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RESUMO

O céancer de mama é o mais incidente entre as mulheres, causando milhdes de
morte anualmente. O paclitaxel (PTX) é um dos principais medicamentos
quimioterapicos utilizados no tratamento de tumores, aprovado pela FDA para
tratamento de cancer de mama metastatico. Apesar de sua eficacia, o PTX pode
causar efeito adverso. Essas desvantagens favorecem o desenvolvimento de novos
sistemas de entrega de PTX. Uma estratégia interessante para superar essas
limitacbes é a administracdo oral de farmacos em sistemas nanométricos
combinados com beads de alginato de calcio. Assim, o objetivo deste estudo foi
desenvolver uma formulagdo farmacéutica oral sélida, incorporando nanocapsulas
de nucleo lipidico (LNCs) carregadas com PTX em beads de alginato de calcio. A
formulacéo liquida de LNC contendo PTX (PTX-LNC) foi preparada por deposicéo
interfacial do polimero pré-formado e adicionada em beads de alginato de célcio
(PTX-LNC-Bead). Além disso, o potencial citotéxico do PTX livre e LNCs contendo
PTX sobre a linhagem MCF-7 foi verificado. Os beads de alginato de célcio foram
preparados pelo método de gelificacdo i6nica simples. As distribuicdes de tamanho
de particula LNC-PTX foram unimodais, com diametros médios de 161 + 3 nm.
Através da andlise morfoldgica dos beads supomos a presenca das LNCs em toda
massa do bead. Os beads apresentaram resistenténcia a pH mais acido (1,2) e em
pH 6,8, os beads mostraram uma alta taxa de expansao, consequente desintegracao
apos 80 min, e uma liberacdo de medicamento de 60% apdés 10h. A andlise de
tamanho dos meios confirmou que as nanocapsulas foram liberadas dos beads no
pH 6,8. Os ensaios in vitro em cultura de células MCF-7 mostrou o potencial
citotoxico em 24 e 48h das LNCs desenvolvidas. As analises de ciclo celular
evidenciaram um numero significativo das células tratadas PTX e PTX-LNC (57nM)
na fase G2/M do ciclo celular. Portanto, as PTX-LNC apresentam reducdo na
viabilidade celular em linhagem de células MCF-7, com parada do ciclo celular na
fase G2/M. O bead desenvolvido apresentou caracteristicas satisfatorias dentro do
objetivo do estudo, sendo assim, considerado um bom carreador sélido para o

transporte de PTX-LNC para a administragéo oral.

Palavras-chave: beads de alginato de calcio; nanocapsulas de nucleo lipidico;

Cancer de mama, MCF-7.



ABSTRACT

Breast cancer is the most incident among women, causing millions of deaths
annually. Paclitaxel (PTX) is one of the main chemotherapy drugs used in the
treatment of tumors, approved by the FDA for the treatment of metastatic breast
cancer. Despite its effectiveness, PTX can cause adversely affect. These
disadvantages favor the development of new PTX delivery systems. An interesting
strategy to overcome these limitations is the oral administration of drugs in
nanometric systems combined with calcium alginate beads. Thus, the objective of
this study was to develop a solid oral pharmaceutical formulation, incorporating lipid
core nanocapsules (LNCs) loaded with PTX in calcium alginate beads. The liquid
formulation of LNC containing PTX (PTX-LNC) was prepared by interfacial deposition
of the preformed polymer and added to calcium alginate beads (PTX-LNC-Bead).
Furthermore, the cytotoxic potential of free PTX and LNCs containing PTX on the
MCEF-7 strain was verified. Calcium alginate beads were prepared by the simple ionic
gelation method. LNC-PTX particle size distributions were unimodal, with mean
diameters of 161 £+ 3 nm. Through the morphological analysis of the beads, we
assumed the presence of LNCs in the entire mass of the bead. The beads showed
resistance to more acidic pH (1.2) and at pH 6.8, the beads showed a high expansion
rate, consequent disintegration after 80 min, and a drug release of 60% after 10 h.
Media size analysis confirmed that the nanocapsules were released from the beads
at pH 6.8. In vitro assays in MCF-7 cell culture showed the cytotoxic potential at 24
and 48h of the developed LNCs. Cell cycle analyzes showed a significant number of
PTX and PTX-LNC treated cells (57nM) in the G2/M phase of the cycle cell phone.
Therefore, PTX-LNC show reduced cell viability in MCF-7 cell lines, with cell cycle
arrest in the G2/M phase. The Bead developed presented satisfactory characteristics
within the objective of the study, thus, it is considered a good solid carrier for the
transport of PTX-LNC for oral administration.

Keywords: calcium alginate beads; lipid core nanocapsules; Breast cancer, MCF-7



Lista de Tabelas

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas de PTX-LNC e B-LNC (n = 3). Os resultados
S80 expressos COMO MEAIA £ DP.......oovvviiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 39

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas de PTX-LNC em diferentes concentracdes

(0 [ =11 1 4 1= (o1 o TRNURR U 51

Tabela 3. Valores IC50 da solucdo de paclitaxel (PTX) e nanocapsulas de nucleo

lipidico carregadas com PTX na linhagem celular MCF7.........c..ccccoviiiiiiiininec i 52



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fluxograma das etapas eXperimentaiS............ccuuuueiiiieeeeeeeeiiiiiiseeeeeeeeeennnns 26
Figura 2. Figura 1. Imagens MET de PTX-LNC. (A) ampliagdo = 100.000x (barra =
200 nm) e (B) ampliagcdo = 200.000x% (barra = 200 NM). ....ccoeeeiiiieiiiiiiieeeeeeeeeeeiiiinnnn 39
Figura 3. Perfil de liberacdo do farmaco IND a partir de IND-LNC-Beads em pH 1,2 e
GRS RSP SPPPPR 42

Figura 4. Microfotografias obtidas através de microscopia éptica (100x). (A) PTX-
Bead antes da secagem; (B)PTX-Bead ap0s a secagem; (C)PTX-LNC-Bead antes
da secagem; (D)PTX-LNC-Bead apds @ SECAGEM. ........cceeveeeeiriieeiiiiiieeeeeeeeeenevnnnns 43
Figura 5. Imagens obtidas por MEV. (A) Superficie do PTX-Bead (1.700x); (B)
Imagens de cortes transversais de PTX-Bead (370x) e (C) ampliagdo de 10.000x; (D)
Superficie do PTX-LNC-Bead (1.700x); (E) Imagens de cortes transversais de PTX-
LNC-Bead (370x) e (F) ampliaGa0o 10.000X. .......ueieieeeiieieiiiiiiieeeeeeeeeeesrie e e e e e eeeeeennns 45
Figura 6. Perfis de inchamento (p/p) de granulos carregados com PTX. Fluido
gastrico simulado (pH = 1,2, -o-) e fluido intestinal simulado (pH 6,8; -m-). Os valores
SE0 MEIA £ DP (N = 3). 1ottt e e e e e e e s e e e e e e e e e aeees 46
Figura 7. Perfis de liberacdo de PTX-LNC-Bead e PTX-Bead em (A) pH 1,2 e (B) pH

6,8. (C) PTX remanescente no bead (andlise dos residuos de liberacdo em pH 6,8).

Figura 8. Distribuicdo do tamanho de particula via DLS de PTX-LNC e PTX-LNC-
Bead apés (A) 1, (B) 4, (C) 6 e (D) 10 h de imersédo em fluido intestinal simulado (pH

= 6,8 ). PTX-LNC é a distribuicdo de tamanho de particula original da suspensao

liquida. PTX-LNC- Bead esta em triplicado a pH 6,8 (N =3). ..ccoovvviviiiieeeeeeieeeeiiinnn, 50
Figura 9. Microfotografica de cristal de PTX na formulagdo de LNC contendo 1
MG/ML A8 P X. i 52
Figura 10. Viabilidade celular de célular MCF-7 submetidas a diferentes
concentragtes de PTX, PTX-LNC € B-LNC. ......ccooiiiiiiiiiiieeeee e 53

Figura 11. Analise do ciclo celular. Os tratamentos ocorreram por 48 h nas
CONCENTIAGEO0 & 57 NM.. oo 55
Figura 12. Mecanismo de morte de células MCF-7 tratadas por 48h na concentracéo
E 57 NM A PT X, oottt e e e e e e e e e r e e e e e e e s e s b e eeeaens 56
Figura 13. indice de fluorescéncia média de expressio de Ki-67 em células MCF-7
tratadas com PTX, PTX-LNC, B-LNC por 48h na concentragéo de 57 nM. .............. 57



SUMARIO

O 20 ] 51U 07X @ T 14
2. OBUIETIVOS ..ttt e et e e e et e aeeaaa e aeees 19
2.1 ODBJEUIVO GEIAl ... 20
2.2 ODbjetivOS ESPECITICOS ....cciiiiiiiiiiiiiiiiee e 20
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......cooiiieceece ettt 21
Bl CANCET .o 23
3.2 Nanocéapsulas de nUcleo lIPIAdICO .........uueviiiiiiiiiiiieee e 24
3.3 PACHIaXel. oo 25
3.4 Beads como mecanismo de entrega de farmacos por via oral..................... 28
4. PARTE EXPERIMENTAL ... .ot e e e e 30
R Y (] =L S PP PP P PPTPPPPPPPPR 34
A o [0 1] F= 10 0 (=] (o L 34
R B |V [=1 (o o [0 1 SO P PR PP OTTPPPPPPPR 35
4.3.1 Preparacédo das suspensdes nanocapsulas de ndcleo lipidico................. 35
4.3.2 Caracterizacao fisico-quimica das nanocapsulas de nucleo lipidico ........ 35

4.3.3 Preparacdo e caracterizacdo de beads de alginato de calcio contendo
LNC 38

4.3.4 Avaliacao in vitro das PTX-LNC em cultura de células de cancer de mama

1O TP RUPPPI 43
4.3.5 ANAlISE €StatiStICA .......oi it 45

5. RESULTADOS E DISCUSSOES ......ooiiiiieieeeceieeeeeee e 46
5.1 Preparacéo e caracterizag8o das PTX-LNC ........ccoooiiiiiiiiiiieiieieeicn e 47
5.2 Preparacao e caracterizagdo dos beads de alginato de célcio .................... 49

5.2.1 Preparagdo e caracterizacdo dos beads de alginato de calcio contendo
LNC 49

5.2.2 Perfil de liberacdo dos beads contendo LNC e farmaco modelo .............. 49



5.2.3 Preparacdo e caracterizacdo dos beads de alginato de calcio contendo

LNC carregadas com paclitaXel...........ccoovvuimiiiiiiiiiieieece e 50
5.2.4 Estudo de entumeCimeNtO ........ccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 53
5.2.5 Liberagdo in Vitro de PTX ..o 55
5.2.6 Liberacgao in vitro de NanoCAPSUIAS...........cooviiiiiiiiiiiiiieeieieee e 57
5.3 Avaliacdo das PTX-LNC in vitro em células de cancer de mama MCF-7.....59

5.3.1 Preparagédo de LNCs e teste de concentragdo de saturacdo de PTX nas
LNCs 59

5.3.2 Ensaio de Viabilidade Celular por ensaio por MTT ........cccceeiiieeievieiiiinnnnnn. 60
5.3.3 Analise de CiClo CeIUIAT...........cooiiiiiiiiii e 62
5.3.4 Analise de morte CelUIAr............ooooiiiiiiiiiiie e 63
5.3.5 Analise de proliferacéo celular por Ki67.........cccooeeeeiiiiiiiiiiiiiiee e, 64
6. CONCLUSOES .....ocuiiiiiiiiiiiieii ettt 66
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooviiiiieieeeeeeeeeee e, 69

ANEXO L e a e enean 80






1. INTRODUCAO







A incidéncia e a mortalidade por cancer vém aumentando no mundo sendo
um dos principais problemas de salude e causa de morte prematura na maioria dos
paises (BRAY & PINEROS et al., 2016). Para o Brasil, a estimativa para cada ano
do triénio 2020-2022 aponta que ocorrerdo 625 mil casos novos de cancer. O cancer
de mama € o tipo de cancer mais incidente entre as mulheres e a estimativa anual
sdo de que ocorrerdo 66 mil novos casos (INCA, 2018). Quando diagnosticado e
tratado precocemente é considerado um cancer de bom progndstico, porém em
estagios avangcados com metéstases sistémicas a cura ndo € possivel (INCA, 2018).

Segundo a portaria N° 4, de 23 de janeiro de 2018 do Ministério da saude as
opcOes terapéuticas do cancer de mama incluem cirurgia do tumor primario,
avaliagdo do acometimento axilar e radioterapia como forma de tratamento local e o
tratamento medicamentoso sistémico (quimioterapia e hormonioterapia). O
tratamento sistémico pode ser neoadjuvante ou adjuvante (ap0s a cirurgia e a
radioterapia). A combinacdo de terapias pode ter intento curativo ou paliativo, sendo
que todas elas podem ser usadas isoladamente com o intuito paliativo (BRASIL,
2018).

Dentre os agentes antitumorais, o paclitaxel (PTX) foi aprovado pela Food
and Drug Administration (FDA) para o tratamento de cancer de mama metastatico
em 1994, sendo um dos farmacos mais utilizados devido seu potencial citotoxico
(FENG et al., 2007). O PTX tem como uma das principais limitacdes de uso a sua
baixa solubilidade em agua que acarreta em dificuldades na administracdo do
farmaco. Levando isso em consideracéo, a primeira formulacdo comercial disponivel
é uma dispersdo micelar, o Taxol®, que foi desenvolvida utilizando 6éleo de ricino
polietoxilado (Cremophor EL®) e etanol como co-solventes para aumentar a
solubilidade do farmaco em meio aquoso, uma vez que o produto é administrado por
via intravenosa embora a formulagcdo melhore a solubilidade, cerca de 30% dos
pacientes tratados apresentam algum efeito colateral relacionado ao Cremophor EL®
(WEISS et al., 1990; BAKRANIA et al., 2016).

Essas limitacbes abriram espaco para o0 desenvolvimento de novas
formulacbes para o transporte de PTX, principalmente fazendo uso de

nanotecnologia. Os sistemas nanométricos apresentam indmeras vantagens, tais
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como: aumento da solubilidade aquosa de farmacos, estabilidade quimica, eficacia e
seguranca, biodistribuicdo prolongada, reducéo de efeitos adversos e ainda acumulo
em tumores solidos (BERNABEU et al.,, 2016). Sendo assim, nos ultimos anos,
diferentes veiculos baseados em nanotecnologia para o transporte de PTX foram
desenvolvidos e aprovados, sao eles: nanoparticulas a base de albumina
(Abraxane® aprovado pela FDA em 2005 e EMA em 2008), nanoparticulas lipidicas
poliméricas (PICN®, aprovado na india em 2004), micelas poliméricas (Cynvilog®,
aprovado na Coréia do Sul em 2007, Nanoxel®, aprovado na india em 2008,
Paclical® aprovado na Russia em 2015) e lipossomas (Lipusu®, aprovado na China
em 2006), e muitos outros ainda estdo em fases de ensaio clinico (GALLEGO-JARA
et al., 2020).

As formulacgdes disponiveis, em sua maioria, tém sido administradas por via
intravenosa, fato esse que aparece relacionado a baixa disponibilidade oral do PTX
(FENG et al., 2017). No entanto, ha relatos de formulacdes de PTX associado a
nanoparticulas que apresentam aumento da biodisponibilidade oral do farmaco
(HAHN et al., 2014; LEE et al., 2016; ZHANG et al., 2018).

Em se tratando da administracdo oral de farmacos, beads de alginato de
calcio apresentam-se como promissores transportadores, dada a sua nhatureza
biodegradavel e capacidade de proteger os farmacos da regido superior mais acida
do trato gastrico. Seu uso combinado com diferentes sistemas de transporte de
farmacos em escala micro e nanomeétrica ja demonstraram eficiéncia (FENG et al.,
2014; REYNAUD et al. 2015; GIRI et al., 2017). Alguns sistemas de entrega de PTX
associados com beads foram desenvolvidos e comprovaram a eficiéncia de entrega
e transporte do farmaco através desse sistema. Os beads de alginato de calcio sao
capazes de carregar microesferas de poli (4cido latico-co-acido glicélico) (PLGA)
contendo PTX para entrega local do farmaco, sem mudar a morfologia original
destas microesferas e mantendo uma distribuicdo uniforme dentro da matriz de gel
(RANGANATH et al., 2009). Além disso, o revestimento de alginato de célcio em
lipossomas carregados com PTX para administracdo oral melhora a estabilidade
fisica dos lipossomas contra o0 estresse de processamento, aumenta a capacidade
de transporte do farmaco e melhora a integridade estrutural dos lipossomas em

fluidos gastricos e intestinais simulados (WANG et al., 2015).
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Diante do exposto, o uso de diferentes nanocarreadores para transporte de
PTX mostra-se como a principal alternativa para contornar 0s problemas
relacionados a administracdo do farmaco, bem como, a possibilidade da entrega de
farmacos por via oral utilizando nanocapsulas combinadas com beads de alginato de
calcio apresenta resultados promissores. Consideramos para levantar nossa
hipétese de trabalho a potencialidade da combinacdo de sistemas nanométricos
para entrega de farmacos com beads de alginato de calcio e os avancos descritos
na literatura a respeito dessa combinacao.

Sendo assim, neste estudo, desenvolvemos nanocapsulas de nucleo lipidico
(LNC) carregadas com PTX e avaliamos sua citoxicidade in vitro frente a linhagem
de células de cancer de mama MCF-7, além disso, essas LNC foram encapsuladas
em beads de alginato de célcio visando o desenvolvimento de um sistema de

entrega por via oral do PTX em LNC.
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2. OBJETIVOS







2.10bjetivo Geral

O objetivo desta tese foi desenvolver beads de alginato de calcio contendo
LNCs para entrega oral do farmaco paclitaxel e avaliar in vitro a citotoxicidade do

farmaco nanoencapsulado em linhagem celular de cancer de mama MCF-7 .

2.20bjetivos Especificos
» Para nanocapsulas de nucleo lipidico contendo PTX

e Preparar e caracterizar LNC carregadas com o farmaco PTX;
« Avaliar in vitro a citotoxicidade das LNCs carregadas com o farmaco PTX em
linhagem celular de cancer de mama MCF-7;

» Para beads de alginato de célcio contendo PTX

o Produzir beads de alginato de calcio contendo LNCs carregada com PTX;

o Determinar a taxa de intumescimento dos beads carreadores de LNCs
contendo PTX em meio gastrico e intestinal simulado (pH 1,2 e 6,8);

o Avaliar a morfologia dos beads contendo LNCs através de Microscopia
Eletrénica de Varredura;

e Avaliar o perfil de liberacdo do farmaco PTX dos beads contendo LNC ou
apenas o farmaco em pH 1,2 e 6,8;

o ldentificar a presenca de LNC no meio de liberacdo pH 6,8.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA







3.1Cancer

Cancer é um conjunto de doencas causadas pelo crescimento desordenado
de células que séo capazes de invadir tecidos e 6rgéos, com a possibilidade de se
espalharem para diversas regiées do corpo, formando tumores (BRAY & PINEROS,
2016). O cancer pode ser considerado uma doenca gendmica, uma vez que, as
células tumorais sdo provenientes de células normais que sofreram mutacdes
iniciais e levaram a formacé&o de clones que foram acumulando outras mutacdes até
se tornarem malignas, em um processo chamado carcinogénese (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

No Brasil para cada ano do triénio 2020-2022 foram estimados a ocorréncia
de 600 mil novos casos de cancer. Exceto o cancer de pele ndo melanoma, 0s
canceres mais incidentes serdo os de prostata em homens (29,2%) e de mama nas
mulheres (29,7%), sendo este Ultimo predominante nas regides Sul, Sudeste,
Centro-Oeste e Nordeste (INCA, 2019). Além disso, em 2019 os Obitos por cancer
de mama ocupam o primeiro lugar no pais, representando 16,1% do total (INCA,
2021).

A idade € o principal fator de risco para o cancer de mama feminino e além
deste, fatores como vida reprodutiva da mulher, histérico familiar, alta densidade do
tecido mamario e urbanizacdo sao outros fatores de risco estabelecidos. Esse tipo
de cancer quando diagnosticado precocemente é passivel de tratamento, porém
quando o diagnéstico é feito em estagios onde metastases sistémicas sao
detectadas a cura ndo € possivel. A sobrevida da doenca no Brasil € de
aproximadamente 80% (INCA, 2018).

O tratamento para cancer vai variar de acordo com o tipo e a gravidade da
doenca. A cirurgia ainda é considerada a forma mais eficaz de tratamento,
principalmente quando o tumor encontra-se em estagio inicial e ndo sofreu
metastase (ALMEIDA et al., 2005). A radioterapia € comumente associada a outras
modalidades no intuito de incrementar a eficiéncia do tratamento e, mesmo usada de
forma isolada, pode diminuir o tamanho de tumores considerados grandes, a
recorréncia e sua respectiva chance de metastase (ALMEIDA et al.,, 2005). A

guimioterapia, diferente da cirurgia e da radioterapia, € utilizada em tratamento
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sistémico, a base de farmacos que impedem a reproducdo celular e, levam as
células malignas a morte. Estes farmacos podem ser ministrados isoladamente ou
combinados, sendo que a combinacdo de farmacos apresenta maior resposta a
cada aplicacdo, diminuindo o risco de resisténcia aos farmacos e conseguindo

atingir as células em diferentes fases do seu ciclo (SOUZA, 2004).

Para estudos in vitro diferentes linhagens celulares de cancer de mama tém
sido utilizadas. As linhagens celulares de carcinomas mamarios podem ser
derivadas de varias fontes, incluindo derrames pleurais (MDA.MB.231 e MCF-7),
tumores de mama primarios (SUM149 e SUM159), recorréncias de tumor primario
(SUM225), e nbédulos metastaticos xenoenxertados (SUM1315). Sendo que, a
maioria dos estudos utilizam MCF-7 e MDA.MB.231 (LACROIX & LECLERCQ,
2004). A popularidade da utilizagdo de células MCF-7 na pesquisa sobre cancer de
mama se deve a alta expressdo do receptor de estrogénio alfa (ER-a),

assemelhando-se a maioria dos canceres humanos invasivos (LEE et al., 2015).

3.2 Nanocéapsulas de nacleo lipidico

Na area farmacéutica, a nanotecnologia é aplicada principalmente no
desenvolvimento de sistemas para carrear novos farmacos ou melhorar a entrega
daqueles ja4 usados convencionalmente (KOLISHETTI et al., 2010; BANDEKAR et
al., 2012). A estratégia de carreamento de farmacos em sistemas nanomeétricos
pode conferir a esses farmacos a propriedade de controlar suas caracteristicas
fundamentais sem alterar sua composicao quimica, possibilitando melhorias nas
formulacdes. Diversos tipos de sistemas nanoestruturados tém sido desenvolvidos e
caracterizados como: lipossomas (YANG et al., 2007), nanoparticulas lipidicas
sélidas (KANG et al., 2018), nanocapsulas e nanoesferas poliméricas (STELLA et
al.,, 2007; MORA-HUERTAS et al.,, 2010; OURIQUE et al., 2010; FRANK et al.,
2018), micelas poliméricas (CAl et al., 2007), dentre outros.

As nanoparticulas tém a capacidade de acumular-se preferencialmente em
tumores solidos, isso ocorre devido aos mecanismos de vetorizagdo passiva e ativa.
Quando a vetorizacdo € passiva 0 acumulo se da devido a fisiologia anormal dos

vasos presentes nos tumores solidos, o endotélio vascular € composto por
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fenestracbes de tamanho entre 5 e 10 nm, enquanto que os tumores sélidos, tém
fenestrac6es bem maiores (100 a 780 nm) ( WICKI et al., 2015; JIANG et al., 2018).

Dentre os sistemas nanomeétricos utilizados para vetorizacdo de farmacos, as
nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC) sdo nanocapsulas poliméricas com um
ndcleo modificado. Este nucleo é composto por um organogel de lipidios solidos e
liquidos, como monoestearato de sorbitano (MS) e triglicerideo caprilico/caprico
(TCC), e cercado por um poliéster biodegradavel. Essas nanocapsulas séo
estabilizadas em &gua por micelas de polissorbato 80 (P80), formando uma coroa
hidrofilica (JORNADA et al., 2012). Essa organizacdo supramolecular inovadora e
complexa da LNC aumenta a capacidade de carga do farmaco para mais de 40
vezes do que as nanocapsulas convencionais (POLETTO et al., 2015), além de uma
liberac@o controlada e sustentada do farmaco devido a viscosidade do nucleo, que

promove resisténcia a difusdo do farmaco (JAGER et al., 2009).

As LNCs mostram-se carreadores eficientes para o transporte de farmacos
frente a diferentes linhagens de tumores como, por exemplo: indometacina,
reveratrol, curcumina e metotrexato em células de glioma (BERNARDI et al., 2013;
FIGUEIRO et al., 2013; ZANOTTO-FILHO et al., 2013; FIGUEIRO et al., 2015),
doxorrubicina, licopeno e éster dietilico do metotrexato em células de
adenocarcinoma de mama (YURGEL et al., 2014; ANTONOW et al.,, 2017;
VASCONCELOS et al., 2020), erlotinibe e tretinoina em células de cancer de pulméo
(SCHULTZE et al., 2014; BRUINSMANN et al., 2020), acetileugenol e floretin em
células de melanoma (CASARINI et al., 2020; GAZZI et al., 2020).

3.3 Paclitaxel

Descoberto hd mais de 50 anos, o PTX tornou-se um dos quimioterapicos
mais utilizados em todo o mundo para tratar diferentes tipos de tumores (WHANG et
al., 2011). O farmaco € derivado de fonte natural, obtido da casca do Teixo (Taxus
brevifolia), sendo essa inicialmente a maior limitacdo de uso. Para a obtencao de 1
kg do PTX eram necessarios aproximadamente 10.000 kg da casca da Taxus

brevifolia, 0 que equivale a cerca de 3.000 arvores (KINGSTON, 2000).

27



Avancos foram feitos e um método de semi-sintese foi desenvolvido para
obtencdo do PTX. As folhas da arvore Taxus baccata séo utilizadas para extracdo
da molécula 10-desacetilbacatina-lll que apresenta o esqueleto basico e as
funcionalidades do PTX e em poucas etapas o farmaco é obtido pela acetilacdo da
posicdo 10 da 10-desacetilbacatina-lll e pela introducdo da cadeia lateral em
posicdo C-13 (PANCHAGNULA, 1998). Além disso, o PTX pode ser obtido pelo
processo de fermentacdo de células vegetais, em que o farmaco é extraido de
culturas de células de Taxus, purificado por cromatografia e isolado por cristalizacéo
(GUO et al.,2006).

Este agente antitumoral foi desenvolvido comercialmente pela empresa
Bristol-Myers Squibb, que fez o registro do nome “Taxol” e atribuiu 0 nome genérico
“‘paclitaxel”’. Atualmente, suas indicacdes rotuladas pela FDA incluem: Sarcoma de
Kaposi (segunda linha), cancer de mama (metastatico ou ndo metastéatico), cancer
de ovario avancado (primeira linha), neoplasia maligna pulmonar microcitica
(metastéatica ou nao metastatica) (BERNABEU et al., 2016).

O PTX tornou-se conhecido por apresentar um mecanismo de acao que difere
de outros agentes quimioterapicos, o PTX atua como agente quimioterapico ligando-
se seletivamente a subunidade [ das proteinas tubulina, promovendo sua
polimerizacdo e montagem, estabilizando assim a formacdo dos microtibulos. Este
efeito leva a formacdo de um fuso mitético disfuncional, que causa parada mitética
na fase G2/M e pode resultar em morte celular através de uma via de apoptose
(BAND HORWITZ, 1992; SNYDER et al, 2001; BRAKANIA et al., 2016;
SURAPANENI et al., 2012). Além disso, ha relato de que o paclitaxel ndo apenas
induz a parada do ciclo celular tumoral, mas também promove imunidade antitumoral
(WANDERLEY et. al., 2018).

Apesar de sua eficicia terapéutica comprovada, o tratamento com PTX pode
causar sérios efeitos adversos, como mielossupressdo, mialgia, artralgia,
cardiotoxicidade, reacbes de hipersensibilidade, toxicidade hematolégica e
neuropatia sensorial periférica (LEIVA et al., 2017; CHOU et al., 2020). A primeira
formulagdo de PTX foi desenvolvida utilizando 6leo de ricino polietoxilado

(Cremophor EL®) e etanol como co-solventes para aumentar a solubilidade do
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farmaco em meio aquoso para administracdo intravenosa. No entanto, além da
toxicidade do PTX, os efeitos colaterais clinicos observados do produto também
estdo relacionados ao Cremophor EL® (BAKRANIA et al., 2016). Como alternativa, a
nanotecnologia tem sido utilizada para melhorar a solubilidade do PTX, diminuindo
assim sua toxicidade. Abraxane® (nanoparticulas conjugadas com PTX-albumina),
Genexol-PM® (micelas poliméricas carregadas com PTX) e Lipusu® (lipossomos
PTX) sdo produtos sem Cremophor EL® aprovados como alternativas ao Taxol;
esses produtos apresentam alta dosagem toleravel (ZHANG et al., 2013).

Os desafios relacionados a administracdo 1V de PTX foi um dos motivos de
diversos grupos cientificos direcionarem seus estudos ao desenvolvimento de
formulacBes para administracdo oral de PTX. Como ja relatado a neurotoxicidade
periférica € um dos grandes problemas do PTX administrado por via IV, além de
diversas reacBes anafilaticas relacionadas ao cremaphor, necessidade de
medicacdo com esterdide, visitas hospitalares para administracdo de quimioterapia,
e custos associados a administragcdo intravenosa (IV) de paclitaxel (FENG et al.,
2017).

A administracdo oral pode manter uma concentracdo Otima de PTX no
sangue, melhorando assim a eficacia e diminuindo os efeitos colaterais
correspondentes do farmaco; portanto, a administracdo oral de PTX pode ser mais
vantajosa do que a via intravenosa (FENG et al., 2017). Além disso, esse método
leva a uma melhor aceitagdo do paciente, menor tempo de internagéo, risco minimo
de infeccdo e supervisdo médica (HAHN et al., 2017). Liporaxel® é o primeiro PTX
oral aprovado para cancer gastrico na Coréia em 2016 e esta atualmente em estudo
como terapia de primeira linha para cancer de mama recorrente ou metastatico
(PLUARD et al.,, 2020). Oraxol® é outro paclitaxel oral. Este medicamento é
combinado com HM30181 (Encequidar), um novo inibidor oral da glicoproteina P
intestinal que permite a administracdo oral de PTX. Esta formulagcdo produziu uma
maior taxa de resposta global e menor neuropatia em comparacdo com o PTX
intravenoso padrdao (UMANZOR et al., 2019). Até o momento, nenhuma
nanoformulagéo oral de PTX estd comercialmente disponivel, apesar dos inimeros
avancos. As formulacdes baseadas em nanoparticulas biodegradaveis podem

resolver notavelmente os problemas com a seguranca e eficacia da entrega de PTX.
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Estudos pré-clinicos relataram resultados satisfatérios para PTX em
nanocarreadores orais, esses resultados foram relacionados a uma melhor
biodisponibilidade oral, toxicidade reduzida e inibicdo do crescimento tumoral
(CHOUDHURY et al., 2017; BAEK et al., 2012). Micelas de N-desoxicolico-N e O-
hidroxietil quitosana carregadas com PTX foram obtidas e melhoraram em até trés
vezes a absorcédo de PTX por via oral em ratos quando comparada a formulacao de
Taxol também via oral (LI et al., 2010). Em outro estudo, nanoparticulas lipidicas
carregadas com PTX preparadas por emulsificacdo por fusao, onde monoestearato
de glicerila foi usado como lipidio sélido e 6leo de soja como lipidio liquido, foram
administrados oralmente em ratos e mostraram um aumento de até 6,8 vezes a area
na curva e concentracdo sérica maxima do farmaco quando comparada a
formulacdo comercial (Intaxel®) (HARSHITA, et al, 2019). Assim, o0s
nanocarreadores lipidicos sdo bons candidatos para o transporte oral de PTX; tais
nanocarreadores apresentam estabilidade contra o muco intestinal, sem alterar as
propriedades reologicas do muco, e melhoram a difusdo do PTX em baixas
concentracdes (GROO et al., 2013).

3.4 Beads como mecanismo de entrega de farmacos por via oral
O alginato de sédio € um biopolimero amplamente utilizado devido ao fato de
ser atoxico ndo imunogénico e biodegradavel, além disso,é soliavel em agua e
tornar-se insoluvel na presenca de cétions bivalentes (SALAMA et al., 2018). O
alginato para a administracdo oral é considerado pela Food and Drug Administration
dos Estados Unidos (US FDA) como um material seguro (GEORGE & ABRAHAM,
2006).

O alginato é um polissacarideo linear ndo ramificado de origem natural,
extraido de algas marinhas e algumas bactérias do solo (PAWAR e EDGAR, 2012).
Esse biopolimero é constituido de sais de acidos alginicospor unidades
monoméricas de acido poliurénico como acido (-Dmanurénico (M) e acido a-L-
gulurdnico (G),acidos que se ligam, formando blocos homopoliméricos M-M e G-G
ou heteropoliméricos M-G. (MARTINS et al., 2007; CERCIELLO et al., 2017). A

proporcao dos blocos é dependente da espécie de alga marinha da qual se extrai o
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alginato. O comprimento e o numero de blocos presentes determinam as
propriedades fisicas do material extraido (GARCIA-CRUZ; FOGGETTI; SILVA, 2008)

O alginato em solucdo aquosa tem a capacidade de formar géis a
temperatura ambiente quando em contato com cations divalentes, sendo o célcio um
dos agentes reticulantes mais utilizados na reticulacdo de alginato (DRAGET e
TAYLOR, 2011). Os ions de calcio interagem preferencialmente com os residuos G
do alginato de maneira bidimensional planar, formando um gel mais rigido e
particulas volumosas com alta porosidade (CHAN et al., 2002). O método mais
utilizado para preparacdo de beads de alginato € gelificacdo ionotropica, onde a
solucdo de alginato € gotejada no agente reticulante e as esferas sdo formadas
instantaneamente.Ocorre a formacdo de estruturas gelatinosas, geralmente no
formato esférico (CERCIELLO et al., 2017). O mecanismo da formacao do complexo
envolve a interacdo do ion divalente (geralmente o ion Ca2+) com atomos de
oxigénio de duas unidades de acido gulurbénico adjacentes, em ambas as cadeias
envolvidas na ligagcdo divalente, como adotado no modelo “egg-box” (BRACINI,

2001).

Essa estrutura formada é sensivel a estimulos externos de pH. Para um pH
abaixo do seu pKa (pH < 3,4), os grupos acido carboxilico estdo na forma néo
ionizada levando a uma estrutura insoltuvel. Em pH > 4,4 o grupo carboxilico torna-se
ionizado, resultando em um aumento da repulsdo eletrostatica desses cargas
negativas causando expansdo da cadeia polimérica e inchaco da matriz hidrofilica
(AGUERO et al., 2015). Abordagens sobre as variacdes de pH ao longo do trato
gastrointestinal e a resposta ao pH do alginato tém sido exploradas para o
desenvolvimento de liberagdo de farmacos (BAJPAI, & SHARMA, 2004).

Esses beads sdo biodegradaveis por natureza e tem como caracteristicas a
estabilidade em meio acido que protege o farmaco no estbmago, comportamento
responsivo ao pH que promove a liberacdo do farmaco dependente do pH do meio,
a hidrofilicidade e propriedades mucoadesivas, isso faz dos beads de alginato uma
boa plataforma para o transporte de farmacos (PATEL et al., 2016). Considerando
as caracteristicas favoraveis do uso debeads de alginato, esse sistema tem sido

combinado com diferentes sistemas micro e manométricospara entrega oral de
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farmacos (GIRI et al., 2017; BANSAL et al., 2016; FENG et al., 2014; RANGANATH
et al., 2009).

4. PARTE EXPERIMENTAL







As etapas experimentais desenvolvidas durante este estudo estao

simplificadas no fluxograma apresentado na Figura 1.
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O conteudo presente nos topicos materiais, métodos, resultados e
discusséo - ainda ndo publicados - foram excluidos nesta versao
parcial da tese. Entretanto, foram inseridas a seguir as principais
consideracfes dos conteddos retirados. No total, para essas
secOes, foi suprimido o conteddo presente em 34 péaginas da

versao total da tese.

Na secdo de metodologia o texto suprimido continha a
metodologia utilizada na producdo das suspensfes de nanocapulsas
(deposicdo interfacial do polimero pré-formado) e as metodologias
utilizadas na caracterizacéo destes sitesmas nanométricos (diametro de
particula, potencial zeta, pH das suspensdes, eficiéncia de
encapsulacao, teor dos farmacos).

Em relacdo aos beads de alginato de célcio foi suprimido o
processo de producdo dos beads pelo método de geleificacdo
ionotropica tanto dos beads preparados com farmaco modelo
indometacina quanto com farmaco objetivo do estudo, paclitaxel, ambos
nanoencapsulados. Foi suprimido também o as metodologias de
caracterizacdo em relacdo a tamanho dos beads, processo de andlise
por microscopia eletrbnica de varredura, conteudo de farmaco,
entumecimento e perfil de liberacdo de nanocapsulas de nucleo lipidico
e farmaco paclitaxel dos beads em meios simulados pH 1,2 e 6,8.

Ainda na sessédo de metodologia foram suprimidos os diferentes
protocolos utilizados nos estudos de avaliacdo da citotoxicidade em
células de cancer de mama MCF-7 das nanocapsulas de nucleo lipidico
contendo farmaco o paclitaxel. Esta sessdo continha a metodologia de
avaliacao de viabilidade celular, ciclo celular, morte celular e proliferacéo
celular por Ki67 e a analise estatistica dos resultados.

Para os resultados de caracterizagcdo das suspensbes de
nanocapsulas foi visto que todas as formula¢cdes possuiam um perfil de
distribuicAo nanomeétrico, sem a presenca de particulas micrométricas,
potencial zeta negativo, teor de farmaco proximo de 100% e alta
eficiéncia de encapsulagdo de farmaco. Os beads apresentaram

conteudo de farmaco dentro do esperado para o sistema desenvolvido.
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Para o ensaio de entumecimento o farmaco apresentou resisténcia em
pH acido (1,2) e alto indice de entumecimento e desintegracdo em pH
6,8. Corroborando com isso, o farmaco paclitaxel foi liberado de maneira
significativa dos beads em pH 6,8 e em pH 1,2 apenas pequenas
concentracbes foram quantificadas. O ensaio de liberacdo de
nanocapsulas mostrou as particulas sendo liberadas de maneira intacta
dos beads em pH 6,8. As analises de microscopia realizadas nos beads
de alginato de célcio mostraram a presenca de nanocapsulas em toda
massa dos beads desenvolvidos. As nanocapsulas de nucleo lipidico
contendo paclitaxel apresentaram citotoxicidade em linhagem celular de
cancer de mama MCF-7 em 24h e 48h. Parada do ciclo celular em G2/M

e mecanismo de morte por apoptose.
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5. CONCLUSOES







As formulac¢des de nanocapsulas de nucleo lipidico carregadas com PTX
(PTX-LNC) apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas em
relacdo ao tamanho, pH e conteldo de farmaco para a aplicagdo do
objetivo do estudo;

Foi possivel incorporar a LNC contendo PTX com sucesso em beads de
alginato de célcio, sendo a presenca das LNCs identificadas por
microscopia eletrébnica de varredura em toda a matriz polimérica do
bead;

O estudo de intumescimento provou inicialmente resisténciaapH 1,2 e a

capacidade do PTX-LNC-Bead de expandir e desintegrar em pH 6,8;

A formulacéo PTX-LNC-Bead mostrou liberacdo de farmaco dependente
do pH, tolerando o pH 1,2 e liberando grandes concentracdes de

farmaco e LNCs intactas em pH 6,8;

O ensaio de liberacdo de LNCs comprovou que nanocapsulas

carregadas de farmaco foram liberadas dos beads;

As LNCs-PTX foram incorporadas em beads de alginato de célcio e
liberadas de maneira intacta, carregadas com farmaco em meio

simulado intestinal pH 6,8.

As LNCs-PTX apresentaram reducéo da viabilidade celular em linhagem
celular MCF-7, parada do ciclo celular em G2/M e expressao de ki67 em

células tratadas na concentracdo de 57 nM.
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ANEXO |




O Conteudo do ANEXO | que corresponde as paginas 85 a 95 foram
suprimidos desta versao, pois trata-se de um manuscrito elaborado a partir dos
dados relacionados a preparacéo e ¢ rizacdo de beads de alginato de
calcio contento paclitaxel intulado “Development of calcium alginate beads
containing paclitaxel-loaded lipid-core nanocapsules for oral delivery” e

submentidos para publicacao.
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