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RESUMO

A nanotecnologia esta cada vez mais presente no ambito farmacologico, sendo responséavel por
otimizar terapias, entre elas o tratamento do cancer. Muitos fArmacos utilizados na terapia das
neoplasias sdo bastante toxicos, trazendo efeitos colaterais graves e diminui¢do da qualidade de
vida do paciente durante seu tratamento. A nanotecnologia aplicada ao tratamento de cancer
vem como alternativa para diminuir estes efeitos, fazendo com que o tratamento seja otimizado,
ao mesmo tempo que potencializa os efeitos toxicos dos antineoplasicos, diminui seus efeitos
deletérios, por direcionar melhor o tratamento ao alvo da doenga. J4 que a maioria desses
nanocarreadores sdo de origem lipidica, eles atravessam melhor as membranas biologicas,
melhorando a biodisponibilidade do farmaco. Dentre estes farmacos, a doxorrubicina (DOX) ¢
um dos mais difundidos, sendo utilizado em tratamento de diversos tipos de cancer inibindo a
sintese de RNA nas células cancerigenas. A doxorrubicina, por outro lado, ¢ muito citotoxica,
causando cardiotoxicidade, mielosupressdo, problemas renais e hepaticos. Buscando estratégias
para se reduzir esses efeitos, causando uma melhor eficiéncia no tratamento, optou-se pela
utilizacdo da nanotecnologia para encapsulacao da doxorrubicina em cristais liquidos a base de
monoleina (MO) ¢ PHOSAL® (PHO), uma mistura de lipideos contendo fosfatidilcolina. O
desenvolvimento dos cristais se deu por meio de diagrama de fases para determinagdo da
proporcao dos componentes da formulacdo, observando-se cristais liquidos de fase hexagonal.
Apos a dispersdo dos cristais liquidos em sonicador de haste obtiveram-se nanoparticulas com
tamanho médio de 344,9 nm =+ 4,133, indice de polidispersdao de 0,396 + 0,015, eficiéncia de
encapsulacdo de 99,76% e potencial zeta de -14,7 mV £ 0,321. O método de quantificacio da
doxorrubicina foi o espectrofotométrico, que foi validado e se mostrou adequado para o estudo.
Na avaliacdo da citotoxicidade contra células da linhagem humana de cancer de préstata (PC3)
foi obtido valor de ICso = 1,003 + 0,185 uM para a solu¢do de doxorrubicina e ICsp = 2,116 +
0,233 uM para a nanodispersdo de doxorrubicina. Diante desse contexto, o presente estudo
atingiu seu objetivo principal, de desenvolver e caracterizar os cristais liquidos contendo
doxorrubicina e demonstrar seu potencial para ser utilizado como nanocarreador do fdrmaco
em terapia para células de cancer de prostata, estando assim em acordo com outros estudos
publicados em literatura cientifica.

Palavras-chave: Cancer de prostata; Doxorrubicina; Cristal liquido; Nanotecnologia.



ABSTRACT

Nanotechnology is increasingly present in the pharmacological field, being responsible for
optimizing therapies, among them the treatment of cancer. Many drugs used in cancer therapy
are very toxic, bringing serious side effects and decreasing the quality of life of the patient
during treatment. The nanotechnology applied to cancer treatment comes as an alternative to
reduce these effects, making the treatment optimized, while potentiating the toxic effects of
antineoplastic drugs, reduces its deleterious effects, by better directing the treatment to the
target of the disease. Since most of these nanocarriers are of lipid origin, they cross biological
membranes better, improving the bioavailability of the drug. Among these drugs, doxorubicin
(DOX) is one of the most widespread, being used in the treatment of several types of cancer by
inhibiting RNA synthesis in cancer cells. Doxorubicin, on the other hand, is very cytotoxic,
causing cardiotoxicity, myelosuppression, kidney, and liver problems. Seeking strategies to
reduce these effects, causing a better efficiency in the treatment, it was decided to use
nanotechnology to encapsulate doxorubicin in liquid crystals based on monolein (MO) and
PHOSAL® (PHO), a lipid mixture containing phosphatidylcholine. The development of
crystals was done by means of a phase diagram to determine the proportion of the formulation
components, observing liquid crystals with a hexagonal phase. After dispersion of the liquid
crystals in a probe sonicator, nanoparticles were obtained with an average size of 344.9 nm +
4.133, polydispersity index of 0.396 + 0.015, encapsulation efficiency of 99.76% and zeta
potential of -14.7 mV =+ 0.321. The method for quantification of doxorubicin was
spectrophotometric, which was validated and proved suitable for the study. In the evaluation of
cytotoxicity against human prostate cancer lineage cells (PC3), an ICsp value of 1.003 + 0.185
uM was obtained for the doxorubicin solution and ICso 0f 2.116 £+ 0.233 uM for the doxorubicin
nanodispersion. Given this context, the present study achieved its main objective, to develop
and characterize liquid crystals containing doxorubicin and demonstrate its potential to be used
as a nanocarrier of the drug in therapy for prostate cancer cells, thus agreeing with other studies
published in scientific literature.

Keywords: Prostate Cancer; Doxorubicin; Liquid Crystal; Nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

O cancer € uma das maiores causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo,
podendo chegar a 28,4 milhdes de casos em 2040 segundo a Organiza¢gdo Mundial da Saude
(OMS). De acordo com a OMS, uma a cada cinco pessoas desenvolve a doenga ao longo da vida.
Dentre os canceres mais comuns o de mama apresenta maior numero de casos em todo mundo,
cerca de 11,7%, seguido pelo de pulmao (11,4%). O cancer de prostata aparece em quarto lugar,
com 7,3% de novos casos no mundo (OMS, 2020).

O tratamento do cancer vem apresentando avangos, com a descoberta de novas
terapias, novas técnicas de cirurgia e novos farmacos antineoplasicos. Esses agentes terapéuticos
apresentam, na sua grande maioria, pouca especificidade em relagdo a sua natureza citotdxica,
provocando assim destrui¢do de células saudéaveis, gerando reagdes adversas e desconforto para o
paciente em tratamento (PEREZ-HERRERO; FERNANDEZ-MEDARDE, 2015). Os
quimioterapicos geralmente utilizados no tratamento do cancer incluem as antraciclinas, como
doxorrubicina e epirrubicina. Os taxanos, como paclitaxel e docetaxel; S-fluorouracil ou
capecitabina, ciclofosfamida, carboplatina, cisplatina, dentre outros (SCHUNEMANN, et al.
20006).

Uma alternativa para diminuir os efeitos toxicos do tratamento quimioterapico ¢ a
utilizagdo da nanotecnologia, para que o farmaco seja distribuido de maneira mais especifica e
eficiente no organismo, gerando menos efeitos toxicos. Dentre essas alternativas se encontram as
nanoparticulas lipidicas, que sdo as mais estudadas para o carreamento de diversos tipos de
farmacos, devido sua biocompatibilidade, com baixa toxicidade e imunogenicidade.
Nanoparticulas sdo importantes veiculos de farmacos com baixa solubilidade aquosa. Atualmente
existem varias nanoparticulas aprovadas pelo US Food and Drug Administration (FDA), que se
acumulam em tumores sélidos por conta do efeito EPR (efeito de retencdo e permeabilidade
aumentadas). Dentre essas, destaca-se a formulagio lipossomal de doxorrubicina, o Doxil®, que
foi um dos primeiros medicamentos baseados em nanotecnologia aprovados pelo FDA em 2005.
Outro exemplo de produto no mercado é o Abraxane®, no qual o quimioterdpico paclitaxel
encontra-se eficientemente associado a nanoparticula de albumina. Esta formulagao foi aprovada
pelo FDA, em 2005, para o tratamento de cancer de mama e para cancer de pancreas em 2013
(VIEIRA et al, 2015). Um exemplo em fase pré-clinica € o esclareol, que ¢ um diterpeno que
mostrou potencial para induzir a interrupgao do ciclo celular e a apoptose em células de cancer de
mama, de célon e leucémicas. Contudo, sua hidrofobicidade prejudica sua administra¢do in vivo

por vias como a endovenosa (DIMAS et al., 1998; DIMAS et al., 2006; HATZIANTONIOU et
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al., 2006; MAHAIRA et al., 2011). Assim, sua incorporacdo em nanoparticulas pode ser uma
alternativa para permitir sua administracao.

Os sistemas de cristais liquidos estdo atraindo cada vez mais a atengdo por causa de
suas microestruturas e propriedades fisico-quimicas interessantes. Varias moléculas bioativas,
como farmacos, peptideos e proteinas podem ser solubilizadas em fase aquosa ou oleosa e
protegidas da hidrdlise ou oxidagdo (GUO et al. 2010). Os cristais liquidos sdo um exemplo de
formulagdes lipidicas que podem formar sistemas nanoestruturados para entrega de farmacos,
sendo compostos de uma matriz lipidica que se organizam em um estado unico de matéria, ndo
podendo ser considerado nem liquido, nem sélido. O nome vem do fato de que, devido as
interagdes moleculares, além da fluidez caracteristica dos liquidos, possuem propriedades
geralmente reservadas aos solidos cristalinos, isto ¢, anisotropia (propriedades variam com a
dire¢do) em suas propriedades oOticas, elétricas e magnéticas (KROIN et al. 1985).

Os cristais liquidos possuem importantes aplicagdes tecnoldgicas exatamente porque
sdo anisotropicos. A sua anisotropia permite a mudanca de suas propriedades oticas pela aplicacao
de campos magnéticos ou elétricos. A mudanca nas propriedades Oticas pode ser usada para
modular a luz e, portanto, revelar informacao. Esse efeito ¢ a base das aplicagdes tecnologicas dos
cristais liquidos (KROIN ef al. 1985).

Os cristais liquidos se organizam de diversas formas, sendo bem versateis para carrear
farmacos. Os cristais liquidos vém sendo estudados demonstrando aplicagdes amplas, que vao
desde a area farmaceéutica, aplicagcdes na industria alimenticia, em cosméticos e até na indistria
quimica. Nanodispersodes de cristais liquidos de fase hexagonal a base de monoleina aumentaram
a penetracdo cutdnea in vitro de ftalocianina de zinco, melhorando a eficicia da terapia
fotodinamica no cancer de pele e doengas nao neoplésicas (PRACA et al, 2012). Cristais liquidos
de fase hexagonal se mostraram eficientes no carreamento do farmaco antitumoral bufalina (BUF),
que ¢ um farmaco com solubilidade muito baixa, e apresenta uma cardiotoxicidade consideravel
na sua forma ndo encapsulada. Os experimentos de citotoxicidade, apoptose celular e
farmacocinética realizados mostraram uma biodisponibilidade aumentada de BUF apds
encapsulacdo. Esses resultados sugerem potencial aplicagdo clinica para as formulacdes de
liberagdo sustentada de transi¢ao de fase in sifu seguras obtidas de BUF (LI et al, 2019).

A doxorrubicina ¢ um farmaco antitumoral, do grupo das antraciclinas que foi
aprovada para uso em 1974 nos Estados Unidos, sendo muito utilizado em tratamento de pacientes
com cancer de mama e cancer de prostata. O sucesso terapéutico da doxorrubicina ¢ prejudicado
pela sua toxicidade que leva a diversas reagdes adversas, em especial deve-se considerar a elevada

cardiotoxicidade (OCTAVIA et al., 2012). Contudo, a encapsulacao da doxorrubicina em sistemas
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nanoestruturados, vide lipossomas (Doxil®, Caelyx®), reduziu sua cardiotoxicidade
(STYLIANOPULOQOS; JAIN, 2015). Neste sentido, Wang et al. demonstraram que o cloridrato de
doxorrubicina pode ser efetivamente encapsulado em cristais liquidos de DMSO, 4cido oleico, [3-
caseina e 4gua, e sua taxa de liberag@o pode ser regulada pelo pH, concluindo em seu estudo que
cristais liquidos sdo potenciais nanocarreadores de DOX (WANG et al. 2009).

Dessa maneira, o presente trabalho buscou o desenvolvimento de nanodispersdes de
cristal liquido que permitissem a veiculagcdo da doxorrubicina, visando aumentar sua seguranga
sem prejudicar sua poténcia citotoxica, utilizando técnicas analiticas para determinar
caracteristicas como tamanho de particula, indice de polidispersdo, potencial zeta, eficiéncia de
encapsulacdo (EE%), bem como determinar a citotoxicidade em linhagem celular de cancer de

prostata.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar nanodispersdes liquido cristalinas contendo doxorrubicina

para avaliacdo da citotoxicidade em linhagem de células de cancer de prostata.

2.2 Objetivos Especificos

e Validar método de quantificacdo de doxorrubicina através da técnica de espectrofotometria
UV-Vis;

e Desenvolver cristais liquidos a base de monoleina e Phosal®, utilizando diagrama de fases,
para a encapsula¢do da doxorrubicina;

e Caracterizagdo dos cristais liquidos através de microscopia de luz polarizada;

e Obter nanodispersdes de cristais liquidos;

e (aracterizar o tamanho de particula, indice de polidispersividade e o potencial zeta por

dynamic light scattering;

e C(Caracterizar a eficiéncia de encapsulacdo da doxorrubicina através da técnica de

espectrofotometria UV-Vis;

e Avaliar a citotoxicidade da nanodispersdo em linhagem de células de cancer de prostata

utilizando o método do MTT.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Céncer de prostata

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2020) estima-se que no Brasil
tenha tido a ocorréncia de 616 mil novos casos de cancer, sendo os mais incidentes o cancer de
préstata, pulmao, mama, colon e reto. O cancer de prostata ¢ o segundo mais comum entre 0s
homens no Brasil (atras apenas do cancer de pele ndo-melanoma). No Brasil, estimam-se 65.840
casos novos de cancer de prostata para cada ano do triénio 2020-2022. Esse valor corresponde a
um risco estimado de 62,95 casos novos a cada 100 mil homens. Sem considerar os tumores de
pele ndo melanoma, o cancer de prostata ocupa a primeira posi¢do no pais em todas as Regides
brasileiras, com um risco estimado de 72,35/100 mil na Regido Nordeste; de 65,29/100 mil na
Regido Centro-Oeste; de 63,94/100 mil na Regido Sudeste; de 62,00/100 mil na Regido Sul; e de
29,39/100 mil na Regido Norte (INCA, 2020). Alguns desses tumores podem crescer de forma
rapida, espalhando-se para outros 6rgaos e podendo levar a morte. A identifica¢do do estdgio em
que o cancer de prdstata se encontra, conhecida como estadiamento, ¢ fundamental para a escolha
do melhor tratamento para o paciente.

A classificacdo do estdgio do tumor ¢ feita de acordo com a dosagem de antigeno
prostatico especifico (PSA), avaliacdo das caracteristicas microscopicas das células cancerosas
durante a bidpsia, o tamanho do tumor, a velocidade de crescimento e as regides atingidas por ele.
Com relagdo aos estagios, o estagio I corresponde a cancer assintomatico que pode ser detectado
ao acaso, como durante uma ultrassonografia transretal, ou pelo aumento do antigeno prostatico
especifico. Apresenta tamanho pequeno, baixa agressividade e esta restrito a prostata. O estagio
II também esta restrito a prostata, mas € um tumor maior, causa mais sintomas e tem mais chances
de se disseminar. No estagio III o cancer de prostata atingiu tecidos vizinhos, como vesiculas
seminais, reto e bexiga, mas sem afetar linfonodos e areas distantes. Apresenta maior chance de
voltar depois do tratamento (recidiva). Ja o estagio IV corresponde a tumores de prostata que se
disseminaram para regides proximas, como os linfonodos ou regides distantes, originando
metastase em o0ssos, pulmao e figado. Em geral, o cancer de prostata de estagio IV ndo tem cura,
mas pode ser tratado para oferecer maior qualidade de vida para o paciente (BRASIL, Ministério
da Saude, 2021). A maioria, porém, cresce de forma tao lenta (leva cerca de 15 anos para atingir 1

cm?) que ndo chega a dar sinais durante a vida e nem a ameacar a saide do homem.
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Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da doenga estdo relacionados a
presenca de testosterona e a idade, uma vez que tanto a incidéncia como a mortalidade aumentam
significativamente apds os 50 anos. Além disso, homens cujos parentes diretos sdo portadores de
CP tem risco aumentando de desenvolver a doenga. Outro fator de risco relacionado a
hereditariedade ¢ a presenca de genes envolvidos no adenocarcinoma familiar, por exemplo, o
HPC1 (Hereditary Prostate Cancer 1) proto-oncogene encontrado no brago longo do cromossomo
1 relacionado ao cancer de prostata familiar (ARAP M, COELHO R, 2010)

O toque retal e a dosagem do antigeno prostatico especifico (PSA) s@o os principais
métodos de identificagdo de alteragdo na prostata; posteriormente a bidpsia e o estudo
histopatoldgico sdo indicados para a defini¢do do diagnodstico do paciente. O tratamento deve ser
individualizado para cada paciente de acordo com a sua idade, tamanho da prostata, grau
histologico, estdgio do tumor e os recursos técnicos disponiveis, portanto, podem ser realizadas
cirurgias radicais, observacao vigilante, radioterapia e terapias endocrinas (SROUGI M, et al.,
2008). O tratamento hormonal com privacdo androgénica (ADT) ¢ hoje a principal terapéutica
para o cancer metastatico da prdstata, com excelente resultado no controle da doenga. No
entanto, com o passar do tempo, a maioria dos pacientes evolui para uma fase de refratariedade
hormonal, em que a doencga progride independentemente da concentragdo sérica de testosterona
(HOSSEINI et al., 2016).

O cancer de prostata pode também ser tratado com a quimioterapia, a qual pode
melhorar os resultados globais dos pacientes que apresentam a doenga em fase de metastase. O
farmaco docetaxel, da familia dos taxanos, ¢ considerado a primeira opgdo para o tratamento
quimioterdpico do cancer de prostata. O carbazitaxel e paclitaxel sdo farmacos da mesma
familia, utilizados no tratamento do cancer de prostata. Sdo encontrados na literatura estudos
que demonstraram um controle notavel do crescimento do céncer de prostata utilizando

docetaxel (DTX) (LIU et al., 2012; WANG et al., 2017).

3.2 Doxorrubicina

A doxorrubicina (DOX), apresentada na Figura 1, ¢ um antibiodtico antineoplasico
do grupo dos antibidticos antraciclinicos, que sdo isolados a partir da bactéria Streptomyces
peucetius. E usado para o tratamento de diversos tipos de cancer, incluindo tumores sélidos e
leucemias. E uma das drogas anticAncer mais utilizadas atualmente, exercendo sua atividade

citotdxica através da inibicdo da sintese de RNA, através da intercalacdo entre os pares de bases
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dos acidos nucleicos (YOO et al.,, 2000; MIGLIETTA et al., 2000; CAMARA, 2017,
SCHEEREN, 2015;).

Figura 1 - Estrutura quimica da doxorrubicina

Fonte: (TREVISAN, 2003)

Viarios modelos foram propostos para explicar sua acdo citotoxica: agdo na
Topoisomerase II, formagdo de adutos de DNA, estresse oxidativo e produgdo exacerbada de
ceramidas (HANDE, 2008; TEWEY et al., 1984; THORN et al., 2011; YANG et al., 2014). A
doxorrubicina entra nas células através de difusdo passiva e, no citoplasma, liga-se a subunidade
20S do proteassoma. Esse complexo migra para o nucleo e, pela maior afinidade da
doxorrubicina pelo DNA, ela se mantém 14. A concentraciao de doxorrubicina mantém-se, entdo,
cinquenta vezes maior no nucleo do que no citoplasma (CARVALHO et al., 2009; TACAR;
SRIAMORNSAK; DASS, 2012). No nucleo, a doxorrubicina inibird a agdo da Topoisomerase
II, mecanismo aceito como o mais relevante de sua acdo citotdxica. Esse mecanismo se da da
seguinte forma: o DNA estd naturalmente na forma tensionada, sendo necessario que haja um
relaxamento na sua estrutura para que ele se duplique. Esse relaxamento se da por cortes na
dupla fita de DNA e posterior juncdo desses fragmentos em uma posicdo onde o DNA
permaneca menos tensionado. Esses cortes e juncdes sdo mediados pela Topoisomerase II. A

doxorrubicina se liga a0 DNA e forma um complexo estavel com ele e a Topoisomerase II
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(Doxorrubicina-DNA-Topoisomerase II). Com a formacdo desse complexo, as juncdes da
dupla fita ndo ocorrem, levando a parada do ciclo celular (CHAMPOUX, 2001; HANDE,
2008).

No entanto, a DOX causa alguns efeitos colaterais graves, como cardiotoxicidade
irreversivel e mielossupressdo. Esses efeitos colaterais sdo dose dependentes, o que acaba por
limitar a dose maxima (SACCO et al., 2001). Os efeitos agudos comecam logo apds sua
administracdo e incluem arritmias, hipotensdo e alteracdes eletrocardiograficas, podendo
ocorrer pericardite. Esses efeitos agudos ocorrem em 11% dos pacientes e podem ser revertidos,
desaparecendo geralmente apds o fim do tratamento (CARVALHO et al., 2009; OCTAVIA et
al., 2012).

Em relagdo aos efeitos cronicos, eles ocorrem em 1,7% dos pacientes tratados com
doxorrubicina, promovendo uma taxa de mortalidade de 50% nestes pacientes. Eles ocorrem
por acumulacdo de doses sucessivas de doxorrubicina (em especial quando atingem valores
acumulados de 500 mg/m?) e levam a insuficiéncia cardiaca congestiva e cardiomiopatias que
podem surgir até anos apds o fim do tratamento. O mecanismo geralmente reconhecido para
explicar a cardiotoxicidade da doxorrubicina € através da geragdo de radicais livres, em especial
nas mitocondrias (CARVALHO et al., 2009; OCTAVIA et al., 2012).

No que se refere ao sistema nervoso, a doxorrubicina ndo consegue atravessar a
barreira hematoencefalica. No entanto, ela causa toxicidade indireta no cérebro. Isso se da pela
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) mediada pela doxorrubicina. Essas EROs
levam ao aumento da permeabilidade mitocondrial e, consequentemente, a liberacdo de
citocromo ¢, da mesma maneira que se observa no coragdo, gerando apoptose de células
neuronais. Desordens neuroldgicas e problemas cognitivos podem surgir como consequéncia
dessa apoptose. A maioria desses problemas, contudo, desaparece um ano apds a interrupgao
do tratamento (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2012).

Ademais, cerca de 40% dos pacientes em tratamento com doxorrubicina apresentam
problemas hepaticos. Isso se da porque grande parte do fArmaco ¢ metabolizada no figado. As
EROs geradas pela doxorrubicina produzem danos ao tecido hepatico, levando a sintomas como
fraqueza e fadiga muscular e renal. As EROs também provocam danos nos rins, levando a lesdes
glomerulares, inflamacdo, dilatagdo tubular e permeabilidade capilar alterada. Isso gera
nefropatia e proteintria, sendo agravadas pelo fato de que a capacidade de regeneracdo dos rins

¢ baixa (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2012).
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Uma das principais explicacdes para o alto nimero de efeitos adversos esta
relacionada a baixa seletividade da DOX aos tecidos neoplasicos, o que pode ocasionar uma
maior absor¢ao em outros tecidos que nao o de interesse (CAMARA, 2017).

Os efeitos da combinagdao de docetaxel (DOC) e doxorrubicina (DOX) foram
investigados em células de cancer de prostata (PC3 e DU145). Os tratamentos de combinagao
de farmacos equipotentes revelaram que a combinacdo DOC / DOX leva a alta sinergia e morte
celular efetiva apenas em uma faixa estreita de concentragdo em DUI145, fornecendo um
método conveniente para prever varios efeitos de combinagao de farmacos, bem como dados
de viabilidade celular. As proporgdes de mistura DOC / DOX propostas podem ser usadas para
projetar coquetéis de farmacos combinados isoladamente ou em sistemas de liberagdo para

melhorar a quimioterapia para pacientes com cancer (TSAKALOZOU et al, 2012).

3.3 Nanotecnologia e suas aplicacoes

A nanotecnologia surgiu como uma alternativa para a administracdo de fdrmacos e
obtencdo de agdo prolongada. E utilizada para controlar a liberagdo de farmacos, modificando
a velocidade com que atravessam barreiras, para direcionar o farmaco ao alvo farmacologico,
evitando que haja acumulo em tecidos que ndo os de interesse, o que além de aumentar o efeito
farmacologico, diminui a toxicidade (FORMARIZ, 2008).

Nao existe um consenso de tamanho ideal para possibilitar endocitose eficiente de
nanoparticulas, pois isso depende de véarios fatores como as propriedades fisico-quimicas das
nanoparticulas e o tipo de célula alvo. Nanoparticulas pequenas, entre 50 ¢ 100 nm tém uma
maior probabilidade de ser internalizado por absor¢@o passiva, mas sdo mais propensas a causar
toxicidade celular (SHANG et a/, 2014). Além disso, particulas com tamanho maior que 200
nanOmetros podem rapidamente ser retiradas da circulagdo sanguinea pelo reticulo endotelial,
ndo alcangando quantidades suficientes no tecido tumoral (TAURIN; NEHOFF; GREISH,
2012). Assim, de uma maneira geral, acredita-se que o tamanho ideal de um nanocarreador deve
se situar entre 50 e 200 nanometros, apesar de que nao ha um consenso sobre a questao.

A nanotecnologia passou a ser uma possibilidade de uma terapia mais direcionada
para o tratamento de tumores solidos. Aprisionando-se um farmaco ou outra molécula bioativa
dentro de uma estrutura nanométrica, possibilita-se uma maior acumulac¢do no sitio tumoral e
aumenta-se a meia-vida plasmatica frente a da molécula livre, com o longo tempo de circulagao

de nanoparticulas peguiladas (FANG; NAKAMURA; MAEDA, 2011).



21

Os nanocarreadores lipidicos sdo sistemas biocompativeis, biodegradaveis e com
baixa toxicidade, portanto, com enorme potencial para carrear fAirmacos citotoxicos. além da
possibilidade de vetorizagao, ¢ possivel realizar o controle da liberagdo do farmaco no sitio de
acdo pelo emprego de nanoparticulas. Outras vantagens associadas ao uso de nanossistemas
consiste no aumento da solubilidade do farmaco, importante, por exemplo, para sua

administracdo endovenosa de fAirmacos lipofilicos (WONG et al, 2007).

O desenvolvimento de farmacos contra o cancer perpassou por centenas de
farmacos quimioterapicos, mas seus resultados terapéuticos ainda ndo sdo completamente
satisfatorios. Uma das principais razdes para essa situacdo ¢ a falta de seletividade do tumor,
ou seja, os medicamentos anticancer sdao distribuidos indiscriminadamente tanto nos tecidos
normais quanto nos tecidos tumorais. A nanotecnologia utiliza dois aspectos bioldgicos centrais
na formagdo de tumores para desenvolver e direcionar seus nanocarreadores: o efeito de

permeabilidade e reteng¢do aprimorada (EPR) e o longo tempo de circulagdo.

O cancer nao ¢ apenas uma massa de células tumorais malignas, s3o como um 6rgao
complexo no qual constroem um ambiente de tal forma que as células ndo malignas, como as
células do sistema imunoldgico, suportam o crescimento do tumor. Essa interagdo entre células
malignas e células ndo malignas gera microambiente tumoral (TME, da sigla em inglés).
Quando os tecidos tumorais se tornam limitados pela difusdo, eles criam uma nova vasculatura
para obten¢do de nutrientes, excre¢do de residuos e fornecimento de oxigénio. Este processo ¢
denominado angiogénese e esses vasos formados sdo completamente diferentes dos vasos
sanguineos do tecido normal, sendo heterogéneos, possuindo dindmica aberrante e
caracteristicas como tortuosidade, auséncia de membrana basal e hiperpermeavel por natureza
possuindo poros através das lacunas endoteliais com diametro entre 100 nm a 2 pm. Além disso,
a vasculatura tumoral ¢ caracterizada por um sistema linfatico deficiente que impossibilita a
drenagem, levando ao seu aciimulo nos tecidos tumorais. Esse efeito ¢ conhecido como
permeabilidade e retencdo aprimorada (EPR, da sigla em inglés). Devido ao efeito EPR, as
nanoparticulas apresentam maior acumulo no ambiente tumoral do que outros tecidos
(KALYANE et al., 2019).

Outro exemplo de vantagem com o uso de nanoparticulas utilizadas no tratamento
do cancer ¢ dado pela peguilacdo, que consiste na ligagdo covalente de cadeias de
polietilenoglicol na superficie de proteinas, peptideos, fosfolipideos e farmacos (PASUT;
SERGI; VERONESE, 2007). Este processo de conjugacdo apresenta varias vantagens estre elas

o aumento de solubilidade, aumento da meia-vida do farmaco no organismo, a diminui¢do da
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degradagdo por enzimas metabolicas e a redu¢do da imunogenicidade (VERONESE; PASUT,
2005). Desta maneira, a peguilagdo tornou-se uma tecnologia bem estabelecida e ¢ usada para
melhorar a estabilidade, a solubilidade e biodisponibilidade de fairmacos (PASUT; SERGI;
VERONESE, 2008).

Em 1993, foi aprovado o primeiro medicamento para o cancer baseado na
nanotecnologia, por um grande 6rgdo regulador. O SMANCS (poli(estireno-co-anidrido
maleico)-neocarzinostatina) ¢ um conjugado de uma proteina que apresenta a¢do antitumoral.
Esse conjugado mostrou promover maior circulagdo e acumulagdo no tecido tumoral que a
proteina livre, tendo sido aprovado para tratamento de carcinoma hepatocelular pelo Ministério
da Saude do Japao (MAEDA, 2012).

Em 1995, nos Estados Unidos, uma formulagdo lipossomal de doxorrubicina foi
aprovada para tratamento de Sarcoma de Kaposi associado a infec¢do por HIV e cancer de
ovario em estado avangado, o Doxil®. A nanoencapsulagdo da doxorrubicina em lipossomas
diminuiu seus efeitos adversos, aumentou seu tempo de circulacdo e a entrega do farmaco no
tumor foi melhorada (BARENHOLZ, 2012; SEYNHAEVE et al., 2013). O Doxil® ¢ um
nanofarmaco que apresenta a doxorrubicina encapsulada em lipossomas, por meio da técnica
de gradiente de sulfato de amonio. A DOX ¢ capaz de atravessar a membrana lipossomal por
difusdo passiva e atingir o seu interior aquoso, onde interage com os ions sulfato, formando
sulfato de doxorrubicina, que ¢ um sal insoluvel. Com isso, hd geracdo de um gradiente que
permite a encapsulacdo de praticamente toda a quantidade de moléculas de DOX
(BARENHOLZ, 2001). A figura 2 representa a encapsulagdo da doxorrubicina pela técnica

descrita.
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Figura 2 - Representagdo esquematica da encapsulacdo de DOX em lipossomas.
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Fonte: adaptado (BARENHOLZ, 2001)

Com relagdo a estudos de encapsulagao de DOX, Mitra et al, 2001, observou que
nanoparticulas de 100nm contendo DOX favoreceram a permeabilidade e o efeito de retengdo,
conforme observado na maioria dos tumores solidos. Esse efeito foi associado a
farmacodindmica da DOX conjugada a nanoparticula que, atuou aumentando o tempo de
circulagdo e sua concentragdo no sitio tumoral. Para um encapsulamento eficiente em micelas,
a DOX ¢ geralmente desprotonada, o que remove a carga positiva e aumenta a hidrofobicidade
da molécula de DOX. Verificou-se que nanoparticulas contendo DOX tiveram seu acimulo no

citoplasma da célula, mas ndo penetraram no nticleo (MOHAN et a/, 2010).

3.4 Cristais liquidos

Cristais liquidos sdo os estado da matéria entre o estado so6lido cristalino e o liquido,
sdo estruturas ordenadas, com moléculas em uma dire¢do especifica, sendo liotropicos e
termotropicos. Combinam a organizacdo do estado solido com a fluidez do estado liquido
(PETRILLI, et al. 2013.). Sao divididos em trés formas liquido-cristalinas: lamelares,

hexagonais e cubicas, a forma que o cristal liquido vai ter depende da composi¢do do sistema
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(Figura 3). Por serem altamente viscosos, os cristais liquidos podem atuar na liberagdo dos
farmacos prologando a liberagdo. Além disso, por ter diferentes caracteristicas internas e

externas, podem formar ligagdes com farmacos hidro e lipossoluveis (BOYD et al., 2006).

Figura 3 - Estrutura de diversas fases liquido-cristalinas. a) Fase hexagonal direta; b) Fase

hexagonal reversa; c) Fase cubica; d), Fase lamelar.

a)

c)

Fonte: (NETO, 2008)

A diferenca bésica entre liquidos e cristais solidos ¢ o estado de ordem; os cristais
apresentam ordem posicional e orientacional, enquanto nos liquidos as moléculas se difundem
livremente. Os cristais liquidos, por sua vez, caracterizam-se por manter ordem orientacional,
com suas moléculas alinhando-se ao longo de uma dire¢ao especifica, combinado a organizacao
do estado solido com a fluidez e mobilidade molecular do estado liquido (SINGH, 2000).

Virios trabalhos reportam a capacidade destes sistemas de sustentar a liberagao de
farmacos incorporados, apresentando muitas vezes, cinética de liberagdo controlada por
difusdo. Além disso, estes sistemas sdo capazes de incorporar farmacos hidrofilicos e
lipofilicos, que podem ser formados em temperatura corporal e apresentam propriedades
mucoadesivas, o que prolonga o tempo de permanéncia do sistema no sitio de agdo. Estas
propriedades sugerem o uso destes sistemas como veiculos interessantes para administracdo de
farmacos em varias vias de administragdo (BURROWS et al., 1994; GERAGHTY et al., 1996;
NIELSEN et al., 1998; GANEN-QUINTANAR et al, 2000; SHAH et al., 2001,
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TURCHIELLO et al., 2003; BOYD et al., 2006; LOPES et al., 2006; GUO et al., 2010; PHAN
etal., 2011).

Os cristais de fase hexagonal sdo compostos por micelas cilindricas organizadas em
um padrdo hexagonal. Os canais de 4gua na fase hexagonal sdo fechados, e nesse tipo de cristal
¢ possivel carrear fArmacos lipofilicos, hidrofilicos ou anfifilicos. FArmacos hidrofilicos serao
localizadas perto da cabeca polar do lipidio ou nos canais de agua, enquanto farmacos
lipofilicos serdo carregados na camada lipidica, e farmacos anfifilicos na interface. Nos tltimos
anos, a fase hexagonal recebeu atencdo consideravel devido ao seu potencial como
nanocarreador, fornecendo uma liberagao controlada do fArmaco, bem como forma de prote¢ao
para peptideos, proteinas e acidos nucléicos de degradacdo quimica e fisica (CHEN et al.,
2014).

A monoleina (MO), ou monoleato de glicerina, apresentada na Figura 4, ¢ um
monogliceridio insaturado de cadeia longa formado pela mistura de glicerideos do 4cido oleico
e outros acidos graxos. E um lipideo polar, natural, atoxico e biodegradavel, com capacidade
de formar diferentes tipos de cristais liquidos na presenca de agua, que tem sido estudado como
carreadores de farmacos para diferentes vias de administragdo, demonstrando capacidade de
sustentar a liberagdo dos farmacos incorporados (ENGSTROM, 1990; LARA et al., 2005). E
uma molécula atéxica, biodegradavel pelo fato de estar sujeita a lipdlise por esterases e
biocompativel e, por isso, uma candidata potencial a sistema de liberagdo de farmacos, 1til para
varias rotas de administracdo (TURCHIELLO et al., 2003). Murgia et al, 2009, caracterizaram
cristais liquidos de fase lamelar em formulagdes com monoleina e dgua, capazes de encapsular
moléculas hidrofilicas ou anfifilicas, apresentando estabilidade de dois anos (MURGIA et al,

2009).
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Figura 4 - Estrutura quimica da monoleina.
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Fonte: (CZELSIK, 1995)

Varias fases liquido-cristalinas podem ser formadas por monoleina em contato com
agua (fase lamelar, cubica ou hexagonal) dependendo do teor de agua do sistema e da
temperatura (Fong et al., 2012). No entanto, a presenca de farmacos na formula¢ao pode afetar
a formacdo destes cristais, provocando transi¢des de fases.

PHOSAL® ¢é o nome comercial de um composto liquidos baseado em
fosfatidilcolina, podendo atuar como solubilizante para componentes que sdo insoliveis ou
pouco soliveis em solugdes aquosas ou funcionar como uma fonte de fosfatidilcolina com
acidos graxos essenciais. A fosfatidilcolina (ou lecitina), Figura 5, ¢ um fosfolipideo muito
abundante em plantas e animais, a qual representa o principal constituinte estrutural da maioria
das membranas bioldgicas. Esta pode ser extraida da gema de ovo ou do 6leo de soja, se
diferenciando pela proporgao relativa dos acidos graxos esterificantes, o que vai determinar um
maior numero de insaturacdes nas cadeias carbdnicas da lecitina.

Os concentrados de fosfolipideos ndo aquosos, (do inglés NAPC) como o
PHOSAL® representam um conceito de formulagdo versatil para solubilizar farmacos e
suplementos alimentares pouco soliiveis em dgua e aumentar sua biodisponibilidade. Esses
compostos sdo, em principio, apropriados para uso clinico e para a pesquisa de formulagdes,
possibilitando o desenvolvimento de formas farmacéuticas de forma direta e de baixo custo.
Apo6s administragdo intramuscular ou subcutanea, podem ser uteis como formulacdes de

deposito (HOOGEVEST, 2020).
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Figura 5 - Estrutura quimica das lecitinas.
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Muitos esforcos tém sido empreendidos para aumentar passiva ou ativamente o
encapsulamento de drogas hidrofilicas, como a distribui¢cdo direcionada, na qual ligantes sdao
acoplados a superficie do lipossoma para reconhecimento por receptores superexpressos no
sitio patoldgico e liberacdo desencadeada, em que os lipossomas sdo especialmente concebidos
para respondem a um sinal, como diminuicdo do pH, aumento da temperatura, campo
magnético alternativo externo, ultrassom ou luz, para liberar seu conteido aquoso, com
consequente aumento da eficacia terapéutica. O medicamento mais estudado para liberagdo a
partir de lipossomas ¢ a doxorrubicina, e nesse sentido uma formulagdo termossensivel
promissora, ThermoDox®, estd atualmente em testes clinicos. Embora varios farmacos
hidrofilicos de pequenas moléculas carregados em lipossomas estejam disponiveis no mercado
com alta eficiéncia de encapsulacdo, formulagdes direcionadas ou lipossomas responsivos a
estimulos ainda estdo sob investigagcdo (ELOY et al, 2014).

Nanodispersdes de cristal liquido compostos pela combinagdo de monoleina e Phosal®
sdo escassas ou inexistentes na literatura. Portanto o presente trabalho possui caracteristica
inovadora de explorar essa formulacdo para a entrega da DOX a células humanas de cancer de

prostata.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1. Solventes, reagentes e matérias-primas

e Agua obtida por osmose reversa - Marte;

e Agua ultrapura obtida pelo sistema Milli-Q;

e [Brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] (MTT) — Sigma Aldrich Co.;

¢ Dimetilsulfoxido (DMSO) — Neon Comercial;

e Doxorrubicina

e Metanol HPLC 99,9% - J.T. Baker;

e Monoleina — Sigma Aldrich Co.;

e Phosal 50 SA+ - Lipoid,

e Poloxamer 407 — Croda;

e RPMI 1640 MEDIUM - Sigma Aldrich Co.;

e Solucdo antibidtica e antimicética composta por 10.000 unidades de penicilina, 10 mg de
estreptomicina e 25 pg de anfotericina B por mL — Sigma Aldrich Co.;

e Soro bovino fetal — Sigma Aldrich Co.;

e Tripsina-EDTA — Sigma Aldrich Co.;

4.1.2 Equipamentos e acessorios

e Agitador de tubos — Phoenix;

e Agitador magnético — Nova Etica;

¢ Balanca Analitica — CPA225D — Sartorius;
e Balanca Analitica — XT220A — Precisa;

¢ Banho ultrassonico — Ultronique;

e (Cabine de fluxo laminar — Filterflux;

e Centrifuga — DCS-16-RV — Presvac;

¢ Centrifuga —Z 206 A — Hermle;

e Espectrofotometro — U-2910 — Hitachi;
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e Incubadora de CO, — Panasonic;

e Leitor de microplacas — EIx800 — Biotek;

e Microscopio invertido — AE2000 — Motic;

e Microscopio optico (modelo BA-200, Motic) equipado com filtro polarizador;
e Sonicador de haste — Q500 — Q-Sonica;

e Zetasize nano ZS — Malvern Instruments.

4.2 Métodos

4.2.1 Obtencao dos cristais liquidos

Para o presente trabalho foi escolhido a fase oleosa composta por monoleina (MO)

e Phosal® (PHO) e na fase aquosa utilizamos solugdo aquosa de poloxamer 407, 1,5%. As

proporcdes foram definidas de acordo com o diagrama de fases (Figura 6).

Figura 6 - Diagrama de fases, relacionando as variaveis de propor¢do de monoleina, Phosal e

solugdo aquosa contendo poloxamer (1,5%).
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Fonte: elaborado pelo autor
4.2.2 Obtengdo da solugdo aquosa de poloxamer (1,5%)

Primeiramente preparou-se uma solucao de agua contendo poloxamer (1,5%) como
fase aquosa dos cristais liquidos, adicionando-se 0,75g de poloxamer 407 em 49,25ml de dgua
destilada em um béquer. Essa solugdo foi levada a agitador magnético em banho de gelo por 1
hora, a fim de solubilizar o poloxamer.

4.1.2 Preparo dos cristais liquidos

As formulagdes dos cristais liquidos preparados sdo compostas por:

Tabela 1 - Composicao dos cristais liquidos.

FORMULACAO MO (%) PHO (%) FASE AQUOSA (%)
A 30 10 60
20 10 70
C 20 20 60
D 10 10 80
E 10 20 70
F 10 30 60

Como a fase oleosa escolhida ¢ liquida a temperatura ambiente ndo foi necessaria a
etapa de fusdo. Primeiramente foi adicionado em um recipiente de vidro a fase oleosa da
formulagdo, obedecendo sempre a ordem da maior propor¢do para a menor propor¢do € por
ultimo a fase aquosa. As formulagdes foram produzidas com massa final de 3g. Os sistemas
permaneceram em repouso por 24 horas para equilibrio entre fase aquosa e oleosa (PETRILLI,

et al. 2013).

4.3 Preparo das nanodispersoes de doxorrubicina

Para a obten¢do das nanodispersdes de doxorrubicina foram escolhidas trés
concentragdes do farmaco, 1; 2,5 e 5 mg, cujas quantidades foram dispersas tanto na fase aquosa

(FA), como na fase oleosa (FO) dos cristais liquidos.
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Para as dispersdes de doxorrubicina na fase aquosa pesou-se a quantidade de
doxorrubicina determinada, adicionou-se a um falcon de 15 ml contendo a solucdo de dgua +
poloxamer 1,5%. Essas solugdes foram agitadas em vortex e levadas a banho ultrassénico por
10 minutos, a fim de dissolver todo o farmaco. Apds essa etapa a fase aquosa foi vertida sobre
a fase oleosa contendo monoleina + Phosal® em recipiente de vidro € o sistema foi mantido em
repouso por 24h (PETRILLI, ef al. 2013).

Para as dispersdes de doxorrubicina na fase oleosa pesou-se a quantidade de
doxorrubicina determinada, adicionou-se a um recipiente de vidro contendo a fase oleosa
composta por monoleina + Phosal®. Essas solugdes foram agitadas em vortex e levadas a banho
ultrassonico por 10 minutos, a fim de dissolver todo o farmaco. Apds essa etapa a fase aquosa
composta por agua + poloxamer 1,5%, foi vertida sobre a fase oleosa e o sistema foi mantido
em repouso por 24 h. Apos esse periodo os cristais liquidos com DOX, tanto na fase aquosa
como na fase oleosa, passaram por um processo de sonicac¢do para nanodispersao sob amplitude
de 20% por 3, 6 ou 9 minutos, para determinag¢do do tempo mais adequado, em sonicador de

haste (Q500 SONICATOR) (PETRILLLI, et al. 2013).

4.4 Caracterizacao fisico-quimica dos cristais liquidos e nanodispersoes

4.4.1 Avaliacdo da morfologia dos cristais liquidos por microscopia de luz polarizada

Apbs o periodo de 24 horas de repouso as formulagdes foram retiradas pequenas
aliquotas dessas formulacdes e colocadas em laminas de vidro e observadas em microscopio
optico com objetiva de 10x, equipado com filtro polarizador e acoplado a uma camera para

obtencao de imagens de alta qualidade das amostras.

4.4.2 Tamanho de particula e indice de polidispersdo (PDI)

O principio da metodologia utilizada para a determinacdo do tamanho das
nanoparticulas e seu indice de polidispersdo ¢ o espalhamento dindmico de luz (DLS, dynamic
light scattering), representado na Figura 7, no qual particulas suspensas em meio liquido sao
iluminadas por um laser monocromatico em um detector de foétons. Em razdo do movimento

browniano das nanoparticulas, a intensidade da luz espalhada detectada ao longo do tempo ¢
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correlacionada ao tamanho das particulas e suas populagdes. Foi utilizado o equipamento

Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) (CRUCHO e BARROS, 2017).

Figura 7 - Esquema da técnica de espalhamento dinamico de luz para caracterizagao de

tamanho de particula e indice de polidispersao.

NANOPARTICULAS

FEIXE DE LUZ

DETECTOR

FONTE DE LUZ

CELULA DE LEITURA

Fonte: elaborado pelo autor

4.4.3 Analise da carga superficial

Para a andlise de superficie das particulas dada pelo potencial zeta foi utilizada a
técnica de microeletroforese, como equipamento Zetasizer Nano. Para a medi¢ao das amostras
torna-se necessario realizar a dilui¢do de propor¢ao 1:100 em KCI 1 nm e logo apds inserir na

cubeta propria do equipamento.

4.5 Validagdo do método analitico por espectrofotometria para quantificacio de

doxorrubicina em nanodispersoes de cristais liquidos
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O método analitico empregado para quantificacdo da doxorrubicina em
nanodispersoes liquido cristalinas foi o espectrofotométrico. Os pardmetros avaliados foram;
linearidade, precisdo, exatiddo, limite de detec¢do e limite de quantificagio conforme
preconizado na RDC 166 de 24 de julho de 2017 da ANVISA (BRASIL, 2017). Para diluicao
da amostra foi utilizado metanol, e as amostras foram quantificadas em espectrofotdometro em

comprimento de onda de 495nm (The International Pharmacopoeia, 2008).

4.5.1 Preparo da solugdo mae

Utilizando luz amarela, pois a doxorrubicina ¢ fotossensivel, foi pesado em papel
filtro Smg de doxorrubicina pura e transferida para baldo volumétrico de 5ml, onde foi
adicionado metanol, em capela, sem completar o menisco. Essa solu¢do foi levada a banho
ultrassonico por 10 minutos, depois o menisco foi aferido e a solugdo foi filtrada em filtro de

politetrafluoretileno (PTFE), 0,45 um. Esta solu¢do mae tem a concentragdo de 1000 pg/mL.
4.5.2 Preparo da solugdo de trabalho de 50 pg/mL
A partir da solu¢do mae, retirou-se uma aliquota de 500 pL utilizando micropipeta

monocanal e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 ml completando o volume com
metanol. Esta solugdo foi homogeneizada em vortex por 30 segundos e transferida para tubo
falcon de 15 ml. Obteve-se entdo uma solugdo de trabalho na concentragdo de 50 pg/mL.
4.5.3 Preparo das solugdes da curva de calibragdo

A partir da solu¢do mae e da solugdo de trabalho, realizaram-se célculos para determinar
os volumes necessarios para a obtencao das concentragdes de doxorrubicina utilizada na curva,

que foram 50, 40, 30, 20, 10, 5,0, 1,0 pg/mL.

Tabela 2 - Concentra¢des de doxorrubicina empregadas na curva analitica

Concentracio Aliquota Solu¢ao Estoque (1000pg/mL) Aliquota Solu¢ao Trabalho
(50png/mL)
1,0pg/mL - 100puL
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5,0ng/mL - 500uL
10pg/mL - 1000uL
20pg/mL 100puL -
30pg/mL 150puL -
40pg/mL 200uL -
50pg/mL 250puL -

Fonte: elaborado pelo autor

As diluigoes foram feitas em capela, utilizando metanol como solvente e baldo
volumétrico de SmL. Todas as diluigdes foram submetidas a agitagdo em vortex por 30
segundos, transferidas para tubos falcon de 15 mL e levadas a banho ultrassonico por 10
minutos. As diluigdes foram feitas em triplicata, sendo também realizadas por mais de um

operador.

4.5.4 Linearidade

As solugdes preparadas em triplicata foram submetidas a leitura em
espectrofotometro, utilizando metanol como branco e comprimento de onda de 495 nm, de
acordo a farmacopeia internacional. Apos a leitura do branco (metanol) as solugdes foram
homogeneizadas e levadas a cubeta para leitura do espectrofotometro. As leituras foram feitas
em triplicata e foram obtidos os valores de absorbancia de cada solugdo para confeccio da curva
analitica. Destas absorbancias se pode obter o coeficiente angular e linear da curva. Foram
também calculados o desvio padrao de cada analise (DP), desvio padrdo do intercepto e a

inclinagdo da curva analitica.

4.5.5 Limite de detecgdo (LD)

O Limite de deteccio do método ¢ definido como a menor quantidade ou
concentragdo de analito em uma amostra que pode ser detectada, com 99% de confianga, mas
ndo necessariamente quantificada. O limite de deteccao foi calculado com base na obtengdo de
trés curvas analiticas do farmaco, fundamentada no desvio padrdo do intercepto e na inclinagao

da curva analitica. A formula usada para o calculo esta representada na equacao:

Equacdo 1 — Limite de deteccao (LD)
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D_3,3*8
- IC

Onde: 6 = desvio padrdo do intercepto; IC = inclinacdo da curva analitica.
4.5.6 Limite de quantificagdo (LQ)

O Limite de Quantificacdo ¢ a menor quantidade ou concentragdo de analito que
pode ser determinada quantitativamente com precisdo e exatiddo. O limite de quantificacio foi
calculado com base na obtengao de trés curvas analiticas do farmaco, fundamentada no desvio
padrdo do intercepto e na inclinagdo da curva analitica. A formula usada para o calculo estd

representada na equacgao:

Equacao 2 — Limite de quantificacdo (LQ)

_10*8
- IC

Onde: 8 = desvio padrao do intercepto; IC = inclinagdo da curva analitica.

4.5.7 Precisdo intra e interday

Para se obter a precisdo da curva, foram lidas as concentragcdes definidas em
triplicata, se obtendo desvio padrdo da concentragdo real. A precisdo ¢ expressa através do

desvio padrao relativo (DPR), obtido pela equagao:

Equagdo 3 — Precisao.

DPR = bp X 100
~ CMD

Onde: DP = desvio padrao; CMD = concentracdo média determinada.

Essas leituras foram realizadas tanto no mesmo dia como em dias diferentes,

empregando diferentes analistas.
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4.5.8 Exatidao

Solugdes contendo a nanodispersdo branco foram contaminadas com DOX em trés
niveis de concentracao, (5,0; 25,0; 50,0 ug/mL), para avaliagdo da exatiddo. Todas as solugdes
foram feitas em triplicata, utilizando metanol como solvente, e foram levadas a banho
ultrassonico por 10 minutos para se romperem as nanoparticulas e filtradas em filtro PTFE 0,45
pum. As amostras foram lidas em triplicata, em espectrofotometro no comprimento de onda de
495 nm, sendo metanol usado como branco. Para determinar exatiddo foi avaliado o grau de
concordancia entre os resultados obtidos em relagdo ao valor tedrico que € estimado a partir da
equacao da reta, essa concordancia ¢ expressa conforme o calculo de recuperacdo, descrito na

equacao a seguir:

Equagdo 4— Exatidao

. Concentracao média real
Recuperagao = — — * 100
Concentracao tedrica

4.6 Determinacio da eficiéncia de encapsulacio de doxorrubicina

Para a obten¢do das amostras para determinar a concentragdo de doxorrubicina
livre, pipetou-se 1mL da nanodispersdo em tubo Amicon 50kDa (método indireto de avaliagao
de eficiéncia de encapsulagdo, baseado na ultrafiltragao) previamente lavado com agua MilliQ
e centrifugou-se a 3000rpm por 30 min. Depois pipetou-se 300uL do centrifugado e diluiu-se
com 2700uL com metanol, em tubo falcon. Para obter a concentracdo de doxorrubicina total
experimental se realizou um célculo para determinar a diluigdo necessdria para se ter uma
concentragao tedrica de 30ug/mL, diluindo a nanodispersdo em baldo volumétrico de 10ml com
metanol e submetendo a banho ultrassonico por 15 minutos para romper a nanodispersao e
filtradas em filtro PTFE. Em seguida, as absorbancias das amostras foram mensuradas em

comprimento de onda 495 nm. Os resultados foram plotados na equacdo da reta obtida a partir
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da curva de calibragdo do fdrmaco. O célculo da porcentagem de encapsulacdo ¢ entdo

representado por formula matematica:

Equacao 5- Eficiéncia de encapsulacdo (EE%)

concentracao de doxorrubicina total experimental — concentracao de doxorrubicina livre ¥ 100
- concentracao de doxorrubicina total experimental

4.7 Avaliacao da citotoxicidade in vitro em células de cancer de prostata

Para avaliar a citotoxicidade da formulag¢do da nanodispersdao de doxorrubicina foi
utilizado um modelo de linhagem celular humana (cancer de prostata), PC3. As células foram
cultivadas em meio RPMI suplementados com 10% de soro bovino fetal e 1% de solugdo de
antibidtico/antimicotico, a 37°C com 5% de CO», de acordo a recomendagdes da American Type
Culture Collection (ATCC). Atingindo a confluéncia desejada de 90% as células seguirampara o
protocolo de tripsinizacdo e foram semeadas em placas de 96 pocos (25.000 células por pogo).
Ap6s um periodo de 24h de incubagdo a 37°C, as placas foram retiradas da estufa para a
aplicacdo dos grupos experimentais. Neste processo o meio completo foi removido, os pogos
lavados com solucdo salina e os tratamentos (solu¢do de doxorrubicina, nanodispersdo de
doxorrubicina e nanodispersao branco) foram aplicados. Para o tratamento com doxorrubicina
utilizou-se as concentracdes de 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; e 100 uM que foram obtidas através da
diluicdo do grupo em meio RPMI completo. Para os tratamentos com a nanodispersdo de
doxorrubicina foram utilizadas as concentragdes de 0,01; 0,1; 1; 5; 10; 20 e 100 uM, também
diluidas com meio RPMI completo. As placas foram incubadas por 72h a 37°C. Passadas 72 h
as placas tiveram os tratamentos descartados e foram lavadas com salina. Foi aplicado 170uL
de meio RPMI com 30uL de brometo de 3- [4,5-42 dimetil-tiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazélio
(MTT) 2,5mg/ml, e foram incubadas por 4h a 37°C. Apds esse tempo, descartou-se a solugdo do
meio de cultura com MTT e o dimetil sulféxido (DMSO) foi aplicado nos pogos para dissolver
os cristais de formazan, um cristal de cor purpura que ¢ insoluvel em 4gua. A absorbancia foi
lida em 570 nm e a concentragdo capaz de matar 50% das células (ICso) foi obtida através das
curvas de concentragdo - efeito, considerando a densidade optica do controle negativo (células

nao tratadas) como 100% (GONTIJO et al., 2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao dos cristais liquidos

Neste trabalho, foram estudadas formulagdes baseadas em MO:PHO:FA para formagao
de géis em excesso de agua, anisotropicos ao campo de luz polarizada. A adi¢ao de excesso de
fase aquosa contendo o tensoativo poloxamer 407 ¢ necessaria para promover a estabilizacao
estérica das particulas apos a etapa de nanodispersao dos sistemas (GUSTAFSSON et al., 1997;
LARSSON, 2000).

Apesar de todas as formulagdes apresentarem cristais liquidos de fase hexagonal,
caracterizados por estriagdes em microscopia de luz polarizada, optamos por seguir com a
Formulac¢ao B, composta por MO:PHO:FA, na propor¢ao de 20:10:70, para a continuidade das
caracterizagdes, pois foi a formulagdo que apresentou cristais bem definidos e em maior
quantidade, podendo observé-los por toda a ldmina, em acordo a trabalhos prévios que
utilizaram monoleina, obtendo cristais de fase hexagonal (CHEN et al., 2014; PETRILLI, et al.
2013) como mostram a figura 8.

Quando formulagdes com PHOSAL sdo diluidas em dgua, dependendo das composi¢des
em relagdo a propor¢do de oleo para fosfolipidio, formam-se emulsdes O/A, misturas de
emulsdes e lipossomas ou lipossomas. Ja foi reportado que as principais caracteristicas do
sistema agua, vitamina E, lecitina de ovo (purificada para ser aceitavel para inje¢ao intravenosa)
e PHOSAL foram determinadas por microscopia Optica e difracdo de raios X de baixo angulo.
Os resultados mostraram que o cristal liquido lamelar de lecitina de ovo / 4gua foi retido quando
a lecitina foi gradualmente substituida por PHOSAL. A vitamina E foi solubilizada nos cristais
liquidos lamelares a um nivel maximo na faixa de 15-20% por peso. A vitamina E se dispersou
no cristal liquido, causando apenas pequenas mudancas estruturais (HOOGEVEST, 2020).

Ativos podem exercer importante influéncia na formacdo de cristais liquidos. Por
exemplo, em estudo prévio, diferentes mesofases foram obtidas dependendo da concentragao
de ciclosporina (CysA). CysA a 4% permitiu a formagao de fases cubicas e hexagonais reversas
em uma faixa de temperatura de 25-40°C. As aplicacdes desses cristais de fase hexagonal
aumentaram a absor¢do de CysA em ensaio de absor¢ao em pele. Estes resultados demonstram
que os sistemas cristalinos liquidos de monoleina sdo eficazes na otimizagdo da entrega de
peptideos a pele (LOPES et al, 2006). Cristais liquidos de fase hexagonal, baseados em MO
estabilizados por Pluronic F127 foram obtidos a fim de agir como carreador para o

formononetina, um agente anticancer, e tetrafenileteno, um marcador optico. O estudo
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demonstrou que este carreador baseado em cristal liquido inibiu significativamente o
crescimento do tumor em um modelo celular de cancer de mama (célula 4T1).

A figura 9 demonstra os cristais liquidos com doxorrubicina incorporada, tanto na fase
aquosa quanto na fase oleosa, nas concentragdes de 1, 2,5 ¢ Smg. Podemos observar que a
incorporagdo da DOX na fase aquosa favoreceu a formacdo de cristais liquidos de fase
hexagonal, sendo a concentracdo de 1mg a que ficou menos alterada em relacdo ao cristal
liquido sem farmaco. Com a incorporagao da DOX na fase oleosa se observa caracteristicas de

cristais diferentes em relacdo a formulagdo sem farmaco.

Figura 8 — Fotomicrografias de formulagdes por microscopia optica de luz polarizada do bulk

gel (lente de 10 X).

Formulacao A Formulacao B

Formulagao C Formulacao D



Formulagao E Formulagao F

Figura 9 - Fotomicrografias de formula¢des contendo DOX por microscopia Optica de luz
polarizada do bulk gel (lente de 10 X).
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Smg FA Smg FO

5.2 Analise de tamanho de particulas, carga superficial e indice de polidispersividade

As tabelas 3, 4 e 5 apresentam os dados experimentais e seus respectivos desvios
padrdo de tamanho de particula, indice de polidispersividade e potencial zeta. Essas
caracteristicas sao importantes quando se diz respeito ao desenvolvimento de nanocarreadores.
O tamanho da particula e sua distribuicao estdo entre os fatores mais criticos que influenciam
as interacdes célula-nanomaterial, pois quanto menor o tamanho de particula, maior a
penetragdo celular, como observado em estudo com nanoparticulas de prata em células humanas
de figado, onde nanoparticulas de 10 nm liberaram 24% mais prata que as nanoparticulas

maiores (GLIGA et al, 2014).

Ao empregar o método de espalhamento dinamico de luz é possivel obter também
o indice de polidispersao (PDI), que indica a homogeneidade dos grupos de tamanhos
dasnanoparticulas. Um valor de PDI proximo a 0 significa que o sistema tem grupos que
indicamuma distribui¢do de tamanho estreita, j4& proximo a 1 uma distribui¢do ampla de

tamanho (WUet al., 2011).

Outro parametro importante que estd expresso na mesma tabela ¢ o potencial
zeta. O uso desse método objetiva determinar a carga superficial e estabilidade da suspensao
coloidal. O principio basico envolve a medi¢cdo da mobilidade eletroforética de particulas
carregadas sob um potencial elétrico aplicado, isso faz com que as particulas migrem para carga

oposta de acordo com a magnitude de sua carga. Essa migracdo faz com que a frequéncia do
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espalhamento de luz seja alterada, sendo identificada pelo feixe de luz que passa
concomitantemente na cubeta. Além disso possibilita estudar a interacdo particula-particula e a
possibilidade de agrega¢do causando instabilidade na formulagdo (BRAR et al., 2011). Em
outras palavras, o que estd sendo avaliado sdo as cargas superficiais de cada nanoparticula e
como isso afeta a formulagio como um todo. E descrito que valores de potencial zeta com
moédulo maior que 30 sdo ideais para a estabilizagdo eletroestatica de nanoparticulas (BENITA;

LEVY, 1993).

Tabela 3 - Caracterizagdo de tamanho de particula, PDI e potencial zeta das nanoparticulas

(formulacao B) com seus respectivos valores de desvio padrdo (DP).

Tempo de sonicaciio (min) Tamanho + DP (nm) PDI = DP Potencial Zeta £ DP (mV)
3 300,6 £ 1,415 0,395+ 0,013 -13,2+£0,252
6 315,7+2,193 0,410+ 0,030 -16,6 0,557
9 318,2+ 5,811 0,421+ 0,031 -15,6 £ 0,971

Fonte: elaborada pelo autor

Na tabela acima temos os valores referentes a formulagdo B, sem farmaco, em
diferentes tempos de sonicac¢do. Os valores sdo semelhantes entre si, tanto em tamanho, PDI e
potencial zeta. Escolhemos prosseguir com um tempo de sonicacdo de 3min, por apresentar
valores mais baixos dentre os parametros avaliados do que os demais tempos. Como
evidenciado nas tabelas 4 e 5, estudamos a encapsulagdo de DOX na fase aquosa e fase oleosa,
para otimizagdo da eficiéncia de encapsulagdo, tendo em vista a natureza anfifilica do farmaco.

Cristais liquidos compostos de acido oleico e fosfatidilcolina de soja como fase
oleosa e Procetyl® como tensoativo, em excesso da fase aquosa contendo poloxamer, ja foram
reportados. O pH da fase aquosa em 7,4 levou a uma redu¢ao das regides de transi¢do de fase
dentro do diagrama terndrio. As formula¢des preparadas com a fase aquosa a 85% foram
selecionadas e apos sonicacdo as formulagdes apresentaram tamanho nanométrico em torno de
100 nm, baixo indice de polidispersividade e potencial zeta levemente negativo (TREVIZAN,
et al 2021).

Ademais, outro estudo mostrou que solugdes concentradas de moléculas de
colageno tipo I resultaram em nanoparticulas com tamanho de 300 nm, com valor de PDI
elevado, em acordo aos achados do presente estudo. Enquanto as solugdes ndo sonicadas

permanecem isotropicas, as solugdes sonicadas se transformam apo6s algumas horas em uma
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fase cristalina liquida, bem reconhecivel na microscopia de polarizagao (GIRAUD-GUILLE et
al, 1989).

Com relagdo a fase de incorporacdo de DOX, Wang et al, 2019, estudaram cristais
liquidos de 4cido oleico, DMSO e -caseina, com a incorporacdo de DOX em fase aquosa. O
tamanho de particulas observado variou de 10 a 100 nm (WANG et a/, 2019). Na mesma linha
de raciocinio, DOX foi adicionada na fase aquosa de formulacao de cristais liquidos a base de
derivado do perileno (PERC11). O tamanho de particula obtido foi de 60~70 nm (SPILLMANN
etal,2014).

Ressalta-se que estudos com formulagdes parecidas com a abordada aqui sdo

limitados na literatura, demonstrando a inovagdo buscada com o presente trabalho.

Tabela 4 — Caracterizagdo de tamanho de particula, PDI e potencial zeta das nanoparticulas

com doxorrubicina dispersa na fase aquosa, com seus respectivos valores de desvio padrao

(DP).
Concentra¢io DOX (mg) Tamanho + DP PDI = DP Potencial Zeta = DP (mV)
(nm)
1 344,9 + 4,133 0,396 £ 0,015 -14,7 £ 0,321
2,5 313,5+4,454 0,388 + 0,018 -9,03 £0,614
5 320,9 +4,922 0,423 + 0,002 -8,42 +£ 0,080

Fonte: elaborada pelo autor

Tabela 5 — Caracterizagdo de tamanho de particula, PDI e potencial zeta das nanoparticulas

com doxorrubicina dispersa na fase oleosa, com seus respectivos valores de desvio padrdo

(DP).
Concentra¢iao DOX (mg) Tamanho + DP PDI + DP Potencial Zeta = DP (mV)
(nm)
1 345,3 £4,400 0,427 £0,015 -14,3 £ 0,493
2,5 3006,6 + 1,457 0,427 £ 0,007 -11,3+£0,361
5 323,5+ 3,478 0,423 + 0,023 -7,6 £0,195

Fonte: elaborada pelo autor

O tamanho de particulas das nanodispersdes com DOX se manteve proximo aos

valores da nanodispersdo sem o farmaco. O intervalo de tamanho de particula apos a
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encapsulacdo do farmaco variou entre 306,6 + 1,457 e 345,3 + 4,400 nm, ao passo que para a
nanodispersdo branco foi obtida com o tamanho de 300,6 + 1,415 nm.

Ao analisar os valores de PDI das tabelas nota-se que em todos os tempos de
sonicagdo as formulagdes apresentaram valores mais proximos do 0.4, sendo o tempo de 3
minutos o valor mais baixo. Na analise da nanodispersdao com farmaco, em ambas as fases os
valores de PDI também se apresentaram dentro dessa faixa, sendo as formula¢des com a
doxorrubicina introduzida na fase aquosa apresentaram menor valor médio de PDI em relagao
as formulagdes com o farmaco introduzido na fase oleosa. Na Figura 10 pode-se observar a
distribuicdo de tamanho das nanodispersdes, e fica claro a natureza polidispersa. Nesse sentido,
a inclusao de lipideo disteroilfosfatidiletanolamina peguilado (DSPE-PEG) em etapas futuras,
poderia ser util para reduzir a polidispersividade dos sistemas, além de melhorar a
farmacocinética considerando uso injetavel da formulacdo. Ademais, outro aspecto relevante
seria o estudo de formulagdo contendo menos lipidios para reduzir tamanho e polidispersdo, o
que sera investigado futuramente.

A incorporacao do farmaco, tanto na fase aquosa como na fase oleosa influenciaram
no aumento do potencial zeta, sendo esse aumento proporcional a concentragdo de farmaco.
Podemos atribuir isso a molécula de DOX ser positiva. Mussi et al, 2013, obtiveram valores
de potencial zeta negativos ao analisar nanoparticulas lipidicas solidas compostas por behenato
de glicerila, Tween 80, hidroxitolueno butilado (BHT) como antioxidante, dcido docosa-
hexaendico (DHA) stearamina (STE), e DOX na fase oleosa e EDTA e agua ultrapura na fase
aquosa. O valor obtido de potencial zeta foi de -13 + 4 mV. Esse valor negativo pode ser
atribuido a cargas opostas de STE e DHA. Na verdade, STE ¢ cationico e o DHA ¢ anionico.
Na concentragdo com DHA a 0,4%, foi observado esse valor negativo. Para o presente estudo,
podemos atribuir essa carga superficial negativa aos componentes da fase oleosa, monoleina e
Phosal®, visto que a adigdo de DOX causou uma diminui¢do nesse potencial negativo. Os
valores do potencial zeta se mostraram negativos, e longe do valor ideal para estabilidade da
formulagdo, que ¢ acima de 30 (BENITA; LEVY, 1993). Logo, tendemos a considerar que as
formulagdes podem ser instaveis, entretanto seriam necessarios estudos para determinar a

estabilidade coloidal, bem como a investigagdo do efeito da liofilizagao.
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Figura 10 — Graficos de tamanho de particula. A) Nanodispersdo + DOX 1mg (FA); b)
Nanodispersdo + DOX 2,5mg (FA); ¢) Nanodispersao + DOX 5mg (FA); d), Nanodispersao +
DOX Img (FO); e) Nanodispersdo + DOX 2,5mg (FO); f) Nanodispersao + DOX 5mg (FO);
g) Nanodispersao (branco) com tempo de sonicagdo de 3 min.
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Size Distribution by Intensity
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Fonte: elaborada pelo autor

5.3 Validag¢ao da curva de calibracao de doxorrubicina

Foram preparadas 3 curvas analiticas contendo as sete concentracdes estabelecidas.
O resultado da figura 11 denota o grafico de DOX (ug/mL) versus absorbancia, construgdo da

curva analitica e avaliacdo da linearidade.

Figura 11 — Curva de calibragdo da doxorrubicina.
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Fonte: elaborada pelo autor

Os valores de absorbancia obtidos mostram um comportamento linear da
concentragdo, o que era o esperado. A equagdo da reta obtida com a analise de regressao linear
foi y = 0,0237x — 0,0048. O coeficiente de correlacdo linear mostrou-se satisfatorio (> =
0,9995).

O valor de limite de deteccao obtido mostra que a quantidade minima de DOX que
pode ser detectada de maneira confidvel pelo método ¢ de 1,267 pg/mL. Ja o valor de limite de
quantificagdo obtido mostra que a quantidade minima de DOX que pode ser quantificada de
maneira confiavel pelo método ¢ de 3,824 ug/mL.

A precisdo da curva foi analisada intra e interday, com valores de desvio padrdo

relativo (DPR) e concentragdo como mostra a tabela a seguir:

Tabela 6 — Precisdo intraday e interday.

CONCEI}ITRACAO DPR DPR
TEORICA INTRADAY INTERDAY

(ug/mL) (%) (%)

5 4,24 4,00

10 1,75 1,75

20 2,99 5,71

30 0,08 7,32

40 0,67 9,18

50 1,13 1,90

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os valores revelam que o método ndo tem precisdo aceitdvel no ponto mais baixo
da curva, por ser um valor muito préximo do limite de deteccdo do método, mas a partir da
concentragdo de 5 pg/mL a precisdao melhora, com valores de DPR sempre abaixo de 5%. Em
relag@o ao estudo da curva interday a varia¢do foi maior. Isso se deve devido ao ensaio ter sido
conduzido em dias diferentes, com operadores diferentes, mas com valores de DPR sempre
abaixo de 10%, exceto pelo ponto de concentragdo mais baixa, que assim como observado na

curva de intraday, sofreu muita variag@o por estar préxima ao limite de detec¢do do método.

A exatiddo mostra que o método ¢ capaz de ser seletivo para o farmaco, ndo
sofrendo interferéncia dos outros componentes da formulagdo e permitindo sua recuperacao

para a quantificagao principalmente em concentragdes mais elevadas, como mostra a tabela 7.

Tabela 7 — Determinagdo da exatidao.

[ ] TEORICA (ng/mL) EXATIDAO

5 119,66
25 109,16
50 111,63

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 Eficiéncia de encapsulacio da doxorrubicina em nanodispersdes de cristal liquido

A partir da curva de calibragdo da doxorrubicina obtida anteriormente foi possivel
quantificar a porcentagem de farmaco encapsulado na nanodispersao, através da quantificacao
de DOX na formulagdo total, e na aliquota livre ultrafiltrada obtida com centrifugacdo em tubo
Amicon 50kDa (método indireto de avaliacdo de eficiéncia de encapsulagdo) (BLATT et al,
1968). Aplicando os valores obtidos no experimento na féormula citada no item 4.5 deste
trabalho, podemos obter os valores em porcentagem (%) referentes a eficiéncia de encapsulacao

da doxorrubicina em cada uma das formulac¢des analisadas, como mostra a tabela a seguir:
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Tabela 8 - Determinacao de eficiéncia de encapsulacdo (EE%) de DOX em nanodispersoes
liquido cristalinas.

CONCENTRACAO EFFICIENCIA DE EFFICIENCIA ]~)E
ENCAPSULACAO FA ENCAPSULACAO
(%) FO (%)
Img 99,76 95,61
2,5 mg 58,37 34,14
5 mg 6,44 6,45

Fonte: Elaborado pelo autor.

Segundo YE e CHI (2018, v. 83, p. 233-246) “muitos medicamentos tém mostrado
biodisponibilidade melhorada, entrega controlada e bioatividade apds o encapsulamento bem-
sucedido”. Além disso, o transporte para o alvo terapéutico se torna mais eficiente permitindo
o uso de moléculas altamente toxicas, relativamente instaveis e pouco soliiveis. A formulagao
de 1mg apresentou maior EE se comparada com as outras concentracdes, mostrando que a
quantidade de farmaco interfere diretamente na EE, pois quanto maior a quantidade de

doxorrubicina, menor foi a EE.

Com relacdo ao efeito da propor¢ao farmaco/carreador, ja foi demonstrado que
lipossomas de 1,2-distearoil-sn-glicerol-3-fosfocolina (DSPC) e colesterol preparados em
concentragdes de 50, 150 e 160 mg/g de itoprida encapsulada tiveram eficiéncias de 1,2, 40,2 ¢
45,1%, respectivamente, enquanto os mesmos lipossomas preparados nas concentragdes de 100
e 250 mg/g de acido gabapenténico teve eficiéncias de 37,9 e 63,2%, respectivamente. Vale
ressaltar que um efeito oposto foi observado quando maiores cargas de farmaco foram
empregadas, fazendo com que a eficiéncia de encapsulagdo do farmaco diminuisse

consideravelmente (ELOY et al, 2014).

Outro ponto a ser analisado ¢ a fase de incorporagdo no farmaco. As analises
mostraram que o farmaco incorporado na fase aquosa se mostrou mais eficiente na
encapsulacdo, visto que a doxorrubicina ¢ soltivel em 4gua com o valor de solubilidade de
10mg/ml. Por outro lado, carreadores lipidicos nanoestruturados de 6leo de amendoim, Tween
80, trietanolamina, 4cido oleico e DOX na fase oleosa e dgua ultrapura como fase aquosa
obtiveram eficiéncia de encapsulacdo de 99% (BORGES et al, 2017). Os valores de EE%
obtidos no presente estudo se mostram em concordancia com valores obtidos em estudos

similares. Mais uma variavel a ser estudada no futuro do projeto ¢ a interferéncia do ph da
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solug¢do na EE% de DOX na fase oleosa, pois uma alteracdo no ph pode forcar o farmaco a se
incoporar melhor na fase oleosa. O cloridrato de doxorrubicina se ioniza com facilidade em
agua. Um ajuste no pH das formulac¢des, de forma a modificar o coeficiente de particdo poderia
aumentar efetivamente a eficiéncia de encapsulacdo na fase oleosa. Para a continuidade do
trabalho foi estabelecida a nanodispersdo de 1mg incorporada na fase aquosa como formulagao

ideal para a avaliacdo da citotoxicidade in vitro em linhagem de células de cancer de prostata.

5.5 Avaliaciao da citotoxicidade in vitro em linhagem celular de cincer de prostata.

Figura 12 - Viabilidade celular com tempo de incubagdo de 72h; a) Solugdo de DOX; b)

Nanodispersdo + DOX; ¢) Nanodispersdo Branco.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

diferentes concentragcdes de DOX ou equivalente, no caso da formulacdo branco. A solucao de
doxorrubicina se mostrou citotoxica a partir da concentragao de 0,1 pM, de forma proporcional a
concentragdo, formando uma curva decrescente da viabilidade celular até a concentracdo de
100 uM. Nota-se que nas concentracdes 0,001 e 0,01uM inibiram pouco a sobrevivéncia da
célula PC3. A exposicdo de células PC3 a doxorrubicina livre ja foi demonstrada provocar um
evento oxidativo especifico, resultando em um aumento no perdxido de hidrogénio intracelular,
causando cototoxicidade nessa linhagem celular (WAGNER et al, 2005).

J& no grupo nanodispersdo + DOX houve uma morte celular acentuada entre a
concentragdo de 1 e 5 uM, mostrando que esta ¢ uma faixa de concentracdo a ser explorada,

pois a morte celular ocorre neste intervalo. Em comparagao a DOX livre houve uma diminuicao
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mais acentuada na viabilidade celular a partir da concentragdo de 5 uM, com um nivel de morte
celular igual em todas as concentragdes subsequentes.

O grupo nanodispersdo branco foi usado como controle para avaliacdo da
citotoxicidade da nanodispersdo sem a presenca do farmaco. Nas concentragdes de 5 ¢ 10 uM
foram encontradas diferencas significativas entre a nanodispersdo branco e a nanodispersao
contendo doxorrubicina, onde a viabilidade foi de 86,9 e 30,82% para as respectivas
concentragdes de nanodispersdo branco e 11,2 e 11,07% para as respectivas concentragdes de
Nano + DOX, mostrando o papel citotoxico da doxorrubicina nesse processo. Por outro
lado, notou-se atividade citotoxica da nanodispersdo sem o farmaco, onde a partir da
concentracdo de 10 puM, a viabilidade celular diminuiu 30,82%, chegando a 15,1% na
concentragao de 20 de uM.

Do ponto de vista de citotoxicidade da propria formulagdo, cristais liquidos
nanodispersos de fase hexagonal foram consideradas menos toxicos do que as nanoparticulas
de fase cubica. Os ensaios de hemdlise seguiram a mesma tendéncia com dispersdes de fase
cubica causando o maior nivel de liberacdo de hemoglobina. O estudo mostrou que a estrutura
da mesofase de cristal liquido liotropico interno de nanoparticulas ¢ relevante para a
citotoxicidade (TRAN et al, 2015).

Essa atividade citotoxica ndo foi totalmente elucidada até este momento, sendo
necessaria uma investigagdo maior sobre este achado, mas deve estar relacionada a propria
toxicidade do sistema nanocarreador para a célula PC3. Adicionalmente, o estudo podera ser
realizado futuramente em célula ndo cancerigena, para avaliacdo da seletividade de toxicidade.
Estudos de captacdo celular por citometria de fluxo e microscopia confocal poderiam ser

interessantes para melhor elucidar o comportamento observado.

Tabela 9 - Valores de ICso das formulagdes testadas com tempo de incubagdo de 72hs.

TRATAMENTO ICso (uM) DP
Solugdo de doxorrubicina 1,003 0,185
Nanodispersao de doxorrubicina 2,116 0,233

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Tabela 9 mostra os ICs, das formulagdes testadas, sendo os valores proximos
para doxorrubicina em solugdo e encapsulado. Todavia, apesar do ajuste de linearidade para

calculo de ICsp ter sido adequado para a solug¢do, o comportamento dose/resposta ndo mostrou
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linearidade adequada para o a nanodispersdo, apesar de repeticdio do ensaio de forma
independente. Sendo assim, a avaliacdo da citotoxicidade na linhagem PC3 de doxorrubicina
encapsulada em nanodispersdes baseadas em monoleina, phosal e soluciao aquosa de poloxamer
407 ¢ complexa e uma ampla faixa de concentragdes e condicdes de teste deverdo ser incluidas
no estudo em etapas futuras.

Neste sentido, um estudo prévio mostrou que a encapsulagcdo de doxorrubicina em
lipossomas compostos de fosfatidilcolina e colesterol resultaram em aumento de ICso, de 23
mg/kg do farmaco livre para 57 mg/kg do encapsulado (TARDI et al, 1996). Ademais, micelas
formuladas com polietilenoglicol e derivado de acido oleico + DOX apresentaram maior
valores de ICso do que DOX livre, provavelmente devido a menor internalizacdo dos
agregados micelares carregados com DOX. A formulag¢do de nanoparticulas de acido oleico +
DOX nao mostrou um ICsg na faixa de concentragdo medida e teve menor internalizagdo celular

do que as outras duas formulacdes (CUNNINGHAM et al, 2018).
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6 CONCLUSAO

Obteve-se sucesso na obtengdo de cristais liquidos de fase hexagonal a partir de
monoleina, Phosal® e fase aquosa, contendo tensoativo poloxamer 407. Foi possivel
nanodispersar a formulagdo, com obten¢do de tamanho de particula de aproximadamente
300nm e PDI de aproximadamente 0,4. Além disso, foi possivel validar método analitico de
quantificagdo de doxorrubicina por espectrofotometria Uv-Vis, se mostrando adequado para
quantificar o fdrmaco com precisdo e exatiddo. Os resultados obtidos na eficiéncia de
encapsulacdo da doxorrubicina mostraram que menor quantidade de farmaco (1mg) pode ser
encapsulado com sucesso na fase aquosa da formulacdo, possuindo uma eficiéncia de
encapsulacdo acima de 99% na formulacdo otimizada. Com relagdo a avaliagdo da
citotoxicidade, os resultados alcancados se mostraram promissores, visto que a nanodispersao
de cristal liquido contendo DOX teve ICso proximo ao da DOX livre em linhagem de cancer de
prostata (PC3). Contudo, estudos adicionais s3o necessarios para melhor elucidar a

citotoxicidade da formulacdo branco, bem como investigar a internalizacdo celular.
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