho (YIN; LIHUA; WEI et al.,
2018).

A eficacia dos lipossomas depende de alguns fatores como: o pH e a temperatura
do meio, a sua composicdo lipidica e suas caracteristicas fisico-quimicas como, tamanho de
particula, eficicia de encapsulacdo e a carga elétrica (ROY et al., 2016; TORCHILIN, 2005).
Mas s3o uma grande forma de melhorar a eficacia terap€utica dos quimioterapicos, reduzir a

dose necessaria e diminuir os efeitos colaterais particulares dos tratamentos atuais.

De acordo com estudos anteriores de LI et al. (2013), formulac¢des que apresentam
tamanho de particula com diametro entre 100 e 200nm apresentam um aumento 4 vezes maior
da taxa de captacao do tumor em comparacao com os lipossomas de tamanho superior a 300nm
ou inferior a 50nm, enquanto particulas com didmetro entre 50-100nm favorecem a penetragao
em fenestragdes vasculares hepaticas e aquelas que apresentam maior que 400nm atravessam

os seios esplénicos. O Indice de polidispersividade (PDI) reflete ao perfil de distribui¢io de
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populagdes das particulas, onde valores de PDI menores indicam maior homogeneidade da
distribui¢do de tamanho de particula. Outro aspecto da caracterizacao fisico-quimica importante
corresponde ao potencial zeta que estd atrelado a estabilidade da formulacdo, visto que a
presenca de cargas causa repulsdo eletrostatica, portanto, impede a agregacao das vesiculas.
Segundo estudos de LI et al. (2013), células fagociticas favorecem a captagdo de particulas
carregadas negativamente, enquanto, particulas carregadas positivamente formam agregados na

presenca de proteinas do soro carregadas negativamente.

3.6 Planejamento fatorial na selecio de uma formulacio

O Método da Superficie de Resposta (MSR) ¢ uma abordagem estatistica que gera
relagcdes matematicas polinomiais e € comumente aplicada em pesquisas extensas que envolvem
muitos testes, com o objetivo de obter o melhor resultado, considerando as diversas varidveis
que poderao afetar, acelerando o desenvolvimento por permitir a redugdo do numero de
experimentos necessarios para que seja alcancado determinado objetivo (PEREIRA et al., 2019;
SANTHYAMOORTHY et al., 2017). Dentre os modelos existentes que pertencem ao MSR, o
Box-Behnken Design (BBD) ¢ um dos mais eficientes para analise multifatorial, e pode ser
aplicado no desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas (PEREIRA et al., 2019; SARKAR;
BHATTACHARYA; PAL, 2019).

A metodologia de superficie de resposta demonstrou ser uma ferramenta estatistica
eficaz por estabelecer uma relacdo entre os parametros de cada formulagdo e os efeitos ou
respostas sobre esta, proporcionando melhor compreensao das condigdes ideais. Dentro dessa
metodologia, o Box-Behnken (Figura 06) ¢ aplicado para obter essa otimizacao, pois, possui
como vantagens: detectar falta de ajuste do modelo, estimar fatores do modelo quadratico e
evitar combinagdes extremas, ou seja, com pontos no ponto médio ou centro do processo

(SOEMA et al., 2015; SOLANKI; PARIKH; PARIKH, 2007; DAS; MISHRA, 2017).

Ao realizar um procedimento experimental, podemos alterar uma ou mais variaveis
(ou fatores) e observar os efeitos das alteracdes em uma ou mais varidveis de resposta. O
delineamento estatistico de experimentos (DOE, do inglés design of experiments) é processo
estatistico eficiente para produgdo de conclusdes validas e objetivas. Essa ferramenta
matematica define a importancia de procedimentos especificos e/ou varidveis de produto e

como controld-los para uma melhora do desempenho do sistema, enquanto maximiza as
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propriedades. O DOE utiliza uma metodologia estatistica com finalidade de analise de dados e
informacdes fundamentais para prever produtos baseados nos desempenhos das propriedades
sob todas as condigdes possiveis dentro dos limites selecionados para delinear o experimento
ideal, além de identificar os fatores interferentes nos experimentos (SOLANKI; PARIKH;
PARIKH, 2007).

Além do entendimento de como determinada varidvel afeta as variaveis de resposta
do produto, analisa também as interacdes entre diferentes variaveis de processo e produto,
permitindo gerar informagdes necessarias como a quantidade minima de experimenta¢ao
necessaria usando os dados de limites experimentais, condigdes experimentais especificas &
possivel gerar uma analise matematica para prever a resposta em qualquer ponto dentro dos
limites experimentais. O delineamento experimental ¢ mais utilizado quando o objetivo do
estudo ¢ determinar quais sdo as varidveis ou fatores e interagdes mais importantes para

contribuir para a resposta que esta sendo avaliada (WAGNER; MOUNT; GILES, 2014).

Figura 6 - Representagdo de um modelo Box-Behnken por trés fatores.
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Fonte: PEIXOTO et al., 2018.

Aplicando ao planejamento de experimentos de encapsulagdo de farmacos por
nanossistemas pode ser realizado em trés niveis e trés varidveis empregados para otimizar
estatisticamente as varidveis de formulagdo a fim de obter altos percentuais de encapsulagao,
tamanho pequeno de particula e baixa polidispersividade. Essa analise ¢ gerada por softwares
estatisticos, como Expert®, Minitab® em que o numero de experimentos necessarios ¢ definido

pela equacao (1):
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N= 2k (k-1) + Co (1)

Onde k representa o niumero de fatores e Co € o numero de pontos centrais. Uma
equagao modelo de regressao polinomial de segunda ordem usada para expressar a resposta

prevista (Y) em fun¢ao de varidveis independentes que sdo expressas pela equagao (2):

Y; = by + by Xy + byXy + b3 X3 + b1pX Xy + by X, X3 + bysXo X3 + by X2 + byy X2 + by X3
(2)

Quinze experimentos sao necessarios, dos quais doze representam o ponto médio
de cada aresta do cubo multidimensional e os trés restantes sao as réplicas do ponto central do
cubo. As varidveis independentes apresentam niveis baixo, médio e alto que sdo codificados
por normalmente por -1, 0 e 1, enquanto as trés varidveis sdo representadas por Xi, X2 ¢ X3

(ABDELBARY et al., 2015; WAGNER; MOUNT; GILES, 2014).

Esta estratégia tem sido estudada para taxanos. Rane e Prabhakar (2013)
desenvolveram lipossomas pH-sensiveis contendo paclitaxel, utilizando como ferramenta o
design experimental Box-Behnken com 3 varidveis independentes para 3 niveis diferentes. No
estudo em questdo, as variaveis independentes avaliadas foram a razdo molar
fosfatidilcolina:DOPE, concentragdo molar de hemissuccinato de colesterol (CHEMS) ¢ a
quantidade de farmaco para atingir as seguintes respostas: melhores resultados para eficiéncia
de encapsulagdo, sensibilidade ao pH (alto teor de liberacdo no meio) e tamanho de particula.
A andlise estatistica determinou as propor¢des ideais das varidveis independentes e apds o
experimento com a formulag¢do escolhida pelo software, na qual obtiveram-se os seguintes
resultados: eficiéncia de encapsulagdo de 94,37%, liberagao de 89,6% do ativo e tamanho de
particula de 3,24 pum, em concordancia com os valores tedricos estimados apds andlise
estatistica. Em resumo, o presente trabalho almeja a nanoencapsulacdo de cabazitaxel em
lipossomas empregando planejamento fatorial para otimizagdo da composi¢cdo, um estudo

inovador. (RANE; PRAHAKAR, 2013).
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4 METODOLOGIA

4.1 Planejamento fatorial na selecio de uma formulag¢ao

O método de design experimental foi utilizado através do Software Minitab®. O
planejamento de experimentos de encapsulacdo de firmacos por nanossistemas foi realizado
em trés niveis e trés variaveis independentes: tipo de lipidio (X1), razdo farmaco: lipideo (X2)
e percentual molar de colesterol (X3). Estas variaveis, representadas pelos codigos X1, X2 e
X3, foram estudadas em trés niveis, -1, 0 e +1 (Tabela 02). Esse modelo gera combinagdes
estatisticamente funcionais para reduzir a quantidade de experimentos e permite um processo
de otimizacdo menos trabalhoso e demorado para a pesquisa (OLAWALE et al., 2020). Os
tipos de lipideos testados foram Fosfatidilcolina da soja (SPC), Dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC) e Diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), as propor¢des de farmaco/lipideo (1:10; 1:20;
1:30) e as concentracao de colesterol (10, 20 ou 30%).

Tabela 2 - Esquema das variaveis independentes (-1,0,1).

Variaveis independentes

X1 X2 X3
Niveis Tipo de lipidio Razio farmaco:lipidio % molar colesterol
-1 SPC Cabazitaxel 1:30 10%
0 DSPC Cabazitaxel 1:20 20%
1 DPPC Cabazitaxel 1:10 30%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram definidas também as varidveis fixas, como a quantidade do lipidio 20mg e a
quantidade de DSPE-PEG-2000, de 5% em relag¢do aos lipidios e as condi¢des de sonicagdao
(Tabela 03). Portanto, a distribuicao dessas varidveis resultou em 15 ensaios (Tabela 04), de tal
forma que os trés ultimos representam uma triplicata das condi¢des centrais do estudo, uma
condi¢do padrdo em estudo do tipo box-benhken empregados para otimizar estatisticamente as
variaveis de formulagdo. A partir de combinacdes das variaveis indepentendes buscou-se nesse
estudo obter altos percentuais de encapsulagdo, tamanho pequeno de particula e baixa

polidispersividade.
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Tabela 3 - Variaveis fixas empregadas nos ensaios.

Variaveis fixas

DSPE-PEG 5% molar Quantidade lipidio: 20mg Condic¢oes de sonicaciio

5% 0,02g Sonicag@o em 10mL de tampao, com

amplitude continua de 20%, por 5 min.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Portanto, foram necessarios quinze experimentos, dos quais doze representam o
ponto médio de cada aresta do cubo multidimensional e os trés restantes sao as réplicas do ponto
central do cubo. As variaveis independentes apresentam niveis baixo, médio e alto que sdo
codificados por -1, 0 e 1, enquanto as trés variaveis sdo representadas por X1, X2 e X3

(ABDELBARY et al., 2015; WAGNER; MOUNT; GILES, 2014).

Tabela 4 - Planejamento fatorial com todas as combinagdes de varidveis em seus niveis.

Ensaios X1 X2 X3
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 Preparo de lipossomas

O preparo de lipossomas seguiu o método de hidratagao do filme lipidico descrito
por Eloy et al. (2016) ilustrado na Figura 07. Em resumo, os lipidios ¢ o firmaco foram
dissolvidos em 2mL de cloroférmio, em seguida este solvente organico foi evaporado por
pressao reduzida em rotaevaporador IKA — Modelo RVS, sob as seguintes condi¢des: 100 rpm,
60°C durante 30 minutos. Posteriormente a formulacao foi submetida a hidratacdo com 10 mL
de tampao fosfato pH 7,4, e colocada novamente em rotaevaporador com rotacdo de 100 rpm,
e sob temperatura de 60°C durante 30 minutos. Em seguida a formulagdo foi submetida a
sonicacdo em ultrassom de ponta (Sonicador Qsonica — Modelo: Q500) para redugdo dos

tamanhos das particulas, sob condic¢des: 20% de amplitude, sem pulso, durante 5 minutos.

Figura 7 - Preparo de Lipossomas
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Fonte: Adaptado de Eloy, et. al. 2016.

4.3 Caracterizacao fisico-quimica dos lipossomas

4.3.1 Analise de tamanho de particula e indice de polidispersividade

O tamanho de particula das formulacdes e indice de polidispersividade foram
determinadas por meio de medidas de espalhamento dindmico de luz sob temperatura

controlada de 25°C (DLS, dynamic light scattering). Para tanto, foi empregado um feixe de
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laser de HeNe operando a 4mW e comprimento de onda de 633 nm que incide como uma fonte
de luz para iluminar as particulas. Na técnica de analise por DLS, as particulas dispersas em um
fluido t€m suas posigoes relativas, pois mudam o tempo todo em solug¢ao devido ao movimento
browniano e quando uma particula ¢ iluminada por uma fonte de luz, como um feixe de laser,
ela ird espalhar luz em todas as dire¢cdes devido a esse movimento. Portanto, essa andlise
fornece informacdes sobre o movimento das particulas, movimento este que ¢ a causa das
flutuagdes da intensidade (NOMOURA et al., 2013). A intensidade da luz espalhada pelas
particulas depende do tamanho das mesmas e, portanto, as maiores se dispersam intensamente
em menores angulos e particulas menores se espalham com menor intensidade em angulos mais
amplos (BHATTACHARIJEE, 2016). O equipamento realiza em média 12 determinagdes para
cada andlise. As formulacdes foram diluidas em agua ultrapura (1:10) e colocadas em cubetas

proprias do equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments).

4.3.2 Determinacio do potencial zeta

Para determinagdo das cargas residuais superficiais, utilizamos o equipamento
Zetasizer Nano, com cubetas apropriadas com eletrodos. Foi avaliado a mobilidade
eletroforética das particulas submetidas a um campo elétrico, onde, as particulas com carga irdo
migrar para o eletrodo de carga oposta, com uma velocidade proporcional a magnitude da sua
carga. A carga superficial da particula afeta a distribui¢do de ions proximos, aumentando a
concentragdo de contra-ions junto a superficie. A amostra utilizada para esta andlise foi a

mesma empregada na determinac¢do do tamanho de particula.

4.3.3 Determinaciao da eficiéncia de encapsulacio

Para determinagdo da eficiéncia de encapsulacao do cabazitaxel primeiramente foi
preparada uma curva analitica para quantificagdio do farmaco em lipossomas por
espectrofotometria, para posterior aplicacdo e quantificacdo do método de espectrofotometria-
UV. Para tanto, preparam-se uma solug¢ao mae e curvas de calibracdo do fairmaco em triplicata.
A curva foi preparada a partir de uma solucao estoque de cabazitaxel 1mg/mL onde pesou-se 1

mg de farmaco e completou com 10 mL de acetonitrila em um baldo volumétrico de 10 mL,
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que posteriormente foi filtrada em PTFE 0,45 um. Em seguida, foram preparadas triplicatas de
solugdes a partir da solugdo estoque de cabazitaxel nas respectivas concentragdes: 0,5ug/mL,
1,0png/mL, 2,0ug/mL, 5,0ug/mL, 10ug/mL, 15ug/mL e 30 pg/mL. Apds a esse processo as
amostras foram analisadas por espectrofotometro UV em comprimento de onda de 230 nm. Os
resultados obtidos foram plotados em software Excel® gerando um grafico de dispersao,
linearidade da curva (R?) e equacdo da reta. Esses dados foram utilizados posteriormente para

correlacionar com a absorbancias com as respectivas concentragoes.

Para analise da eficiéncia de encapsulagdo, utilizou-se protocolo para obtencdo de
amostras totais contendo o farmaco encapsulado e ndo encapsulado e a amostra purificada por
filtracdo (0,45 pm), para remocdo do farmaco livre, precipitado. As formulacdes branco e
contendo cabazitaxel foram inicialmente homogeneizadas em vortex, em seguida, para
amostras ditas totais, 300uL. da formulacdo foram transferidos para falcons em triplicata e
completado o volume para 2700uL. de acetonitrila, em seguida as duas triplicatas foram
submetidas a agitacdo em vortex por 30 segundos, por seguinte as amostras permaneceram sob
banho ultrassonico por 10 minutos, em seguida as mesmas foram novamente agitadas com
auxilio do vortex por 30 segundos, filtradas em filtros PTFE e realizadas as respectivas leituras
em espectrofotdometro a 230nm. Para as amostras purificadas, as formulagdes branco e com
CTX foram inicialmente homogeneizadas em vortex, em seguida, 1500 pL. de cada uma das
formulagdes foram filtrados em filtro PVDF 0,45 pm, em seguida 300 uL foram diluidos com
2700 pL de acetonitrila, em seguida as amostras purificadas passaram pelo mesmo processo
final que as amostras totais (Figura 08). Por fim, a leitura de ambas amostras foram coletadas e

seus resultados foram plotados na equagdo obtida da curva de calibracao.

A eficiéncia de encapsulacao foi calculada pela porcentagem da concentragdo de

CTX no lipossoma purificado em relagdo ao total, conforme a equacao (3):

Concentracao de cabazitaxel purificado

x 100

Eficiéncia de encapsulagdo = - ;
Concentracgao de cazazitaxel total

3)
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Figura & - Procedimento de andlise de eficiéncia de encapsulagdo

TOTAL
Pipetar 300pL da
formulagio +
2700uL de

acetonitrila Agitar em Ranho A'gita.r em Filtrar a8 Leitura em
vértex por ultrass6nico wrt;)é et amostras espectrofotémetro
PURIFICADO PURIFICADO 30 por 10 em filtros 2952 am
- - i segundos : segundos PTFE
Filfrar 1500 uL Pipetar 300pL da 5 minutos
da formulacio formulacio
amostra em filtrada + 2700uL
filtro PDVF de acetonitrila
Homogeneizar
amostras BCO
e CTX
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
4.3.4 Liofilizacao

A liofilizagdo € um processo de remog¢ao de dgua, amplamente usado para aumentar
a estabilidade de varios produtos farmacéuticos, como vacinas e carreadores coloidais
(lipossomas, nanoparticulas, nanoemulsdes) (VEMURI; RHODES, 1995). O processo consiste
de duas etapas: solidificacao e sublimagdo. Na primeira etapa a formulagdo liquida ¢ congelada
juntamente com um excipiente especial chamado de crioprotetor, comumente agucares:
trealose, sacarose, glicose e manitol, formando uma suspensao liquida e que quando congelados
formam cristais de gelo da 4gua (ABDELWAHED et al., 2006). Na segunda etapa, ocorre a
sublimacao do gelo no produto congelado e gera um produto poroso, cujos espacos

correspondem aos cristais de gelo que foram liofilizados.

A liofilizacdo ¢ uma etapa importante para realizacio de andlises como
espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier (FTIR) e calorimetria
exploratdria diferencial (DSC), que devem ocorrer com amostra em estado sélido. Para isso, foi
selecionado a sacarose como crioprotetor, ou seja, substincia que protege a estrutura lipossomal
de possiveis danos provenientes do congelamento da amostra (ELOY et al., 2016; WANG et
al.,2019). Logo, foram testadas as respectivas propor¢des de lipideo/sacarose (1:2,5; 1:5; 1:10)
e selecionada aquela que garantir apos o processo de liofilizagdo menores modificagdes nas

caracteristicas das nanoparticulas.

Apos adicao da sacarose, as aliquotas foram congeladas a -80°C por um periodo de

duas horas e posteriormente foram inseridas em um liofilizador FreeZone 4.5 Liter que manteve
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temperatura das amostras a -40°C e em condigdes de pressdo entre 0,45 e 0,12 mBar, durante
48 horas. Depois de terminado o processo de liofilizagdo, o material obtido foi ressuspenso em
agua ultrapurificada para avaliacao das caracteristicas fisico-quimicas no aparelho Zetasizer

nano.

4.3.5 Analise de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As amostras de lipossomas previamente liofilizados com sacarose foram misturadas

com brometo de potassio (KBr) e comprimidos em prensa hidraulica. A varredura foi obtida

em resolucdo de 2 cm™, de 4000 cm™ a 400 cm !

100.

, em equipamento Shimadzu modelo IR Tracer-

4.3.6 Analise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As formulag¢des previamente liofilizadas com sacarose foram colocadas em
cadinhos de aluminio e aquecidas de 15°C a 250°C em razdo de 10°C/min, sob pressdo de
nitrogénio de 3 kgf/cm2. A calibragdo foi realizada utilizando indio e n-octadecano como
materiais de referéncia. As curvas de DSC foram obtidas em atmosfera de nitrogénio (N2) em

equipamento DSC-50 Shimadzu.

4.3.7 Microscopia de forca atomica (MFA)

As amostras foram diluidas em uma propor¢ao de 1:10, em dgua deionizada e
deixadas em banho ultrassonico por 15 minutos. Posteriormente foi retirada uma aliquota de 10
nL de cada amostra é depositada em uma superficie de mica, em seguida foi deixada por 15
minutos em uma estufa a uma temperatura de 36 °C, para a secagem e realiza¢ao da analise. O
equipamento utilizado para a analise foi o TT-AFM (AFM Workshop - EUA) no modo contato
intermitente, utilizando as pontas de Silicio da TED PELLA (TAP300-G10) em uma frequéncia
de amplitude de aproximadamente 237 kHz. O programa Gwyddion 2.45, foi utilizado para

tratar as imagens e obter o tamanho (nandmetros) das nanoparticulas. A analise estatistica dos
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resultados obtidos foi realizada com o uso do programa GraphPad Prism 6, bem como obter

histogramas de tamanho das nanoparticulas.

4.4 Ensaio de liberacao in vitro de lipossomas contendo cabazitaxel por método analitico

com quantificacao por cromatografia liquida de alta eficiéncia

4.4.1 Condic¢oes analiticas

O método analitico para quantificagdo cabazitaxel (CTX) foi realizado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Dessa forma, foi realizada uma adaptacao do
método descrito por Yin et al. (2019), no qual utilizou-se acetonitrila:dgua (65:35, v:v) como
fase mével com fluxo de 1 mL/min e coluna SunFire® C18 3,5 um, nas dimensdes de 150 x
4,6 mm. O comprimento de onda utilizado foi de 230 nm, volume de injecdo de 20 pL,
temperatura do forno ajustada para 37 °C £ 1°C e tempo de corrida de 10 min. Para demonstrar
adequabilidade do método nas condicdes laboratoriais deste estudo, avaliou-se os seguintes
parametros: linearidade e efeito matriz na curva de linearidade (BRASIL, 2017). O

equipamento utilizado para analises foi o Hitachi LabChrom Ultra HPLC.

4.4.1.1 Linearidade

A linearidade foi avaliada pela construcao de curvas analiticas, determinada pela
analise de nove niveis de concentracao (0,25; 0,5; 1; 2; 2,5; 5; 10; 15; 30 ug/mL). Para tanto,
foi preparada uma solucao estoque CTX SQR (1000 pg/mL), em um baldo volumétrico de 10
mL. Para total solubilizagdo do farmaco, a solug¢do foi colocada em banho ultrassonico por 10
minutos com posterior filtragdo em membrana filtrante de 0,45 um (PTFE) . A partir da solugdo
estoque, foram preparadas 3 curvas analiticas, nas 9 concentragdes ja citadas anteriormente,

utilizando-se acetonitrila como diluente.

4.4.1.2 Avaliacao do efeito matriz na curva de linearidade
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Foram preparados nove niveis de concentragdo (0,25; 0,5; 1; 2; 2,5; 5; 10; 15; 30
png/mL). preparadas a partir de uma solugdo estoque cabazitaxel SQR (1000 pg/mL). Essas
solugdes foram contaminadas com solug¢do de lauril sulfato de sddio 1% (p/v), tensoativo

empregado nos estudos de liberacao.

4.4.2 Estudo de solubilidade do cabazitaxel

A solubilidade do cabazitaxel foi avaliada utilizando o tampao fosfato pH 7.4 com
1 % de lauril sulfato de sddio. Para realizagdo do teste, 3 aliquotas de 5 mL de tampao fosfato
pH 7.4 com 1 % de lauril sulfato de sddio foram separadas e armazenadas em frascos de vidro
com tampa, cerca de 5 mg do farmaco foram quantitativamente pesados, transferidos para os
frasco de vidro e homogeneizados durante 24 horas em placa de agitacdo de multipontos. Apos
as 24 horas as amostras foram centrifugadas em falcons (3000 rpm por 15 minutos). Por fim, o
sobrenadante foi recuperado, filtrado em PVDF 0,45 micras e diluidos na propor¢ao 1:10 com

acetonitrila e quantificada por HPLC.

4.4.3. Estudo de liberacao in vitro dos lipossomas contendo cabazitaxel

A liberagdo de cabazitaxel das vesiculas lipidicas foi investigada por método de
diélise, através da adaptagdo da técnica descrita por Fernandes et al. (2020), com a finalidade
de avaliacao das formulacgdes de SPC: Col: DSPE-PEG:DTX, constitui¢ao muito semelhantes
a do presente estudo. Foi preparado uma solu¢do concentrada (20 mg/0,5 mL) com 0,5 mL de
polissorbato 80 como excipiente e uma preparacao com diluente contendo 1,5 mL de volume,
conforme constituicao de solugdo comercial (TAXOTERE ®, 2015). Para preparo do diluente
foram utilizados 13% (p/p) de etanol a 95% v/v em dgua ultrapura (932 mg de etanol 95% v/v).
A solucao diluente foi vertida na solucdo concentrada para obtencdo de um solucdo de
cabazitaxel 20 mg/mL, conforme a preparagao do Taxotere (Solugao comercial de docetaxel)
(TAXOTERE ®, 2015). A solucdo de cabazitaxel e lipossomas liofilizados contendo
cabazitaxel, foram dispersas em 2 mL de tampao fosfato pH 7,4 contendo 1% de lauril sulfato
de sodio e colocados dentro de tubos de PVC envolvidos com membranas de didlise de acetato

celulose (12 a 14 kDa), sendo este denominado como compartimento doador, que foi conectado
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aos eixos de dissolugdo do aparelho dissolutor Erweka DT 80. O compartimento doador foi
composto por 50 mL de tampao fosfato pH 7,4 contendo 1% de lauril sulfato de sddio. Assim,
durante o ensaio, o compartimento doador foi colocado em contato com o liquido do
compartimento receptor ¢ as hastes do dissolutor permaneceram sob agitagao de 150 rpm.
Foram realizadas coletas de 1 mL do compartimento receptor em intervalos de tempo
predefinidos (1, 2, 4, 6, 8, 24, 32, 48 ¢ 72 horas). As amostras coletadas foram filtradas em
filtro PVDF, posteriormente foram diluidas em acetonitrila e filtradas em filtro PTFE. Apos
diluicao das solug¢des, o farmaco foi quantificado usando o método analitico previamente
descrito. Posteriormente, os dados obtidos foram aplicados a ferramenta DDSolver para analise
estatistica, matematica ¢ de ordem cinética de liberagdo através dos modelos: ordem zero,

primeira ordem, Peppas, Higuchi e Weibull.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento e caracterizacio fisico-quimicas dos lipossomas

O estudo sobre a influéncia de variaveis independentes pode ser bastante complexo.
Para isso podem ser utilizados diferentes de métodos planejamento fatorial. O planejamento
fatorial de Box-Behnken ¢ uma ferramenta pertencente Design of Experiments (DOE)
analisando trés fatores e trés variaveis diferentes tem a vantagem de requerer apenas 15 ensaios
(JAIN; HURKAT; JAIN, 2019; SOLANKI; PARIKH; PARIKH, 2007). Com intuito de estudar
as variaveis independentes preparadas por planejamento fatorial por Box-Behnken: tipo de
lipidio (X1), razao farmaco lipideo (X2) e percentual de colesterol (X3) com as respostas nas
variaveis dependentes: eficiéncia de encapsulagdo (Y1), tamanho de particula (Y2) e indice de
polidispersdao (Y3), as formulagdes preparadas seguem sumarizadas com os respectivos

resultados na Tabela 05.

Tabela 5 - Relagao entre fatores independentes X1, X2 e X3 com seus valores reais e

respectivas respostas dependentes Y1, Y2 e Y3.

N° X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3
Formulag¢oes Tipo Razao % Eficiéncia de Tamanho PDI

de farmaco/lipideo Colesterol encapsulacio (nm)

lipideo (%)

1 SPC 1:30 20% 343 137,37 0,283
2 DPPC 1:30 20% 21,75 252,63 0,387
3 SPC 1:10 20% 27,81 83,62 0,238
4 DPPC 1:10 20% 9,75 351,27 0,539
5 SPC 1:20 10% 93,78 136,70 0,335
6 DPPC 1:20 10% 26,63 245,60 0,580
7 SPC 1:20 30% 78,12 109,77 0,230
8 DPPC 1:20 30% 8,34 127,27 0,304
9 DSPC 1:30 10% 65,59 117,80 0,324
10 DSPC 1:10 10% 49,98 257,53 0,554
11 DSPC 1:30 30% 40,03 184,00 0,397
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12 1:10 30% 18,99 255,20 0,380
DSPC

13 DSPC 1:20 20% 8,2 308,70 0,407

14 DSPC 1:20 20% 7,78 387,70 0,520

15 DSPC 1:20 20% 11,17 188,70 0,452

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Os valores de eficiéncia de encapsulacdo variam de 8,2 a 93,78%, enquanto o
tamanho de particula variou de 83,62 a 387,70 nm, e PDI de 0,230 a 0,580. Portanto, observou-
se que ha uma elevada variacao de parametros fisico-quimicos, dependendo de variaveis como
tipo de lipidio, razdo farmaco/lipidio e porcentagem molar de colesterol. Possivelmente essas
variagdes mais significativas s3o atribuidas a uma interagdo complexa dos fatores

independentes entre si (DAS; MISHRA, 2017).

Tabela 6 - Valores experimentais de tamanho de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta com seus

respectivos desvios padrao.

Ensaio Tamanho + DP (nm) PDI + DP Potencial zeta = DP (mV)
1 BCO CTX BCO CTX BCO CTX
1 101,93 £0,75 137,37 +£2,01 0,192+0,011 0,283 £ 0,024 -12,6 £ 0,5 -13,2+0,2
2 120,23 + 1,12 252,63 +2,14 0,263+ 0,027 0,387 + 0,069 -8,9+0,8 -10,4+£0,8
3 98,92 + 1,49 83,62+ 0,99 0,184 = 0,009 0,238 £ 0,008 -16,2+5,6 -22,6 £0,2
4 231,77 £ 4,57 351,27 £4,66 0,535+ 0,033 0,539 + 0,066 -8,8+0,5 -9+0,5
5 201,57 +£9,57 136,7 +2,21 0,631 +£0,118 0,335 £ 0,006 -4,8+0,4 -10,9+0,4
6 165,03 + 1,29 245,6 11,69 0,312 £ 0,021 0,58 £ 0,056 -11,1+0,3 -11,1+0,5
7 112,67 + 0,64 109,77 + 0,93 0,251 + 0,005 0,23 £ 0,007 -11,9 0,6 -11,1+1,0
8 119,83 £2,18 127,27 £ 0,93 0,282 + 0,03 0,304 + 0,026 -10,4 +0,9 -9,5+0,9
9 208,2 + 2,06 117,8 + 1,64 0,427 +£0,014 0,324 + 0,043 -10,5+ 0,8 -9,52 +£ 0,4
10 1443 £325 257,53 +£ 86,19 0,497 £ 0,018 0,554 + 0,153 -12+0,7 -10,5+0,3
11 167,93 £0,81 184 £4,1 0,316 £0,01 0,397+0,019 -11,2+0,5 -9,6 £0,9
12 167,97 + 1,62 2552+4,7 0,299 + 0,006 0,38 + 0,159 -9,4+0,8 -8,1+0,0
13 189,3 + 1,47 308,67 + 8,33 0,328 + 0,033 0,407+ 0,078 -8,3+0,5 -59+04
14 158,1 £2,62 387,7+ 30,63 0,472 £ 0,022 0,52+0,08 -11,2+0,5 -6,1+0,5
15 157,37 +£0,76 188,7 +1,83 0,265 +0,021 0,452 +0,043 -9,3+0,8 -7,8+0,7

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os tamanhos de particula alcancados no estudo sdo adequados a aplicagdo

pretendida. De acordo com estudos anteriores de LI ef al., 2013 formulagdes que apresentam

tamanho de particula com diametro entre 100 e 200 nm apresentam um aumento 4 vezes maior
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da taxa de captagcdo do tumor em comparacdo com os lipossomas de tamanho superior a 300
nm ou inferior a 50 nm, enquanto que particulas com didmetro entre 50-100 nm favorecem a
penetracao em fenestragdes vasculares hepaticas e aquelas que apresentam maior que 400 nm
atravessam os seios esplénicos. Observa-se que pelos resultados obtidos de caracterizagao o
diametro de grande parte das formula¢des manteve-se dentro do valor adequado para captagao
tumoral e ¢ perceptivel que ha interferéncia do didmetro quando ha firmaco na formulagao,
muitas das vezes excedendo a dimensao desejada, mas isso ocorre devido a encapsulagao do
farmaco. Diferentemente de estudos reportados com outros farmacos, o aumento da
concentragdo molar de colesterol causou reducdo do tamanho de particula, o que sugere que a
interagdo do colesterol em lipossomas com diferentes farmacos é capaz de modificar o tamanho
de particula (XU; LONDON, 2000; SEUNG-CHEOL et al., 2005). Seguindo esses critérios, as
formulagdes 1, 5, 7 € 9 estdo em acordo com a faixa de tamanho descrita em trabalhos prévios
e observa-se um aumento no tamanho das particulas quando compara-se os lipossomas brancos
e contendo cabazitaxel, que se justifica ao fato de que farmacos lipofilicos tendem a localizar-

se na bicamada lipidica, podendo alterar o tamanho do lipossoma com influéncia na quantidade

de farmaco (CHUGH et al., 2018; GAUMET et al., 2008).

Outro aspecto da caracterizacdo fisico-quimica importante ¢ o indice de
polidispersividade (PDI) que reflete o perfil de distribui¢do de popula¢des das particulas, no
qual, refere-se a uma representacdo da distribui¢do de populagdes de tamanho de particula em
uma amostra. Valores de PDI menores, proximo a 0,0 indicam maior homogeneidade da
distribuicdo de tamanho de particula enquanto valores proximos de 1,0 representam uma
amostra heterogénea e altamente dispersa. Pelas analises feitas € possivel verificar que existem
ensaios que apresentam tanto distribuicdo heterogénea quanto homogénea, isso pode ser
decorrente de fatores relacionados a composicao das formulacdes. Neste sentido, Yin et al.,
2018 prepararam lipossomas de fosfatidilcolina de ovo, colesterol e DSPE-PEG para a
encapsulacdo de cabazitaxel e observaram valores de PDI entre 0,2 e 0,3. Diversos outros
trabalhos na literatura apontam para esta faixa de polidispersividade (BADRAN, 2014). Ao
analisar os valores de PDI dos quinze experimentos as formulagdes que obtiveram os melhores
tamanhos de particula também mantiveram o valor de PDI dentro do esperado, comparado ao

estudo anterior.

Por fim, a caracterizagdo do potencial zeta estd atrelado a estabilidade da
formulacao, visto que a presenga de cargas causa repulsdo eletrostatica, e, portanto, impede a

agregacao das vesiculas. Segundo estudos de LI ef al., 2013, células fagociticas favorecem a
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captagio de particulas carregadas negativamente. E perceptivel que as cargas das particulas se
mantiveram carregadas negativamente em todas as formulagdes. De acordo com Delgado em
2013, cujo estudo preparou e caracterizou lipossomas contendo fosfatidilcolinas, obtendo
resultados de potencial zeta negativos e acrescentou também, visto que sdo fosfolipideos
zwitterionicos, ou seja, com carga igual a zero, apresentando um grupo positivo (colina) e um
grupo negativo (fosfato) e podem apresentar ambos resultados dependendo da conformagao que
adquirir na membrana lipidica. Neste caso, o valor negativo do potencial zeta est4 atribuido a
presenca do grupamento PO3™ nas fosfatidilcolinas utilizadas nas preparagdes dos lipossomas.
Portanto, os valores médios de potencial zeta dos lipossomas podem variar de acordo com a
natureza dos seus componentes, bem como com as mudangas na orientagdo dos grupos de

cabeca dos lipidios, contribuindo para carga na interface do nanocarreador (DELGADO, 2013).

Tabela 7 - Valores de porcentagem de encapsulagio e seus respectivos desvio padrdo (DP) para as formulagoes

desenvolvidas empregando planejamento fatorial

N° formulagao Eficiéncia de encapsulacio (%)
1 34,30 + 8,65
2 21,75+ 7,42
3 27,81 £3,62
4 9,75 + 0,40
5 93,78 £ 0,51
6 26,73 £4,50
7 78,12 £2,96
8 8,34 + 1,40
9 65,59 £ 6,67
10 49,88 £ 6,71
11 40,03 + 3,33
12 18,99 + 2,31
13 8,20 + 4,64
14 7,78 £ 1,08
15 11,1 +£6,00

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se na Tabela 8 que a eficiéncia de encapsulacdao de cabazitaxel foi

fortemente influenciada pela composicao das formulagdes. Pode-se notar que as formulagdes 5
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e 7 possuem fosfatidilcolina de soja em sua composicao e apresentaram os maiores valores de
eficiéncia de encapsulagdo, respectivamente 93,78 +0,51% e 78,12 +2,96%. Trabalhos prévios
relacionaram este lipidio a valores elevados de eficiéncia de encapsulacao de taxanos. Por
exemplo, Eloy et al., 2017 reportaram eficiéncia de encapsulagdo correspondente a 52,76% do

taxano paclitaxel, em lipossomas compostos por SPC, colesterol e DSPE-PEG (2000).

Para melhor observagdo e compreensao dos efeitos nas variaveis dependentes
atribuidos aos fatores independentes (JAIN; HURKAT; JAIN, 2019). O presente estudo utilizou
o método quality by design, onde Y1 (Eficiéncia de encapsulagdo), Y2 (Tamanho de particula)
e Y3 (PDI) foram submetidos a regressdo multipla regressdo multipla para produzir uma
equacdo polinomial de segunda ordem utilizando o modelo full quadratic, sendo este escolhido
devido os valores melhores de desvio padrao e r* mais altos se comparado com equagdes
lineares de interacdo. As equagdes finais em termos de fatores codificados para Y1 (Eficiéncia

de encapsulacdo) ) e Y2 (Tamanho de particula)) e Y3 (PDI) sdo:

Y, = 251,07 — 61,265X; — 1,098X, — 13,844X; + 0,138X,X, — 0,068X,X5 + 0,013X,X;
+ 11,236X% + 0,031X7% + 0,315X%

Com o seguinte parametro de ajuste: R-Sq = 85,36%

Y, = —563,998 + 460,752X; + 8,994X, + 28,681X; — 3,809X, X, — 2,285X; X3
+0,171X,X5 — 68,8X% — 0,200X% — 0,714X?

Com o seguinte parametro de ajuste: R-Sq = 69,44%.

Y; = —0,126222 + 0,573097X; + 0,00290139X, — 0,000636111X;
—0,00494167X,X, — 0,00428333X,X3 + 0,000616667X,X3
—0,0745139X7 — 0,000233472X2 — 0,000229306 X3

Com o seguinte parametro de ajuste: R-Sq = 89,68%.

As equacdes polinomiais permitem estudar a influéncia de cada fator e sua interagao
sobre as respostas selecionadas. Elas foram utilizadas objetivando desenhar conclusdes apds
considerar a magnitude dos coeficientes e o sinal matematico que elas carregam, onde um sinal
negativo significa efeito antagonico e o sinal positivo significa um efeito sinérgico. Baseados
nos valores do coeficiente de correlacdo, R-Sq houve uma adequagdo satisfatoria da regressao
ao modelo de resposta de indice de polidispersividade (Y3) com valor de 89, 68% e eficiéncia
de encapsulacdo (Y1), ja o modelo de resposta para tamanho de particula apresentou um baixo

valor de correlacao, de 69,44%.
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Considerando os coeficientes apresentados nas equagdes polinomiais e detalhados
nas tabelas 8, 9 e 10 com o nivel de significancia a = 0,10 temos que o termo relativo a interagao
entre colesterol X3X3 tem significancia estatistica para a resposta de eficiéncia de encapsulagao,
para o tamanho de particula, o termo isolado tipo de lipidio X apresenta significancia estatistica
e para indice de polidispersividade, o termo isolado tipo de lipideo X e a intera¢do entre
cabazitaxel e colesterol X>X3 produzem resposta significante para indice de polidispersividade.
Este resultado pode se dar pois a quantidade de colesterol quando baixa permite captacao de
agua no compartimento aquoso das vesiculas lipossdmicas permitindo que o farmaco se
distribui por toda a vesicula, aumentando assim sua encapsulacdo, no entanto, quantidades
elevadas de colesterol podem ter o efeito contrario, competindo com o farmaco por

encapsulacdo na bicamada lipidica (SUDHAKAR; KRISHNA; MURTHY, 2016).

Tabela 8 - Coeficientes de Regressdo Full Quadratic para Tamanho de particula (Y>).

Coeficiente de regressiao estimados para tamanho de particula

Termo Coeficiente SE Coeficiente T P

Constante -563,998 429,940 -1,312 0,247
Lipideo (X1 460,752 219,256 2,101 0,090
CTX (X2) 8,994 21,926 0,410 0,699
Colesterol (X3) 28,681 21,926 1,308 0,248
Lipideo (X1) * Lipideo (X1) -68,800 44,900 -1,532 0,186
CTX (X2) * CTX (X2) -0,200 0,449 -0,445 0,675
Colesterol (X3) * Colesterol(X3) -0,714 0,499 -1,590 0,173
Lipideo (Xi1) * CTX (X2) -3,809 4,314 -0,883 0,418
Lipideo (X1) * Colesterol (X3) -2,285 4,314 -0,530 0,619
CTX (X2) * Colesterol (X3) 0,171 0,431 0,397 0,708

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 9 - Coeficiente da Regressao Full Quadratic para Eficiéncia de encapsulaggo (Y).

Coeficiente de regressio estimados para eficiéncia de encapsulacio

Termo Coeficiente SE Coeficiente T P
Constante 251,070 86,932 2,888 0,034
Lipideo (X1 -67,265 44,330 -1,517 0,190

CTX (X2) -1,098 4,433 -0,248 0,814
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Colesterol (X3) -13,844 4,433 -3,123 0,026
Lipideo (X1) * Lipideo (X1) 11,236 9,078 1,238 0,271
CTX (X2) * CTX (X2) 0,031 0,091 0,343 0,745
Colesterol (X3) * Colesterol(X3) 0,315 0,091 3,465 0,018
Lipideo (X1) * CTX (X2) 0,138 0,872 0,158 0,882
Lipideo (X1) * Colesterol (X3) -0,068 0,872 -0,078 0,941
CTX (X2) * Colesterol (X3) 0,013 0,087 0,153 0,885

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 10- Coeficiente de Regressdo Full Quadratic para Indice de Polidispersdo (Y3).

Coeficiente de regressiao estimados para resposta PDI

Termo Coeficiente SE Coeficiente T P

Constante -0,012622 0,304670 -0,414 0,696
Lipideo (X1) 0,573097 0,155372 3,689 0,014
CTX (X2) 0,002901 0,015537 0,187 0,859
Colesterol (X3) -0,000636 0,015537 -0,041 0,969
Lipideo (X1) * Lipideo (X1) -0,074514 0,031817 -2,342 0,066
CTX (X2) * CTX (X2) -0,000233 0,000318 -0,734 0,496
Colesterol (X3) * Colesterol(X3) -0,000229 0,000318 -0,721 0,503
Lipideo (Xi1) * CTX (X2) -0,004942 0,003057 -1,617 0,167
Lipideo (X1) * Colesterol (X3) -0,004283 0,003057 -1,401 0,220
CTX (X2) * Colesterol (X3) 0,000617 0,000306 2,017 0,100

Fonte: Elaborado pelo autor.

Graficos de superficie de resposta e contorno de superficie sdo ferramentas
adequadas para o entendimento da relacao entre diferentes varidveis independentes e seu efeito
em variaveis dependentes, auxiliando na interpretacdo de dados obtidos pela otimizagdo por
quality by design (JAIN et al., 2019). Os graficos de contorno e superficie 3-D para as respostas
eficiéncia de encapsulagdo, tamanho de particula e PdI sdo apresentados nas figuras a seguir,

com a relagdo entre as varidveis independentes avaliadas.

No grafico de superficie de resposta, na Figura 9 sdo elucidadas as relagdes das
variaveis independentes em funcdo do tamanho de particula (Y2). Comparando a associacao
entre tipo de lipideo (X1) e porcentagem de colesterol (X3), a utilizacdo do tipo de lipideo 1

(SPC) em associacao de valores de colesterol reduzidos entre 10 e 30% atendem melhor a faixa
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ideal de tamanho > 100 nm. J4 a associacdo entre razdo farmaco/lipideo (X2) e tipo de lipideo
(X1) a propor¢ao de farmaco até a proporcao 1:25 utilizando o tipo de lipideo 2 (DSPC) atendem
os requisitos de tamanho de particula adequado. A comparagdo entre razao farmaco lipideo e
percentual de colesterol nao foi bem elucidada visto que nao € perceptivel graficamente a

distin¢do e interferéncia dos valores na resposta.

A resposta em funcdo do indice de polidispersividade (Y3), na Figura 10,
inicialmente relaciona o tipo de lipideo (X1) e razao de farmaco/lipideo (X2) onde a utilizagao
do tipo de lipideo 1 (SPC) associado a propor¢do de farmaco 1:30 resultam em indices de
polidispervidade adequados. A comparacao entre tipo de lipideo (X1) e percentual de colesterol
(X2) sugerem que percentuais de colesterol na faixa de 25 a 30% utilizando o tipo de lipideo 1
(SPC), favorecem a resposta. Por fim, a comparagdo da associacdo entre percentual de
colesterol (X3) e razao farmaco/lipideo (X2) a quantidade percentual de colesterol entre 25 a 30
% e proporcao de farmaco/lipideo (X2) entre 1:10 resultam em indices de polidispersividade

apropriados.

Com relagdo a resposta de eficiéncia de encapsulacdo, na Figura 11, a comparagao
entre Tipo de lipidio (X1) e Percentual de colesterol (X3), resulta na resposta cuja eficiéncia de
encapsulacdo (Y1) aumenta com o percentual reduzido de colesterol, em torno de 10%,
utilizando o lipidio 1 (SPC). A comparag¢do do teor de colesterol (X3) e razdo farmaco/lipideo
(X1) sugere que percentuais reduzidos de colesterol 10% permitem uma elevada eficiéncia de
encapsulacdo quando uma ampla faixa de razdo de farmaco ¢ utilizada. A comparacao da
relagdo razdo farmaco/lipideo e tipo de lipideo ndo foi bem elucidada visto que nao foi

verificado interferéncia no pardmetro de eficiéncia.
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Figura 9 - Grafico de contorno de superficie e resposta para variaveis independentes e sua influéncia no tamanho

de particula.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 10 - Grafico de contorno e superficie de resposta para variaveis independentes e sua influéncia no indice de

polidispersividade.
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Figura 11 - Grafico de contorno e superficie de resposta para variaveis independentes e sua influéncia em

eficiéncia de encapsulacdo
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Modelos preditivos determinados por regressao sao testados por ANOVA, podendo
se dar pela anélise dos residuos que ¢ a diferenca entre o que foi mensurado experimentalmente
e o que foi calculado pelo modelo. As Figuras 12 -14 mostram a relacdo do grafico de
probabilidade normal (porcentagem vs residual), histograma (residual e frequéncia), residuo
versus grafico (valores ajustados aos residuos), grafico de ordem versus (ordem de observagao
ao residual). Os valores de probabilidade normal foram quase proximos da linha média no
grafico de probabilidade normal significando a distribuicdo normal dos dados. O histograma
também produziu resultados consideraveis, porém os mesmos nao sao na forma de sino,
caracteristica de processos estaveis, onde aproximadamente 95% dos valores estdo dentro da

faixa média. (PALANIAPPAN et al., 2019).

Por fim, a andlise do grafico de residuos versus valores ajustados permite observar
que que estes ficam distribuidos sistemicamente em ambos os lados da linha central. Essa
dispersdo pode ser descrita como um desvio padrao do erro experimental aleatério (LEWIS,
MATHIEU, and PHAN-TAN-LUU, 1998). No grafico de residuo versus ordem, a aleatoriedade
entre os pontos permite concluir relacdo de independéncia entre eles (PALANIAPPAN et al.,

2020).
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Figura /2 - Gréfico de residuo para resposta Y (tamanho de particula).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura /3 - Graficos de residuos para a resposta Y (eficiéncia de encapsulagao).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura /4 - Graficos de residuo para a resposta Y3 (indice de polidispersividade).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

58

Nas tabelas a seguir, 11-13, s3o mostrados para o conjunto de formulagdes testadas

a comparagdo entre os valores experimentais de tamanho de particula, eficiéncia de

encapsulacdo e PDI, em relacdo os valores estimados pela modelagem, com seus respectivos

valores de erros relativos, em porcentagem, indicando desvios pontuais em relagdo as equacoes

polinomiais. Em alguns casos, como por exemplo para a formulagdo 5 nota-se baixo erro para

EE% e PDI, porém maior erro para tamanho de particula.

Tabela 11 - Valores de tamanho de particula (Y>), obtidos experimentalmente de cada formulagao, valores

estimados, residuos e erro relativos.
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N° da Valores Experimentais ~ Valores Estimados Residuo Erro
Formulagao (nm) Relativo%
(nm)

1 137,37 148,68 -11,31 8,23
2 252,63 199,81 52,82 20,91
3 83,62 136,44 -52,82 63,16
4 351,27 339,96 11,31 3,22
5 136,70 78,49 58,21 42,58
6 245,60 251,52 -5,92 2,41
7 109,77 103,84 5,92 5,40
8 127,27 185,47 -58,21 45,74
9 117,80 164,70 -46,90 39,81
10 257,53 262,92 -5,39 2,09
11 184,00 178,61 5,39 2,93
12 255,20 208,30 46,90 18,38
13 308,67 295,02 13,64 4,42
14 387,70 295,02 92,68 23,90
15 188,70 295,02 -106,32 56,34

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 12 - Valores de eficiéncia de encapsulagao (Y1), obtido experimentalmente de cada formulagio, valores

estimados, residuos ¢ erro relativos.



N°da Valores Experimentais Valores Residuo Erro

Formulagao EE% Estimados EE% Relativo %
1 34,3 49,86 -15,56 45,36
2 21,75 10,76 11,00 50,55
3 27,81 38,81 -11,00 39,54
4 9,75 -5,81 15,56 159,59
5 93,78 83,30 10,48 11,17
6 26,73 42,81 -16,08 60,15
7 78,12 62,04 16,08 20,58
8 8,34 18,82 -10,48 125,63
9 65,59 60,51 5,08 7,75
10 49,88 49,36 0,52 1,04
11 40,03 40,55 -0,52 1,29
12 18,99 24,07 -5,08 26,76
13 8,2 9,05 -0,85 10,37
14 7,78 9,05 -1,27 16,32
15 11,17 9,05 2,12 18,98

Fonte: Elaborada pelo auto

Tabela 13 - Valores de indice de polidispersividade (Y3), obtidos experimentalmente de cada formulagéo,

valores estimados, residuos e erro relativos.
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N°da Valores Experimentais Valores Estimados Residuo Erro
Formulagao PDI PDI Relativo %
1 0,283 0,314 -0,031 10,95
2 0,387 0,397 -0,009 2,39
3 0,238 0,295 -0,058 24,24
4 0,539 0,575 -0,036 6,65
5 0,335 0,322 0,013 3,86
6 0,580 0,589 -0,009 1,52
7 0,230 0,287 -0,057 24,88
8 0,304 0,383 -0,079 26,01
9 0,324 0,354 -0,030 9,33
10 0,554 0,557 -0,004 0,66
11 0,397 0,357 0,040 10,07
12 0,380 0,313 0,067 17,52
13 0,407 0,395 0,012 2,94
14 0,520 0,395 0,125 24,02
15 0,452 0,395 0,056 12,47

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na preparacdo do lipossoma, ¢ desejado uma alta eficiéncia de encapsulagdo do
farmaco e uma faixa adequada de tamanho de particula, uma vez que uma alta eficiéncia de
encapsulacdo ajuda a aumentar a disponibilidade do mesmo no organismo e a faixa adequada
de tamanho de particula favorece o acimulo nos tumores por extravasamento, devido ao efeito
EPR (ELOY et al, 2014). Portanto, utilizando as respostas de caracterizagdo obtidas
experimentalmente, foi escolhida uma formulagdo com base na analise dos resultados
experimentais obtidos. Os pardmetros analisados para escolha da melhor formulagdo, foram
definidos como maximo para valores de eficiéncia de encapsulagdo, minimos para o tamanho

de particula e também para indice de polidispersao.

Desse modo, observando-se a caracterizagao de todas as formulagdes preparadas no
presente estudo, nota-se que a formulagao 5, equivalente aos codigos X1, -1, X2, 0 e X3 -1, ou
seja, composta por SPC, com razdo farmaco: lipideo 1:20 e 10% razdo molar de colesterol,
preparada e caracterizada em triplicata, resultou em valores de eficiéncia de encapsulagdo,

tamanho de particula e PDI adequados, de acordo aos valores apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Caracterizacao fisico-quimica da formulacdo 5, composta por SPC, colesterol (10%), contendo

cabazitaxel (1:20 molar) e 5% de DSPE-PEG (2000).

Codigo Formulagio CTX 5.1 CTX 5.2 CTX5.3 CTXMEDIA ESTIMADO %ERRO

Tamanho (nm) 136,7 103,93 81,1 107,24 47,47 55,74
PDI 0,335 0,27 0,203 0,269 0,214 20,54
EE % 93,78 104,17 96,06 98 90,61 7,54

Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme observado a eficiéncia de encapsulacao foi méxima, enquanto o tamanho
de particula situou-se entorno de 100 nm, valor considerado ideal para a aplicagao parenteral,
com baixa polidispersdo. Assim, comprovou-se o efeito benéfico de aumento da fragcao molar
de cabazitaxel em relagdo aos lipideos na razdo 1:20, utilizando o lipidio 1 e no reduzido
percentual de colesterol, correspondente a formulagdo 5. Portanto, essa formulagdo foi
selecionada para os estudos futuros. Esta formulacao esta de acordo a estudos prévios, que
empregaram um lipideo contendo 80% de fosfatidilcolina, colesterol e DSPE-PEG (2000),
também para encapsulacdo de cabazitaxel na mesma propor¢do em relacdo aos lipideos,

apresentando parametros fisico-quimicos semelhantes (YIN et al., 2018).

5.2 Liofilizacao

As formulacdes selecionadas liofilizadas com crioprotetor sacarose, foram
submetidas a congelamento com diferentes propor¢des do crioprotetor. A partir do nimero de
mols total utilizados para preparo da formulacdo 5, foi planejado o teste de diferentes
proporcdes de sacarose para avaliar qual concentragdo reduziria de maneira eficaz os possiveis
danos do congelamento. Levando em consideragdo a metodologia proposta por Eloy et al.
(2016), foram testadas 3 proporcdes lipideos: sacarose (1:2,5; 1:5; 1:10). A Tabela 15, a seguir,

apresentam os resultados de tamanho, PDI e potencial zeta ap6s liofilizagao.
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Tabela 15 - Caracterizacdes das aliquotas de formulagdes com crioprotetor em diferentes proporgdes.

Tamanho (Média) PDI (Média) Zeta (Média)
Branco 78,83 £3,77 0,27+ 0,23 -14,6 £ 0,87
CTX 92,22 £ 10,76 0,24 + 0,44 -13,76 + 1,04
135,53 + 1,18 0,38+ 0,016 -35,266+ 5,54
Branco 1:2,5
CTX 1:2,5
189,56 + 1,60 0,51+0,010 -25,06 + 1,09
Branco 1:5 168,76 + 36,07 0,52+ 0,068 -12,6 £1,11
CTX 1:5 128,4 +2,90 0,39+ 0,030 -26,13+1,72
Branco 1:10 128,2 + 0,62 0,36 £ 0,006 -16,26 + 0,66
CTX 1:10 173,96 + 3,15 0,50 £ 0,022 -17,96 + 1,20

Fonte: Elaborada pelo autor.

Quando se comparam os dados dos lipossomas liofilizados, com as caracterizagdes
das formulagdes liquidas, nota-se que quando se utilizou a proporg¢do 1:5 (lipideo: sacarose),
houve menor aumento de tamanho de particula para o lipossoma CTX, assim como menor
aumento do PDI, sendo a op¢do mais adequada para escolha de quantidade do crioprotetor.
Assim, como exposto por Abdelwahed et al. (2006), a imobilizacdo de nanoparticulas dentro
de uma matriz vitrea de crioprotetor pode impedir sua agregagao e protegé-los contra o estresse
mecanico dos cristais de gelo e o nivel de estabilizacdo proporcionado pelos aglcares
geralmente depende de suas concentracdes. Além disso, Chen et al. (2010), afirmam que a
sacarose foi um o6timo lioprotetor para estabilizacdo de lipossomas peguilhados contendo

paclitaxel.

5.3 Caracterizacgao de lipossomas: FTIR

A andlise de FTIR ¢ importante para a identificagdo dos grupamentos quimicos
presentes do farmaco e carreador, podendo ser util para evidenciar interagdes intermoleculares,

como pontes de hidrogénio, através de mudancas nos picos dos espectros (ELOY et al., 2016).

Figura /5 - Espectros de FTIR de cabazitaxel, lipossoma branco e lipossoma contendo cabazitaxel.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os picos caracteristicos do cabazitaxel corresponde ao estiramento N-H de amida
em 3518 cm’!; dobramento N-H em 1519 cm™! e vibracio da ligagio éster em torno 1710 cm™
(ZHUANG B. et al., 2016). De acordo com Zhuang et al. (2016) que incorporou o cabazitaxel
na matriz de uma micela polimérica, ndo foi perceptivel o aparecimento dos picos em torno de
3510 cm! e 1520 cm! atribuidos a banda de absor¢do da ligagdo amida de cabazitaxel,
caracteristicos do farmaco, indicando que o cabazitaxel foi incorporado molecularmente nas
micelas. Com base no espectro do lipossoma contendo cabazitaxel (Figura 15), os picos
caracteristicos do firmaco ndo estdo em evidéncia, sendo observado um sutil alargamento do
pico em 3150-3500 cm™! no espectro do lipossoma contendo formaco, sugerindo que o firmaco
encapsulado esteja disperso no estado molecular na matriz do lipossoma, em conformidade ao

estudo ao estudo previamente relatado.

Segundo estudo realizado por Shao et al. (2013), onde uma formulagdo contendo
colesterol e outra sem colesterol foram preparadas para investigar a influéncia protetora do
colesterol em emulsdes lipidicas intravenosas contendo cabazitaxel, a banda de absor¢ao C=0
de ligagdo éster do cabazitaxel puro apareceu em torno de 1722 cm™, no entanto para
cabazitaxel associado ao colesterol, a mesma banda carbonila do cabazitaxel apareceu em 1717
cm! devido a ligagdo de hidrogénio. Em acordo como estudo relatado foi observado um

comportamento muito semelhante entre o cabazitaxel e do lipossoma contendo cabazitaxel,
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possivelmente pelo mesmo fundamento que a interacao de ligacao de hidrogéncio interfira no

espectro.

O perfil dos espectros dos lipossomas foi analisado conforme os espectros dos
lipideos constituintes na formulagdo. No lipossoma branco, podemos um estiramento largo de
O-H entorno de 3429cm™ e a absor¢dio em 2939 cm™! devido a vibragdo de estiramento C-H do
colesterol foi evidenciado em ambos lipossomas, em conformidade a estudos prévios de
Poovesh e Mihir (2013), que realizou a analise espectral do colesterol cristalino obtendo os
valores semelhantes ao do presente estudo. De tal forma, o espectro do lipossoma carregado
com o farmaco ¢ similar ao lipossoma. Ja o espectro do SPC puro evidenciado no estudo de
Menna et al. (2017) onde nanovesiculas encapsuladas com nitrato de sertaconazol cuja
composicao (fosfatidilcolina de soja e desoxiclorato de sddio) mostrou um pico aparente em
3424 cm’!' (estiramento C-H), 2913 cm ! e 2856 cm (alongamento CH) 1734 cm !
(alongamento C=0), 1232 c¢cm ! (alongamentoo PO2) e 1064cm™ (alongamento C-O) A
vibragdo de estiramento do grupo P=O no do fosfolipideo SPC no presente estudo foi
evidenciada pelo pico em torno de 1236cm™ para o lipossoma branco e lipossoma com
cabazitaxel, em concordancia com o estudo (RUDRA et al., 2010; MENNA et al., 2017,
FREAG; ELNAGGAR; ABDALLAH, 2013; POOVESH et al., 2013; SHAO et al, 2013;
ZHUANG et al., 2016).

Os lipideos so6lidos podem interagir com grupos funcionais do cabazitaxel. Os
espectros das nanoparticulas mostram picos similares caracteristicos dos grupos funcionais,
comprovado pelos recentes estudos de Chand et al. (2021), que concluiram a ndo existéncia de
ligagdes quimicas adicionais com os grupos funcionais durante a interacdo farmaco e excipiente
nos sistemas nanoestruturados contendo cabazitaxel. Os lipideos solidos podem interagir com
os grupos funcionais do cabazitaxel e alterar os espectros das formulacdes, no entanto, como
observado na Figura 15 o perfil dos espectros dos lipossomas estdo muito semelhantes,
aparentemente a presenca de uma interacdo quimica fraca entre fArmaco e lipideos que nao
interfira significativamente no espectro ou pela inexisténcia dessas interagdes quimicas, o
resultado do presente estudo estd em concordancia com as analises feita por Chand et al. (2021).
Assim, os resultados da andlise de FTIR indicaram que nenhuma ligagdo quimica adicional
significativa fora a intera¢do por ligagdo de hidrogénio entre C-H e cabazitaxel e colesterol
foram geradas durante a interacdo do farmaco e seus excipientes e os picos de farmaco nao
evidenciados, pode estar relacionado a dispersdo do farmaco encapsulado como solugdo

molecular (CHAND et al., 2021).
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5.4 Caracterizacao de lipossomas: analise calorimétria

A andlise calorimétrica permite elucidar o estado de dispersao do farmaco no
carreador nanoestruturado, seja molecular, cristalino ou amorfo. Como observada na Figura 16,
no termograma do fAirmaco puro, se observa a temperatura de transicdo de fase em torno de
169°C com uma entalpia de -26,60 J/g. De acordo com estudo de Chand ef al. (2021) sobre
nanoparticulas encapsuladas com cabazitaxel, apresentaram no termograma a temperatura de
transicdo de fase a 186,79 °C com um pico endotérmico agudo caracteristico, ja as
nanoparticulas encapsuladas com cabazitaxel apresentaram uma temperatura de fusdo mais
baixa, demostrando claramente a reducao da cristalinidade do farmaco puro. O estudo também
realizou a confirmag¢do dos resultados do DSC por raio-x, cujo resultado dos espectros
mostraram picos nitidos da natureza cristalina do cabazitaxel puro e para as nanoparticulas
indicaram picos difundidos que confirmaram a natureza amorfa do farmaco nos
nanocarreadores. Diferentemente do observado no estudo relatado anteriormente, o espectro do
farmaco apresentou apenas uma banda endotérmica alargada e achatada, possivelmente
correspondendo a uma transi¢do de fase, ndo havendo evidéncia de um pico agudo endotérmico,
aparentemente porque o farmaco pode se apresentar no estado amorfo. O espectro do lipossoma
branco ¢ evidenciado em 132°C com entalpia de -56,57 J/g. O pico do lipossoma contendo
farmaco evidencia que a uma redugdo na temperatura de fusdo com entalpia de -101,86 J/g, o
desaparecimento do farmaco no espectro do lipossoma em comparagdao ao farmaco livre, no
entanto, o pico caracteristico agudo do farmaco cristalino ndo ¢ evidenciado, o que pode ser

atribuido a total encapsulacdo do farmaco.

Conforme os dados obtidos e analisados, ¢ perceptivel a divergéncia com estudos
recentes referente ao farmaco livre, sendo a proposta de utilizacdo de difratometria de raios-x
para melhor elucidar os resultados dos espectros do DSC, se o cabazitaxel encontra-se no estado

amorfo ou cristalino, ou eventualmente em um estado polimérfico.

Portanto, os resultados de FTIR e DSC juntos, parecem revelar que o fAirmaco se
encontra encapsulado, ou molecularmente disperso, ou como precipitado amorfo (CHAND et

al., 2021).

Figura /6 - Curvas de DSC de cabazitaxel, lipossoma branco e lipossoma contendo cabazitaxel.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.5 Microscopia de for¢a atobmica

A MFA ¢ uma das técnicas empregadas para a visualizagdo da morfologia de
nanoparticulas e outros materiais. E muito versatil, uma vez que tem a capacidade de analisar
amostras nas mais variadas condi¢des ambientais, possui uma rapida e facil preparo de

substancia e permite que o mesmo seja preservado no seu estado nativo (RUOZI et al., 2007).

A MFA tem vantagens sobre a microscopia eletronica porque pode gerar imagens
de superficie tridimensionais, enquanto microscopia eletronica fornece uma projecao
bidimensional amostra (SPYRATOU et al, 2009). De acordo com as Figuras 17, ¢ possivel
visualizar a disposi¢ao espacial e morfologia esférica caracteristica de lipossomas, em acordo
com o estudo de caracterizagdes de lipossomas por MFA proposto por Vorselen et al. (2020).
Além disso, a Figura 18, mostra a distribui¢do de tamanhos das nanoparticulas, os lipossomas
apresentaram valores de tamanho de particula equivalentes a 136 £ 2,21 nm por DLS. Por outro
lado, os valores de tamanho de particula para lipossoma foram 20 - 40 nm pela técnica de MFA.
Os resultados divergentes se justificam porque a técnica de DLS avalia o espalhamento
dindmico de luz com a medicao do raio didmetro hidrodindmico das vesiculas medidas, ou seja,

incorporando na medida as moléculas de dgua aderidas a superficie. Enquanto, a microscopia
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em questdo, mediu as nanoparticulas de acordo com a imagem das vesiculas (VORSELEN et

al, 2020).

Figura /7 - Imagem da morfologia dos lipossomas contendo cabazitaxel. Em (A) imagem 3D -10 x 10 pm e em

(B) imagem 2D -Z-PHASE — 10 x 10 pm. Imagens com resolugdo de 512 pixels.

Z_PHASE

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura /8 - Gréfico de tamanho médio para lipossomas SPC: Col: DSPE-PEG: CTX. Barras expressam tamanho

maximo e minimo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.6 Estudo de liberacgdo in vitro de lipossomas contendo cabazitaxel

5.6.1 Método analitico: Linearidade

A linearidade refere-se a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracao da substancia (BRITO et al., 2003, RIBANI et al., 2004). Na
Figura 19 observa-se os valores da curva de calibracao quantificada para as analises, na qual ¢
perceptivel o parAmetro do coeficiente R?, proximo de 1, considerado ideal, conforme descrito

por Brasil (2017).

Figura 19 - Grafico da curva de calibragao do cabazitaxel.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Através do coeficiente de correlacdo do grafico analitico, observou-se uma resposta
proporcional de aumento da 4rea obtida com a elevagdo das concentracdes de cabazitaxel ao
longo da curva de calibragdo. Assim, nota-se que o coeficiente de correlagdo esta conforme o
valor de referéncia especificado na RDC 166 de 2017 com um valor maior que 0,990 (BRASIL,
2017).
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5.6.2 Avalia¢ao da curva matrizada de cabazitaxel

Este ensaio objetivou analisar se a matriz de lauril sulfato de sddio em tampao
fosfato pH 7,4 (matriz esta que seria empregada nos meios receptor ¢ doador do ensaio de
liberagdo in vitro) alterou a linearidade da curva. Como observado na Figura 20, o grafico da
curva matrizada demonstrou que mesmo apos adi¢do de compostos nas solugdes contendo
concentragoes crescentes de cabazitaxel, a linearidade do método foi mantida, visto que o valor
do coeficiente de relagdo (R?) se manteve dentro dos parametros adequados, o coeficiente de
relacdo proximo a 1, R?=0,9979, como j4 elucidado no estudo de linearidade no topico anterior.
A Tabela 16 apenas demonstra o quantitativo de cada concentragdo para constru¢do da curva e

valores de recuperagao.

Tabela 16 - Valores da curva matrizada de cabazitaxel em tampao fosfato 1% de lauril sulfato de sodio.

Concentracao (ng/mL) Area do pico  Valor real (ng/mL) Recuperacio (%)

0,25 69549,3 0,221163808 88
0,5 97054,7 0,498715103 99
1 144311,0 0,975570131 97
2 196118,0 1,498345106 74
2,5 270409,3 2,248005382 &9
5 536162,7 4,92967373 98
10 1101665,0 10,63605449 106
15 1610906,7 15,77471914 105
30 2967913,7 29,46802893 98

Fonte: Elaborado pelo autor .
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Figura 20 - Gréfico da curva matrizada de cabazitaxel em tampao fosfato com 1% de lauril sulfato de sédio.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os parametros de linearidade e avaliagdo do efeito matriz na curva de calibragdo de
cabazitaxel, demostram que o método ¢ adequado para quantificagdo de cabazitaxel no estudo

de solubilidade e liberagao in vitro.

5.6.3 Estudo de solubilidade

A solubilidade do cabazitaxel apos 24 horas foi de 0,836 mg/mL. Uma das
exigéncias na determinagdo do perfil de dissolugdo in vitro de um farmaco ¢ a manutencao das
condig¢des sink. Segundo Brown et al. (2004), o termo condig¢des sink € definido como sendo o
volume do meio trés vezes superior ao necessario para criar uma solucao saturada do farmaco.
As condicdes sink sdo tidas em consideragdo para evitar a saturacdo do farmaco no meio

envolvente, melhorando a velocidade de dissolugdo das particulas do farmaco.

Para o estudo de dissolugdo as conditi¢cdes sink permitem que o experimento tenha
mais robustez e relevancia para o ensaio. O estudo de solubilidade respeitou a regra de
condi¢des sink visto que a solubilidade do fairmaco foi de 0,836 mg/mL e considerando a

concentracao final de fArmaco no meio receptor o percentual ideal de 10 % da quantidade total
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que se consegue solubilizar do cabazitaxel, ¢ fundamental visto que a quantidade dissolvida nao

deve impactar na taxa de dissolugdo a medida que a corrida progride evitando a saturacdo do

meio.

Figura 21 - Cromatograma do farmaco cabazitaxel, onde pico caracteristico no tempo de 5 minutos ¢ observado.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 22 - Cromatograma do cabazitaxel juntamente com tampao fosfato e 1% de lauril sulfato

—

Fonte: Elaborado pelo autor.
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de sodio.

Nas Figuras 21 e 22 ¢ possivel analisar os cromatogramas e identificar os picos do

farmaco do cabazitaxel que aparecem no tempo de retencdo de 5 minutos na cromatografia

liquida de alta eficiéncia. J4 na Figura 22 ¢ possivel visualizar o pico do farmaco separado das

pequenos picos no inicio do cromatograma, que possivelmente indicam a presenca do lauril

sulfato de sodio. Portanto, as analises em HPLC ndo mostraram interferéncia do lauril sulfato
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de sodio no farmaco, caracterizando uma excelente resolugdo entre os picos do farmaco e do

tensoativo.

5.6.4 Ensaio de liberacao in vitro

Observou-se que ndo houve diferenca estatistica (p=1) entre a liberacdo do
lipossoma com cabazitaxel e farmaco livre entre 1 e 2 horas de ensaio visto que nao houve
quantificagdo farmaco liberado, porém existe diferencga estatistica (p<0,05) entre a liberagao do

lipossoma e farmaco livre nos horarios 4, 6, 8, 24, 32, 48 ¢ 72 horas.

O perfil de liberacao do farmaco livre empregando membrana de didlise, observado
na Figura 22, mostra que 37 % do cabazitaxel foi liberado apds as primeiras 4 horas de estudo,
60 %, apds 6 horas, 68% apds 4 horas, atingindo um platé de 86% apds 24 horas, mantendo
com poucas variagdes de liberagdo até o final do estudo, onde 95 % do farmaco cabazitaxel foi
liberado. Diferentemente, nos lipossomas, como ¢ possivel observar na Figura 23, hd uma
liberacdo inicial do firmaco somente apos as 4 horas de inicio do ensaio, seguida por taxas mais
lentas de liberagdo do medicamento. E possivel observar que nas 4 horas iniciais do ensaio foi
liberado um percentual de 7 % do farmaco, ndo variando muito entre os intervalos de 6 e 11
horas onde 9% e 11% de cabazitaxel foram liberados respectivamente, apos 24 horas do ensaio
houve liberacdo de 13% de cabazitaxel ¢ ao final do estudo, 19 % do farmaco foi liberado.
Comparando com estudo de Fernandes et al., 2020, no qual o lipossoma (SPC: Col: DSPE-
PEG-2000) funcionalizado com transferrina, apresentou uma liberagdao de16,93% de docetaxel
apods 24 horas de ensaio, em tampao fosfato pH 7,4 e 31,97% do farmaco foi liberado ao final
do estudo. Fernandes ef al., 2020 acrescentou que o resultado indicou um tempo maior para o
liberacdo de docetaxel de lipossomas, possivelmente devido a presenga de colesterol na
bicamada e o revestimento com PEG hidrofilico, funcionando como barreira para o docetaxel
e a rapida liberagdo inicial de firmaco esta relacionada ao deslocamento de fdrmaco na
superficie do lipossoma, ou seja, na borda externa da bicamada lipidica. Os taxanos, cabazitaxel
e docetaxel, sdo farmacos com estrutura semelhantes, altamente hidrofobicos que normalmente
se acomodam no meio da bicamada lipidica, suas caracteristicas, estruturas e propriedades
podem justificar a semelhanca de resposta em estudos como esse. E possivel observar uma
concordancia entre os resultados, visto que € notavel uma reducdo significativa da liberacao do

farmaco encapsulado em comparagdo ao farmaco livre possivelmente pelo mesmo efeito de
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barreira que o PEG e colesterol estdo exercendo na liberacao do farmaco, resultando em uma
liberagdo sustentada e lenta, assim como o pico inicial seguido da redugdo da liberagdo esta
relacionada ao deslocamento do farmaco na superficie lipossomal, no qual o farmaco situado
na por¢ao mais interna da bicamada lipidica possui dificuldade em atravessas a barreira

hidrofilica criada pelos proprios lipideos da formulagao.

Figura 23 - Perfil de liberagdo in vitro comparando farmaco a lipossoma contendo cabazitaxel.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

J& no estudo de Eloy et al, 2020, imunolipossomas contendo docetaxel com
constitui¢do lipidica semelhante ao do presente estudo, o perfil de liberacdo so obteve valores
ap6s 12 horas iniciais do estudo, somente apds 24 iniciais de ensaio a concentragdo maxima
liberada de docetaxel em tampao fosfato pH 7,4 foi em torno 15 %, ndo sendo identificado

variacao significativa desse valor até o final do ensaio, em conformidade com o presente estudo.

A analise de perfil de liberacdo do farmaco foi realizada pelo DDSolver, extensao
e ferramenta do Excel que permite comparacdo do perfil de dissolugdo de farmacos e
nanoparticulas e compreensdo desse perfil através de modelagem matematica. O estudo da
cinética e da eficiéncia de dissolucdo tem aplicacdio fundamental na avaliacdo do

comportamento de dissolugdo dos farmacos a partir de um determinado produto farmacéutico.
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Estas ferramentas permitem obter dados como, por exemplo, velocidade de
dissolugdo e tempo necessario para dissolugdo de uma determinada concentragdo de farmaco.
Além disso, permitem comparacao entre perfis de dissolugdo (SERRA; STORPIRTS, 2007).
Dentre os métodos utilizados para comparagao de perfis de dissolugdo, destacam-se os modelos
que empregam ANOVA (onde se avalia a variancia), os modelos independentes, que permitem
a determinacdo dos fatores de diferenca (Fi) e de semelhanga (F2) e os modelos dependentes,
ou cinéticos. Estes ultimos baseiam-se em fungdes matematicas que relacionam o percentual
dissolvido do farmaco com um determinado intervalo de tempo, com a finalidade de calcular
pardmetros que possibilitem a comparacdo dos perfis, como: constante de velocidade de
dissolug¢do (k); meia vida e dissolucdo (Tso%) e quantidade de farmaco dissolvido em um
determinado intervalo de tempo (Q) (FLANNER, 1996; YUKSEL, 2000; SERRA,
STORPIRTIS, 2007; RAJALAHTI, 2011). Os métodos mais usuais para explorar e prever o
perfil de liberagdo da droga em nanocarreadores sdo: Peppas, Higuchi, Weibull, Ordem zero ¢
Primeira Ordem, visto que a maioria desses modelos conta com equacdes de difusdo baseadas

na composi¢ao dos lipossomas e condigdes de liberagao (JAIN et al., 2016).

No presente estudo a avaliacdo das cinéticas de dissolucao das formulagdes foram
realizadas com emprego dos modelos matematicos de Primeira Ordem, Ordem Zero, Peppas,
Higuchi e Weibull. O DDSolver fornece uma série de critérios estatisticos para avaliar a
qualidade do ajuste de um modelo, incluindo o coeficiente de correlagdo (R _obs-pre), o
coeficiente de determinacdo (Rsqr, R? ou COD), o coeficiente ajustado de determinagio
(Rsqr_adj ou R? ajustado), o erro quadrado médio (MSE), o desvio padrio dos residuos
(MSE _root ou Sy.x), SS, WSS, o Critério de Informagao Akaike (AIC) e o Critério de Selegao
de Modelo (MSC). Entre esses critérios, os mais populares no campo da identificacdo do
modelo de dissolugdo sdo os R%ajustado, o AIC, e 0 MSC. Para modelos de liberagio com o
mesmo numero de parametros, o coeficiente de determinagdo (R?) pode ser usado para
discriminar o modelo mais adequado, enquanto ao comparar modelos diferentes, 0o modelo mais
adequado sera o do maior MSC. E, portanto, muito ficil desenvolver um valor para o que o
MSC significa em termos de qudo bem o modelo se encaixa nos dados. Geralmente, um valor
MSC de mais de dois a trés indica um bom ajuste. (AKAIKE H., 1974; MICROMATH, 1995;
MAYER et al., 1999). Conforme mostrado na Tabela 17, ¢ evidenciado o coeficiente de
determinagdo e critério de selecdo de modelo da formulacdo e farmaco livre para cada modelo
cinético, a cinética de liberagdo que melhor se aplicou ao farmaco livre e formulacdo com

cabazitaxel encapsulado foi o de Weibull, visto que os parametros analisados foram coeficiente
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de determinagdo (R?) mais proximo de 1, considerado o ideal e MSC com valores positivos,

analisando o parametro de adequabilidade do método.

Tabela 17 - Valores do coeficiente de determinagdo obtidos de acordo com modelos dependentes para

formulagao e farmaco cabazitaxel.

FORMULACAO FARMACO
Modelo R’ MCS R’ MSC
Zero Order 0,8 0,18 0,77 -1,15
Firts Order 0,82 0,35 0,92 1,38
Peppas 0,92 0,45 0,89 -0,27
Higuchi 0,88 0,59 0,88 0,57
Weibull 0,96 0,35 0,93 1,37

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como podemos observar na Figura 24 e 25, o grafico ilustra a condi¢do esperada
em um modelo de Weibull para farmaco livre e formulagao, respectivamente, juntamente com
a condi¢do experimental determinada pelo coeficiente de determinagio (R?) e critério de selecdo
de modelo (MSC), na Tabela 17, estes resultados se complementam concluindo ser Weibull o
modelo cinético com melhor ajuste no método. O modelo cinético de liberagao Weibull ¢ um
modelo empirico amplamente utilizado para perfis de liberagdo prolongada de drogas, cuja
fundamentagdo matematica que corresponde ao modelo ¢ demonstrada na equagdo 4, onde M ¢
a quantidade de farmaco dissolvida em func¢ao do tempo t, Mo € a quantidade total de f&rmaco
no inicio da liberagdo. T € o tempo de atraso do inicio da dissolugdo. Na maioria das vezes esse
valor ¢ igual a zero, a (alfa) denota um parametro de escala que descreve a dependéncia do
tempo, enquanto [ (beta) descreve a forma de progressao da curva de dissolugao, quando =1
a curva corresponde com perfil exponencial, e quando B maior que 1 a curva se assemelha a
uma sigmoide e quando B menor que 1, a curva mostra um aumento mais acentuado quando =1

(JAIN et al., 2016).

_@-DF
M = MO 1 — e a (4)

Este modelo cinético ja foi avaliado e testado em outros sistemas com constituigdes
diferentes. Wei et al. (2014) desenvolveram lipossomas contendo Baicalina para melhorar a

biodisponibilidade e os lipossomas mostraram uma liberacdo sustentada da droga apds
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liberagdo de modelo cinético Weibull, e a biodisponibilidade oral foi confirmada no estudo in
vivo visto que foi aumentada trés vezes. Em outro estudo, Chen (2015) preparou lipossomas
carreados com oxaliplatina e acido glicirrétinico (GA) usando o método de dispersao em filme
e resultaram na liberacao da oxaliplatina por um longo periodo de tempo sguindo o modelo

Weibull, que foi consistente com os estudos in vivo.

Portanto, compilando as andlises ¢ perceptivel que houve diferenga estatistica na
liberacao entre formulagdo e farmaco livre a partir da quarta hora do ensaio, significando que o
lipossoma apresentou uma liberagdo muito menor que comparada a do farmaco livre,
assegurando que nas condi¢des de pH 7,4 em tampao fosfato com 1 % de lauril sulfato de s6dio
nao houve liberagdo significativa, confirmando que o lipossoma tera um perfil de liberacdao
sustentada e constante em pH 7,4, conforme ja citado no estudo de Fernandes et al. (2020), no
qual lipossomas encapsulados com docetaxel apresentaram uma reducdo significativa na
liberagdo em relagdo ao farmaco livre. Adicionalmente o estudo cinético permitiu concluir que
que o modelo de Weibull melhor se ajustou ao ensaio, indicando uma melhor correlagdo dos

resultados experimentais com o modelo aplicado.

Figura 24 - Cinética de Weibull aplicada para fArmaco cabazitaxel.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 25 - Cinética de Weibull aplicada na formulag@o dos lipossomas contendo cabazitaxel.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo teve €xito na aplicacao da estratégia de planejamento fatorial de
Box Behnken para desenvolvimento de lipossomas encapsulados com cabazitaxel e se mostrou
eficiente, visto que foram produzidas nanoparticulas com tamanho de particula, indice de
polidispersdo e eficiéncia de encapsulagdo satisfatérios conforme o objetivo. Particularmente,
no presente trabalho foi demonstrado com a aplicacdo de modelos estatisticos e definicao de
equagoes polinomiais de resposta, onde as melhores condigdes para preparo do lipossoma
foram: o tipo de lipideo SPC, razdo percentual de farmaco/lipideos 1:20 e razdo percentual de
colesterol de 10%. A liofilizagdo na propor¢do de 1:5 de lipossoma e agucar conservou as
caracteristicas fisico-quimicas, preservando os lipossomas. Os resultados das caracterizagdes
em estado so6lido (DSC e FTIR) evidenciando a encapsulagdo do fAirmaco no estado amorfo ou
disperso molecularmente nos lipossomas. O estudo morfologico (MFA) comprovou a formagao
das estruturas vesiculares lipidicas. Por fim, o ensaio de libera¢ao in vitro com membrana de
celulose e o estudo cinético permitiram concluir que o modelo com melhor ajuste para a
liberagdo de cabazitaxel foi o Weibull. A baixa e lenta liberagdo de farmaco a partir de
lipossomas, lenta, em pH 7,4, simulando as condi¢des do pH sanguineo, ¢ interessante pois
pode significar baixa libera¢do do farmaco em circulagdo sanguinea, podendo ser liberado no

alvo apo0s a captacao tumoral.
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