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RESUMO

O Cancer de colorretal (CCR) ¢ a terceira causa de morte relacionada ao cancer mais comum
em homens e mulheres. O tratamento de CCR baseado em quimioterapia utiliza como principal
farmaco o 5-Fluorouracil (5-FU), farmaco de uso consagrado no CCR e outros canceres. Ainda
que primeira opg¢do para tratamento de cancer metastatico ou para tratamento adjuvante, seu
uso possui limitagdes relacionadas a sua rapida metabolizagdo e efeito citotoxico, que leva a
efeitos colaterais e adversos durante o tratamento como febre, mucosite, estomatite, nauseas,
vOomito, diarreia, leucopenia, neutropenia, trombocitopenia e anemia. Nesse contexto, a
nanotecnologia tem sido aplicada para melhorar as caracteristicas do 5-FU e diminuir os seus
efeitos adversos através da sua encapsulagao em nanocarreadores, como os lipossomas, que sao
vesiculas compostas de uma bicamada lipidica em torno de um ntcleo concéntrico. Contudo, o
5-FU ¢ uma molécula de tamanho pequeno (130,08 g/mol) e hidrofilica, sendo um desafio
encapsular ela no nucleo aquoso de lipossomas. Dessa forma, o trabalho tem como objetivo
estudar o efeito da composi¢do nas caracteristicas fisico-quimicas de lipossomas contendo 5-
FU. Para isso, foram desenvolvidos lipossomas com propor¢ao de 70:30:5 de fosfolipidio [ou
fosfatidilcolina de soja (SPC), ou fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC), ou
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), ou dipalmitoilofosfatidilcolina
(DPPC)]:colesterol:disteroilfosfatidiletanolamina peguilado 2000 (DSPE-PEG2000), com 25
mg ou 50 mg de fosfolipidio como base para a formulagdo. Os lipossomas desenvolvidos foram
caracterizados por tamanho de particula (TP), indice de polidispersao (PDI), potencial zeta (PZ)
e eficiéncia de encapsulacao (EE%). Entre as formula¢des estudadas, uma foi escolhida para
caracterizacao por Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e do perfil de liberagao
in vitro. Os resultados mostraram que o lipossoma com melhores caracteristicas de fisico-
quimicas foram os baseados em DSPC. Para caracteriza¢do por FTIR e do perfil de liberacdo
escolheu-se um lipossoma baseado em HSPC, visto que, em uma pesquisa concomitante, foi
observado a melhoria de encapsulacdo de 5-FU na presenga de uma proteina encapsulada, em
cujo projeto esse trabalho se insere. Foi possivel observar alteracdes no espectro de
infravermelho (IR) de lipossomas HSPC quando na presenca de 5-FU, com alteragdes nas
bandas relacionadas a C=0 e desaparecimento da banda caracteristica de C-F que esta presente
no espectro do 5-FU, sugerindo encapsulacdo do 5-FU. O perfil de liberagdo de HSPC
encontrado mostrou que 96% do farmaco estava livre em meia hora de experimento, podendo
ser resultado de uma limitacdo do método. Portanto, esse trabalhou conseguiu desenvolver e
caracterizar lipossomas baseados em diferentes tipos de fosfolipidios e observar seu efeito sobre
as caracteristicas de TP, PDI, PZ e EE%, tendo encontrado os lipossomas de DSPC como mais
eficientes para encapsulacdo de 5-FU, e DPPC como menos eficiente. O FTIR sugere
encapsulacdo do 5-FU no lipossoma. Futuros estudos podem ser realizados para descrever
melhor o efeito da composicdo nos lipossomas, como microscopia de forca atOmica,
calorimetria exploratoria diferencial e difragdo de raio-X.
Palavras-chave: Nanotecnologia; Lipossoma; Fosfolipidio, 5-FU, Cancer.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer-related cause of death in men and
women. The chemotherapy-based treatment of CRC utilizes 5-Fluorouracil (5-FU) as the main
drug, which is a well-established medication for CRC and other cancers. Despite being the first
option for metastatic cancer treatment or adjuvant therapy, its use is limited due to rapid
metabolism and cytotoxic effects, leading to side effects such as fever, mucositis, stomatitis,
nausea, vomiting, diarrhea, leukopenia, neutropenia, thrombocytopenia, and anemia. In this
context, nanotechnology has been applied to improve the characteristics of 5-FU and reduce its
adverse effects by encapsulating it in nanocarriers such as liposomes, which are vesicles
composed of a lipid bilayer surrounding a concentric core. However, 5-FU is a small-sized
(130.08 g/mol) and hydrophilic molecule, posing a challenge to encapsulate it within the
aqueous core of liposomes. Therefore, this study aims to investigate the effect of composition
on the physicochemical characteristics of liposomes containing 5-FU. For this purpose,
liposomes were developed with a ratio of 70:30:5 of phospholipid [either soybean
phosphatidylcholine  (SPC), hydrogenated soybean phosphatidylcholine (HSPC),
distearoylphosphatidylcholine (DSPC), or dipalmitoylphosphatidylcholine
(DPPC)]:cholesterol:pegylated distearoylphosphatidylethanolamine 2000 (DSPE-PEG2000),
using 25 mg or 50 mg of phospholipid as the formulation base. The developed liposomes were
characterized for particle size (PS), polydispersity index (PDI), zeta potential (ZP), and
encapsulation efficiency (EE%). Among the studied formulations, one was selected for
characterization using Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) and in vitro release
profile analysis. The results demonstrated that liposomes based on DSPC exhibited the most
favorable physicochemical characteristics. For FTIR characterization and release profile
analysis, an HSPC-based liposome was chosen, as a concurrent investigation showed improved
encapsulation of 5-FU in the presence of an encapsulated protein. Changes in the infrared (IR)
spectrum of HSPC liposomes were observed in the presence of 5-FU, with alterations in bands
related to C=0 and disappearance of the characteristic C-F band present in the spectrum of 5-
FU, suggesting encapsulation of 5-FU. The release profile of HSPC liposomes indicated that
96% of the drug was released within half an hour of the experiment, which may be attributed
to a method limitation. Thus, this study successfully developed and characterized liposomes
based on different types of phospholipids and observed their effects on PS, PDI, ZP, and EE%,
with DSPC liposomes identified as the most efficient for 5-FU encapsulation and DPPC as the
least efficient. FTIR analysis suggests the encapsulation of 5-FU in the liposome. Future studies
could be conducted to further describe the effect of composition on liposomes using techniques
such as atomic force microscopy, differential scanning calorimetry, and X-ray diffraction.
Keywords: Nanotechnology; Liposome; Phospholipid; 5-FU; Cancer.
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1. INTRODUCAO

O cancer de colorretal (CCR) € um tipo de cancer que ¢é responsavel por uma grande
parcela dos diagnosticos de cancer, sendo a terceira principal causa de cancer diagnosticada nos
Estados Unidos da América (EUA) (PACAL et al., 2020; HANI et al., 2021). De acordo com a
American Cancer Society (2023) o CCR ¢ a terceira causa mais comum de morte relacionada
ao cancer em homens e mulheres. No Brasil, desconsiderando o cancer de pele ndo melanoma,
o CCR também ¢ o terceiro mais frequente, tendo uma estimativa de 45.630 novos casos no
triénio de 2023 a 2025, o que corresponde a um risco estimado de 21,10 casos por 100 mil
habitantes (INCA, 2023).

O tratamento do CCR consiste em terapia local e/ou sistémica. A terapia local
engloba cirurgia, na qual ocorre a ressec¢ao do tecido tumoral, a radioterapia, que tem a
inten¢do de causar danos as células tumorais com emissao de radiagdo ionizada direcionada, e
radiologia intervencionista, técnica que utiliza de imagens para guiar intervencdes,
minimizando seu risco. Ja a terapia sistémica consiste no uso de imunoterapia e quimioterapia
(PATSALIAS e KOZOVSKA, 2021).

Essa tltima, pode ser usada em trés situagdes clinicas principais: como tratamento
primario para cancer avangado, como tratamento neoadjuvante para cancer localizado no qual
ha outras terapias locais alternativas e como tratamento adjuvante do tratamento local. Apos a
resseccdo cirrgica, a abordagem quimioterapica pode levar ao aumento da sobrevida global de
pacientes em 2 anos, quando comparada com apenas tratamento de suporte (CHU e
SARTORELLLI, 2017; LUCAS, O’NEIL, GOLDBERG, 2011).

Apesar de a quimioterapia ser essencial para o aumento da sobrevida dos pacientes
com cancer, ¢ também um procedimento debilitante. Seus efeitos toxicos consistem em
imunossupressao, nausea € vomito, alopecia, diarreia, dano renal, dano neuroldgico, dano
cardiaco, neutropenia, neuropatia periférica e lesdo gonadal e esterilidade (SWADA, 2009;
LOPEZ-MENDE-Z et al., 2022). Somado a isso, a progressdo da doenga traz mais sofrimento
ao paciente, reduzindo consideravelmente sua qualidade de vida, visto que enquanto pacientes
que sofrem com a doenca ha mais de 3 anos experienciam mais dor e fatiga, pacientes com
pouco tempo de diagndstico sentem mais constipacao e perda de apetite (LEWANDOWSKA,
et al. 2020).
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Outra desvantagem da quimioterapia ¢ a resisténcia & medicamentos e resisténcia
multipla a medicamentos (MDR). Esse fendmeno pode ser intrinseco, ocorrendo naturalmente
nas células tumorais, ou adquirido, ocorrendo apds a exposicdo a um ou mais farmacos.
Independente da classificagdo, a ocorréncia da resisténcia se da por diversos mecanismos, como
efluxo de farmacos aumentado, fatores genéticos, fatores de crescimento, capacidade de
recuperacdo de DNA aumentada, e metabolismo de xenobiodticos aumentado (BUKOWSKI;
KCIUK; KONTEK, 2020). Enquanto um CCR primario sozinho dificilmente leva a morte,
aproximadamente metade de CCR metastatico desenvolvem resisténcia durante o tratamento
com 5-Fluoruracil (5-FU) FU. Considerando que 90% da mortalidade de pacientes com cancer
estd associada a resisténcia a medicamentos, ¢ um desafio importante a superar (CHEN et al.,
2022; MADER; MULLER; STEGER, 1998). Ainda que sejam desafios de longa data, ndo
foram superados, e a busca por formas de transpor essas desvantagens permanecem atuais.

A nanotecnologia, area que culmina da convergéncia de conhecimentos da fisica,
ciéncia de materiais e biologia, trouxeram uma nova perspectiva para desenvolvimento de
medicamentos quando se tornou possivel manipular materiais em escala nanométrica. (BAYDA
et al.,, 2019; CAO, HUANG, PEPPAS, 2020). Em estruturas nanométricas podem ser
adicionados farmacos, dessa forma ¢ produzido um sistema de entrega de farmaco, do inglés,
Drug Delivery System (DDS). Os DDS permitem a redugdo do volume de distribuigdo,
diminui¢do da toxicidade da droga, circulagdo prolongada da droga e acumulacdo aprimorada
no tumor (ZALBA et al., 2015; STRAPASSON, 2019).

Também chamados de nanocarreadores, esses podem ser classificados de acordo
com os materiais da composicdo: lipidicos, poliméricos e inorganicos. Cada tipo de
nanocarreador tem suas vantagens, mas os lipidicos se destacam por se autoformarem,
possuirem biocompatibilidade, alta biodisponibilidade, enquanto tém a possibilidade de levar
uma carga de farmaco dentro de si. Isso faz com que sejam o tipo de nanocarreador mais comum
entre os aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) (SAHU et al., 2021; LOPEZ-
MENDEZ et al., 2022).

Entre os nanocarreadores lipidicos temos os lipossomas, que sdo vesiculas que
podem ser formadas por uma ou mais bicamadas lipidicas que envolvem um meio aquoso. Sao
bastante versateis, visto que tem potencial de carrear moléculas hidrofilicas, no seu nucleo
aquoso, ¢ moléculas hidrofobicas, na sua membrana lipidica, o que protege o farmaco da
degradagdo e metabolismo na circulagdo (CAO, HUANG, PEPPAS, 2020; SARFRAZ et al.,
2018). Outra vantagem dos lipossomas ¢ a possibilidade de alteracao da superficie da estrutura,

que permite modificacdes funcionais ao DDS. Nesse sentido, ¢ comum o emprego de
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polietilenoglicol (PEG), para formacao de lipossomas furtivos (do inglés stealth) capazes de
escapar do reconhecimento do Sistema Reticulo Endotelial (RES), o que aumenta o seu tempo
de meia vida (GUIMARAES, 2021).

Mais uma possibilidade de alteragdes de superficie ¢ a conjugacao de ligantes
especificos de superficie, nessa estratégia uma variedade de moléculas pode ser adicionada a
superficie do lipossoma, como anticorpos, fragmentos de anticorpos, peptideos, carboidratos,
vitaminas, acidos nucléicos e glicoproteinas. O reconhecimento desses ligantes leva a
internalizacao do lipossoma, levando a uma entrega especifica em célula alvo, sendo uma forma
de vetorizar ativamente uma formulacao (LUIZ et al., 2022).

Utilizando a tecnologia dos lipossomas, o tratamento com (5-FU) pode ser
aprimorado. Esse farmaco hidrofilico ¢ um antimetabdlito utilizado desde 1957 para o
tratamento de diversos tipos de cancer, incluindo o CCR. Ainda que seja um medicamento com
muitas vantagens frente a diversos tipos de cancer, ele enfrenta as mesmas dificuldades que a
quimioterapia no geral enfrenta. Dessa forma, ao encapsular o 5-FU no nticleo aquoso do
lipossoma, poderiamos tornar o tratamento de cancer eficiente, visto que esse tratamento se
aproveitaria das vantagens do sistema lipossomal formado, como por exemplo apresentar
melhor coeficiente de parti¢ao e atravessar melhor as barreiras biologicas (SETHY; KUNDU,
2021).

Além disso, se formulados em faixa de tamanho determinado, pode se aproveitar
do efeito de permeabilidade e retencdo aumentados, EPR, do inglés Enhanced Permeability and
Retention (KALYANE et al., 2019). Esse efeito se dd4 porque em tecidos tumorais ha
crescimento de vasos que apresentam fenestragdes (100 nm a 2 pm) maiores do que as
encontradas em tecidos saudaveis, e dessa forma existe um direcionamento passivo para
tumores quando os DDS tém tamanho superior ao tamanho das fenestragdes de tecidos
saudaveis (KALYANE et al., 2019; IYER et al., 2006). Ainda ¢ discutido o curto tempo de meia
vida do 5-FU, que leva a utilizacdo de altas doses do medicamento. O encapsulamento do
farmaco dentro de lipossomas pode aumentar o tempo de circulagdo do farmaco no organismo,
contribuindo para uma liberacdo controlada sobre o tecido tumoral (KATHAROTIYA et al.,
2021).

Contudo, apesar de o 5-FU ser uma molécula soltivel em agua, ele ¢ uma molécula
muito pequena, e por isso manté-lo encapsulado dentro do lipossoma para uso in vivo pode ser
um desafio (THOMAS et al., 2011). No método de preparacao de lipossomas por hidratacao de

filme, drogas hidrofilicas tendem a atingir uma encapsulagdo baixa, pois o0 meio aquoso fora do
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lipossoma ¢ muito maior que o meio aquoso no interior da vesicula (ELOY et al., 2014). Isso
pode prejudicar o desenvolvimento clinico de um lipossoma com farmaco hidrofilico.

Dessa forma, o presente trabalho justifica-se por propor um estudo de formulagdes
lipossomais contendo 5-FU, investigando a influéncia da composi¢ao em suas caracteristicas

fisico-quimicas, essenciais para o desenvolvimento de um DDS eficiente.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar o efeito da composi¢do nas caracteristicas de lipossomas de 5-FU

baseados em diferentes fosfolipidios.

2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver lipossomas contendo 5-FU a base de SPC ou DSPC ou HSPC ou DPPC,
Colesterol, DSPE-PEG2000;

e Caracterizar os lipossomas desenvolvidos quanto ao tamanho, indice de

polidispersividade e potencial zeta;
e Avaliar a eficiéncia de encapsulagdo de 5-FU para diferentes composi¢des lipossomais;
e (aracterizar interagdes quimicas entre o farmaco e lipossoma escolhido, por

Infravermelho;

e  Obter o perfil de liberagao de 5-FU, in vitro, de formulacao escolhida;
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3. Referencial teorico

3.1. Cancer de Colorretal

Cancer ¢ um termo genérico para um diferente grupo de doengas, que tem em comum
o desenvolvimento de células anormais que se dividem incontrolavelmente, o que pode
acontecer em quase qualquer tecido, e invadem tecidos normais do corpo (LOPEZ-MENDEZ
et al., 2022). Essa divisdo anormal, que ocorre de forma acelerada, ¢ causada por mutagdes no
material genético da célula, de forma que os mecanismos que naturalmente cessariam uma
divisdo anormal nao sdo eficientes, levando a proliferagdo das células. Quando nao tratado no
comeco, pode levar a metastase, que € a propagacao das células tumorais para tecidos diferentes
do inicial, sendo um estagio de dificil tratamento e que comumente tem desfecho com morte
(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2021; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019).

De acordo com a WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO) (2022), o cancer ¢
uma das principais causas de morte ao redor do mundo, sendo responsavel por quase 10 milhdes
de mortes em 2020. Ainda de acordo com a WHO (2019), o cancer de colorretal foi o terceiro
maior niumero de casos novos de cancer em 2020, com 2,21 milhdes de casos, e o segundo
cancer mais responsavel por mortes no mesmo ano, tendo causado 916.00 mortes (WHO, 2019).
No contexto brasileiro, desconsiderando o cancer de pele ndo melanoma, o CCR ocupa o
mesmo patamar que no cenario mundial, sendo o terceiro mais frequente. Existe uma estimativa
de que ocorram 45.630 novos casos da doencga no triénio de 2023 a 2025, o que corresponde a
um risco estimado de 21,10 casos por 100 mil habitantes (INCA, 2023).

Apesar de ser uma doenga prevalente em pacientes entre 65 e 74 anos, ¢ mais
diagnosticada em pessoas mais jovens que 50 anos, sendo esse fato justificado pela presenca de
diversos fatores de risco, como a obesidade, sedentarismo, padrdes alimentares elevados em
gorduras e proteinas, e tabagismo (HANI et al., 2021). Também existe um fator hereditario
importante, visto que 20% a 30% dos casos de CCR sdo familiares, que podem ser divididos
em sindromes sem polipos e com polipos. Individuos com sindromes hereditarias de CCR tém
risco aumentado para desenvolvimento precoce do cancer, cancer metacronico € manifestagdes
extra colon (WELLS; WISE, 2017; GRANADOS-ROMERO et al., 2017).

O inicio do CCR esté associado a inativagdo do gene adenomatos polyposis coli, que
somado ao acumulo de diferentes mutagdes resultam no surgimento de pequenos polipos. Esses
polipos por sua vez se transformam em grandes polipos, que levam ao crescimento do cancer.

Esse processo, ilustrado na Figura 1, pode levar entre 10 e 40 anos. Isso pode representar uma
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janela importante para diagnostico precoce da doenga (SHARMA; THULASINGAM;
NAGARAJAN, 2017).

Figura 1: Transformacao de p6lipos em tumor
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Fonte: Reproduzido de The Multi-Hit Model of Colorectal Cancer, by BioRender.com (2023)

Os sintomas sao variados e dependem do estagio da doenga, bem como da localiza¢ao
das lesdes. Em estdgios iniciais da doenga se observa uma série de sintomas inespecificos, como
dor abdominal, fezes sanguinolentas, alteragdo de hdbitos intestinais, anemia, perda de peso,
este ultimo aparecendo mais em estagios mais intermediarios e avangados (HANI et al., 2021;
KUIPERS et al., 2015). Além dessas complicacdes, os estagios avancados da doenga podem
ocasionar obstru¢do ou perfuracdo intestinal, com consequente distensdo abdominal. Nesses
casos o manejo chega a ser paliativo (CHIOREAN et al., 2020; SANTOS, 2022).

O diagnostico se utiliza da avaliagdo do paciente, considerando histéria familiar,
sintomas e de resultados de exames de triagem. Por ser uma doenca de desenvolvimento lento,
a colonoscopia tem uma grande janela temporal para identificar o cancer em estagio pré-clinico
(KUIPERS et al., 2015). Além disso, diferentemente de outros tipos de cancer, os precursores
do CCR, os adenomas e lesdes iniciais de cancer, sao identificaveis e podem ser removidos
antes de se tornarem lesdes avancadas. Esse método de diagndstico padrdo-ouro permite a
bidpsia e avaliagdo histopatologica do material (SAWICKI et al., 2021).

O tratamento ¢ guiado pela confirmagdo do CCR por histopatologico, estudo da
localizagdo do cancer e avaliacdo da presenca de cancer em outros sitios. Além desses fatores,
ainda podem ser avaliados biomarcadores genéticos especificos para utilizacdo de medicina
individualizada (SAWICKI et al., 2021). A abordagem do manejo terapéutico pode variar com

base na localizagdo, visto que um céancer colico precisa de uma abordagem e um céancer retal
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precisa de outra. O proprio estadiamento da doenga pode mudar o tratamento. Em geral, a
terapia pode ser local, englobando cirurgia, radioterapia e radiologia intervencionista; e
sist€émica, com imunoterapia e quimioterapia. (KUIPERS et al., 2015; PATSALIAS e
KOZOVSKA, 2021).

Um resumo das opg¢des terapéuticas foi descrito por Santos (2015):

Tabela 1: Resumo das opg¢des terapéuticas no CCR

Carcinoma in situ Estadio localizado Estadio regional Estadio distante

Por ndo haver Par se verificar Caso se verifique Caso se verifique
crescimento além da invasdo celular crescimento tumoral | disseminacdo para
regido de origem, com penetracdo | através da parede orgdos ou tecidos
aconselha-se a cirurgia da parede do do intestino, deve distantes, o objetivo
para remocao das células | intestino, a proceder-se a & prevenir a
de crescimento anormal, | ressecdo cirdrgica | ressecdo do obstrucdo do
a polipectomia, isto é, para remocdo do | segmento em causa. | intestino e outras
remocdo de pdlipos ou tumoré o Se se verificar complicagdes.
excisdo local por indicado. disseminacdo, deve | Sempre que possivel,
colonoscopia. associar-se devem remover-se
Se dimensdes forem radioterapia efou cirurgicamente as
elevadas ou quimioterapia. metadstases.
permanecerem células Se existir
apos polipectomia, disseminacdo
sugere-se ressecdo do através dos nédulos
segmento afetado. linfaticos, deve

associar-se

quimioterapia.

Fonte: Santos, 2015

A cirurgia ¢ o principal tratamento curativo para CCR em estdgio ndo metastatico,
mas seu desfecho esta relacionado principalmente com a qualidade da cirurgia. Isso significa
que para que seja efetiva a resseccao deve garantir que o tumor tenha sido removido, bem como
sua principal zona de disseminag¢ao linfatica, sendo necessario um cuidado maior com as bordas
de ressecgoes circulares, pois podem permanecer células tumorais nessa regido (QUIRKE;
WEST; NAGTEGAAL, 2014; VELDE et al., 2014). O procedimento cirurgico pode ainda ser
precedido ou seguido de radioterapia. Antes da cirurgia, se as lesdes sdo atingidas com radiacao,
podem diminuir de tamanho e, consequentemente, auxiliar na execu¢do da ressec¢do. Apds a
cirurgia, a radioterapia também pode ser usada para reduzir o risco de recorréncia local,
principalmente associada a quimioterapia (HAFNER; DEBUS, 2016).

Por sua vez, a radiologia intervencionista tem o objetivo de aprimorar as técnicas
cirurgicas, tendo em vista que a formagao de imagens e modelos 3D pode auxiliar o cirurgido
durante o procedimento, melhorando as chances de sucesso cirurgico (SHAFFER, 2010;

WATTAMWAR; WAKE, 2022).
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Ainda que o procedimento cirirgico seja feito, uma consideravel parcela dos
pacientes tratados acaba vivenciando a recorréncia do cancer, podendo inclusive desenvolver
metastase. Nesses casos, o tratamento se utiliza de outras ferramentas, como a imunoterapia e
a quimioterapia (GUSTAVSSON et al., 2015). O estudo de produtos bioldgicos, como os
anticorpos monoclonais, ou Mabs, permitiu o desenvolvimento da imunoterapia, que tem como
objetivo atingir receptores especificos que estdo mais presentes em alguns tipos de cancer. No
CCR, existem dois alvos muito estudados, o Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEFG)
e o Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR). O de Mabs para o EGFR tém
apresentado um aumento na sobrevida de pacientes com CCR metastatico, com sobrevida geral

entre 29 e 36 meses (GBOLAHAN; O’ NEIL, 2019).

Contudo, os produtos bioldgicos sdo itens provenientes de uma cadeia de producao
cheia de desafios. A engenharia de bioprocessos precisa lidar com um alto valor do processo de
produgdo, bem como precisa investir em pesquisa para escalonamento de produgdo laboratorial
para industrial (STRAATHOF et al., 2019). Sendo assim, os cldssicos quimioterapicos
permanecem sendo primeira op¢do de tratamento. A referida terapia afeta o funcionamento
celular, levando a morte das células doentes. No CCR o uso de 5-Fluoruracil ¢ outras
fluoropirimidinas sdo utilizados como principal tratamento desde 1990, e até hoje o 5-FU ¢
considerado tratamento primario (VODENKOVA et al., 2020; GRANADOS-ROMERO et al.,
2017).

3.2. 5-Fluorouracil

O 5-Fluoruracil, ou 5-FU, ¢ um farmaco antimetabdlito utilizado desde 1957 para
tratar diferentes tipos de cancer, como CCR , anal, de mama, esofagico, de cabega e pescoco, e
hepatocelular (CHU e SARTORELLI, 2017; SETHY; KUNDU, 2021). Antimetabolitos
normalmente tem seu efeito citotoxico por inibirem processos de sintese celular, ou por se
incorporarem no RNA e DNA, prejudicando sua fun¢do normal, sendo que o 5-FU age pelas
duas vias (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003). O 5-FU ¢ uma pequena molécula
(130,08 g/mol) que faz parte das fluoropirimidinas, moléculas semelhantes as pirimidinas
(Figura 2), mas com modificagdes de adi¢ao de flior. Especificamente, ¢ andlogo a uracila,

tendo um atomo de Fluor incorporado na posi¢ao C-5.
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Figura 2: Moléculas de Uracila e 5-FU
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Fonte: CHU e SARTORELLI, 2017

O 5-FU ¢ inativo, seu efeito se da apenas pela sua transformacgdo metabolica. O
farmaco em questdo pode ser transformado em diversos metabolitos, um deles ¢ o
fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP), que perturba a atividade da enzima timidilato-
sintase e da sintese de DNA, causando danos no DNA e morte celular. Apos entrar nas células,
o farmaco também pode ser transformado em fluoruridina trifosfato (FUTP) e
fluorodesoxiuridina trifosfato (FAUTP), que sdo as entidades que acabam sendo incorporadas
no DNA e RNA no lugar da uridina trifosfato/deoxitimidina trifosfato (UTP/dTTP),
atrapalhando a sintese de DNA e RNA e impedindo sua fun¢do normal (LONGLEY; HARKIN;
JOHNSTON, 2003; SETHY; KUNDU, 2021). A Figura 3 resume o metabolismo ¢ o

mecanismo de ac¢ao do 5-FU:

Figura 3: Metabolismo e mecanismo de ac¢do do 5-FU
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Fonte: LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003

Cerca de 80% do 5-FU ¢ eliminado metabolicamente pelo figado através da
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dhidropirimidina desidrogenase (DPD), enquanto o restante ¢ excretado pela urina. Logo,
qualquer alteracdo na via metabdlica que ocorre no figado leva a acumulagdo toxica de 5-FU
(SAIF et al., 2007). E a deficiéncia de DPD pode ocorrer em até 5% de pacientes com céncer,
portanto, nesse grupo de pacientes, a acumulagdo do 5-FU ¢ mais acentuada, o que eleva a
apresentacao de efeitos toxicos do medicamento (VAN KUILENBURG et al., 2012).

No sistema de classificagao biofarmacéutica, o 5-FU é um medicamento de classe
III, com alta solubilidade e baixa permeabilidade, caracteristica importante para escolha da via
de administragdo (DAI et al., 2016). Considerando o tratamento de CCR, a administragdo
poderia ocorrer por via oral, retal e intravenosa. Contudo cada via possui suas desvantagens
proprias. Levando em conta os efeitos do metabolismo de primeira passagem, a via oral
apresenta uma baixa biodisponibilidade devido a metabolizagcdo de grande parte do 5-FU pela
dihidropirimidina desidrogenase (DPD), que ird transformar o firmaco em dihidrofluorouracil
(DHFU), metabélito inativo de 5-FU (AVENDANO; MENENDEZ, 2008).

J& a via retal possui bom efeito no segmento do reto, mas ¢ limitada no sigmoide e
colon descendente. Por ser um farmaco hidrofilico, ele ¢ administrado também pela via
intravenosa, mas essa ¢ associada a varios efeitos colaterais sist€émicos causados pela
inespecificidade do 5-FU, que causa dano celular a todas as células do corpo, € ndo somente
nas tumorais (JAFERIAN; NEGAHDARI; EATEMADI, 2016).

Além disso, a via intravenosa ainda encontra outra dificuldade, que advém da rapida
metabolizacdo e tempo de meia-vida curto do farmaco (15 a 20 minutos). Por causa disso, a
administragdo pode ser feita por infusdo continua, ou doses repetidas, o que aumenta o
desconforto e os efeitos colaterais indissociaveis do medicamento (VELDE et al., 2014). A
consequéncia disso € que o paciente tratado pode experienciar eventos adversos e colaterais,
como febre, mucosite, estomatite, nauseas, vomito e diarreia. Outros sintomas também sio
comuns em toxicidade por 5-FU, como leucopenia, neutropenia, trombocitopenia e anemia
(LATCHMAN; GUASTELLA; TOFTHAGEN, 2014). De acordo com CORDIER et al. (2011),
em casos mais raros, ainda podem ocorrer efeitos neurotdéxicos, como ataxia cerebelar e perda
da fungdo cognitiva.

Outra barreira no tratamento com 5-FU € o desenvolvimento de resisténcia. Nas
células somaticas de cancer, pode ocorrer uma resisténcia inata a quimioterapia em
consequéncia de alteracdes genéticas. A resisténcia também pode ser desenvolvida com a
historia natural doenga, tendo em vista que tumores malignos sdo geneticamente instaveis, a
quimiorresisténcia pode aparecer durante o tratamento (HAMMOND; SWAIKA; MODY,
2015).
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O complexo processo de resisténcia pode resultar de fatores intrinsecos, como a
heterogeneidade intra-tumoral, causa por uma variedade de propriedade genéticas,
epigenéticas, transcriptdomicas e protedmicas das células tumorais (MANSOORI et al., 2017).
Além disso, as células cancerosas podem entrar em um estado dormente ou silencioso, que se
mantem e sobrevivem em pacientes tratados, levando a recorréncia da doenga em sitios
distantes do inicial. Essas células sdo inerentemente menos sensiveis ao tratamento sistémico,
sendo um ponto critico para entender a progressao e processo de resisténcia da doenca (GAO
etal., 2017).

Ainda ha a influéncia de fatores extrinsecos no surgimento de resisténcia, como a
alteracdo do pH no ambiente tumoral, a diminuicdo do aporte de oxigénio, ¢ sinaliza¢do
paracrina entre o estroma e as outras células tumorais. A andlise das caracteristicas do
microambiente tumoral mostrou que angiogénese, hipdxia e supressdo imunologica mediada
por macrdfagos resultam em pior prognostico (JUNTTILA; DE SAUVAGE, 2013).

Nesse contexto, t€ém se buscado alternativas tecnologicas para melhoramento da
veiculagdo do 5-FU, com objetivo de melhorar sua biodisponibilidade, potencializando seu
efeito antitumoral, a0 mesmo tempo que se busca diminuir os efeitos colaterais associados ao
seu uso (ENTEZAR-ALMAHDI et al., 2020). Sendo assim, a pesquisa farmacéutica vem
desenhando e desenvolvendo materiais para formulacdes inteligentes de 5-FU a partir da

utilizacdo de nanotecnologia (ZALBA et al., 2015).

3.3. Nanocarreadores

A nanotecnologia ¢ uma area de desenvolvimento relativamente nova, que culmina
da intersecdo entre diferentes areas do conhecimento, como fisica, ciéncia de materiais e
biologia. Essa intersecao permitiu a manipulagdo de materiais em escala nanométrica, que entre
varias aplicagdes, também estd sendo utilizada para producdo de novas formas farmacéuticas.
A produgdo de materiais nos quais torna possivel adicionar um farmaco dentro de
nanocarreadores, que via a melhoria de diversas caracteristicas do farmaco (BAYDA et al.,
2019). Entre as vantagens desses sistemas de entrega para o uso farmacéutico podemos citar
que eles permitem a diminuicao da toxicidade da droga, sua circulagdo prolongada e bem como
melhoria na absor¢ao do medicamento (ZALBA et al., 2015; STRAPASSON, 2019).

No cancer, seu uso pode ser pautado principalmente na especificidade da sua
fisiopatologia. Em 1986, MATSUMURA e MAEDA reportaram o efeito de permeabilidade e

retencdo aumentadas (EPR). Esse efeito ocorre devido a um defeito nas estruturas formadas na
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angiogénese do cancer, de maneira que os vasos sanguineos recém-formados recebem mais
nutrientes e oxigénio, o que aprimora rapido o desenvolvimento do cancer. Somado a isso, a
falta de drenagem linfatica condiciona o ambiente tumoral a reten¢ao do material que chega ali.
No entanto esse efeito ndo ¢ observado em tecidos normais, € a partir dessa observagao comegou
a investigar formas de atingir o tecido tumoral protegendo o tecido saudavel. Nesse sentido,
outras pesquisas demonstraram que nanocarreadores com tamanho entre 100 ¢ 200 nm se
acumulavam com eficacia em tecidos tumorais, sem afetar as células saudaveis (MARUYAMA,
2011; IYER et al., 2006; KALYANE et al., 2019).

Esses nanocarreadores podem ser de diversos tipos: inorganicos, poliméricos e
lipidicos. Os inorganicos se utilizam de materiais inorganicos com boas caracteristicas fisicas,
elétricas e magnéticas que permitem uma precisa manipulacdo das suas caracteristicas fisico-
quimicas. Tém se desenvolvido pesquisas com nanoparticulas (NPs) com potencial para
atuarem como DDS, como as nanoparticulas de silica mesoporosa, de ouro, 6xido de grafeno.
Apesar de terem boa estabilidade e potencial de alteracdo, uma das suas principais desvantagens
estd na toxicidade de alguns dos compostos inorganicos utilizados (SHI et al., 2020).

Na pratica, desde o primeiro produto baseado em NP inorganica aprovado no FDA,
o CosmoFer®, que ¢ uma nanoparticula de 6xido de ferro para tratamento de anemia, até
aprovacao do Hensify®, nanoparticula de 6xido de hafnio cristalino para tratamento de sarcoma
de partes moles, aprovado pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) em 2019, foram
pelo menos 25 NP inorgénicas aprovadas no mercado. Além de agentes terapéuticos, também
existe registro de NP inorgdnicas para uso em imagem diagndstica, como o
Resovist®/Cliavist®, que sdao NPs de oxido de ferro superparamagnético para ressonancia
magnética do figado (HUANG et al., 2020)

J& os poliméricos sdo mais versateis e podem ser sintetizados a partir de polimeros
naturais ou sintéticos por diferentes métodos. Sdo formulagdes que se destacam, por exemplo,
por alta biocompatibilidade, solubilidade em agua e estabilidade. Podem carrear farmacos de
diversas formas, agregados nas superficies, conjugados quimicamente com os polimeros
usados, presos na matriz polimérica ou ainda encapsulados no nucleo da particula. Apesar da
diversidade, podem ter desvantagens como agregacao e toxicidade (BEGINES et al., 2020);
MITCHELL et al., 2020).

O Abraxane® ¢ um exemplo de sucesso no mercado, trata-se de um nanocomplexo
de albumina ligada a paclitaxel, que tem didmetro de aproximadamente 130 nm e se tornou um
dos medicamentos anticincer mais vendidos, assim se tornando um marco para a

nanotecnologia no campo farmacéutico (IQBAL et al, 2021). Também héa outros
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nanocarreadores, baseados em polimeros sintéticos, que estdo em desenvolvimento, mas com
aprovacdo em algum pais, como o PICN®, uma solucdo de paclitaxel estabilizada com
polimero polivinilpirrolidona e lipidios, que é aprovado na india (NIZA et al., 2021).

Ja os nanocarreadores lipidicos podem ser descritos como lipossomas € como
nanoparticulas lipidicas (LNP) (LOPEZ-MENDEZ et al., 2022). As LNPs sdo estruturas feitas
a partir de matrizes lipidicas so6lidas ou liquidas, como as nanocépsulas, que ¢ uma tipica
estrutura core-shell, e nanoesferas, que sao esferas com uma estrutura mais homogénea na NP.
Contudo sao NP com alta absor¢ao pelo figado e baco (BATTAGLIA; GALLARATE, 2012).
Jé os lipossomas sdo vesiculas que podem ser uni ou multilamelares, que possuem potencial de
carrear tanto farmacos lipofilicos, na sua bicamada lipidica, como farmacos hidrofilicos no seu
nucleo aquoso. Esse ultimo tipo de LNP geralmente tem sua composi¢ao alterada para melhorar
seu tempo circulagdo e diminuir a absor¢ao pelo sistema reticuloentodelial (TENCHOV et al.,
2021).

Os lipossomas se destacam no mercado farmacéutico, sendo o principal tipo de
nanocarreador aprovado no FDA. Em 1995 o primeiro agente antineopldsico encapsulado em
lipossoma era aprovado no FDA, o Doxil®, que carreia doxorrubicina em lipossomas
peguilados, e atualmente ¢ indicado para cancer de mama metastatico, ovario, sarcomas de
kaposi e mieloma multiplo. Desde entdo, diferentes produtos t€ém chegado ao mercado e estdo
aprovados no FDA e EMA, chegando a ter 25 registros nas duas agéncias. (ANSELMO;
MITRAGOTRI, 2019; LOPEZ-MENDEZ et al., 2022)

No entanto, o desenvolvimento de lipossomas contendo 5-FU ainda permanece um
desafio, um dos motivos apontados para a falta de sucesso no desenvolvimento dessas
formulacdes € sua rapida liberagdo apds sua administracdo. Ainda que seja soluvel em agua, o
5-FU ¢ uma molécula pequena e reter ela no nucleo dos lipossomas ¢ dificil (THOMAS et al.,
2011). Além disso ¢ dificil alcangar encapsulagdo alta de 5-FU em lipossomas no método de
preparo por hidratacdo de filme lipidico, pois mesmo sendo soltivel no meio de hidratagdo, o

volume do meio ¢ muito maior que o volume no nucleo do lipossoma (ELOY et al., 2014).

3.4. Lipossomas

Os lipossomas sdo estruturas cldssicas, foram descritos pela primeira vez em 1961
por Banghan e seus colaboradores (BANGHAM; HORNE, 1964), e como mencionados, podem
ser descritos como vesiculas de lamelaridade variavel: uma ou mais bicamadas lipidicas. Essas

vesiculas, formadas principalmente por fosfolipidios, como a fosfatidilcolina, se formam
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espontaneamente na agua. O seu potencial para carrear fairmacos reconhecido desde sua
descoberta, e desde entdo continuam sendo aprimorados, com alteracdes que permitem
aumentar a estabilidade de armazenamento, a estabilidade in vivo, e aprimorar a especificidade
do tratamento (ROZO et al., 2020).

Dessa forma, os lipossomas podem ser descritos como estruturas esféricas
constituidas de uma ou mais bicamadas concéntricas formadas por fosfolipidios envolvendo
um nucleo aquoso. Devido a sua estrutura particular, moléculas hidrofébicas podem ser
organizadas entre as bicamadas lipidicas, enquanto as moléculas hidrofilicas podem ser
acomodadas no interior do seu nucleo aquoso (Figura 4). Existem formula¢des lipossomais
aprovadas no FDA que carreiam farmacos de diferentes solubilidades, como por exemplo a
doxorrubicina, daunorrubicina, citarabina. Considerando essa versatilidade, o 5-FU pode ser
encapsulado em lipossomas, e aproveitar da sua semelhanga dos fosfolipidios com as barreiras
bioldgicas para aumentar a sua permeabilidade por membranas (BERTOLINI, 2019;
GUIMARAES; CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021).

Figura 4: Representagdo da estrutura do lipossoma
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Fonte: GUIMARAES; CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021

Um lipossoma pode atingir um bom grau de eficiéncia a partir da escolha da sua
composi¢do, de forma que esse carreador pode ter tamanho, carga superficial, modificagdes de
superficie, e rigidez de membrana determinado pela influéncia de diferentes componentes. O
principal componente de um lipossoma sdo os fosfolipidios, lipidios anfifilicos composto de
uma molécula de glicerol ligada a um grupamento fosfato e duas cadeias de acidos graxos,
saturados ou insaturados (GUIMARAES; CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021).0 grupo
fosfato ainda pode estar ligado a uma outra molécula organica, e de acordo com essa molécula,

os fosfolipidios podem ser classificados como Acido fosfatidico (PA), Fosfatidilcolina (PC),
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Fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI), fosfatidilglicerol (PG) e fosfatidilserina (PS)
(TSUJI et al., 2019).

Os fosfolipidios sao componentes majoritarios da membrana celular, tendo
biocompatibilidade. Eles podem ser de fontes naturais, como a fosfatidilcolina de soja (SPC),
ou sintéticas, como seu derivado fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC). Os fosfolipideos
sintéticos podem ter uma maior estabilidade quando comparados aos naturais, fruto das
modificagdes feitas na molécula. Exemplos de lipidios sintéticos sdo o0s
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC) e dipalmitoilofosfatidilcolina (DPPC) (GUIMARAES;
CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021; MONTEIRO et al., 2014). Esses lipidios sdo marcados
por pequenas diferengas, o SPC, extraido da soja, possui insaturagdes nas cadeias apolares,
enquanto o HSPC, ¢ sua versao hidrogenada. J& o DSPC possui uma cadeia apolar mais longa

que o DPPC. As estruturas dos lipidios podem ser observadas nas figuras abaixo:

Figura 5: Estruturas dos lipidios (A) SPC; (B) HSPC; (C) DSPC; (D) DPPC.

A) B)

©) D)
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Fonte: Pubchem (2023)

Outra diferencga entre os lipidios ¢ sua rigidez e temperatura de transicdo de fases
(Tc), quando abaixo dessa temperatura, o lipossoma assume uma conformag¢do mais rigida,
conhecida como fase gel, nessa fase a permeabilidade da membrana ¢ diminuida visto que os
lipidios estdo empacotados mais proximos entre si. Conforme a temperatura do meio aumenta,
e passa da Tc, os lipidios se tornam menos rigidos, se distanciam e formam mais espagos vazios
entre si, quando isso acontece o lipossoma passa para uma fase fluida-cristalina, que ¢ marcada
por permeabilidade acentuada em relacao a fase gel (CHEN et al., 2018). Dessa forma, quanto
maior a Tc, mais rigida a estrutura do fosfolipidio, e menos permedvel seré o lipossoma.

A Tc dos fosfolipidios citados ¢ diferente entre si, o SPC, com cadeias alifaticas
poliinsaturadas, possui Tc < 0°C, enquanto HSPC, exemplo de fosfolipidio saturado, tem Tc =
55°C (HOOGEVEST; FAHR, 2019). Ja o DSPC, com cadeias alifaticas C18, possui Tc = 55°C,
e 0 DPPC, com cadeias alifaticas C16 possui Tc =41°C (CHEN et al., 2018). Esses fosfolipidios
sdo os responsaveis por formarem as bicamadas em meio aquoso, € isso se da pelo carater
anfifilico dessas moléculas. Os grupamentos polares interagem com a d4gua enquanto as cadeias
hidrofobicas sdo repelidas pela 4gua e se montam nas bicamadas lipidicas (BOZZUTO;
MOLINARI, 2015).

Outro componente importante de lipossomas € o colesterol, sua presenca na
bicamada afeta a permeabilidade do lipossoma aumentando sua rigidez, isso acontece porque a
baixo da TC, a presenca de colesterol aumenta a fluidez da cadeia de hidrocarbonetos pois
enfraquece as interacdes de van der Waals entre as cadeias de hidrocarbonetos dos &cidos graxos
e impede a cristalizac¢do dos lipidios, enquanto acima da Tc, a presenca do colesterol diminui a
fluidez da cadeia de hidrocarbonetos pois as cadeias que interagem com os anéis rigidos e
palnos do colesterol estdo parcialmente imobilizadas. Dessa forma, o colesterol aumenta o grau
de orientacdo e reduz a taxa de movimento na fase liquida cristalina da membrana lipidica., e
os fosfolipidios ficam empacotados de uma forma mais densa e isso resulta em maior resisténcia
mecanica e menor permeabilidade. Além disso, o colesterol pode servir como ancora para outras
moléculas, como PEG e 4cido desoxirribonucleico (DNA), permitindo a aplicagdo de
lipossomas como furtivos ou vetorizados (HOSTA-RIGAU et al., 2013).

Mais um componente de destaque € o polietileno glicol (PEG), sua presenca em
formulagdes lipossomais tem como intuito melhorar sua estabilidade de armazenamento e
estabilidade in vivo. Isso acontece, pois, a presenca de PEG leva a uma forca de estabiliza¢ao

estérica que impede a agregacdo de lipossomas. A presenga deste polimero hidrofilico também
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causa a formacdo de uma camada hidrofilica na superficie que impede interacdes hidrofébicas
e eletrostaticas com proteinas do plasma ou células. Dessa maneira, a opsonizacao de
lipossomas ¢ dificultada, melhorando seu escape do RES (LOMBARDO et al., 2016). Foi
relatado que formulagdes com PEGs de maior peso molecular possuem maior tempo de meia
vida na circulagdo quando comparados com PEGs de baixo peso molecular (GUIMARAES;
CAVACO-PAULO; NOGUEIRA, 2021).

Os lipossomas ainda podem receber uma modificacdo de superficie que tem o
objetivo de direcionar eles para um alvo especifico presente em certos tipos de células, esses
sdo chamados de lipossomas direcionados. Nesse contexto, 0 DSPE-PEG tem um importante
na funcionalizagdo de lipossomas, visto que podem ser produzidos derivados com grupos
funcionais reativos que servem como ancora para as moléculas de direcionamento. Um exemplo
¢ o DSPE-PEG-Maleimida, que pode ser utilizado como base para conjugacdo de anticorpos
através da reagdo de tiolagdo com anticorpo (ZHANG; ZHANG, 2020). Os ligantes, ou
moléculas de direcionamento, podem ser: anticorpos que reconhecem fatores superexpressos
na superficie da célula alvo, como por exemplo, o Cetuximab, um anti-EGFR, que pode
direcionar o tratamento a tumores que superexpressam o receptor do fator de crescimento
endotelial (EGFR) (CHU; TSENG; CHOU, 2015); pequenas moléculas, como folato, que sao
superexpressos em diferentes tipos de tumores sélidos, como o de mama (FARRAN et al.,
2020); ou peptideos, que sdo usados como forma de aumentar a penetragdo celular quando
conjugados a nanoparticulas (YOO et al., 2019). Essa categoria eleva o nivel de seletividade

dos DDS(RIAZ et al., 2018).
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4. Metodologia

4.1. Quantificacio de 5-FU por espectrofotometria

Um método espectrofotométrico para quantificacdo de 5-FU em lipossomas foi
desenvolvido e validado. Solu¢des estoque de concentragdo de 500 pg/ml em tampao fosfato
(PBS) e diluicdes independentes foram realizadas obtendo-se solugdes de 5-FU em PBS nas
concentragdes de 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 ¢ 6,0 pg/ml. A absorbancia das solu¢des foi monitorada
em 265 nm utilizando-se PBS como branco em espectrofotometro UV-VIS (U-2910,
HITACHI). Para validagdo parcial do método foram avaliados a linearidade, precisdo intra
ensaio, limites de detecc¢do e limites de quantificagdo, levando em consideracao os parametros

preconizados pela ANVISA (Resolugdo n® 166, de 24 de julho de 2017).

4.1.1. Linearidade

Para avaliacdo da linearidade, trés séries de solugdes padrdes de 5-FU, nas
concentragdes de 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 e 6,0 pg/ml, foram preparadas por dilui¢do da solugao

estoque em PBS. A absorbancia foi monitorada em 265 nm.

4.1.2. Precisao intra-ensaio

A precisdo intra-ensaio foi determinada pela analise de replicatas de diferentes
concentragoes, preparadas e analisadas no mesmo dia. A precisdo foi avaliada pela medida da
absorbancia de 3 diferentes concentracdes, 0,25, 2,0 e 6,0 pg/ml, n = 3., totalizando 9
determinagdes. Os resultados de precisao foram calculados usando o Desvio Padrdo Relativo
(DPR) (Equagao 1).

Equagdo 1: DPR

DP
DPR%:(CN[—D) x 100

Onde: DPR = Desvio Padrao Relativo; DP = Desvio Padrao; CMD = Concentracao
Média Determinada

Os resultados foram avaliados de acordo com as diretrizes da ANVISA (Resolugdo

n° 166, de 24 de julho de 2017).
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4.2. Limite de deteccio

O limite de deteccao foi determinado a partir dos parametros da curva de calibragdo
obtida, de acordo com o preconizado na RDC n°166 de 2017 da ANVISA que apresenta a
equagao 2.

Equagdo 2: Calculo do limite de detec¢ao

_ 3,30
e

Onde: LD = limite de detec¢ao; o = Desvio padrdo; IC = Inclinacdo da curva.

4.3. Limites de quantificacao

O limite de quantificagao foi determinado a partir dos parametros da curva de
calibracdo obtida, de acordo com o preconizado na RDCn°166 de 2017 da ANVISA que
apresenta a equacao 3.

Equacao 3: Calculo do limite de quantificagdo

L _100
Q= IC

Onde: LQ = Limite de quantifica¢do; o = Desvio padrao; IC = Inclinacdo da curva.
4.4. Preparo de lipossomas por hidratagao de filme lipidico

Os lipossomas foram desenvolvidos pelo método de hidratacdo de filme lipidico,
como descrito por Petrilli et al., 2018. Foi seguida a proporcao de 70% de fosfatidilcolina (SPC
ou HSPC ou DSPC ou DPPC), 30% de colesterol e 5% de disteroilfosfatidiletanolamina
peguilado (DSPE-PEG2000). Os componentes pesados foram dissolvidos em 2,5 mL de
cloroféormio, que foi evaporado em rotaevaporador, nas condi¢des de 100 rpm a 65° C, por 30
minutos. Em seguida, o filme lipidico formado foi hidratado por 60 minutos a 37° C, com 5 mL
de tampao PBS, pH 7,4, ou com solu¢do aquosa tamponada (pH 7,4) contendo 5-FU na
concentracdo de 260 pg/ml. Lipossomas hidratados grandes multilamelares foram entdo
submetidos a banho ultrassonico, por 15 minutos, e por fim a sonica¢do em ultrassom de haste
(Sonicador Qsonica — Modelo: Q500) nas condi¢des de 20% de amplitude, auséncia de pulso,

por 5 minutos (PETRILLI et al., 2018).
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Tabela 2: Composicdo detalhada dos lipossomas preparados

PC/mg Col/ mg DSPE-PEG2000 / mg
SPC / 50 7,48 9,00
SPC /25 3,74 4,50

DSPC /50 7,34 8,83

DSPC /25 3,67 4,41

HSPC / 50 7,75 9,33

HSPC /25 3,88 4,66

DPPC / 50 7,90 9,50

DPPC /25 3,95 4,75

Fonte: elaborado pelo autor

4.5. Caracterizacao fisico-quimica dos lipossomas

4.5.1. Tamanho de particula, indice de Polidisperséo e potencial Zeta

A analise do tamanho de particula e indice de polidispersao (PDI) foi realizado por
meio da técnica de espalhamento dindmico da luz (DLS), utilizando o equipamento
ZetasizerNano ZS (Malvern Instruments) usando-se laser 10 mW HeNe operando em 633 nm
com um angulo de incidéncia de 90° e temperatura a 25°C. As amostras foram diluidas na
proporcao 1:10 com agua MiliQ, e depois homogeneizadas em vortex por 20 segundos. Para
determinagdo de Potencial Zeta (PZ), foram utilizadas as mesmas condi¢des € equipamentos,

mas as amostras foram submetidas a técnica de microeletroforese.

4.5.2. Eficiéncia de Encapsulacio

Para determinacdo da Eficiéncia de Encapsulacdao (EE%) do 5-FU, foi utilizado o
método indireto, para separacao da fragdo livre da fracdo encapsulada foi usada a técnica de
ultrafiltracdo. Para quantificar o farmaco livre, uma aliquota de 1000uL das amostras foi
adicionada em dispositivo Amicon® com filtro de 50 kDa, posteriormente centrifugadas a 3000
g por 15 min. Em seguida, uma aliquota de 50uL, coletada do centrifugado, foi usada para

completar o volume de 5 ml com tampao PBS pH 7,4, com posterior filtracdo em filtro PVDF
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com poro de 0,45um (PETRILLI et al., 2018). Para quantidade de farmaco total foi considerado
o total tedrico utilizado na preparacdo dos lipossomas, 260 pg/ml. Por fim, a EE% foi
determinada de acordo com a equagao 2:
Equagao 2: Eficiéncia de Encapsulagao
[(Farmaco Total) — (Farmaco Livre)]

EE%= x 100
% Farmaco Total

4.5.3. Analise de espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)

A andlise de FTIR foi realizada para estudar a interagao quimica entre farmaco e
lipidios utilizando espectrometro FT/IR 4100 Jasco com dispositivo de reflectancia total
atenuada (ATR) - (Jasco do Brasil Comercio de Instrumentos Cientificos LTDA). A fim de
diminuir a mobilidade das moléculas, assim como a absorc¢ao de 4gua e a rede de ligagdo entre
H>O e outras moléculas, uma amostra de lipossoma contendo fairmaco e uma amostra de
lipossoma branco foram congeladas a -80°C por 24 horas, e depois liofilizadas por 48 horas no
liofilizador FreeZone 4.5 Liter com temperatura a -40°C e pressdo entre 0,45 ¢ 0,12 mBar. As
amostras liofilizadas e o 5-FU foram analisados em modo de transmissdo, com 16 scans e

resolucdo de 4 cm', na regido de 600 a 4000 cm’.

4.5.4. Perfil de liberacao de 5-FU in vitro

Para avaliagdo do perfil de liberagao de lipossomas foi adaptada a metodologia
descrita por Petrilli et al (2018). Na qual 200 ul de 5-FU ou lipossoma contendo 5-FU foram
colocados em contato com 7 mL de tampao PBS pH 7,4 a temperatura ambiente. As amostras
foram entdo condicionadas em agitador orbital em 37° C e em 150 RPM. Foram preparadas
amostras independentes para analise nos tempos de 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 e 24 horas. Apds o término
de cada tempo, 3 mL da amostra foram centrifugados em dispositivo Amicon® com filtro de
50 kDa. Foi coletado 1 mL do centrifugado e completado com 1 mL de tampao PBS para leitura
em 265 nm por espectrofotometro. A absorbancia obtida foi correlacionada pela curva de
calibracdo e foi determinado a porcentagem de farmaco liberado apds cada tempo de

experimento.
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4.5.5. Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + desvio padrao (DP). Para comparagao
estatistica entre os grupos experimentais, foi utilizado one-way ANOVA seguido pelo post-test
de Bonferroni. Como critério de significancia foi aceito p < 0,05. As analises estatisticas foram

realizadas usando o software GraphPad Prism 8.0.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Quantifica¢ao de 5-FU por espectrofotometria

De acordo com a Resolucdo n° 166, de 24 de julho de 2017 da ANVISA, uma curva
de calibragdo deve ser feita com no minimo 5 pontos, ou seja, 5 concentragdes diferentes da
substancia de referéncia, com no minimo 3 replicatas para cada ponto, n=3. Como critério de
aceitagdo, utiliza-se coeficiente de correlagao (R) igual ou superior a 0,990.

Os dados obtidos da analise foram:

Tabela 3: Dados da curva de calibragao de 5-FU

Concentracao Absorbancia Absorbancia Absorbancia

(ng/ml) 1 2 3 Média
0.25 0,015 0,016 0017 0016
0,5 0,034 0,033 0021 0029
1.0 0,059 0,062 0059 0,060
2.0 0,116 0,122 0118 0,119
40 0.234 0,235 0239 0236
6,0 0,356 0,359 0357 0357

Fonte: dados da pesquisa, elaborado pelo autor.

A linearidade de um método analitico ¢ definida quando esse possui a capacidade de
produzir resultados diretamente proporcionais as diferentes concentragdes de um analito em um
conjunto de n pontos dentro de um determinado intervalo. A curva de 5-FU (Figura 6), obtida
dos dados acima, teve coeficiente de correlacao igual a 0,9999, sendo considerado adequado ao

intervalo avaliado (ANVISA, 2017).
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Figura 6: Curva de calibragdo de 5-FU
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Fonte: dados da pesquisa, elaborado pelo autor.

A precisdo intra-ensaio, ou repetibilidade, reflete a concordancia entre os valores
obtidos através de medidas sucessivas sob as mesmas condigdes e mesmo analista em um curto
periodo de tempo (MARSON et al., 2020). O valor de DPR para as determinagdes em solucao
de 0,25 pg/ml foi de 6,3%., em solugdo de 2,0 pg/ml foi de 2,6% e em solucgao de 6,0 ug/ml foi
de 0,4%. O limite de detec¢do (LD) ¢ a menor quantidade de analito que pode ser identificada
na analise, sem necessariamente ser quantificada, nesse método o LD obtido foi de 0,055 pg/ml.
J4 o limite de quantificacdo (LQ), que ¢ a menor quantidade de analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo, e nesse método o LQ encontrado foi de 0,169

pug/ml respectivamente. Dessa forma, decidiu-se continuar com o método utilizado.
5.2. Caracterizacao fisico-quimica

5.2.1. Tamanho de particula, indice de Polidispersio e Potencial Zeta

O 5-FU ¢ um medicamento de rapida metabolizagdo, sendo necessario sua utilizagao
em altas doses e de forma continua ou repetida, o que causa uma série de efeitos toxicos que
dificultam o tratamento (VELDE et al., 2014). Nesse contexto, a inclusdo do farmaco em DDS
pode ser feita para reduzir seus efeitos toxicos a0 mesmo tempo que se busca aprimorar seu
efeito terapéutico (ZALBA et al., 2015; STRAPASSON, 2019). Ainda que seja uma molécula

hidrofilica, o 5-FU ¢ uma molécula pequena e manté-la no niicleo aquoso do lipossoma ¢ dificil.
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Além disso, pelo fato do 5-FU ser facilmente dissolvido no meio de hidratagao do lipossoma, ¢
dificil alcancar muita encapsulagdo no nucleo aquoso do lipossoma (THOMAS et al., 2011;
ELOY etal., 2014).

A caracterizacdo de nanocarreadores ¢ uma etapa critica do seu desenvolvimento,
visto que a eficacia na veiculagdo de fdrmacos estd relacionada as suas caracteristicas de
tamanho de particula, PDI e PZ. O tamanho ¢ um atributo muito importante quando se pensa
em direcionamento passivo, considerando o efeito EPR que ocorre nos tecidos tumorais. Como
discutido, foi observado que particulas de at¢ 200 nm conseguem se acumular em tecido
tumoral de forma aprimorada (MARUYAMA, 2011; IYER et al., 2006; KALYANE et al.,
2019). Essa caracteristica pode ser avaliada pela técnica de espalhamento dinamico de luz, que
permite verificar o tamanho de particula através da dispersdo da luz que ocorre devido ao
movimento browniano das particulas, no caso, os lipossomas. Pela mesma técnica também ¢
possivel avaliar o indice de polisdispersdo, esse indicador nos mostra se aquela populacao de
particulas possui um tamanho semelhante entre si, ou seja, se ¢ homogénea ou ndo. Entende-se
que o PDI proximo a 0,0 representa uma populacdo mais homogénea, em termos de tamanho,
e quanto mais proximo a 1,0, mais heterogénea ¢ essa populacdo. Danaei et al (2018) discute
que o critério de aceitagdo de PDI depende da aplicagdo dos produtos, mas que para carreadores
lipidicos usados para entrega de farmaco, um PDI de 0,3 e abaixo disso sdo considerados
aceitaveis para uma amostra homogénea (GUIMARAES; CAVACO-PAULO; NOGUEIRA,
2021; DANAEI et al., 2018).

Por sua vez, o PZ se trata da carga superficial das particulas, e € uma caracteristica
que esta relacionada com a estabilidade de uma formulacao, visto que particulas de baixa carga
negativa ou positiva tendem a se coalescer e dessa forma se perde a caracteristica de tamanho
do lipossoma, enquanto particulas de alta carga negativa ou positiva se repelem e dessa forma
garantem melhor estabilidade do lipossoma (GERALDO, 2008). De acordo com CHEN et al.
(2012), nanoparticulas podem formar dispersdes estaveis quando o valor de PZ ¢ maior que 30
mYV, devido a repulsao elétrica.

Assim, foram desenvolvidos lipossomas na proporcdo de 70:30:5 para
fosfolipidio:colesterol: DSPE-PEG2000 para avaliar o efeito do SPC, DSPC, DPPC e HSPC nos
lipossomas, foram estudadas as caracteristicas de TP, PDI e PZ. Cada fosfolipidio foi estudado
em duas quantidades (com 25 mg ou 50 mg) Os resultados dessas andlises podem ser

observados na tabela 4:
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Tabela 4: Resumo das caracterizagdes fisico-quimicas e EE% dos lipossomas

TP (nm) PDI PZ (mV)
Lipossoma 5-FU Branco 5-FU Branco 5-FU Branco

SPC25 92,1+1,1 82,7+0,2 0,260,003 0,021 £0,014 -109+£0,7 -155%1,65

SPC50 81,7+0,7 822+12 0,19%£0,015 0,19 +0,008 -9,8+1,0 -13,5+0,6
DSPC25 1248+0,5 1138+1,2 0,19+0,012 0,13+0,020 -105+£09 -122+1,0
DSPC50 133,4+49 112,114 0,27+0,034 0,153+0,019 -9,7+1,2 -12,8 £ 0,6
DPPC25 94,5 +1,7 104,7+0,2 0,15+£0,014 0,16+0,018 -10,2+0,5 -13,8+1,13
DPPC50 1004 £ 1,5 164+£2,7 0,17+£0,020 0,31+0,007 -11,1£1,3 -12,1+£0,9
HSPC25 116,5+2,3 96,8 +0,1 0,24+£0,007 0,170,011 -13,1+£1,5 -12,0+£09
HSPCS50 1134+£0,8 1141+1,8 0,190,015 0,16+0,016 -128+09 -123+04

Fonte: dados da pesquisa, elaborado pelo autor.

Os lipossomas desenvolvidos apresentaram tamanho de particula nanométrico, com
valores entre 81,7 nm e 164 nm. Ao comparar formulagdes branco com formulagdes com
farmaco, € possivel observar diferenca estatistica (p<0,05) nas formulagdes baseadas SPC25,
DSPC25, DSPC50, DPPC25, DPPC50 e HSPC25, no entanto ndo houve diferengca nas
formulagdes SPC50 e HSPC50. A encapsulacao do farmaco levou ao aumento no tamanho dos
lipossomas SPC25, DSPC25, DSPC50 e HSPC25, enquanto nos lipossomas DPPC25, DPPC50
levou a diminui¢ao do tamanho. Em relagdo ao PDI, foi observada diferenca com a inclusao
do 5-FU nas formulagoes SPC25, DSPC25, DSPC50, DPPC50 e HSPC25, mas nao foi
observada diferenca nas formulagdes SPC50, DPPC 25 e HSPC 50. J& o potencial zeta
apresentou diferenca com a presenca do 5-FU apenas nas formulagdes SPC25 e 50, DSPC50 e
DPPC25.

Crisdéstomo e colaboradores (2022) estudaram lipossomas de 5-FU baseados em SPC
e colesterol nas proporg¢des 55:45, 60:40 e 70:30, e encontraram TP de 131,0 + 2,48 nm, 148,7
+3,4nm, e 97,2 £ 1,25 nm. Os resultados da proporc¢ao de 70:30 foram semelhantes com nossos
achados, em que encontramos lipossomas de 92,1 £ 1,1 nm (SPC25) e 81,7 £ 0,7 nm (SPC50).
Ainda assim, ha uma leve redugdo de tamanho, o que poderia ser efeito da presenga do DSPE-
PEG, que ajudaria a empacotar os lipidios e reduzir o tamanho de particula (GUIMARAES,
2021). Contudo, houve uma diferenca do PDI encontrado, enquanto no trabalho de Criséstomo
esse indice foi de 0,52+0,047, enquanto nessa pesquisa foi encontrado um PDI de 0,26 + 0,003
(SPC25) e 0,19 = 0,015 (SPC50), estando dentro do critério de aceitagcdo indicado por Danaei
et al. (2018). Tal mudanca também pode ser justificada pela presengca de DSPE-PEG nas
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formulacdes do presente estudo e ausente nos lipossomas desenvolvidos por Criséstomo e
colaboradores (2022). Na figura 7, podem ser observados os graficos de distribuicdo de
tamanho de lipossomas SPC que mostram o tamanho e sua distribuicdo normal, evidenciado
pela presencga de curva monomodal. O PZ dos lipossomas desse trabalho foi de -10,9 + 0,7 mV
para SPC25 e -9,8 £ 1,0 mV para SPC50, enquanto Criséstomo e colaboradores (2022)
obtiveram PZ de -5,7 £ 0,93 mV em lipossomas na propor¢cdao 70:30, o que poderia ser
justificado pela maior presenca de grupos PO4™ provenientes da fosfatidiletanolamina do DSPE-
PEG2000, a carga negativa resultante seria mais evidente que na propor¢do usada pela autora,

visto que ela ndo utiliza esse componente na sua composi¢ao.

Figura 7: Grafico de distribuicdo de tamanho dos lipossomas — SPC (A) 25
Branco; (B) SPC 25 com 5-FU; (C) SPC 50 Branco e (D) SPC com 5-FU
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Fonte: dados da pesquisa, elaborado pelo autor.

Em relagao ao DSPC, PETRILLI et al. (2018) desenvolveram lipossomas de 5-FU
com base em DSPC e Colesterol, na propor¢ao 55:45, e obtiveram TP de 115 + 26 nm, PDI de
0,22 £ 0,03 e PZ de -2 £ 2 mV. Mesmo em propor¢ao diferente, o TP de DSPC25 e DSPC50
se mantiveram semelhantes aos desta pesquisa. A distribui¢do de tamanho dos lipossomas
DSPC esta na figura 8, onde € possivel observar a homogeneidade da amostra pela presencga de
curva monomodal. Em contrapartida o PZ foi menor que os desse trabalho, o que poderia ser
explicado pela maior proporcio de DSPC na formulacdo, que por também apresentar

grupamentos PO4™ pode resultar em uma carga superficial maior. Dessa forma, é possivel



observar o efeito do carater idnico da cabeca do fosfolipidio no PZ do lipossoma.

Figura 8: Grafico de distribui¢ao de tamanho dos lipossomas — DSPC (A) 25
Branco; (B) DSPC 25 com 5-FU; (C) DSPC 50 Branco e (D) DSPC com 5-FU
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Size Distribution by Intensity
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Fonte: dados da pesquisa, elaborado pelo autor.

Ulker et al (2021) produziu lipossomas de DPPC:colesterol na propor¢cdo 66,67:33
pelo método da hidratacao do filme lipidico com modificacdes contendo 5-FU, e foi encontrado
lipossomas com TP de apenas 67,34 nm e PDI de 0,14, no entanto a metodologia utilizada para
diminuicdo de tamanho foi a extrusdo por membranas de porosidade de 50 nm e 100 nm,
indicando que esse método talvez seja mais efetivo para controlar o tamanho de lipossomas
baseados em DPPC. Katharotiya et al., 2021, por sua vez, utilizando um método de preparo
semelhante ao deste trabalho, obteve lipossomas baseados em uma mistura de DPPC e DSPE-
PEG2000 com TP de 157,7 nm na proporg¢do de 1:1 farmaco:lipidios. Em proporcdo 1:3 obteve
119,02 nm e na propor¢ao 1:5 obteve 132,1 nm. A proporcao de 1:3 possui maior semelhanca
com nossos achados. Em relagdao ao PDI dos lipossomas DPPC foram encontrados valores
baixos, 0,15 para DPPC25 e 0,17 para DPPC50, a homogeneidade das amostras estdo

evidenciadas na figura 9, marcadas por curva monomodal.

Figura 9: Grafico de distribui¢do de tamanho dos lipossomas — DPPC (A) 25
Branco; (B) DPPC 25 com 5-FU; (C) DPPC 50 Branco e (D) DPPC com 5-FU
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43

Por fim, a formulacao com farmaco baseada em DPPC apresentou leve aumento da

carga superficial em comparacido com a formulacao branco, sendo -10,2 mV para DPPC 25 ¢ -

11,2 para DPPC 50 mV. Como discutido, essa carga superficial de aproximadamente -10 mV

pode ser resultado da carga liquida global resultante da presenca de grupamentos fosfato na

cabeca hidrofilica dos fosfolipidios (SMITH et al. (2017).

Katharotiya et al., 2021 também investigou o desenvolvimento de lipossomas

baseados em HSPC e DSPE-PEG2000, no seu trabalho, lipossomas 1:5 de farmaco:lipidios

apresentaram TP de 104,39 + 0,82. Katharotiya discute a partir das diferentes proporcdes

farmaco:lipidios que a uma maior quantidade de lipidio confere maior carater lipofilico ao
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lipossoma e isso dificulta absor¢ao de 4gua no compartimento aquoso do lipossoma, resultando
em TP menores. O PDI das duas formulacdes apresentou valor abaixo de 0,3, sendo
consideradas homogéneas, de acordo com o critério de aceitagdo de Danaei et al (2018) A
distribuicao de tamanho dos lipossomas HSPC estdao apresentadas na figura 10, demonstrando

a homogeneidade das amostras pela curva de comportamento monomodal.

Figura 10: Grafico de distribui¢do de tamanho dos lipossomas — HSPC (A) 25
Branco; (B) HSPC 25 com 5-FU; (C) HSPC 50 Branco e (D) HSPC com 5-FU
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Size Distribution by Intensity
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Fonte: dados da pesquisa.

Por fim, da mesma forma que nos outros lipossomas, o PZ apresentou mesmo
comportamento nessas propor¢des, com valor de -13,1 + 1,5 mV para HSPC25 e — 12,8 £ 0,9
mV para HSPC50. Uma caracteristica comum a todos os lipidios estudados € a presenca do
grupo fosfato na cabeca da molécula, por essa parte do fosfolipidio estar mais exposto na fase
aquosa ele induz uma carga superficial maior, o que justificaria os PZ encontrados

(CHOTPHRUETHIPONG; BATTINO; BENJAKUL, 2020).

5.2.2. Eficiéncia de Encapsulacao

A encapsula¢do de um farmaco em um lipossoma de forma passiva acontece quando
as vesiculas estdo se formando. No caso de farmacos hidrofobicos, a encapsulagdo acontece
pela interagdo da molécula com as cadeias apolares do fosfolipidio, enquanto em fadrmacos
hidrossoluveis, ocorre pela interagdo entre o fArmaco e a fase aquosa intra lipossomal. Nesse
método, a eficicia de encapsulamento ¢ baixa, logo a razdo de farmaco:lipidio normalmente ¢
baixa, entre 10 e 50% (ABBASI et al., 2022). A encapsulagao reportada de 5-FU em lipossomas
¢ de 2 a 6%, sendo esse valor dependente da composicao lipidica (PETRILLI et al., 2017). Os
lipossomas desenvolvidos nessa pesquisa apresentaram EE% entre 12% e 46%, como pode ser
observado na tabela 5.

Tabela 5: EE% dos Lipossomas Fosfolipidio:Colesterol: DSPE-PEG2000

EE (%)
Fosfolipidio 5-FU
SPC25  28+0,01
SPC50  34+0,01
DSPC25 39+0,05
DSPC50 460,06
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DPPC25 28+0,03
DPPCS0  12+0,03
HSPC25  30+0,0
HSPCS50 26+0,02

Fonte: dados da pesquisa, elaborado pelo autor.

Os lipossomas baseados em DSPC apresentaram as melhores EE% nesse trabalho.,
sendo 39% de EE% para DSPC25, e 46% de EE% para DSPC50. Os dados dessa pesquisa sdo
corroborados pelos resultados descritos por Petrilli et al. (2017), que desenvolveu lipossomas
de DSPC:Colesterol na proporcao de 55:45 com EE% de 49,9%. A diferenca de EE% entre a
formulagcdo DSPC25 e DSPC50 pode ser justificada pelo diferente TP encontrado, visto que €
sabido que moléculas hidrofilicas estdo dissolvidas na fase aquosa e sua encapsulagao depende
do tamanho da particula (AGHAEI; SOLAIMANY NAZAR; VARSHOSAZ, 2021).

Em contrapartida, ainda que com TP ndo muito menores, os lipossomas de DPPC nao
obtiveram os mesmos niveis de encapsulacdo, observamos uma EE% de 28% para DPPC25 e
12% para DPPC50. E necessario considerar que o DPPC possui uma temperatura de transigio
de fases (Tc), 41°C menor que a do DSPC (55°C), e isso indica que o DPPC atingird uma fase
liquida-cristalina antes do DSPC, e, portanto, terd uma permeabilidade maior. E descrito a
temperatura na qual ha liberagdo de compostos marcados de lipossomas de DPPC ¢ menor que
a propria Tc. Isso sugere que a liberagdo pode também estar relacionada a alguma mudanca
conformacional que ocorre antes da Tc. Como a temperatura usada na etapa de hidratagao do
filme e encapsulacao de 5-FU ¢ 37°C, ¢ possivel que a EE% desse lipideo seja baixa por esse
motivo (CHEN et al., 2012% CHEN et al., 2018).

Por sua vez, lipossomas baseados em SPC obtiveram EE% entre 28% (SPC - 25) e
34% (SPC — 50). Criséstomo et al (2022) obtiveram resultados de EE% de 5-FU maiores em
lipossomas de composicao baseada em 5-FU, chegando a ter at¢ 61% de EE% em formulacdes
com 70% de SPC e 30% de Colesterol. A presenca de DSPE-PEG2000 nas formulagdes desse
trabalho pode ter diminuido a EE%, pois esse componente estd atrelado a um empacotamento
maior dos fosfolipidios, resultando em um TP menor que teria como consequéncia uma EE%
mais baixa (GUIMARAES, 2021; AGHAEI; SOLAIMANY NAZAR; VARSHOSAZ, 2021).
Contudo, a presenca da ancora de DSPE-PEG(Maleimida) ¢ importante quando se considera o
desenvolvimento de lipossomas funcionalizados.

Enquanto isso, os lipossomas baseados em HSPC obtiveram 26% de 5-FU

encapsulado, para o HSPC50, e 30% para HSPC25. Uma quantidade menor que a EE%
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encontrada por GUPTA et al. (2007), que conseguiu encapsular 36% de 5-FU em lipossomas
peguilados baseados em HSPC, no entanto, Gupta tem lipossomas maiores, de TP de 142 nm,
o que pode ser efeito da diferenca composicao, que possui estearilamina-PEG2000, enquanto
os lipossomas desse trabalho sao formulados com DSPE-PEG2000. Outros autores tém descrito
lipossomas baseados em HSPC com EE% entre 75% e 80%, no entanto o tamanho desses
sistemas foram quatro vezes maiores que os obtidos neste trabalho, visto que a formulagio foi
finalizada com extrusdo por membrana de porosidade entre 100 ¢ 400 nm, o que justificaria a
quantidade maior de farmaco no ntcleo aquoso do lipossoma (LIANG et al., 2014).

Em suma, ¢ possivel observar que a composi¢do e tamanho do lipossoma tem um
efeito importante nas suas caracteristicas e encapsulacio de farmacos hidrofilicos. Cada tipo de
fosfatidilcolina utilizada resultou em lipossomas diferentes e com diferentes perfis de EE%.
Apesar de que todos as PC utilizadas tém grupamentos em comum na cabega, essas diferencas
podem ser justificadas visto que o comprimento e grau de insaturagdo podem influenciar
diretamente a Tc. Como ja discutido, as diferentes Tc podem levar a perfil de encapsulagao
diferentes (BELTRAN—GRACIA etal., 2019; CHEN et al., 2018).

Nesse trabalho, os melhores lipossomas, considerando as caracteristicas avaliadas até
entdo, sao os baseados nos lipidios DSPC, com tamanho maior que 100 nm e menor que 200
nm, ¢ uma EE% entre 39 e 46%. Porém, para aprofundar os estudos nas formulagdes, nos
orientamos pelos dados de uma pesquisa concomitante que ocorre no Centro de
Desenvolvimento e Ensaios Farmacéuticos/Grupo de Pesquisa em Nanotecnologia —
CEDEFAR/GPNANO. Nessa pesquisa, busca-se a encapsulagdo de dois farmacos em
lipossoma, o 5-FU e uma proteina extraida de algas presentes no litoral cearense e posterior
funcionalizagdo dos lipossomas com anticorpos. Entre os resultados encontrados, observou-se
que nos lipossomas baseados em HSPC, houve uma melhora na EE% de 5-FU na presenca de
proteina, enquanto nos lipossomas baseados em DSPC, observou-se uma diminui¢dao na EE%
de 5-FU. Diante disto, optou-se por seguir com estudos utilizando HSPC a fim de gerar maior

esclarecimento sobre a formulagdo com este lipidio que sera utilizada como grupo controle.

5.2.3. Infravermelho por transformada de Fourier — FTIR

O espectro infravermelho (IR) de uma molécula poliatomica ¢ resultado das
vibragdes moleculares, dependente especificamente de cada massa atomica, forca de ligacao e
interacdes intra e intermoleculares. Dessa forma, cada molécula possui um espectro de IR que

¢ uma assinatura unica e permite diferenciar essa molécula de outras, bem como avaliar
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interagdes entre as moléculas analisadas (BUNACIU; ABOUL-ENEIN; FLESCHIN, 2010).

Observando o espectro do 5-FU (a), podemos observar picos caracteristicos de
estiramento de ligagdo C=0 em 1720 e 1650,76 cm™!, estiramento de liga¢do C-F em 1180,22
cm’!, estiramento de ligagio C-N em 1244,82 cm’!, estiramento de ligagdo C=C em 1504,20
cm!. As bandas em 3127,97, 3066,26 € 1651,73 cm! sdo caracteristicas de ligagdo N-H. Além
disso, a banda observada em 1347,99 cm™! ¢ atribuida a dobramento pirimidinico (ELKHATIB,
et al., 2022; UGORIJI et al., 2022).

Ao analisar o espectro do lipossoma branco (c), podemos observar as bandas
caracteristicas do estiramento assimétrico de CH» em 2849,31 cm™ €2917,77 cm™. A banda em
977,12 cm! é caracteristica do estiramento da vibragio de N(CH3)3 " da cabeca dos fosfolipidios.
A banda em 1737,55 cm! é caracteristica do estiramento simétrico do grupo carbonila. Ainda
pode ser observado as bandas em 1090,54 e 1231,32 cm’ relacionadas ao estiramento
assimétrico de PO2” (SONG et al., 2022).

Por fim, avaliando o ultimo espectro, de lipossoma com 5-FU (b), iremos encontrar
as bandas caracteristicas do estiramento assimétrico de CH; ainda em 2849,30 ¢ 2917,77 cm™'.
A banda de N(CH3)s" que estava em 977,12 cm-1 se deslocou para 968,09 cm™. A banda de
C=0 deslocou de 1737,55 para 1732,73 cm™!, e uma das bandas de PO, deslocou de 1231,32
para 1242,89 cm™!, enquanto a banda 1090,54 cm™ ndo se alterou. No entanto, ndo é possivel
observar as bandas caracteristicas do espectro do 5-FU, como a de C-F em 1180 cm™'. Ainda
assim, ha uma diferenga em algumas bandas de ligagdes presentes tanto no lipossoma como no
5-FU que pode sugerir a encapsulacdo do farmaco, como por exemplo, a banda de C=0 do 5-
FU estava em 1720 cm™! e foi deslocada para 1737,55 no lipossoma com farmaco, além de ter
uma intensidade muito menor no lipossoma com 5-FU. J4 a banda em 1648 cm™!, para o mesmo
grupo funcional, ndo est4 presente no lipossoma com 5-FU.

E possivel que o 5-FU nio esteja demonstrando outras bandas especificas no espectro
do lipossoma devido a baixa quantidade de farmaco em relagdo aos lipidios da formulagao, e a
predominancia dos excipientes acabe mascarando os sinais do 5-FU. Ao mesmo tempo, Liu e
Webster (2007) discutem que a metodologia do ATR possui limitagdes para analise de superficie
de nanoestruturas, pois a profundidade de penetragdo da técnica tem a mesma ordem de

magnitude que o comprimento de onda IR incidente.

Figura 11: Espectros de infravermelho de (a) 5-FU; (b) Lipossoma com 5-FU; (c)
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Fonte: dados da pesquisa, elaborado pelo autor.

5.2.4. Perfil de liberacao de 5-FU in vitro

De acordo com NOUNOU et al. (2006), um ponto essencial da avaliagdo de um
lipossoma ¢ a taxa de liberacdo de farmaco da formulagdo. Para isso, geralmente ensaios in
vitro sdo usados tanto como forma de controle de qualidade das formula¢des, mas também como
forma de prever seu comportamento in vivo. Considerando que uma das caracteristicas que
tornam o lipossoma vantajoso no tratamento ao cancer € a ndo liberacdo imediata do farmaco,
¢ essencial conhecer o perfil de liberagdo da formulacio (KATHAROTIYA, 2021).

Nesse trabalho, buscamos avaliar o perfil de liberagao passivo de 5-FU em pH 7,4,
mas nao foi possivel observar o comportamento de liberagdo que ocorreu na formulagao. Como
pode ser observado na figura 12, no primeiro tempo de coleta da amostra de lipossoma, foi

observado que o 5-FU% liberado ja havia alcancado quase 100%, o que se manteve ao longo

do experimento.
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Figura 12: Perfil de liberagdo passivo do lipossoma HSPC-50
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Fonte: dados da pesquisa, elaborado pelo autor.

Petrilli et al, (2018) descreveu em seu ensaio de liberagdo com lipossomas baseados
em DSPC, com a mesma metodologia, que a maior parte de 5-FU livre foi recuperada nos
primeiros minutos de ensaio, € que nas proximas horas, foi observado um aumento de 10% de
5-FU no meio. O esperado seria encontrarmos na primeira apenas a fracao livre de 5-FU, que
no caso do lipossoma HSPC — 50, seria 70% de farmaco, considerando que observamos 30%
de EE%.

Esse ndo ¢ o perfil de liberagdo encontrado por outros pesquisadores com
formulagdes de lipossoma baseado em HSPC contendo 5-FU. Katharotiya et al (2021),
descreveram uma formulacao com liberacao de 63% de 5-FU em 24 horas. Lee e Na (2019)
descreveram lipossomas baseados em HSPC carregados com antocianina, composto hidrofilico,
e foi observado um perfil de liberacdo de até 80% em até 6 horas de experimento.

Uma possivel justificativa para tal achado seria a quebra do equilibrio osmético do
sistema quando a formulagdo ¢ diluida para o ensaio. No inicio do experimento, temos uma
condi¢do de equilibrio, mas com a dilui¢do da formulagdo para o ensaio, a solu¢do onde o
lipossoma estd disperso se torna hipotonica em relacdo a solugdo no nucleo aquoso do
lipossoma. Portanto, ocorre um movimento da agua do meio hipotdnico em dire¢do ao meio
hipertonico, isso faz com que o lipossoma receba um volume muito maior de dgua do que
poderia comportar, e isso pode levar o rompimento da membrana (OHNO et al., 2009). No

estudo de WU et al. (2019) foi observado que em meio hipotdnico, vesiculas unilamelares
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tendem a liberar mais farmaco. Isso foi atribuido ao alongamento das bicamadas lipidicas
causadas como consequéncia do aumento do TP, que leva a membrana se tornar mais permeével
e assim liberar mais farmaco. Também foi sugerido que nas condig¢des hipotonicas, ha formagao
de poros que levam a liberagao do farmaco (WU et al., 2019).

Devido a limitagdo encontrada, para definir o perfil de liberacdo seria necessario
adaptar a metodologia ou alterar ela para que o equilibrio osmético do sistema ndo fosse
perturbado. Para isso poderia ser utilizado o aparelho dissolutor com pdas, usando uma

membrana de didlise, assim como performado por Katharotiya et al., 2021, ¢ Mansoori et al.,

2017.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho foi capaz de desenvolver e caracterizar lipossomas baseados em
diferentes tipos fosfolipidios, com colesterol e DSPE-PEG2000 contendo 5-FU, avaliando o
efeito dos fosfolipidios no TP, PDI, PZ e EE%. Com todos os fosfolipidios usados foram obtidos
lipossomas contendo 5-FU de tamanho nanométrico inferior a 133 nm, capazes de se beneficiar
do efeito EPR. Além disso, apresentaram indice de Polidispersao inferior a 0,3, sendo
considerados homogéneos dentro do critério de aceitacdo. Com os resultados de PZ encontrados
¢ possivel concluir que a carga superficial é resultado da porc¢ao hidrofilica dos fosfolipidios, e
ndo de suas cadeias alquilicas. Os resultados de EE% demonstram que os lipossomas de DSPC
sdo mais eficientes para encapsulacdo de 5-FU, e os lipossomas DPPC os menos eficientes.
Com o estudo do lipossoma baseado em HSPC por FTIR foi observado que a banda de C=0 do
5-FU estava em 1720 cm™! e foi deslocada para 1737,55 cm’! no lipossoma com fiarmaco e nio
é possivel observar as bandas caracteristicas de C-F em 1180 cm™ do espectro de 5-FU no
espectro de lipossoma com 5-FU, sugerindo que ele foi encapsulado ou que a concentracao esta
baixa. A metodologia utilizada para realizagdo do ensaio de liberacdo mostrou-se limitada,
sendo necessario a adaptagdo do método ou troca por um que seja mais adequado.

Por fim, s@o necessarios mais estudos para avaliar plenamente o efeito da composicao
nas caracteristicas dos lipossomas, sugere-se a realizacdo de microscopia de forca atomica
como forma de avaliar a morfologia dos lipossomas, uso de calorimetria exploratdria diferencial
para determinagdo Tc como forma de prever o comportamento da membrana com relagdo a
difusdo do material do nucleo para o meio externo, e difracdo de raio-X para estudos mais
aprofundados sobre a estrutura do nanossistema formado. Por fim, acredita-se que estudos in
vitro e in vivo poderdo contribuir na elucidag¢do do efeito do uso de lipossomas no tratamento

do céancer colorretal.
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