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Resumo

O cancer é a doenga genética responsavel pelo maior nimero de mortes em paises
desenvolvidos e a segunda maior causa mortis em paises em desenvolvimento. Uma
das principais formas de tratamento do cancer € a quimioterapia, que se utiliza de
farmacos para induzir a morte em ceélulas cancerigenas, impedindo, assim, seu
crescimento anormal. Para ultrapassar desvantagens das tratamentos atuais, novas
terapias vém sendo desenvolvidas. Dentre elas, a terapia génica e o uso de sistemas
de liberacdo de farmacos foram as abordagens escolhidas em nossa pesquisa.
Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN) e Nanoparticulas Lipidicas Sélidas
(NLS) sao alternativas interessantes para viabilizar tais terapias, por conseguirem
entregar material genético de forma efetiva e segura de genes, farmacos e proteinas
em células alvo. Portanto, esta dissertacdao teve por objetivos i) desenvolver e
aperfeicoar um novo método de producédo de CLN e NLS: a extrusdo de microemulsao
e ii) produzir nanoparticulas capazes de carrear genes (gene codificante para PTEN) e
farmacos (mitoxantrona) concomitantemente em células de céncer. Os resultados
demonstram que a extrusao de microemulsdao € um método factivel para a producao de
tais particulas, sendo que 15 passagens pela membrana de 100 nm, 5 °C acima da
temperatura de fusdo dos lipidios sélidos sdo os melhores parametros para otimizacao
deste processo. As nanoparticulas lipidicas produzidas apresentaram didmetro médio
em torno de 140 nm e foram estaveis por, pelo menos, 180 dias estocadas a 4 °C.
Além disso, CLN e NLS mostraram-se semelhantes quanto ao tamanho, potencial Zeta
e polidispersdo (PDI). Apesar de ndo apresentarem diferencas quanto a transicao de
fase, as nanoparticulas lipidicas apresentaram uma ultraestrutura monolitica bastante
distinta dos lipossomas, o0 que garantiu uma alta eficiéncia de encapsulamento para o
farmaco mitoxantrona: de 81% em CLN e 64 % em NLS. Finalmente, o carreamento
concomitante do farmaco mitoxantrona e do gene da PTEN diminuiu a viabilidade
celular em linhagens de cancer de mama (MCF-7) e de préstata (PC3), de maneira
mais eficiente que formulacdes lipossomais.
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Abstract

Cancer is the genetic disease responsible for major death causes in developed
countries and it is the second leading cause of death in developing countries. One of
the main forms of cancer treatment is chemotherapy, which uses drugs to induce death
in neoplastic cells, thereby preventing their overgrowth. To overcome disadvantages of
current treatments, new therapies have been developed. Among them, gene therapy
and the use of drug delivery systems were the approaches used in our research.
Nanostructured Lipid Carriers (NLC) and Solid Lipid Nanoparticles (SLN) are suitable
carriers for such therapies since they can effectively and safely deliver genetic material,
drugs and proteins in target cells. Therefore, this work was aimed i) to develop and
optimize a new method of production of NLC and SLN: the microemulsion extrusion and
i) to produce nanoparticles capable of co-delivery genes (the coding gene for PTEN)
and drugs (mitoxantrone) into cancer cells. The results demonstrate that microemulsion
extrusion is a reliable method for the production of such particles, being 15 passages
through 100 nm membrane, at 5 °C above the solid lipid melting temperature, are the
best parameters for process optimization. The lipid nanoparticles showed average
diameter of 140 nm and they were stable up to 180 days of storage at 4 °C. Moreover,
NLC and SLN showed similar size, Zeta potential and polydispersity (PDI). While
calorimetry did not reveal great differences among the formulations tested, transmission
electron microscopy revealed a monolithic structure for lipid nanoparticles distinct from
lipossomes, which allowed NLC and SLN to encapsulate 81 and 64 %, respectively, of
mitoxantrone. Finally, concomitant entrapment of mitoxantrone and PTEN gene in lipid
nanoparticles led to a decrease in the cell viability of breast (MCF-7) and prostate (PC3)

cancer cells, more efficiently than liposomal formulations.
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1. Introducao
1.1. Cancer

O cancer é a doencga genética responsavel pelo maior nimero de mortes em
paises desenvolvidos e a segunda causa mortis em paises em desenvolvimento. Em
2008, a estimativa do Centro Nacional de Estatisticas em Saude (National Center for
Health Statistics) era de 12 milhdes de novos casos e segundo Instituto Nacional de
Cancer, (National Cancer Institute) em associacdo com Organizagcao Mundial de Saude
(World Health Organization) em todo o mundo seriam 7,6 milhdes de mortes causadas
em consequéncia do cancer (Siegel et al., 2012). Estima-se que o numero de novos
casos de cancer continue a crescer em decorréncia do envelhecimento da populagéao
mundial, podendo chegar a 15 milhdes de novos casos em 2020 (Schneider, 2012).
Somado a isso, a adocdo cada vez maior de estilos de vida associados ao risco de
desenvolver cancer, incluindo-se fatores como fumo, ingestéo de alcool, sedentarismo,
obesidade e dietas fast-food, suporta a hipétese de que o nimero de novos casos
tende a aumentar (Jemal et al., 2011; Schneider, 2012).

No Mundo, o cancer de mama é o mais diagnosticado entre as mulheres, com
29 % (2,26 milhdes/ano) de todos os tipos de cancer, além de ser a segunda principal
causa de morte por esta doencga, representando 19 % (395.100/ano) das mortes (Jemal
et al., 2011). Ja entre os homens, em todo 0 mundo o cancer de prostata € o mais
diagnosticado, com 29 % (2,41 milhées/ano) de todos os casos e € a segunda causa
de morte, com 9 % (281.700/ano de mortes) (Siegel et al., 2012), como demonstra a
Tabela 1.



Tabela 1 - Porcentagem dos 10 mais incidentes tipos de cancer no mundo em homens e
mulheres, adaptado de Siegel (2012)

Homens Mulheres
Incidéncia Mortes Incidéncia Mortes
Préstata 29% 9% - -
Mama - - 29% 14%
Pulmao 14% 29% 14% 26%
Coélon e reto 9% 9% 9% 9%
Bexiga 7% 3% 5% 2%
Utero - - 6% 3%
Tiredide 5% 2% 5% 2%
Melanoma 5% 2% 4% 2%
Linfoma nao-
4% 3% 4% 3%
Hodkin
Leucemia 3% 4% 2% 4%

Ja no Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima, para o biénio 2012-
2013, o cancer de mama como sendo o mais incidente entre mulheres, com 27,9 % do
total de novos casos (52.680 de novos casos por ano), enquanto que o cancer de
prostata como o mais incidente entre os homens, com 30,8 % do total de novos casos
(60.180 de novos casos por ano).

Uma das formas mais comuns de tratamento do céancer é através da
quimioterapia, a qual visa matar células de cancer e impedi-las de continuar seu
crescimento anormal com o uso de farmacos citotoxicos (Hahn et al., 2012; Macdonald,
2012). Entretanto, esta terapia possui algumas desvantagens e limitacées, como a
acessibilidade limitada dos ativos aos tecidos tumorigénicos, justificando assim a
necessidade de altas doses terapéuticas que causam efeitos colaterais desagradaveis
nos pacientes, que vao desde nausea até a perda dos pelos corporais (Parveen e
Sahoo, 2008).



Somado a isso, a exposicao sucessiva das células tumorais a esse tratamento
pode levar a sobrevivéncia seletiva de células resistentes ao tratamento com o
quimioterdpico (Raguz & Yague, 2008). Dois mecanismos contribuem para o
desenvolvimento da resisténcia. Um deles esta relacionado com fatores farmacol6gicos
e fisiolégicos, como metabolismo dos ativos e sua excregdo, assim como 0 acesso
insuficiente do farmaco ao tumor (Raguz & Yagle, 2008). O outro mecanismo esta
relacionado com fatores celulares, que incluem: um cassete genético super-expresso
da superfamilia de transportadores transmembranares ligantes de ATP (ABC),
incluindo a glicoproteina-P (P-gp); mudangcas na atividade da topoisomerase |II;
expressao diminuida de proteinas associadas a apoptose e de proteinas ligantes de
farmacos anticancer (Litman et al., 2000; Liu et al., 2008).

A super-expressao da superfamilia de transportadores membranares possui um
papel fundamental na resisténcia aos fa&rmacos anticancer, bombeando xenobidticos e
elementos prejudiciais as células para a matriz extracelular, através de transporte ativo.
Geralmente, esta super-expressao é demonstrada na classe de transportadores do
cassete de ligacao de ATP (ABC) e, em especial, a P-gp em céanceres como o de
mama (Giacomini & Sugiyama, 2006; Liu et al., 2008).

A Topoisomerase Il é uma proteina necessaria ao ciclo celular, responsavel pela
abertura e fechamento da cadeia de dupla-hélice do DNA nuclear e, por isto, diversos
farmacos sao direcionados a ela, para impedir sua atividade celular, ocasionado
retardo no ciclo celular e inibindo, assim, a proliferacdo de células cancerigenas. A
Mitoxantrona, por exemplo, € um quimioterapico que age inibindo a topoisomerase |l,
interrompendo o ciclo celular. Entretanto, mudancas na atividade da topoisomerase Il a
mantem ativa mesmo ante a farmacos inibitérios (Liu et al., 2008), podendo ocasionar
resisténcia a tais farmacos.

Além disso, algumas proteinas associadas a apoptose, como a p53 e a Proteina
Fosfatase homodloga a Tensina (PTEN), podem ter sua expressdo modificada
(expressao reduzida ou mesmo tendo o gene deletado do genoma da célula). Essas
proteinas tem um papel fundamental na regulacdo do ciclo celular e, portanto, essa



expressao alterada pode prejudicar a capacidade de induzir apoptose nas células
cancerigenas (Igney & Krammer, 2002).

Proteinas ligantes de farmacos séo produzidas como resposta celular a choques
quimioterapicos, tendo a finalidade de impedir o farmaco de ligagcdo ao seu sitio
especifico de atuacao (Allardyce et al., 2002; Liu et al., 2008).

Frente a tais problemas, faz-se necessdria a pesquisa e desenvolvimento de
novos farmacos e terapias capazes de suprimir a resisténcia das células ao tratamento

contra o cancer.

1.2. Pesquisa e Desenvolvimento de Novos Farmacos e Terapias

A Pesquisa e o Desenvolvimento de novos farmacos é um ramo de negocios
muito custoso (levando cerca de 15 anos desde a identificacdo de um novo ativo até
Seu uso em pacientes), pois sao pesquisados centenas de novos ativos por més, por
cada empresa farmacéutica. Entretanto, estima-se que apenas 1 dentre 10.000
possiveis farmacos chegam ao uso clinico. Muitos farmacos falham na fase pré-clinica,
por ndo conseguirem chegar a seus respectivos 6rgaos-alvos, espalhando-se por todos
os tecidos do paciente (Gassman et al., 2008; Sato et al., 2011).

Com isto, o uso de doses clinicas repetidas, em concentra¢des limites de
biotoxicidade se faz necessario para suprimir a perda decorrente da biodistribuicdo dos
ativos, o que pode levar a efeitos colaterais para o paciente, assim como provocar a
resisténcia celular ao tratamento, devido a exposicao a doses sucessivas (Sato et al.,
2011). O uso repetido constitui um dos motivos pelos quais os farmacos contra cancer
possuem grau de cura limitado (Demeure et al., 2012).

Portanto, apenas o desenvolvimento de novos farmacos nao é suficiente para
garantir a eficacia do tratamento de doencas, especialmente o cancer, fazendo-se
necessaria a adocao de novas estratégias terapéuticas. Dessas, terapias como o
carreamento de farmacos e de genes sdo promissoras para uma acao terapéutica mais
eficiente, para melhorar a biodistribuicdo de ativos, e auxiliar na transposicdo de
barreiras biolégicas (biomembranas) (Charcosset et al, 2005; Park et al, 2010;
Demeure et al., 2012).



1.2.1. Carreamento de Farmacos (Drug Delivery)

O carreamento de farmacos (Drug Delivery) baseia-se no uso de um carreador
macromolecular (como lipossomas, nanoparticulas, microparticulas, ciclodextrinas,
entre outros) capaz de interagir com o ativo. Essa interacdo pode alterar propriedades
fisico-quimicas de ativos e fazer, por exemplo, com que a dose terapéutica do mesmo
seja liberada de forma sustentada ao longo do tempo e, preferencialmente, diretamente
no tecido-alvo. Evitando, assim, doses excessivas e picos plasmaticos, além de auxiliar
a passagem por multiplas barreiras biologicas. Por isto, sistemas de liberacao
sustentada possuem potencial para melhorar as terapias farmacéuticas atuais, as quais
sédo baseadas na duplicidade dose-resposta dos pacientes, muitas vezes ocasionando
efeitos colaterais n&o desejados (Alexis et al., 2008a).

Dentre os agentes terapéuticos para o tratamento do cancer, a classe das
antracenodionas € uma das mais estudadas devido a sua notavel eficiéncia clinica
contra diversos tipos de céncer, tais como melanomas, leucemias, cancer de ovario, de
prostata e de mama (Li et al., 2005). Seu mecanismo de acao envolve intercalacao nas
cadeias de DNA, inibicdo da topoisomerase Il e, consequentemente, inibicdo da
duplicacdo do DNA na fase S do ciclo celular (Stanisz et al., 2012).

Um dos integrantes dessa familia € a mitoxantrona (MTX) (Figura 1), que se
destaca por ser um potente inibidor de topoisomerase Il, além de possuir a capacidade
de interferir na sintese de RNA através da quebra de ligacbes cruzadas entre as fitas
de DNA (Goodin et al., 2003; Li et al., 2005).
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Figura 1- Formula estrutural da Mitoxantrona



Contudo, a mitoxantrona exibe grande toxicidade sistémica, mesmo quando
administrado em pequenas doses, bem como baixa especificidade celular,
apresentando efeitos citotdxicos tanto em células proliferativas quanto em nao
proliferativas, o que pode limitar sua administragéo pela via intravenosa (Almond et al.,
2003; Mulroy et al., 2012).

Ha que se considerar ainda que doengcas como o cancer, a hemofilia e a
hemocromatose, sdo causadas por genes deficientes, que causam menor expressao
de proteinas como a p53 e a PTEN ou super-expressao de outras, como a proteina
quinase B (Akt), familia RAS e a proteina quinase regulada por sinais extracelulares
(ERK), as quais s&o responsaveis pela sobrevivéncia e proliferacdo celular. Para estas
doencas, o tratamento farmacolégico convencional (por nao corrigir tais defeitos
genéticos) pode ocasionar a recorréncia cronica da patologia (Roth & Cristiano, 1997;
Shook & Campana, 2011; Brenner, 2012). Na tentativa de reverter esse quadro,
significativos avangos em tecnologia de transferéncias de genes foram desenvolvidos
na ultima década, oferecendo novas ferramentas para o tratamento do cancer como o

carreamento genético em nanocarreadores (Casucci et al., 2012).

1.2.2. Terapia génica (Gene therapy)

Conceitualmente, a terapia génica consiste na correcdo da expressdo de
proteinas (suprimidas ou super-expressas) em determinadas células ou tecidos, seja a
partir da inducdo de expressdao dos genes suprimidos (Verma et al., 2000; Sheridan,
2011).

Tal terapia pode ser utilizada para o tratamento de cancer, utilizando genes
recombinantes para ampliar as terapias existentes, como por exemplo, vacinas génicas
como imunoterapéuticos, que possuem direcionamento especifico para células
danificadas, protegendo as normais, ou para tornar células resistentes em células
sensiveis a quimioterapia (Blaese et al.,, 1995; Roth & Cristiano, 1997; Tanaka &
Grossman, 2003; Sher et al, 2011). A inducdo da expressdo de proteinas que se

encontram nao funcionais ou mesmo que tenham o seu gene deletado do genoma na



célula é uma das principais técnicas utilizadas para a terapia do cancer (Sher et al.,
2011).

Dentre os diferentes tipos de cancer, uma das proteinas com potencial uso para
terapia génica € a Proteina Fosfatase homdloga a Tensina (PTEN), que seu gene se
mostra deletado ou codifica a expressao de uma proteina disfuncional em especial no
cancer de préstata e mama, implicando em super-expressdo da proteina Akt e
consequente excesso de proliferacao celular (Ettl et al., 2012; Sood et al., 2012). A
atividade de fosfatase da PTEN é fundamental na supresséao de tumores e no controle
da cascata de transdugao de sinal da fosfatidilinositol 3’ quinase (PI3’K), inibindo a
ativacao da Akt, uma serina-treonina quinase envolvida em cascatas de proliferacéo e
sinais anti-apoptéticos (Tanaka & Grossman, 2003; Bartholomeusz & Gonzalez-Angulo,
2012).

A expresséo induzida de PTEN em células deficientes desta proteina pode inibir
a proliferacdo celular, levando a apoptose através da regulacdo da sobrevivéncia
celular por esta proteina (Saito et al.,, 2003; Anai et al., 2006; Chung et al., 2012). A
literatura aponta que a expressao induzida de PTEN leva a inibicdo da proliferagéo e
inducao de apoptose em cancer colo-retal (Saito et al., 2003; Sood et al., 2012), cancer
de bexiga (Tanaka & Grossman, 2003), cancer de prostata (Anai et al., 2006) e cancer
de mama (Cheney et al, 1998; Zhou et al, 2007). Tanaka & Grossman (2003)
demonstraram que a reintroducdo do gene codificante da proteina PTEN reverteu a
resisténcia a doxorubicina em células de cancer de bexiga, o que levou a eliminagéao
completa do cancer em 30 % dos ratos tratados e inibicao transiente do crescimento do
tumor, por 120 dias nos 70 % restantes.

A associacdo de duas terapias pode ser uma alternativa interessante para o
tratamento de doengas complexas como o céancer. Por exemplo, Anai e col. (2006)
associaram duas terapias: a radioterapia e o carreamento do gene para PTEN em
tumores de cancer de prostata (linhagem PC3) e obtiveram inibicado do crescimento
celular do tumor em ratos, inducdo de apoptose e perda de neovascularizagdes na
regidao do tumor, 0 que ndo ocorreu com as terapias em separado. Isto demonstra uma

possivel acao sinérgica entre ambas as terapias. Da mesma forma, imaginamos que o



carreamento conjunto de genes e de farmacos poderdo induzir resultados melhores
que em separado. Contudo, este duplo carreamento sé seria possivel com a utilizagao
de nanocarreadores, pois farmacos e genes apresentam caracteristicas
farmacocinéticas e farmacodindmicas distintas, além do material genético, ndo possuir

a capacidade intrinseca de ultrapassar barreiras biologicas (Liu et al., 2009).

1.3. Nanocarreadores

Nanocarreadores sao plataformas naturais ou sintéticas, com tamanho entre 1-
1000 nm, que possuem a capacidade de carregar moléculas com atividade bioldgica.
Seu uso é promissor, pois possibilitam minimizar a toxicidade de tratamentos aos
pacientes, melhorar a farmacocinética de ativos, e podem ainda melhorar a
biodistribuicdo de agentes terapéuticos devido a acumulagdo preferencial no alvo
(direcionamento tecido-especifico e até, célula-especifico). Devido a sua alta razéo
area de superficie:volume (Alexis et al., 2008a; Ma et al., 2012), os nanocarreadores
melhoram a solubilidade e a estabilidade de pequenas moléculas, peptideos e
oligonucleotideos, tornando-os aceitaveis para administragdo parenteral (Alexis et al.,
2008b; Mishra et al., 2010). Os nanocarreadores devem ser capazes de permanecer na
circulacdo sanguinea por periodos prolongados e, uma vez no interior celular, devem
ser capazes de escapar do processamento endossdmico-lisossdmico (Mdller et al.,
2000; Koo et al., 2005; Kingsley et al., 2006). Para gene-delivery, nanocarreadores
naturais podem ser produzidos a partir de virus recombinantes, os quais sdo bastante
empregados. Ja os sintéticos podem ser produzidos a base de biopolimeros, sistemas
lipidicos (como lipossomas, carreadores nanoestruturados, e outros) tal que esses
vetores sdo denominados de virais € ndo virais (Liu et al., 2009), como sera discutido

em detalhe, a sequir.

1.3.1. Carreadores virais
Os vetores virais compéem-se de adenovirus, virus adeno-associado ou
lentivirus (da familia dos retrovirus) modificados, e representam 67,2 % de todas as
pesquisas em terapia génica (Sheridan, 2011). Suas principais vantagens sao o alto



nivel de transfeccdo, transducdo, grande seletividade dos alvos e boa inducdo da
expressao do transgene (Verma et al., 2000; Mcneish et al., 2004; Simonelli et al.,
2010; Sheridan, 2011). McNeish e col. (2004) relataram estudos de fase clinica I/ll, nos
quais os genes para codificacao de proteinas p53, PTEN e Rb (todas suprimidas por
genes tumorigénicos) foram transfectados em pacientes, usando-se vetores de
adenovirus, com eficiéncia de tratamento superior a 70 %.

Apesar de suas vantagens, ha dificuldades no escalonamento e grande receio
na aplicacao clinica dos vetores virais, pois, uma vez reconhecidos pelo sistema imune,
ativam respostas imunoldgicas e inflamatérias nos pacientes. Além disso, as proteinas
virais possuem toxicidade intrinseca e limitam o tamanho do acido nucleico carreado
(Edelstein et al., 2007; Liu et al., 2009). Ha, pelo menos, um relato na literatura da
morte de um paciente ocasionada por complicacdes envolvendo reacéao inflamatéria ao
vetor retroviral, em testes clinicos de fase Il (Edelstein et al., 2007). Por conta destas
limitacbes, a busca por alternativas aos vetores virais € muito grande e vem sendo

estudado utilizar-se carreadores nao virais ou sintéticos.

1.3.2. Carreadores nao virais
Apesar da grande seletividade e alta taxa de transfecgéo induzida pelos vetores
virais, suas desvantagens os tornam inseguros para uso em terapias génicas (Edelstein
et al., 2007). Por outro lado, os vetores ndo virais sdo uma alternativa atraente, pois
séo de uso simples, facil escalonamento e provocam baixa resposta imune especifica.
Atualmente, hd uma diversidade de carreadores descritos, que podem ser divididos em
carreadores poliméricos e lipidicos (Liu et al., 2009).

1.3.2.1. Carreadores poliméricos
Nanoparticulas poliméricas sdo preparadas a partir de polimeros sintéticos ou
naturais. Polimeros sintéticos sédo utilizados para aumentar a meia-vida de circulagéo
da particula e reduzir a absorcao fagocitaria, enquanto que polimeros naturais sao
utilizados devido a sua maior compatibilidade tecidual e por minimizar a citotoxicidade.
Destacam-se, entre esses, 0s polimeros catidnicos, como os de polietilenimina (PEI),



poli-L-lisina (PLL), quitosana e poliamidoaminas (PAMAM), pois sdo utilizados para
veicular material genético, com o qual estabelecem interagdes eletrostaticas (Liu et al.,
2010).

Além disso, o sistema de carreamento utilizando polimeros tem sido pesquisado
com uma grande variedade de agentes terapéuticos, como: farmacos anticancer,
peptideos, proteinas e vacinas recombinantes, assim como hormo6nios como a insulina
(Damge et al., 2007; Mishra et al., 2010). Para isso, formulagdes utilizando polimeros
biocompativeis como os de acido latico (PLA), acido glicolico (PGA) ou copolimeros de
ambos (PLGA), sdo uteis, pois podem ser facilmente hidrolisados e removidos da
circulagdo por vias metabdlicas corporais (Koo et al., 2005; Alexiset al., 2008; Mishra et
al., 2010).

As principais vantagens do uso de polimeros biocompativeis residem em serem
biodegradaveis e mais estaveis que os carreadores lipidicos; além disso, existe a
possibilidade de modificar tais polimeros, conferindo-lhes propriedades hemostéticas,
bacteriostaticas, fungistaticas e anti-colesterolémicas (Liu et al, 2009). Em
contrapartida, a inabilidade de controlar rigorosamente o processo de amalgamacao do
polimero durante a sintese pode produzir particulas com propriedades fisico-quimicas
variaveis, o que dificulta seu processo de escalonamento, além da presencga eventual
de solvente organico residual (Karnik et al., 2008), sendo estas as limitacbes mais

comuns ao uso dos carreadores poliméricos.

1.3.2.2. Carreadores lipidicos

Desde a descricao da primeira transfeccao utilizando lipidios catibnicos por
Felgner e colaboradores (1987), houve progresso significativo no estudo desses
carreadores para entrega de genes. Um dos aspectos mais importantes para este
progresso foi a sintese de lipidios catibnicos, como o 1,2-dioleoil-3-trimetilaménio
propano (DOTAP), os quais possibilitaram a utilizagao de carreadores lipidicos como os
lipossomas, para a transfeccao de material genético (Li & Huang, 2000).

Os lipossomas foram descritos no inicio da década de 60, sdo formados por

vesiculas com uma ou mais bicamadas lipidicas, envolvido por agua, tanto pelo meio
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externo a particula como em seu nucleo (Figura 2). Eles sdo produzidos pela simples
agitacao de lipidio ou mistura de lipidios em meio aquoso e sao muito utilizados como
modelo de membranas biolégicas (Bangham, 1992). Foram introduzidos como sistema
de carreamento no mercado de cosméticos pela Dior, em 1986 (Fassas &
Anagnostopoulos, 2005; Torchilin, 2012) e s&o bastante utilizados como carreadores de
farmacos (Torchilin, 2012). Diversos compostos com atividade anticancer foram
encapsulados em lipossomas como a mitoxantrona (Lim, et al., 1997) e a doxorubicina
(Zhang et al., 2008).

Bicamada lipidica Lipidio sélido Lipidio solido

Nucleo aquoso Nanocompartimento

; de dleo
Lipossoma NLS CLN

Figura 2 — Carreadores lipidicos: Esquema de alguns dos carreadores lipidicos mais utilizados
Lipossomas, Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS) e Carreadores Lipidicos Nanoestruturados
(CLN).

As principais vantagens do uso de lipossomas como carreadores sdo a reducao
da toxicidade de farmacos, em comparagdo com a forma convencional (farmaco livre),
utilizacdo tanto com moléculas lipofilicas como hidrofilicas, a possibilidade de
administracao intravenosa, além da utilidade do carreamento de agentes de
diagnéstico, genes e até proteinas (Torchilin, 2012). Lipossomas ja foram investigados
para o carreamento de vacinas, toxdides, genes, diferentes farmacos inclusive para
tratamento anticancer, hepatite A e anti-HIV (Zhang et al., 2008). Podem ser
modificados superficialmente com polietileno glicol (PEG) ou dextranas, para dificultar
seu reconhecimento pelo sistema reticulo-endotelial e aumentar seu tempo de
circulacdo sanguinea (Immordino et al., 2006), bem como podem ser conjugados com
anticorpos, para se tornarem tecido-especificos (Mishra, et al., 2010; Bochot & Fattal,

2012).
1



Como os lipidios constituintes de membranas biol6gicas sdo zwiteribnicos ou
anionicos (Yeagle, 2011), lipossomas formados com lipidios naturais ndo apresentam
capacidade intrinseca de interacdo com o material genético (polianions fosfato); tal que
0 uso de lipossomas como carreadores de genes somente tornou-se efetivo com a
utilizacao de fosfolipidios catiénicos sintéticos, como o DOTAP (Felgner et al., 1987).

Entretanto, a toxicidade dos solventes organicos utilizados na sua formagéao, a
dificuldade de escalonamento industrial (variagdes entre lotes), a limitada eficiéncia de
carreamento e a baixa estabilidade fisica na estocagem dos lipossomas sao suas
principais desvantagens (Sahoo & Labhasetwar, 2003; Gasco, 2007; Mishra et al.,
2010). Para tentar contornar as limitagdes dos lipossomas, outro sistema carreador
lipidico foi desenvolvido no inicio da década de 90, as Nanoparticulas Lipidicas Sélidas
(Muller et al., 1995; Muller et al., 2000; Gasco, 2007).

1.3.2.2.1. Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS)

Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS) foram descritas na década de 90 como
uma alternativa aos lipossomas, por possuirem uma maior estabilidade fisica, por até 3
anos em estoque (Gasco, 2007), decorrente de seu nucleo - formado de lipideos
sOlidos a temperatura ambiente e corporal. Sdo passiveis de esterilizagcdo por
autoclave sem a perda da estrutura, além de evitar o uso de solventes organicos para
solubilizar lipidios, como na Figura 2 (Muller et al., 2000; Mehnert & Mader, 2001;
Charcosset et al., 2005; Gasco, 2007).

Outras vantagens das NLS, comparativamente a outros sistemas, estao
relacionadas com sua capacidade de proteger farmacos e acidos nucleicos da
degradacdo quimica; melhor biocompatibilidade e baixo custo de escalonamento
(Maller et al., 2000; Silva et al., 2011; Souza et al., 2011). NLS tém atraido atencéo
para o carreamento de pequenas moléculas, proteinas recombinantes e também para
gene delivery (tanto de plasmideos, como de RNA de interferéncia) através do uso de
lipideos catibnicos em sua formulacdo. Nessas formulagbes, estabelecem-se

interagcbes eletrostaticas entre os grupos fosfato em ligagdes fosfodiéster dos acidos
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nucleicos (carga negativa) e a carga positiva naqueles lipideos, possibilitando, assim, o
carreamento do material genético (Muller et al., 2000; Kumar et al., 2007).

Um fendmeno indesejavel que se observa com as NLS € que, durante o
estoque, pode ocorrer uma transicdo polimoérfica (rearranjo no nucleo cristalino da
forma a para forma R), tal que os lipidios adquirem um arranjo mais rigido, estavel e
ordenado expulsando, assim, moléculas incorporadas na matriz lipidica solida (burst
effect), como mostra a Figura 3. Para evitar esta expulsdo indesejada de farmacos
incorporados, foram desenvolvidos os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (Gasco,
2007).

Farmaco incorporado Farmaco expulso
L) ./
. o °
Transicao o
Polimorfica e ®
= ®
®
®e
P
@
® 0

Forma a Forma R

Figura 3 - Transicdo polimorfica observada em NLS ocasionando a expulsdo de moléculas
ativas incorporadas na matriz lipidica (Burst effect)

1.3.2.2.2. Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN)

Os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN) sdo considerados como a
segunda geracdo de nanoparticulas lipidicas (aprimoramento das NLS) em que a
utilizacdo de misturas de lipidios sélidos e liquidos (6leos) a temperatura ambiente e/ou
corporal para compor o nucleo, como mostra a Figura 2, 0 que evita a reorganizacao
cristalina observada nas NLS. Com isto, é possivel aumentar o tempo de
armazenamento e obter um perfil de liberacdo sustentada mais préximo ao desejado,
maior porcentagem de encapsulacado de ativos, além das vantagens ja presentes nas
NLS (Mehnert & Mader, 2001; Muller et al., 2002; Gasco, 2007).
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Essas particulas lipidicas podem ser fabricadas por diversos métodos de

preparagao.

1.4. Métodos de preparacao
Lipossomas, NLS e CLN podem ser obtidos por diferentes métodos, dentre os
quais, dois se tornaram os mais utilizados na literatura: a homogeneizagdo a alta
pressao e a microemulsdo a quente formada de 6leo em agua (Gasco, 2007; Silva et
al.,, 2011).

1.4.1. Homogeneizacao a alta pressao

Homogeneizacao a alta pressao foi 0 método inicial utilizado por Miller e col.
(1995) para a producéao de NLS, assim como, posteriormente, para preparar CLN. Este
método tem demonstrado, até hoje, ser de alto desempenho para produgdo dessas
nanoparticulas, sendo o mais amplamente utilizado em literatura (Gasco, 2007). Esta
técnica utiliza alta pressao (entre 100-2000 bar) através de um poro de tamanho
conhecido para acelerar particulas, de forma que o cisalhamento leva a obtencao de
particulas de escala nanométrica (Charcosset et al., 2005). No entanto, a alta pressao
e velocidade envolvidas neste método podem limitar o uso de farmacos quimicamente
instaveis. Além disso, homogeneizadores pressurizados de escala laboratorial
necessitam de pelo menos 50 mL de suspensao para o processo ocorrer, com perda
de cerca de 20 mL durante o processo, 0 que resulta em custo excessivo de producéo
para o0 desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas para aplicacbes contendo
constituintes de alto custo (farmacos, lipidios catidnicos, moléculas marcadas, entre
outras). De fato, como descrito anteriormente, a producdo de nanoparticulas lipidicas
(CLN e NLS) para terapia génica requer a utilizagdo de lipidios cationicos; tais lipidios
sintéticos elevam substancialmente o custo de producédo de tais particulas. A perda
significativa de material e conseguinte aumento dos custos de produgdo durante o
processo de homogeneizagdo sob pressao para produgdo de nanoparticulas lipidicas
levou ao desenvolvimento de outro método: a microemulsdo a quente (Rameez et al.,
2009).
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1.4.2. Microemulsao a quente

Os menores custos de producdo e a possibilidade da incorporacdo de
compostos labeis ou instaveis a alta pressado exercida pela homogeneizacao a alta
pressao, tornaram a microemulsdo a quente uma alternativa (Silva et al., 2011). O
método é baseado em 2 passos: - aquecimento e mistura do lipidio liquefeito em agua,
surfatante e co-surfatante, sob agitagdo vigorosa (Ultra-turrax); - agitacado mecanica da
suspensao em um banho frio, solidificando assim a fase lipidica, antes liquefeita,
produzindo as particulas desejadas (Souza et al, 2011). Entretanto, este processo
necessita de grandes quantidades de surfatante e de co-surfatante para produzir
resultados semelhantes aos obtidos com a homogeneizagéo a alta presséo.

Mesmo utilizando menores volumes que 0s necessarios para homogeneizacao a
alta pressdo, a microemulsdo a quente ainda requer volumes que podem ser
considerados altos para a otimizagdo de formulagdes contendo componentes de alto
custo. Por isso, nds desenvolvemos um método alternativo: adequado para preparo de
pequenos volumes (0,25 a 1 mL) e que se baseia na utilizacdo de uma mini-extrusora,
para servir de alternativa aos processos atuais de nanoparticulas lipidicas. Este novo
método, extrusdo de microemulsdo, apresenta menor custo, uma vez que a mini-
extrusora é significativamente mais barata que um agitador tipo ultra-turrax € um
homogeneizador de alta pressao e nao apresenta limitacbes caracteristicas desses
outros métodos, como a agitacdo vigorosa criada pelo ultra-turrax, ou a alta pressao
necessaria ao processo homogeneizacao a alta pressao (Rameez et al., 2009).

1.4.2.1. Extrusao de Microemulsao
Desenvolvemos, em nosso grupo, uma alternativa para a produgdao da
microemulsdo a quente, em pequena escala: a extrusdo de microemulsdo. Esse
sistema € uma variagdo da microemulsdo a quente e é simples, barato, rapido, auto-
limpante (pois a amostra passa de um lado para o outro do sistema extrusor, o que
diminui a chance de bloqueio da membrana).
Na escala de laboratorio, a extrusdo de microemulsdo serve para extrusdo

manual, empregando seringas de volume de 0,25 mL ou 1 mL, ndo requerendo gas sob
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pressao, diminuindo os custos de producado. Neste sistema, o lipidio solido é aquecido
5 °C acima do seu ponto de fusdo. Nesta temperatura, o farmaco pode ser adicionado a
matriz lipidica e, apdés homogeneizacdo, é adicionada uma solucdo contendo o
surfatante. Apds agitacdo, seguem-se os ciclos de extrusao e, por fim, o resfriamento

em banho gelado, como esquematizado na Figura 4.

Passo 1 Passo 2 Passo 3

,rr“"f‘«gua .
(' + Surfatante Extrusdo 5°C acima da temperatura de fus&o do lipidio

. — N g
v O @ H(({H ((©)

y _ \°
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i "=
e k)]

Banho Gelado

J
Aquecimento & temperatura
do ponto de fus&o do lipidio + 5°C

Figura 4- Produgdo de nanoparticulas lipidicas por extrusdo de microemulsdo

Este método de produgcédo de nanoparticulas oferece uma alternativa eficiente
para a homogeneizacdo a alta pressdo, necessitando de menores volumes de
produgdo, diminuindo a perda durante o processo 0 reduzindo os custos de
desenvolvimento em escala laboratorial, além de possibilitar vasta gama de possiveis
aplicacbes. Na Tabela 2, comparamos o custo de producdo entre a homogeneizagao

de alta presséo e a extrusdo de microemulsao.
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Tabela 2 - Relacdo de precos (em ddlares americanos, US$) para producdo das CLN e NLS
desenvolvidas nesta dissertacdo, por homogeneizacdo a alta pressdo (20mL) e extrusdo de
microemulsdo (0,2mL), com os valores obtidos comparando-se os volumes minimos apos um
ciclo completo de produgdo. Cotagdo realizada no dia 20 de margo de 2012, em consulta aos
sites das empresas Avanti Polar Lipids (Alabaster, EUA) e Sigma-Aldrich (EUA).

Custo de Fabricacao CLN NLS
Homogeneizacdo a  yyq¢ 14 56/ nroducio  US$ 107,40 / produgiio
alta pressao
Extrusao de
microemulsao

US$ 0,17 / produgio USS$ 1,07 / produgio

Outro aspecto importante a se considerar em sistemas carreadores € a
necessidade de esterilizagdo. O método de esterilizacdo € um passo importante para a
estabilidade de nanoparticulas como NLS e CLN, ja que a esterilizacdo por
calor/pressao (através de autoclave) pode induzir modificacdes que comprometeriam
sua estabilidade fisico-quimica (Torchilin, 2006). Neste contexto, destacamos a
esterilizagdo por microfiltragdo, no qual consiste em filtrar particulas superiores a 0,3
um através de membranas com poros definidos a 0,22 um (Tchobanoglous et al.,
2005). Portanto, ja que as nanoparticulas lipidicas sdo produzidas em filtros de poros
definidos inferiores a 0,22 pum, esta suspensdo ja se apresenta estéril, sem a
necessidade de outros processos anexos, diminuindo ainda mais o0s custos de
producdo, demonstrando outra vantagem do processo de extrusdo de microemulséo.

Em uma rapida pesquisa de patentes, realizada em 17 de abril de 2012, nao
encontramos patentes especificas, referentes a extrusdao de microemulsdes a quente.
Assim, de nosso conhecimento, 0 processo de extrusdo de microemulsédo é inédito e,

portanto, ainda pode requerer certa otimizacéo.
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2. Objetivos Principais

Portanto, os objetivos desta dissertagéo foram:

1) o desenvolvimento e otimizacdo do método de extrusdo de microemulsao;

2) a caracterizacao das nanoparticulas lipidicas e comparacao com lipossomas;

3) a avaliagdo a capacidade das nanoparticulas lipidicas no carreamento de
farmacos (drug delivery);

4) avaliacdo da capacidade das nanoparticulas lipidicas no carreamento de
genes (gene delivery) e

5) avaliacdo dos efeitos citotdéxicos do carreamento conjunto de farmacos
(mitoxantrona) e genes (gene para PTEN).

2.1. Objetivos especificos

Para atingirmos tais metas, elegemos:

1) produzir nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) e carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) e lipossomas através da extrusdo de micromemulsdo e
otimizar as condi¢des de producado (niumero de passagens e temperatura do sistema);

2) avaliar estabilidade fisico-quimica de estocagem a 4°C e frente a liofilizagéo,
juntamente com analise da morfologia utilizando técnicas de microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) e analisar o perfil calorimétrico das formulagbes utilizando a
calorimetria diferencial de varredura (DSC);

3) avaliar a encapsulacdo do farmaco mitoxantrona nos carreadores lipidicos
assim como sua cinética de liberacao;

4) avaliar a capacidade ligacao das formulacdes ao DNAp utilizando o ensaio de
retardamento eletroforético (EMSA) e avaliar a protecdo do DNAp nas formulacoes
contra a acao da DNase |;

5) avaliar o efeito citotoxico das formulagcdes através do ensaio de MTT em uma
linhagem nao cancerigena (Balb/3T3), em duas linhagens cancerigenas: carcinoma de
prostata (PC3) e de mama (MCF-7), esta Ultima resistente ao tratamento com o

farmaco mitoxantrona.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Preparacao dos Lipossomas de EPC, CLN, Lipossomas de
DOTAP e NLS e lipoplexos

Nesta dissertagcdo, vamos manter a nomenclatura das NLS para descrever as
particulas contendo somente acido estearico no nucleo sélido e de CLN para particulas
contendo a mistura de fosfatidilcolina de ovo (EPC) (Sigma-Aldrich, EUA) e o
monoestearato de glicerila (Croda, Brasil) como lipidio para o nucleo, cujo ponto de
fusdo € T, = 54 °C 15 °C. A formulacao de NLS foi inicialmente preparada como base
na tese de doutorado de Jesus (2009) e otimizada por nosso grupo, cuja formulagéao
final utilizou acido estearico (Sigma-Aldrich, EUA), 1,2-dioleoil 3-trimetilaménio propano
(DOTAP) (Avanti polar Lipids, EUA), e Pluronic F68 (Sigma-Aldrich, EUA) nas

concentracdes descritas na Tabela 3.

Tabela 3 — Composicdo das formulacbes desenvolvidas a partir de acido estearico,
DOTAP, Pluronic F68, Monoestearato de Glicerila e Fosfatidilcolina de ovo (EPC).

Acido DOTAP Pluronic Monoestearato Fofastidilcolina
Estearico (mmol.L™") F68 de glicerila de ovo (EPC)
(mmol.L™") . (mmol.L™) (mmol.L™") (mmol.L™)
Lipossoma
- - - - 5,0
EPC
CLN - - 1,0 5,0 5,0
Lipossoma 25
DOTAP ’
NLS 7,0 2,5 1,0 - -

As NLS contendo DOTAP se destacaram como promissoras para gene delivery,
sendo capazes de proteger e carrear plasmideo pcDNA 3.1/V5-His-Topo contendo o
gene para proteina PTEN, e entrega-lo para células PC3 (de Jesus, 2009). Estas NLS
foram preparadas atraves da técnica de extrusdo de microemulsdo em banho quente,
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que consiste em misturar os componentes e aquecer o sistema 5 °C acima da
temperatura de transicdo de fases do lipidio que forma o cerne da nanoparticulas
(neste caso o acido estearico, cuja T.= 65 °C £5 °C) (de Jesus, 2009), como explicitado
no item 1.4.2.1. Esta microemulsdo foi extrudada com uma mini-extrusora de duas
seringas (Avanti Polar Lipids, EUA) utilizando membrana policarbonato Isopore™ de
poro definido (100 nm) (Millipore, Reino Unido). Foi padronizado previamente que, para
uma completa homogeneizacdo da amostra, sdo necessarias 15 passagens da
amostra pela membrana de poro definido (de Jesus, 2009). Apds as passagens,
resfriamos as amostras em gelo (0 °C) e as mesmas foram estocadas a 4°C, como
explicitado no ltem 1.4.2.1. Ao final do processo foi obtido 1 mL de cada formulagao.

Como forma de comparacao com este sistema, preparamos uma formulacao de
CLN, cujos componentes foram monoestearato de glicerila (Croda, Brasil),
fosfatidilcolina de ovo (Sigma-Aldrich, EUA) e Pluronic F68 (também denominado
Poloxamer 188) (Sigma-Aldrich, EUA), nas concentrac¢des dispostas na Tabela 3. Esta
formulagao teve por finalidade testar a estabilidade fisica das nanoparticulas lipidicas,
cujo potencial Zeta é neutro e compara-la, fisico-quimicamente, com a formulacao
contendo lipidio catibnico (DOTAP), denominada aqui de NLS, em especial em relagao
a sua estabilidade de estoque e seu comportamento frente a Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC), assim como a influéncia do potencial Zeta sobre estes parametros.

Uma suspensao preparada com esses componentes foi submetida a extrusao a
quente em membranas de policarbonato Isopore™ (Millipore, Reino Unido), com poros
de tamanho de 100 nm, através de uma mini-extrusora de duas seringas (Avanti Polar
Lipids, Alabaster, EUA), de igual modo as NLS.

Como comparacao, foram produzidos lipossomas compostos de EPC ou DOTAP
(com as mesmas concentragdes destes componentes nas CLN e NLS, como mostrado
na Tabela 3). Os lipidios foram solubilizados em cloroformio (Synth, Brasil), formando
uma solucdo estoque de 50 mmol.L™". Deste estoque, aliquotas correspondentes as
concentracdes lipossbmicas preparadas foram adicionadas aos tubos de ensaio.
Evaporou-se o cloroférmio sob fluxo de nitrogénio e os tubos foram mantidos sob vacuo
por 2 horas para eliminacdo do cloroférmio residual, formando-se filmes lipidicos.
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Foram adicionados 1 mL de agua e, sob agitacéo, estes filmes foram suspensos. A
suspensao lipossomal passou entdo pela extrusdao, da mesma forma que as CLN e
NLS, mas em temperatura ambiente.

Para a formacéo de lipoplexos, misturaram-se os plasmideos com as CLN ou NLS,
na proporgédo de 3 pL de carreador para 2 ug de plasmideo pcDNA 3.1/V5-His-Topo
(Invitrogen, EUA) contendo o gene para proteina PTEN (DNAp) e deixou-se por 20 min.
para que pudessem interagir. Esta relacdo foi determinada para que houvesse
equivaléncia de cargas entre o carreador e o plasmideo. A Figura 5 mostra a formula
estrutural dos componentes das CLN, NLS e os lipossomas: DOTAP, acido estearico,

Pluronic F68, monoesterato de glicerila e fosfatidilcolina de ovo.
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Figura 5 - Estrutura dos compostos utilizados na produgdo dos lipossomas, CLN e NLS. De
cima para baixo. 1,2 —dioleoil-3-trimetilamonio propano (DOTAP); dcido estedrico; Pluronic
F68 (onde x representa 78 unidades do monomero hidrofilico e y representa 30 unidades do
monomero hidrofébico ); fofastidilcolina de ovo*; monoestearato de glicerila.

* a composicdo da cadeia acila da EPC é varidvel em termos de tamanho e saturagdo, sendo
que a representagdo escolhida (com dcido palmitico em sn-1 e dcido linoleico em sn-2) é a mais
frequente, correspondendo a 59,7% das cadeias acila de EPC, de acordo com Grobas et al.,
2002).
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3.2. Otimizacao da Extrusao de Microemulsao

Com o intuito de otimizar o processo de extrusdo para CLN e NLS, variamos o
nuamero de passagens (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30) pela membrana de policarbonato de
poro definido (100 nm), com a finalidade de determinar o niumero minimo de passagens
necessario para formagao das particulas estaveis, com parametros iguais aos obtidos
com 30 passagens, verificando, assim, a influéncia do nimero de passagens sobre
parametros fisico-quimicos como diametro médio, polidispersao (PDI) e potencial Zeta,
analisadas em um Zetasizer Nanoseries (Malvern, Reino Unido).

De maneira similar, analisamos a variacao dos parametros fisico-quimicos das
CLN e NLS modificando apenas a temperatura do sistema em +5, +10 e +15 graus
acima do ponto de fuséo do lipidio sélido (as temperaturas de fusdo acrescidas de 5;
10 e 15°C serao representados a partir deste momento por Tf+5 °C; Tf+10 °C e Tf+15
C. Para CLN (Tfmonoestearato de giiceriia = 58 °C) as temperaturas correspondem a 63 °C; 68
°C e 73 °C. E para NLS (Tfacigo estearico = 70 °C) essas temperaturas correspondem a 75;
80 e 85 °C. Entretanto, para lipossomas de EPC (Tfgpc = -15 °C) e lipossomas de
DOTAP (Tfpotap = -11,9 °C), o método de extrusdo foi realizado a temperatura
ambiente, devido aos lipidios ja se apresentarem na forma liquida a temperatura
ambiente. Para fins de comparagéao, variando a temperatura de producédo do sistema
de extrusao, consideramos a temperatura ambiente de 25 °C como a ja acrescida dos
5°C necessarios para extrusdao (Tf+5 °C), portanto, para ambos lipossomas
consideramos Tf+5 °C = 25 °C; Tf+10 °C = 30 °C e Tf+15 °C = 35 °C. Apos o equilibrio
térmico, os lipossomas foram extrudados, seguindo-se o0 protocolo disposto para as
nanoparticulas lipidicas (descrito no item 3.1). Exemplificamos melhor estas
temperaturas na Tabela 4. Cada suspensao resultante foi analisada em relacdo ao
didmetro médio, potencial Zeta e polidispersividade (PDI) em um Zetasizer Nanoseries

(Malvern, Reino Unido).
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Tabela 4 — Temperaturas do sistema de microemulsdo testadas na otimizagdo da fabricagdo de
nanoparticulas lipidicas e lipossomas, designadas por Tf+5°C; Tf+10°C e Tf+15°C.

Particula Tf+5C Tf+10°C Tf+15°C
Lip. EPC 25 °C 30°C 35°C
CLN 63 °C 68 °C 73 °C
Lip. DOTAP 25 °C 30 °C 35°C
NLS 75 °C 80 °C 85 °C

3.3. Estabilidade Fisico-Quimica das Formulacoes Produzidas
Lipossomas de EPC, CLN, Lipossomas de DOTAP e NLS foram produzidos e,
logo apos, estocados em eppendorfs a 4 °C, em agua Mili-Q"™, umidade relativa
ambiente e sem cobertura de luminosidade para avaliacdo da sua estabilidade fisico-
quimica ao longo do tempo (0; 7; 15; 30; 45; 60; 90; 120; 150 e 180 dias), através da
medida de parametros fisico-quimicos como tamanho, potencial Zeta e
polidispersividade (PDI) em um Zetasizer Nanoseries (Malvern, Reino Unido).

3.4. Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Para andlise morfolégica de lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP e
NLS produzidas, foram utilizados grids de cobre FCF200-cu (Koch Electron
Microscopy, Brasil) para microscopia eletrénica, adicionando-se 1 gota da amostra; e
apos 10 s secou-se o excesso com papel filtro. Adicionou-se 1 gota do corante negativo
(Uranila 2 %, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Leonardo F. Fraceto, Depto. Engenharia
Ambiental / UNESP) por 8 s sobre a superficie do grid, secando-o novamente. Em
seguida, uma gota de agua Mili-Q™ foi adicionada & superficie por 5 s, para retirada do
excesso de corante. Nanoparticulas lipidicas e as formulagdes lipossomais foram
visualizados por Microscopia Eletronica de Transmissdao (TEM), utilizando-se o
equipamento LEO906E (Zeiss, Alemanha) a 60 kV e aumento de 130.000 vezes.
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3.5. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)
Amostras das CLN e NLS e seus componentes, sem 0s principios ativos, foram
extrudados com 15 passagens e Tf+5 °C e, entdo, analisadas em um microcalorimetro
de varredura VP-DSC (Microcal, Nova Jersey, EUA), utilizando-se a faixa de analise de

10 a 90 °C, com incremento de 60 °C/hora.

3.6. Ensaio de Liofilizacao

Aliquotas (75 pL de amostra diluidas em 1,425 mL de &agua Mili-Q) de
lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP e NLS vazios produzidos foram
liofilizadas em presenca ou auséncia de crioprotetores (trealose ou sacarose) (Sigma-
Aldrich, EUA) a concentracao final de 4 % (peso:volume). As dispersdes resultantes
foram congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas em equipamento liofilizador
Freezone 4.5 (Labconco, EUA) por 48 horas. As amostras liofilizadas foram reidratadas
com agua Mili-Q até o volume inicial (1,5 mL) e suas propriedades fisico-quimicas
resultantes (tamanho, potencial Zeta e PDI) foram analisadas em equipamento
Zetasizer (Malvern, Reino Unido) e comparadas com a de aliquotas nao liofilizadas.

3.7. Ensaios de Retardamento da Mobilidade Eletroforética (EMSA)

Para o Ensaio de Retardamento da Mobilidade Eletroforética (EMSA), 2 ug de
plasmideo pcDNA 3.1/V5-His-Topo (Invitrogen, EUA) contendo o gene para proteina
PTEN (DNAp) foi diluido em 10 pl de agua Mili-Q™, enquanto que 3 pl de
nanopatrticulas (lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP ou NLS) vazias
foram diluidos em outros 7 pl de agua Milli-Q™. Apés misturadas, as amostras foram
incubadas por 20 min.; em seguida foram aplicadas em um gel de agarose a 1,3 %
corado com brometo de etidio (0,5 ug/mL) e submetidas a eletroforese, sob tenséo de
50 V, por 2 h. Foi utilizado como controle nesse ensaio, uma amostra contendo
somente 2 ug DNAp livre. Uma solugado de glicerol (Sigma-Aldrich, EUA) a 10 % foi
usada nas corridas para evitar possiveis interferéncias do azul de bromofenol, presente
no tampao de corrida convencional, na interagdo DNAp:nanoparticula. A analise foi
realizada em camara sob luz UV (cedida, gentilmente, pelo Prof. Dr. Marcelo
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Lancellotti, do Depto. de Bioquimica / 1B / UNICAMP), onde os resultados foram
visualizados e fotografados. As bandas foram quantificadas utilizando-se o software
Imaged (Abramoff et al, 2004; Rasband, 2012; Scheider et al, 2012).

3.8. Ensaio de Protecao contra DNase |

Para o ensaio de protegdo do material genético contra DNase |, 2 pg de
plasmideo pcDNA 3.1/V5-His-Topo (Invitrogen, EUA) contendo o gene para proteina
PTEN (DNAp) foi diluido em 10 pl de agua MIli-Q™, enquanto que 3 ul de
nanoparticulas (lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP ou NLS) foram
diluidas em outros 7 pl de agua Milli-Q™. Depois de misturadas, as amostras foram
incubadas por 20 min.; em seguida foi aplicado 1 U de DNase | (Invitrogen, EUA) para
cada 2,5 ug de DNAp e, em seguida as amostras foram incubadas, novamente, a 37°C
por 30 min. Apés esta etapa, foi adicionado 1 % de dodecil sulfato de sodio (SDS)
(Sigma-Aldrich, EUA), volume final, para dissociacdo do DNAp dos carreadores, e
entdo foram aplicadas em um gel de agarose a 1,3 % corado com brometo de etidio
(0,5 ug/mL) e submetidas a eletroforese, sob tenséao de 50 V, por 2 h. Foram utilizados
dois controles nesse ensaio, um deles contendo somente DNAp (2 pg) e outro
contendo 2 ug DNAp e DNase |. Uma solucéo de glicerol (Sigma-Aldrich, EUA) a 10 %
foi usada durante as corridas para evitar possiveis interferéncias do azul de
bromofenol, presente no tampdo de corrida convencional, na interacéo
DNAp:nanoparticula. A analise foi realizada em camara sob luz UV (cedida,
gentilmente, pelo Prof. Dr. Marcelo Lancellotti, do Depto. de Bioquimica / IB /
UNICAMP), onde os resultados foram visualizados e fotografados. As bandas foram
quantificadas utilizando o software Imaged (Abramoff et al, 2004; Rasband, 2012;
Scheider et al, 2012).

3.9. Encapsulacao de Mitoxantrona
Testamos a capacidade das formulacoes de CLN e NLS em encapsular o
farmaco mitoxantrona (MTX) (Sigma-Aldrich, EUA). Para isto, produzimos as particulas

tais como descrito no item 3.1, com a adigdo de 5 mmol.L™" de MTX (concentragao final)
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na fase lipidica. Apés a produgéo, avaliamos as particulas em termos de diametro
médio, potencial Zeta e polidispersdo, em um Zetasizer Nanoseries (Malvern, Reino
Unido).

Avaliamos, também, a porcentagem de encapsulacdo de MTX pelas
nanoparticulas. Para tanto, adicionamos 150 uL das particulas produzidas na presenca
de mitoxantrona e as filtramos através de filtros de 10 kDa (Millex, Millipore) sob
centrifugagcéo a 3550 x g, por 5 min. Em seguida, o filtrado foi coletado e, ao filtro,
foram adicionados 150 pL de solucdo de SDS (Sigma-Aldrich, EUA) a 20 %, para
rompimento das particulas, que foram centrifugadas novamente a 3550 x g, por 5 min.
O novo filtrado foi analisado em espectrofotometro Carywin 50 (Varian, EUA), em 672
nm, e a absorbancia medida permitiu a quantificacdo da mitoxantrona encapsulada nos

carreadores, pelo uso da curva padrdo de mitoxantrona, exposta na Figura 6.

0.8+
0.74
0.6-
0.54
0.44
0.3
0.24
0.14

Absorbancia

0.0"_ T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Concentracao de Mitoxantrona (mmol.L")

Figura 6 — Curva padrdo de mitoxantrona . Absorbancia a 672 nm foi determinada em fun¢do da
concentracdo de mitoxantrona (0 a 10 mmol.L']). Média de 3 experimentos independentes (n=3),

¥ =0,9982 ¢ equacdo de reta definida por " y= 0,0975x +0,1525"
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3.10. Liberacao in vitro de mitoxantrona

Sacos de didlise de 12-14 kDa (Spectrumlab, EUA) foram umedecidos em
tampao fosfato salino (PBS) durante pernoite antes de serem abertos e cortados em 2
folhas. Uma folha da membrana de diélise foi adaptada em um sistema de células de
Franz separando a camara doadora da receptora. Foi aplicado na caAmara doadora 200
uL das amostras diluidos em 0,8 mL de PBS, contendo 5 mmol.L" de Mitoxantrona
(Sigma-Aldrich, EUA) livre ou nos carreadores (lipossomas de EPC, CLN, lipossomas
de DOTAP ou NLS), enquanto que 4 mL de PBS foram adicionados a camara
receptora da célula de Franz, de forma que ndo houvesse bolhas na interface do
liquido com a membrana. 250 pL do volume contido na camara receptora foram
coletados em tempos determinados (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 24, 48 e 72 h) e analisados
em espectrofotometro Carywin 50 (Varian, EUA), em 672 nm. A absorbancia medida
permitiu a quantificacdo da mitoxantrona permeada, pelo uso da curva padrao de
mitoxantrona, exposta na Figura 6. O volume retirado da camara receptora para andlise

(250 pL) foi imediatamente reposto com igual volume de PBS.

3.11. Cultura de células

Células de cancer de préstata metastaticas (PC3), cancer de mama (MCF-7) e
de fibroblastos de camundongo (Balb/3T3), gentiimente cedidas pela Prof?. Dr2.
Carmen Verissima Ferreira, Depto. Bioquimica / IB / UNICAMP, foram cultivadas em
meio RPMI1640 (Biomol, Brasil) suplementado com 10 % de Soro fetal bovino inativo
(Biomol, Brasil), 2 mmol.L”" de L-glutamina (Biomol, Brasil), 100 U/mL de penicilina
(Biomol, Brasil) e 100 pg/mL de estreptomicina (Biomol, Brasil). Todas as linhagens
foram mantidas a 37 °C, em atmosfera de 5 % de CO, em incubadora REVCO Ultima Il

(Thermo Scientific, Franca).

3.11.1. Selecao de células MCF-7 resistentes a mitoxantrona
As células de MCF-7 obtidas foram expostas a 100 nmol.L" de MTX (Sigma-
Aldrich, EUA), para selecdo de células resistentes a farmaco. A cada troca de meio
(aproximadamente 3 vezes por semana), 10 nmol.L”" de MTX era adicionado ao meio,

28



para manutencdo do genotipo, submetendo-as sob acao do farmaco por, pelo menos, 1
més antes do experimento, tempo necessario para evitar contaminagao com células
nao resistentes (Volk et al.,, 2000). Para os experimentos, as células foram mantidas
em meio sem farmaco por 1 semana, evitando quaisquer efeitos advindos do meio
seletivo e ndo propriamente da MTX incorporada nas particulas (Taylor et al., 1991;
Volk et al., 2000; Zhang et al., 2004).

3.12. Viabilidade Celular

Para avaliacdo da citotoxicidade in vitro, utilizou-se o teste de MTT, cujo principio
consiste na captagdo deste corante e sua reducdo a formazan (um composto de cor
purpura) pelas desidrogenases mitocondriais, resultando em acumulo desse composto
em células viaveis. A lise das células possibilita a liberacao do formazan, que pode ser,
entdo, quantificado em 570 nm (Denizot & Lang, 1986). Células Balb/3T3, PC3 e MCF-
7 foram plaqueadas & concentragdo de 10° células por poco em placas de 96 pocos.
Apbs o pernoite para adesdo, o meio foi trocado e adicionado de 20 pmol.L”" de CLN
ou 25 pmol.L" de NLS (concentracdes finais), correspondentes a 10 pmol.L™ de
mitoxantrona encapsulada em cada (as concentracbes encapsuladas foram
determinadas anteriormente, conforme item 3.5). Em seguida, 2,0 ug/mL de DNAp
foram adicionados na suspensdo das particulas para formacao de lipoplexos, para
CLN, lipossoma de EPC, NLS e lipossoma de DOTAP. Apés tratamento por 24 h, o
meio foi removido e trocado por meio sem soro contendo o corante MTT (1 mg/mL)
(Sigma-Aldrich, EUA) e as células foram incubadas por mais 4 h. Em seguida, o meio
foi retirado cuidadosamente e 0,2 mL de etanol (Synth, Brasil) foi adicionado por poco,
para solubilizacdo do formazan formado. As placas foram agitadas por 10 min. e a
absorbancia medida a 570 nm em espectrofotometro ELX800 (Biotek, EUA).

3.13. Analise Estatistica

Os resultados apresentados foram analisados pelo software Graphpad Prism
(GraphPad Softwares, EUA) com significancia de 95% de confiancga (p<0,05)
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O teste de otimizacdo do numero de passagens e temperatura do sistema foram
reportados com média de 3 experimentos (n=3), com respectivos desvio-padrbes e
comparadas através da anadlise de variancia (ANOVA) com os dados de 30 passagens
pela membrana, para otimizacdo do niumero de passagens, enquanto que os dados de
temperatura foram comparados com a temperatura inicial (Tf+5 °C).

Para estabilidade das nanoparticulas, os dados sao reportados com média de 3
experimentos (n=3), com respectivos desvio-padrdes e comparadas atraves da andlise
de variancia (ANOVA) com respectivos os dados iniciais (0 dias) para cada particula.

Os testes de Liofilizacdo e encapsulacdo de mitoxantrona sdo reportados com
média de 3 experimentos (n=3), com respectivos desvio-padroes e comparadas atraves
da andlise de variancia (ANOVA) com dados para particulas nao liofilizadas e
particulas vazias, respectivamente.

Os testes de liberacao in vitro, EMSA e Protecao contra DNase | sdo mostrados
como média de 2 experimentos independente (n=2).

Os resultados dos testes de citotoxicidade foram reportados como médias de 3
experimentos diferentes (n=3) com respectivos desvios-padrdao e foram analisados

através da analise de variancia (ANOVA) com pés andlise através do Teste de Tukey.

4. Resultados e Discussao

4.1. Extrusao de microemulsao para producao de nanoparticulas lipidicas

Nesta dissertagdo optamos por desenvolver e explorar o método de extrusdo de
microemulsdo para produzir nanoparticulas lipidicas, que foram comparadas com
formulacdes lipossomais de composicao similar. Uma vez que, desde a primeira
publicacdo por Olson e colaboradores (1979), esse método tem sido largamente
aplicado para producdo de lipossomas em escala laboratorial. A producdo de
nanoparticulas lipidicas em escala laboratorial é apresentada aqui como uma
alternativa a técnica de homogeneizacao a alta pressao (que requer maior volume de
amostra); reduzindo assim, os custos de producado, normalmente associados ao uso de

lipidios catibénicos (como visto na Tabela 2). A reducdo no volume de formulagéao
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preparada traz diversas vantagens para o uso em laboratério, dentre elas podemos
destacar o fato de ser um meétodo barato, rapido, reprodutivel, livre de solventes
organicos, passivel de ser realizado em pequenos volumes.

Inicialmente, avaliamos a otimizacao dos principais parametros do processo de
produgdo dessas nanoparticulas, como intuito de padronizar a extrusdao de
microemulsdo como processo de producdo de nanoparticulas lipidicas. O primeiro
parametro avaliado foi o numero de passagens necessarias para que as NLS, CLN e
lipossomas fossem formados, com as caracteristicas desejadas. Os resultados obtidos

estao expostos na Tabela 5 e melhor visualizados nas Figuras 7 a 9.
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Tabela 5 - Variag¢do do diametro médio, poténcial Zeta e PDI dos Lipossomas de EPC, CLN, Lipossomas de DOTAP e NLS, todas fabricados
a Tf+5°C, em relacdo ao numero de passagens pela membrana de 100nm. (*) — Diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo ao didmetro médio
das particulas apos 30 passagens; (**) — Diferenca estatistica em relacdo ao potencial Zeta da particula com 30 passagens; (***) —
Diferenca estatistica em relagdo ao PDI das particulas apos 30 passagens pela membrana. Resultados apresentados em forma de média e

desvio padrado de 3 experimentos independentes (n=3).

Passagens pela membrana 0 5 10 15 20 25 30

Diametro Médio (nm) 1823,0 +79,5* 327,2 £39,2* 164,1 £17,9 169,2 £31,2 173,9 £32,7 152,1 +18,4 150,3 +11,5

Lip. EPC Potencial Zeta (mV) 1,51 +5,43 2,20 5,59 3,35 +4,34 0,54 2,79 0,68 6,23 3,25 7,35 1,82 £1,65
PDI 0,999 +0,002*** 0,654 +0,024*** 0,239 +0,062***  0,195#0,035 0,192 +0,035 0,142 +0,021 0,165 +0,027

Diametro Médio (nm) 1615,0 £56,7* 182,9 +60,9 141,3 +42,3 111,4 +11,4 113,5 +10,3 118,3 16,1 119,0 48,9

CLN Poténcial Zeta (mV) -21,70 £10,42** -11,75 +10,35** -7,565 +10,78** -2,91 £2,13 -1,91 £2,13 1,41 +2,15 1,39 +2,01
PDI 1,000 £ 0,000*** 0,689 +0,389 *** 0,143 +0,003 0,143 +0,012 0,137 +0,010 0,139 +0,016 0,139 +0,017

Diametro Médio (nm) 1189,0 +273,8* 233,7 28,6 147,1 £19,2 152,7 £27,8 152,2 £31,0 155,9 +28,0 184,3 +10,4
Lip. DOTAP Potencial Zeta (mV) 67,50 +3,54** 62,50 +3,54** 53,60 +5,09 50,88 +1,59 49,60 £10,36 53,35 16,29 51,80 £+10,56
PDI 0,999 +0,001*** 0,545 +0,074*** 0,226 +0,019** 0,172 +0,009 0,180 +0,015 0,163 +0,011 0,167 +0,007

Diametro Médio (nm) 1287,0 £75,2* 455,7 +80,1* 161,9 £15,0 165,9 £+15,3 147,7 £24,0 135,0 21,5 135,9 +11,3
NLS Potencial Zeta (mV) 51,57 8,69 53,07 +11,05 48,44 +5,40 49,78 7,74 50,08 +6,95 52,48 +3,41 52,84 14,67
PDI 1,0 +0,000*** 0,689 +0,123*** 0,143 £0,003 0,143 0,012 0,137 #0,010 0,139 0,016 0,138 +0,016
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Em relagdo ao diametro médio, observamos uma diminuicdo do tamanho médio
com aumento do numero de passagens, a partir da 102 passagem (Figura 7) é possivel
verificar que o tamanho das formulagcdes nao varia mais. Apenas formulacées que nao
foram extrudadas (0 passagens) e com 5 passagens (para Lipossoma de EPC e NLS)
foram estatisticamente diferentes, em relacdo ao diametro final das particulas obtidas
apos 30 passagens pela extrusora. Isso indica que para todas as preparagdes a

extrusdo diminuiu significativamente o diametro médio das particulas.
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Figura 7 - Variacdo do didmetro médio de lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP e
NLS em relagcdo ao niimero de passagens pela membrana de extrusdo de 100 nm. “a” representa
diferenca estatistica (p<0,05) no diametro médio em relagcdo aos lipossomas de EPC com 30
passagens; “b” representa diferencga estatistica (p<0,05) do diametro médio em relagdo a CLN
com 30 passagens, “‘c” representa diferenca estatistica (p<0,05) do diametro médio em relagcdo
aos lipossomas de DOTAP com 30 passagens e “d” representa diferenca estatistica (p<0,05) do
didmetro médio em relacdo a NLS com 30 passagens. Resultados apresentados em forma de
média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes (n=3).
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O potencial Zeta das formulagdes de lipossomas de EPC e NLS nao variou
estatisticamente em fungdo do numero de passagens pela extrusora (Figura 8).
Entretanto, 0, 5 e 10 passagens de Lipossomas de DOTAP e 0 e 5 passagens para 0s
CLNs apresentaram uma variacao para este parametro quando comparados com 30
passagens para as mesmas formulagbes. Para os CLN, é possivel que, antes da
extrusdo, o arranjo molecular favorecesse a exposicao dos grupamentos fosfato da
EPC na superficie das particulas de CLN, j4 que esses grupos constituem as Unicas
cargas anidnicas existentes nestas particulas, explicando assim os valores negativos
de potencial Zeta observados a 0, 5 e 10 passagens pela membrana (Figura 8). Além
disso, € possivel notar a clara diferenca entre particulas carregadas (lipossomas de
DOTAP e NLS) com potencial zeta altamente positivo (> +50 mV), enquanto que
(lipossoma de EPC e CLN) apresentam um potencial zeta proximo a neutralidade apés

a extrusao.

75« Wl Lip. EPC
704 [@ CLN

651 @ Lip. DOTAP
601 mm s

Iihm Huli

Poténcial Zeta (mV)
n
a

| ) ]
OUOUOWNO OO OWO OULOUONO OO OWO
= 0ONNM ——0ONNM v 0ONANM NN

Figura 8 - Variacdo do Poténcial Zeta dos lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP e

NLS em relacdo ao niimero de passagens pela membrana de 100nm. “a’ representa diferenca
estatistica (p<0,05) do Potencial Zeta em rela¢do ao CLN com 30 passagens e “b” em relagdo
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aos lipossomas de DOTAP com 30 passagens. Resultados apresentados em forma de média e
desvio padrdo de 3 experimentos independentes (n=3).

Foi avaliado ainda, o indice de polidispersividade (PDI), que mede a variagao do
tamanho da populacdo, um dos pontos cruciais para o sucesso das terapias (entrega
de material genético e farmaco). Este indice determina a qualidade da suspensao,
segundo a sua heterogeneidade. O indice varia de 0, como suspensdo totalmente
homogénea, até 1, em suspensao totalmente heterogénea. Relatam-se valores de PDI
abaixo 0,250 como ideais para administracao intravenosa para suspensdes coloidais
(Maller & Heinemann, 1992), sendo aceitdveis para suspensdes coloidais valores de
até 0,300 (Gasco, 2007).

Olson e col. (1979) foram os primeiros a padronizar a producao de formulagdes
lipossomais utilizando o sistema de extrusdo e, posteriormente, Morano e col. (1990)
solicitaram o pedido de patente. O mesmo grupo utilizou membranas de policarbonato
e nylon para minimizar a polidispersao dos lipossomas de EPC e obtiveram particulas
com diametro médio entre 250-270 nm e PDI ligeiramente acima de 0,2, ap6s 10
passagens pela membrana de 0,2 um. Mui e col. (2003), utilizando membranas de
policarbonato de 0,2 um obtiveram resultados similares, no preparo de lipossomas
constituidos de EPC e colesterol. Em nosso caso (Figura 9), com 10 passagens em
membrana de 0,1 um, os lipossomas de EPC ja apresentaram tamanhos préximos de
160 nm e polidispersao ligeiramente acima de 0,2 (Tabela 5), mostrando que através
da extrusdo em pequenos volumes (de 1 mL) é possivel produzir nanoparticulas
lipidicas, NLS e CLN, com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes aquelas

encontradas em lipossomas obtidos da mesma maneira.
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Figura 9 - Varia¢do do PDI dos lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP e NLS em

2

relacdo ao niimero de passagens pela membrana de 100 nm. “a” representa diferenca
estatistica (p<0,05) do PDI em relacdo aos lipossomas de EPC com 30 passagens, “b”
representa diferenga estatistica (p<0,05) do PDI em relagdo ao CLN com 30 passagens; “c”
representa diferenca estatistica (p<0,05) do PDI em relag¢do aos lipossomas de DOTAP com 30
passagens; “d” representa diferenga estatistica (p<0,05) do PDI em relagdo a NLS com 30
passagens. Resultados apresentados em forma de média e desvio padrdo de 3 experimentos
independentes (n=3). A Linha representa o limite estabelecido por Miiller & Heinemann (1992)
para polidispersoes coloidais

Os valores de PDI para formulagbes passiveis de serem administradas através
da via intravenosa devem ser menores que 0,250 (Mdller & Heinemann, 1992; Muller et
al., 1995; Gasco, 2007), para nossas formulacdes esse valor de polidispersdo foi
alcancado ap6s 10 passagens pelas membranas de extrusdo, para todas as
formulacoes.

Tomados em conjunto, os dados fisico-quimicos (didmetro médio, potencial zeta,
e PDI) demonstram que para uma producdo homogénea de nanoparticulas lipidicas
sdo necessarias pelo menos 10 passagens pela membrana de extrusdo. Com isso em

mente e por precaucdo, adotamos 15 passagens pela membrana para garantir a
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homogeneidade das formulagées durante a producdo de nanoparticulas lipidicas
através do método de extruséo.

Em seguida, passamos a avaliar outra variavel importante no sistema de
producdo de nanoparticulas lipidicas por extrusdo: a influéncia da temperatura do
sistema sobre parametros fisico-quimicos das particulas. Neste experimento avaliamos
a influéncia da temperatura de produgdo das NLS e CLN, em comparagdo com
lipossomas, como mostram os dados expostos na Tabela 6 e melhor visualizados nas
Figuras 10, 11 e 12.
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Tabela 6 - Variagdo do didmetro médio, potencial Zeta e PDI dos lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP e NLS em relacdo a
variagdo da temperatura de fusdo (Ty) dos respectivos lipidios solidos. (*) representa diferenca estatistica (p<0,05) entre o didmetro médio
da particula em relacdo a Tf+5°C, enquanto que (**) representa diferenga estatistica em comparagcdo com PDI da mesma particula
fabricada com Tf+5°C. Resultados apresentados em forma de média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes (n=3).

Temp. T +5°C Ts +10°C T: +15°C
Diametro Potencial Diametro Potencial Diametro Potencial
o PDI o PDI o PDI

Médio (nm) Zeta (mV) Médio (nm) Zeta (mV) Médio (nm) Zeta (mV)

Lip. EPC o . i

119,4 +10,0 1,82 £2,14 0,137 £0,022 137,4 +9,8 1,81 +1,25 0,238 +0,028 205,0 +18,7 2,94 +475 0,350 +0,047
CLN 109,8 +10,4 -1,41 0,23 0,108 +0,004 113,0+7,4 -1,27 0,23 0,147 +0,005 132,8 +16,9 -3,380 +4,76 0,156 0,010
Lip DOTAP 219,6 £7,0 51,48 £3,15 0,154 +0,010 277,9 +10,8* 49,61 +1,15 0,338 +0,018** | 305,0 +12,7* 57,90 +4,17 0,559 +0,060**
NLS 166,4+7,7 50,42 +1,56 0,145 +0,018 153,6 +9,8 49,65 +1,86 0,289 +0,021** | 142,0 +10,4* 50,81 +4,09 0,294 +0,027**




E descrito que o aumento da temperatura leva a um aumento no tamanho de
lipossomas, devido a mudangas na viscosidade das bicamadas (Zook & Vreeland,
2010). Além disso, a fusao dos lipidios sélidos é um parametro importante na produgao
de nanoparticulas lipidicas por outros métodos, justificando que analisassemos o efeito
da variagcdo da temperatura de produgcdo, nas caracteristicas fisico-quimicas das
nanopatrticulas lipidicas obtidas. Como descrito anteriormente (Material e Métodos, item
3.2), as temperaturas testadas correspondiam a 5, 10 e 15 °C acima da temperatura de
fusdo (Tf) dos lipidios acido estearico nas NLS e monoestearato de glicerila nos CLN
(cujas temperaturas pode ser visto na Tabela 4). Inicialmente notamos que o
aquecimento do sistema aumentou o didmetro médio dos lipossomas de EPC e de
DOTAP, como ja descrito em literatura (Zook & Vreeland, 2010), enquanto que para as
NLS, houve uma diminuicdo do didmetro médio particulas produzidas a Tf+15 °C. Isto
pode ser explicado pelo possivel rearranjo do acido estedarico, para uma forma mais
compactada com o aquecimento. As Figuras 10, 11 e 12 mostram os dados de
diametro médio, potencial Zeta e PDI das particulas produzidas variando-se a
temperatura do sistema (Tf+5 °C, Tf+10 °C e Tf+15 °C).
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Figura 10 - Diametro médio dos lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP e NLS em
relacdo a variagdo de temperatura do sistema com incrementos de 5 °C acima da temperatura
de fusao (Tf) dos lipidios solidos. No qual “a’ representa a diferenca estatistica (p<0,05) dada
em relacdo ao ponto inicial (Tf+5 °C) para lipossomas de EPC; “b” e “c” representam a
mesma diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo aos pontos iniciais de lipossomas de DOTAP e
NLS. Resultados apresentados em forma de média e desvio padrdo de 3 experimentos
independentes (n=3).

Quanto ao didmetro médio (Figura 10), as nanoparticulas lipidicas (CLN e NLS)
nao sofreram mudancas significativas, com excecao do CLN produzido com Tf+15 °C,
o qual diminuiu seu didametro médio de forma significa com o aumento da temperatura
do sistema. Neste caso, 0 aumento temperatura do sistema para Tf+15 °C pode ter
auxiliado no cisalhamento dessas particulas, evidenciado pela maior facilidade de
passagem desta formulacao na Tf+15 °C.
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Figura 11 - Poténcial Zeta (mV) dos lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP e NLS em
relacdo a variacdo de temperatura do sistema com incrementos de 5°C acima da temperatura de
fusao (Tf) dos lipidios solidos. Resultados apresentados em forma de média e desvio padrdo de 3
experimentos independentes (n=3).

Vemos que a variagdo na temperatura de producéo das nanoparticulas lipidicas
ndo levou a diferenca estatistica (Figura 11) do potencial Zeta de qualquer das
formulacbes testadas. Mesmo para a formulacdo de NLS preparada a Tf+5 °C o
potencial de cargas superficiais ndo foi significativamente diferente das formulagdes
preparadas nas outras temperaturas, a saber, Tf+10 °C e Tf+15 °C.

Ja para o PDI (Figura 12), vemos que o perfil de variacdo se assemelha mais
com as encontradas para o didmetro médio, porém com diferengas mais pronunciadas.
Para as formulagdes lipossomais (EPC e DOTAP) ha um aumento progressivo da
heterogeneidade da suspensao com o aumento da temperatura, mostrando, a maior
fragilidade dos lipossomas em relagcado a variacao temperatura durante o processo de
fabricacdo. Por outro lado, as nanoparticulas lipidicas (CLN e NLS) se mostram,
novamente, mais estaveis, em relacao a variacao de temperatura. Apesar do valor de
PDI da NLS apresentar um levemente acima do ideal descrito em literatura (0,250),
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mas ainda assim dentro do limite aceitavel (até 0,300) para tal suspensédo (Gasco,
2007). Enquanto que, os lipossomas de EPC e DOTAP tiveram seus valores de PDI
aumentados para além dos limites de suspensdes (PDI maiores que 0,300).

Ha relatos em literatura mostrando que o aumento da temperatura do sistema
provoca um aumento do diametro e polidispersdo de NLS (Charcosset, El-Harati et al.,
2005; Charcosset, El-Harati et al., 2006), o que demonstra a influéncia de temperaturas
demasiadamente altas sobre a estabilidade coloidal das NLS. Em nosso ensaio,
observamos isso apenas para as formulagbes lipossomais - aumento significante
(p<0,05) a Tf+15 °C - de DOTAP e EPC (Figuras 10 e 12).
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Figura 12 - PDI dos lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP e NLS em relagcdo a
variacdo de temperatura do sistema com incrementos de 5 °C acima da temperatura de fusdo
(Tf) dos lipidios sdlidos. No qual “a” representa a diferenga estatistica (p<0,05) dada em
relacdo ao ponto inicial (Tf+5 °C) para Lipossomas de EPC; “b” e “c” representam a mesma
diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo aos pontos iniciais de Lipossomas de DOTAP e NLS.
A linha representa o limite estabelecido por Miiller & Heinemann (1992) para polidispersoes
coloidais. Resultados apresentados em forma de média e desvio padrdo de 3 experimentos
independentes (n=3).

Com isso, podemos concluir que as CLN e NLS preparadas até 15 °C acima da
temperatura de transicao dos lipidios constituintes do cerne das particulas ndo sofrem
grande influéncia da temperatura. Evidenciando que a diminuicdo na viscosidade
lipidica devido ao aumento da temperatura ndo € um fator tdo importante para as NLS
nanoparticulas lipidicas como o € para as formulagées lipossomais, ja que em nenhum
dos casos, o aumento para Tf+10 °C e Tf+15 °C levou a mudangas significativas nas
caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas lipidicas. Entretanto, como o
aumento da temperatura (Tf+10 °C e Tf+15 °C) durante o preparo nao refletiram em
nenhuma vantagem nas propriedades das nanoparticulas lipidicas adotamos a
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temperatura de 5 °C acima da temperatura de fusao do lipidio solido para a produgéao
das nanoparticulas lipidicas. Portanto, foram utilizados 63 °C para a producao dos CLN
e 75 °C para as NLS, enquanto que 25 °C foram utilizados para o preparo das

formulagdes lipossomais.

4.2. Producao de nanoparticulas por extrusao de microemulsao

Apbs padronizarmos os parametros de producdo de nanoparticulas lipidicas
utilizando o processo de extrusdo de microemuls&o, produzimos lipossomas neutros de
EPC, CLN, lipossomas catiénicos de DOTAP e NLS (Tabela 7) através de extrusdo de
microemulsdao com 15 passagens pela membrana de policarbonato com poros de 100
nm e temperatura do sistema a Tf+5 °C. Todas as particulas produzidas tiveram
didmetro médio entre 100-200 nm, compativel com o poro da extrusdo usado; os
lipossomas de DOTAP apresentaram os maiores diametros (189,5 nm em média). A
polidispersividade das amostras produzidas (Tabela 7) manteve-se abaixo de 0,200, o
que indica boa homogeneidade da preparacgao.

Para carreamento de genes, particulas carregadas positivamente (catibnicas)
sa0 necessarias por permitir interacao eletrostatica com DNA (polianiénico), auxiliando
ainda na internalizacao celular por endocitose (Elouahabi & Ruysschaert, 2005; Rejman
et al., 2005; Del Pozo-Rodrigues et al., 2007); por isso, a presencga de cargas positivas
nas nanoparticulas lipidicas € um ponto crucial para o sucesso da transfec¢cdo dessas
particulas. Para isto, é essencial a utilizagcao de lipidios catiénicos, como o0 DOTAP, nas
formulagbes desenvolvidas.

A Tabela 7 apresenta, como esperado, baixos valores de potencial Zeta para os
lipossomos zwiteridnicos de EPC, enquanto lipossomas de DOTAP apresentaram
potencial zeta altamente positivo (+57,60 £3,39 mV). As NLS apresentaram valores de
potencial Zeta igualmente positivos (+40,65 5,49 mV), indicando que boa parte do
DOTAP localiza-se na superficie externa da particula, possibilitando assim a interagéo
com o material genético. Além disso, este valor de potencial Zeta é um importante fator
na estabilidade de suspensdes lipidicas, pois valores do potencial acima de |30] mV
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auxiliam na repulsdo elétrica das particulas, evitando colisbes e aglomeragdes entre
elas (Schaffazick et al., 2003).

Tabela 7- Caracteristicas fisico-quimicas de lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP e
NLS produzidas através do processo de extrusdo de microemulsdo com 15 passagens e Tf+5°C.
Resultados apresentados em forma de média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes

(n=3).

Diametro Médio (nm) Potencial Zeta (mV) PDI
Lipossomas
de EPC 113,3 £9,7 2,90 1,40 0,101 0,010
CLN 115,7 £8,1 1,30 +1,42 0,131 0,010
Lipossomas
de DOTAP 189,5 £10,8 57,60 +3,39 0,127 0,009
NLS 135,9 £10,3 40,65 15,49 0,164 +0,007

Entretanto, lipidios positivos podem apresentar toxicidade quando administrados
mais de uma vez, podendo induzir resposta inflamatéria (Del Pozo-Rodrigues et al.,
2007). Com isto em mente, produzimos CLN sem lipidios catiénicos (Tabela 3) e que
poderiam ser capazes de carrear quimioterapicos como a mitoxantrona. De fato, as
CLN produzidas apresentaram (Tabela 7) potencial Zeta neutro (1,30 +1,42 mV),
semelhante ao registrado em lipossomas de EPC. Tabatt e col. (2004) prepararam NLS
(compostas de DOTAP, uma mistura de Span85 e Tween 80 como surfatante e
cetilpalmitato como lipidio sélido) por homogeneizagao a alta pressdo e as compararam
com formulagéo correspondente de lipossomas contendo DOTAP, obtendo particulas
de tamanho de 88 £22 nm para NLS e 228 +52 nm para os lipossomas. O potencial
Zeta daquelas NLS foi positivo (+41,2 1 mV) e ligeiramente superior ao dos
lipossomas usados em comparacédo (+37,8 +0.9 mV), demonstrando que ambas as

particulas possuiriam cargas superficiais similares, mas com tamanhos diferentes.
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Feng e col. (2011) preparam CLN de compritol 888 ATO, EPC e Tween 80 por
homogeneizacao a alta pressao e obtiveram particulas com didmetros médios de 217,4
+20 nm e potencial Zeta de -21,7mV +0,9 mV. Em nossas formulacdes (Tabela 7), os
CLN apresentaram diametro médio pouco menor (115,7 +£8,1nm) que as NLS (135,9
nm). Esses resultados indicam que o processo de producdo por extrusdo de
microemulsdo, nas condicbes otimizadas, produz particulas com diametro médio,
potencial Zeta e PDI similares as particulas produzidas por homogeneizagdo a alta
pressdao, mas também revelam a diversidade e amplitude de possibilidades de
producdo de tais particulas, em funcdo da composicao lipidica escolhida. De fato, os
dados obtidos para as NLS e CLN estao de acordo com a caracterizacao fisico-quimica
em outros relatos da literatura (Olbrichet al., 2001; Zuhorn et al., 2002; Zuhorn et al.,
2002; Tabatt et al., 2004; Anna, 2007).

Como obtivemos, com os parametros de numeros de passagens e temperatura
do sistema otimizados na extrusdo de microemulsao, particulas modelo com tamanho
similar as produzidas com homogeneizacao a alta pressao, propusemo-nos a verificar a

estabilidade das particulas, estocadas a 4 °C, ao longo do tempo.

4.3. Estabilidade fisico-quimica das formulacées produzidas

Lipossomas sdo comumente descritos como particulas com baixa estabilidade
de prateleira, com tendéncia a fusdo e formacdo de agregados lipossdbmicos que
podem levar a degradacao de farmacos encapsulados durante o estoque (Couvreur et
al., 1995; Mehnert & Mader, 2001; Martins et al., 2007). Diferentemente, nanoparticulas
lipidicas sao descritas como mais estaveis, podendo manter suas caracteristicas fisico-
quimicas por mais de 2 anos (Anna, 2007). Os resultados obtidos na Figura 13
mostram que mesmo em um relativo curto periodo de armazenamento, 180 dias, as
formulagdes lipossomais de EPC e DOTAP apresentaram um repentino aumento no
diametro médio. De fato, apdés 120 dias de armazenamento a 4 °C, ha aumento de
didmetro médio acompanhado por progressivo aumento da polidispersividade (Figura
14), enquanto que, as formulagdes de NLS e CLN permaneceram estaveis por todo o

periodo estudado.
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Figura 13 - Estabilidade do diametro médio dos lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de
DOTAP e NLS ao longo de 180 dias (6 meses), onde “a’ representa a diferenca estatistica
(p<0,05) dada em relacdo ao ponto inicial (0 dias) para lipossomas de EPC e “b” representa a
mesma diferenca para lipossomas de DOTAP. Resultados apresentados em forma de média e
desvio padrdo de 3 experimentos independentes (n=3).
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Figura 14 - Estabilidade do PDI dos lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP e NLS ao
longo de 180 dias, onde “a” representa a diferenca estatistica (p<0,05) dada em rela¢do ao
ponto inicial (0 dias) para lipossomas de EPC; “b” e “c” representam a mesma diferenca
estatistica (p<0,05) para lipossomas de DOTAP e NLS. Resultados apresentados em forma de
média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes (n=3).

Além disso, na Figura 15 observa-se a diminuicdo significativa (p<0,05) nos
valores de potencial Zeta dos lipossomas de DOTAP, a partir de 60 dias de
armazenamento, decaindo para valores menores que 30 mV. Nas demais formulag¢des
o potencial de superficie das particulas se manteve. A diminuicdo no valor de potencial
Zeta nos lipossomas de DOTAP pode preceder a fusdo dos lipossomas (aumento de
diametro e PDI, que é evidente ap6s 120 dias), indicando menor estabilidade destes
lipossomas, em comparacao as CLN e NLS.

Tanto os CLN quanto as NLS apresentaram potencial Zeta estavel ao longo do
armazenamento (Figura 15). Cabe ressaltar que os CLN se apresentaram estaveis por
6 meses, apesar de seu potencial Zeta ser neutro. Esse resultado demonstra a boa
estabilidade fisica dos CLN, advinda, provavelmente, de sua ultraestrutura monolitica e

48



da presengca do polimero Pluronic F68 em sua composicdo. Surfatantes, como o
Pluronic F68, localizam-se na superficie das NLS e CLN e aumentam a estabilidade
coloidal dessas patrticulas ao agirem como espacgadores entre as cabecgas polares dos
lipidios (Muller et al, 2000; Liu et al, 2009). No caso da CLN, a presencga do surfatante
pode ser um fator primordial para a estabilidade das particulas ao longo do tempo, ja
que os valores de potencial zeta préximos da neutralidade ndo favorecem repulsdes
eletrostaticas nas CLN para evitar a agregacao entre as particulas. De fato, a repulsao
eletrostatica (potencial Zeta acima de |[30] mV) é considerada, em literatura, como um
dos principais fatores de estabilidade para essas particulas em suspensao (del Pozo
Rodriguez et al., 2007). Além disso, as NLS preparadas em nosso laboratério (com
potencial Zeta altamente positivo) apresentaram atividade como agentes de

transfeccéo por até 2 anos (resultados nao mostrados).
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Figura 15 - Estabilidade do Potencial Zeta dos lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP
e NLS ao longe de 180 dias, onde “a” representa a diferenga estatistica (p<0,05) dada em
relacdo ao ponto inicial (0 dias) para lipossomas de DOTAP. Resultados apresentados em forma
de média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes (n=3).
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Como obtivemos dados que sustentam o uso da extrusdo de microemulsao
como método alternativo a homogeneizacdo a alta pressdo para a producédo de
nanoparticulas lipidicas e, essas, se apresentaram estaveis por até 180 dias (a 4°C),
prosseguimos com estudos mais detalhados da estrutura dessas nanoparticulas
usando a microscopia eletrénica de transmissao (MET).

4.4. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A MET é uma das principais técnicas utilizadas para estudar a ultraestrutura de
nanoparticulas (Kuntsche et al.,, 2011). Por isso, as nanoparticulas lipidicas obtidas
através da extrusdo de microemulsao foram comparadas com as formulagdes
lipossomais. Na micrografia eletrdnica, os lipossomas de DOTAP e EPC apresentam
formato circular caracteristico e diametros médios de 1542 nm e 117,5 nm,
respectivamente, também em boa correlacdo com os dados obtidos por espalhamento
de luz dindmico (Tabela 7). As NLS (Figura 16) apresentaram ultraestrutura monolitica
com formato esférico irregular e didametro médio em torno de 120 nm, o qual é bastante
compativel com a medida de 135 nm, obtida por espalhamento de luz dindmico (Tabela
7). As CLN apresentaram ultraestrutura monolitica com didmetro meédio de 127,5 nm
(resultado proximo aos 115,7 nm medidos por espalhamento de luz dindmico — Tabela
7), e formato esférico com mais reentrancias que as NLS.

Recentemente, Feng e col. (2011) prepararam CLN, compostas de Compritol
888 ATO e EPC, e registraram por MET formatos esféricos para as particulas, com
irregularidades semelhantes as observadas aqui, enquanto Pathak & Nagarsenker
(2009) obtiveram imagens em que NLS de Compritol 888 ATO, Precirol ATO 5 e Tween
80 apresentaram formato esférico e irregularidades nas bordas. Bunjes e col. (2007)
registraram imagens de NLS formadas de triestearina e lecitina de soja, com formato
esférico e que apresentam camadas concéntricas até o centro, sendo este de alta
densidade eletrbnica (nucleo escuro). Tal organizagao lipidica foi denominado, pelos
autores, de forma a, com distancia entre as camadas de cerca de 5 nm. Para outras
formulagbes, os autores ainda relataram NLS com formato circular e camadas

orientadas em paralelo, que denominaram de modificagdo B cristalina, apresentando
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listras com distancias de 4,6 nm. A partir destes dados, os autores propuseram um
modelo para o processo de solidificacdo que NLS formadas por triestearina e lecitina
de soja. Segundo este modelo, as NLS, ainda aquecidas, se apresentam como
particulas em emulsdo. Com o resfriamento, sua parede externa comeca se solidificar
até que as particulas fiquem na forma a. Com o aumento da temperatura e ao longo do
tempo, as NLS podem formar particulas com modificagdo [ cristalina, causando a
expulsao dos farmacos da sua matriz sélida.

Em nossas particulas, podemos verificar, nas NLS e CLN, um centro com alta
densidade eletrénica (regido escura no interior da particula), como descrito por Bunjes
e col. (2007), bem como as camadas concéntricas ao seu redor, sugerindo que as

particulas produzidas estariam na forma a cristalina.
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Figura 16 - Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET): A) lipossomas de EPC; B)
Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN); C) lipossomas de DOTAP; D) Nanoparticulas
Lipidicas Solidas (NLS). Imagens ampliadas a 130.000x.

Utilizamos, também, a calorimetria diferencial de varredura (DSC) para obter
maiores detalhes sobre a cristalinidade das particulas e a organizagéo dos lipidios no
nacleo das nanoparticulas lipidicas.
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4.5. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Para melhor caracterizarmos sistemas lipidicos produzidos, recorremos a
Calorimetria Diferencial de Varredura, cujos resultados estdo mostrados na Figura 17.
Preparamos as amostras de forma que essas passassem, primeiramente, pela
extrusdo de microemulsdo (aquecimento relativo de cada nanoparticula) e,
posteriormente, fossem submetidas ao calorimetro. Assim, pudemos minimizar
quaisquer efeitos advindos pelo aquecimento prévio das particulas em relacdo aos
seus componentes.

Para a faixa analisada, de 10 a 90 °C, o acido estedrico apresentou um pico
endotérmico a 67,09 °C, correspondente a temperatura de transicao sélido liquida.
Igualmente o monoestearato de glicerila apresentou ponto de fusdo em 54,30°C; estes
valores estdo de acordo com as temperaturas de fusdo da literatura para é&cido
estearico puro com 69,00 °C (Zhang et al., 2009) e monoestearato de glicerila com
53,07 °C (Nayak et al., 2010). Lipossomas de EPC e lipossomas de DOTAP nao
apresentaram transicdes térmicas na faixa analisada, o que era esperado,
considerando-se que as temperaturas de fusdo do EPC e DOTAP sé&o -15°C e -11,9°C,
respectivamente, ou seja, fora da faixa analisada. J& as particulas lipidicas CLN e NLS
apresentaram transicdes endotérmicas de pequena intensidade a 53,10 ° e 62,89 °C,
respectivamente, compativeis com resquicios cristalinos de seus respectivos
constituintes: acido estearico e monoestearato de glicerila.

O surfatante Pluronic F68 possui ponto de fusédo a 55 °C (Tsui, 2008), porém tal
transicdo nado foi registrada (Figura 17). E possivel que o aquecimento da amostra
acima de 60 °C (temperaturas usadas na producdo de NLS e CLN) e posterior
resfriamento influenciaram a organizagdo do Pluronic, tornando-o insensivel a novos
aquecimentos para a faixa analisada. Tsui (2008) relatou diminuicdo na capacidade de
micelizacdo do Pluronic F68, em temperaturas superiores a 55 °C. Esse autor
correlacionou o aumento da temperatura com o favorecimento da conformacgao
hexagonal dos polimeros, devido a quebras de ponte de hidrogénio entre os
monémeros do Pluronic e o solvente (Tsui, 2008), justificando a mudanca na
agregacao. Além disso, a concentragdo de Pluronic F68 € menor que dos outros
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componentes (Tabela 3) e o surfatante encontra-se distribuido na superficie das
particulas (Torcello-gomez, 2011), justificando a ndo observacéo de transicao de fases.

A queda da endoterma das particulas (CLN e NLS) em relagéo aos lipidios puros
(monoestearato de glicerila e acido esteéarico) sugere perda da cristalinidade daqueles
compostos, ao se incorporar o 2° lipidio (EPC ou DOTAP, respectivamente) e
surfatante Pluronic F68 (Pathak & Nagarsenker, 2009) as particulas. Por isto,
calculamos a cristalinidade das particulas (W.) que pode ser acessada pela Equacgéao 1
(Munaro, 2007).

AHf,a
AHf,c

Wc =100 x (D)

onde AHf,a é a entalpia de fusdo da amostra (CLN e NLS) e AHf,c é a entalpia de
fusdo do lipidio puro (monoestearato de glicerila e acido estearico, respectivamente).
Essas informagdes foram obtidas através da integracao dos picos calorimétricos, ja que
a area do pico € proporcional a sua entalpia de fusdo. Desta forma, determinamos
graus de cristalinidade de 5,31 % para as CLN e 8,03 % para NLS. Segundo Hou e col.
(2007), esta queda dos picos e a baixa cristalinidade das NLS e CLN demonstra que a
associacao com os 6leos (EPC e DOTAP e, que apresentam temperatura de transicao
de fase gel para liquido-cristalino de -15 °C e -11,9 °C, respectivamente) impede a
formacdo de uma estrutura cristalina rigida no interior das particulas (com
monoestearato de glicerila e acido esteéarico, respectivamente) tal que ambos os
lipidios formadores de bicamadas, atuam de forma similar ao desestabilizar a estrutura
cristalina do interior das particulas de CLN e NLS. Os nucleos densos, vistos na
microscopia eletrénica (item 4.5) devem representar, entdo, um mistura de lipidios

solidos e oleos.
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Figura 17- Medidas de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), de amostras de (de cima
para baixo): monoestearato de glicerila, EPC, CLN, Pluronic F68, dcido estedrico, DOTAP e

NLS. Resultados representativos de 3 experimentos independentes (n=3).

Como podemos ver, as CLN e NLS produzidas nesta dissertacao apresentaram
perfis térmicos semelhantes, levando-se em conta a diferenga de temperatura de fusdo
dos lipidios sélidos. Assim, a analise calorimétrica ndo comprovou a existéncia de um
nucleo solido nas NLS de &acido estearico com DOTAP e que fosse claramente
diferente da organizacéao do interior lipidico das CLN de monoestearato de glicerila com
EPC.

Em seguida, testamos a liofilizacdo com e sem crioprotetores, das particulas

lipidicas produzidas.
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4.6. Liofilizacao

A liofilizacdo é um dos métodos mais utilizados para obter formulacdes
desidratadas, possibilitando assim que sejam estocadas e transportadas com menor
custo e maior facilidade. Entretanto, este processo requer trés transformacbes que
podem comprometer a estabilidade de particulas: congelamento, sublimagdo aquosa
sob vacuo e redispersao antes do uso. Dessas, a cristalizacdo da agua em gelo nas
suspensodes € o principal fator impactante para estabilidade das particulas; tal que, para
atenuar o impacto desta transformagéo, carboidratos (em especial dissacarideos)
podem ser utilizados como crioprotetores (Allison et al., 2000; Del Pozo-Rodriguez et
al., 2009).

Os fatores determinantes para que um crioprotetor seja eficiente incluem: uma
alta temperatura de transicdo vitrea, baixa higroscopia, baixa taxa de cristalizacao e
nao possuir nenhum grupo redutor. A trealose e a sacarose sado dissacarideos que
apresentam essas caracteristicas e, por isso, sdo os mais utilizados em literatura
(Allison et al., 2000; Hinrichs et al., 2001; Del Pozo-Rodriguez et al., 2009).

Testamos estes dois crioprotetores na liofilizagdo de CLN, NLS e lipossomas,
comparando caracteristicas fisico-quimicas de particulas néo liofilizadas e liofilizadas

sem crioprotetor e os resultados obtidos estdo expostos na Tabela 8.
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Tabela 8 - Liofilizacdo dos lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP e NLS com e sem crioprotetor (trealose e sacarose) e sua
caracterizacdo fisico quimica por didmetro médio, potencial Zeta e polidispersdo (PDI). (*) representa diferenca estatistica (p<0,05) com o
didmetro médio e (**) diferenca com o PDI, ambos, em relacdo as particulas ndo liofilizadas. Resultados apresentados em forma de média e desvio

padrdo de 3 experimentos independentes (n=3).

Nao Liofilizado

Liofilizado sem Crioprotetor

Liofilizado com Trealose

Liofilizado com Sacarose

Diametro Potencial PDI Diametro Potencial PDI Diametro Potencial PDI Diametro Potencial PDI
Médio (nm)  Zeta (mV) Médio (nm) Zeta (mV) Médio (nm) Zeta (mV) Médio (nm) Zeta (mV)

Lip.
EPC 147,7 11,4 4,62 5,82 0,327 £0,030 | 4994,0 £201,2* 25,34 5,09 1,000 +0,000** 135,3 £14,8 4,65 5,92 0,453 £0,034** 163,6 +14,4 3,59 6,24 0,342 +0,036
CLN 131,56 +10,4 12,43 7,98 0,135 0,030 | 6095,1 +200,8* 26,79 +9,45 1,000 +0,000** 137,7 14,8 5,84 +4,74 0,124 +0,043 197,7 29,0 2,65 47,77 0,235 +0,038
Lip.

DOTAP 190,7 17,7 55,23 7,30  0,275%0,032 | 1658,8 £375,6" 64,83 6,19 0,996 £0,010™ | 304,3+10,6* 60,29 +14,73 0,329 +0,038** 151,8 +17,6 52,98 +15,89 0,579 +0,039**
NLS 140,8 +15,8 48,32 +10,32 0,182 +0,035 1493,8 +169,4* 60,33 £14,98 1,000 +0,000** 147,3 +21,0 58,88 +7,38 0,154 +0,034 156,5 +17,8 55,23 +4,53 0,178 +0,038
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Os dados da Tabela 8 mostram que todas as particulas liofilizadas sem
crioprotetor apresentaram grande aumento do tamanho e polidispersao, demonstrando
agregacao das nanoparticulas frente ao estresse fisico do processo, o que inviabiliza o
uso da liofilizagdo como método de armazenamento das particulas nessas condigdes
(sem crioprotetor). Dentre os crioprotetores utilizados, particulas com trealose
apresentaram caracteristicas mais proximas as particulas nao liofilizadas, enquanto
que o uso de sacarose produziu particulas com diametro médio e PDI ligeiramente
superiores as correspondentes amostras nao liofilizadas. Estes resultados estdo de
acordo com dados obtidos na literatura, em que suspensdes de NLS e CLN liofilizadas
com trealose apresentaram menor tendéncia de agregacao que as liofilizadas na
presenca de sacarose e monossacarideos como glicose (Allison et al., 2000; Molina et
al., 2004; Del Pozo-Rodriguez et al., 2009), ndo tendo efeitos na citotoxicidade, nem
diminuicdo na taxa de transfeccao dessas formulagdes (Del Pozo-Rodriguez et al.,
2009).

Para lipossomas, nossos resultados demonstram a necessidade de crioprotetor
para sua estabilidade, pois os valores de polidispersao se apresentaram superiores aos
niveis recomendados pela literatura (Tabatt et al.,, 2004). Em relacao aos lipossomas
liofilizados em presenga de crioprotetores, houve um ligeiro aumento do didmetro
médio desses (de até 60 nm) e significativo aumento da polidispersao. Isso indica que
0s crioprotetores possuem um papel fundamental na reconstituicdo dos lipossomas,
entretanto, mesmo em presengca de crioprotetores houve um aumento na
heterogeneidade das particulas. Cabral e colaboradores (2004) relataram resultados
similares com os obtidos em nosso laboratério, com aumento de 30-40 nm no diametro
médio e polidispersao entre 0,2 e 0,4, apos liofilizacdo de lipossomas de EPC e
colesterol com trealose, enquanto que os lipossomas liofilizados sem crioprotecao
apresentaram alta heterogeneidade (PDI = 1,0) e grande aumento do diametro médio,
indicando fusao e agregacao destas particulas.

A literatura indica que os crioprotetores, em especial a trealose, tem um papel
fundamental de estabilizacdo, resultante da ligacdo dos grupos hidroxila (OH") dos
dissacarideos com o grupamento fosfato dos fosfolipidios, por pontes de hidrogénio,
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evitando a fusdo das particulas e danos nos fosfolipidios, causados pela desidratacao.
Apesar de promissora, é ainda necessario aperfeicoar a crioprotecdo para minimizar os
efeitos do congelamento sobre as formulacdes de lipossomas, algo nao tdo necessario
para NLS e CLN, devido a sua maior estabilidade em relacao aos lipossomas (Chen et
al., 2010), como evidenciam os dados da Tabela 8.

Em seguida, analisamos a incorporacao e liberagcdo do farmaco mitoxantrona
(carreamento de farmacos) e a interagdo e protecdo do material genético com as

particulas lipidicas (carreamento de genes).

4.7. Carreamento de Farmacos (Drug Delivery)

A mitoxantrona (Figura 1) € um quimioterapico capaz de se intercalar ao DNA,
além de apresentar uma alta capacidade de inibir a topoisomerase |l. Esses efeitos
resultam em um comprometimento da sintese de RNA e consequente morte celular
(Goodin et al., 2003; Li et al., 2005). A hidrofobicidade da mitoxantrona lhe permite
atravessar barreiras biologicas (biomembranas) sem a necessidade de carreadores
especificos e elicitar seu efeito citotdxico (Burns et al., 2002). Porém, células expostas
ao tratamento com esse composto podem desenvolver resisténcia ao farmaco,
principalmente células bastante indiferenciadas, como as de céancer de mama (Zhang
et al., 2011). Com isto, doses cada vez maiores sao necessarias para induzir o efeito
terapéutico, pronunciando cada vez mais seus efeitos colaterais. Para evitar tais
desvantagens, uma alternativa seria utilizar sistemas de carreamento de farmacos, pois
esses podem aumentar a concentracao intracelular do composto, revertendo, assim, a
resisténcia ao tratamento (Alexis et al., 2008a).

Para testar essa hipotese, produzimos lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de
DOTAP e NLS contendo 5 mmol.L™" de mitoxantrona. A caracterizacéo fisico-quimica
dos carreadores com e sem mitoxantrona, tamanho e potencial Zeta é apresentada na
Tabela 9.

Os lipossomas de EPC nao apresentaram aumento significativo (p<0,05) em seu
diametro, bem como os lipossomas de DOTAP e as NLS, quando adicionados de

mitoxantrona. Entretanto, os CLN apresentaram diametro ligeiramente maior que o das
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particulas ndo carregadas com o farmaco. Este fato pode se relacionar com a
quantidade ou forma de encapsulacdo do farmaco na particula. Os valores de PDI
sofreram ligeiro aumento para as particulas de CLN, porém, em nenhum dos casos
ultrapassou 0,300, indicando boa homogeneidade das formulagbes, conforme Gasco
(2007).

Em relacdo ao potencial Zeta, ndo houve alteracédo significativa nos valores do
potencial de superficie das particulas, a ndo ser para as NLS. Como a mitoxantrona
possui carga positiva em pH fisiologico (pK, da mitoxantrona entre 8,3-8,6 (Mahoney et
al., 2003; Raghunand et al., 2003)), a ndo alteracao do poténcial zeta pode demonstrar
que o farmaco nao esta na superficie, mas, sim, no interior das nanoparticulas lipidicas.
No caso das NLS, houve diminuicdo significativa do potencial de superficie (positivo
pela presenca de DOTAP), indicando reorganizagao dos lipidios da superficie das NLS
para incorporacdo da mitoxantrona, justificando a alteragdo nas cargas superficiais.
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Tabela 9 - Caracterizagdo fisico-quimica dos lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP e NLS produzidos com e sem Mitoxantrona.

(*) representa diferenca estatistica (p<0,05) para didmetro médio do carreador vazio, (**) para diferenca do Potencial Zeta em relacdo ao
carreador vazio e (***) para diferenga estatistica em relacdo ao PDI do carreador vazio. Resultados apresentados em forma de média e

desvio padrado de 3 experimentos independentes (n=3).

Carreador vazio

Carreador com Mitoxantrona

Diametro Médio

Potencial Zeta

Diametro Médio

Potencial Zeta

PDI PDI
(nm) (mV) (nm) (mV)
Lip. EPC 134,2 +14,6 1,53 £1,98 0,143 +0,020 136,7 £13,5 -1,38 2,65 0,157 0,020
CLN 122,5 13,4 1,95 +0,53 0,129 +0,018 142,2 +15,5* 1,64+0,75 0,181 +0,011***
Lip. DOTAP 160,8 +12,3 54,97 +4,29 0,175 +0,026 171,2 £14,6 50,12 +5,26 0,186 +0,015
NLS 130,8 £10,6 41,68 +1,49 0,162 +0,035 138,0 £18,7 31,81 £1,82** 0,174 +0,011
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Para demonstrar a incorporacdo do ativo nos carreadores, quantificamos a
mitoxantrona carregada pelas particulas através de filtracdo das suspensbes (para
eliminar a mitoxantrona nao incorporada) ruptura das particulas com o uso de solucao
de SDS a 20 % e medicao da absorbancia da amostra a 672 nm, em comparagao com
a curva-padrdao de quantificacdo (Figura 6). Para este teste, os carreadores foram,
entdo, diluidos para se obter a mesma concentracdo (1 mmol.L™" de carreador) nos
ensaios. Os resultados obtidos estdo representados na Figura 18.

Para a concentracdo final de 5 mmol.L”" de mitoxantrona nos carreadores, a
encapsulacdo da mitoxantrona obtida foi de 10 % nos lipossomas de EPC
(correspondente a 0,5 mmol.L™"), 81% nos CLN (4,01 mmol.L™" do farmaco carreado),
14 % nos lipossomas de DOTAP (0,7 mmol.L™' do farmaco incorporado) e 64 % nas
NLS (correspondente a 3,2 mmol.L™! do ativo realmente incorporado).

Como a solubilidade da Mitoxantrona em agua é muito baixa (ordem de 2 mg/L)
(Budavari, 1996), podemos inferir, a priori, que a diferenca observada entre a
incorporacao do farmaco para lipossomas e nanoparticulas lipidicas esta relacionada
com a diferenca de lipidio total nas formulagdes. De fato, as nanoparticulas lipidicas
(CLN e NLS) possuem, cerca de duas vezes mais lipidios totais (10 e 9,5 mmol.L™" para
CLN e NLS, respectivamente), em relagdo aos lipossomas (5 e 2,5 mmol.L™" para
Lipossomas de EPC e lipossoma de DOTAP). Entretanto, a diferenca de incorporacao
(cerca de 4 vezes maior para nanoparticulas lipidicas, em relacdo aos lipossomas) néo
faz jus a esta proporcéo lipidica diminuida (nanoparticulas lipidicas possuem cerca do
dobro de lipidios totais em relacdo aos lipossomas). Acreditamos, portanto, que a
diferenca de incorporacédo esta, de fato, na ultraestrutura macica das nanoparticulas
lipidicas, em comparagdo com a fina bicamada dos lipossomas, como mostrado na
microscopia eletrbnica de transmissdo (Figura 16). Além disso, para vesiculas
unilamelares de EPC, Lim e col. (1997) relataram haver a necessidade de um gradiente
transmembranar de pH, juntamente com aumento da temperatura (65 °C), para
aumentar a incorporagdo da mitoxantrona em lipossomas; sem tal artificio, esses
autores relataram menos de 15 % de encapsulacao do farmaco, o que esta de acordo
com os resultados por nés obtidos.

62



Para CLN compostas de triglicerideos de cadeia média, ha autores que mostram
encapsulacado de até 83,7 % de mitoxantrona (Li et al., 2010). Para NLS, Lu e col.
(2006) registraram 87 % de encapsulagcao de mitoxantrona, enquanto que a nossa
formulacdo apresentou encapsulagdo menor que a descrita, com 64 %. Este menor
valor, em comparacao com a CLN, pode estar relacionado com a repulséo eletrostatica
ocasionada entre DOTAP (lipidio catiénico) e a mitoxantrona que, em pH fisiolégico,

apresenta-se em sua forma catiénica (Mahoney et al., 2003; Raghunand et al., 2003).

Z 100-

Encapsulagao de Mitoxantrona (%

Figura 18 — Porcentagem de mitoxantrona carregada nos veiculos: lipossomas de EPC, CLN,
lipossomas de DOTAP e NLS. "a”- representa diferenca significativa (p<0,05) com lipossomas
de EPC; “b” - diferenca significativa com NLS; “c” — diferenca com lipossomas DOTAP.

Resultados apresentados em forma de média e desvio padrdo de 3 experimentos independentes
(n=3).

Como os farmacos somente podem agir ao estarem em seu sitio-alvo, é
necessario que a mitoxantrona incorporada nas nanoparticulas lipidicas seja liberada
do carreador ao longo do tempo. Entdo, analisamos a liberagao in vitro de mitoxantrona
dessas particulas, ao longo de 72 horas, com a utilizacdo de células de Franz

adaptadas para o uso de membrana de dialise. Os resultados obtidos estdo expostos
na Figura 19.
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Figura 19 — Cinética de liberacdo in vitro de mitoxantrona livre e carreada por lipossomas de
EPC, CLN, lipossomas de DOTAP e NLS em tampdo PBS, pH 7,4 a temperatura ambiente (n=2)

Os dados da Figura 19 mostram que a permeacgédo total de mitoxantrona livre,
através da membrana, ocorre em cerca de 8 horas. Ambos os lipossomas (EPC e
DOTAP) apresentaram perfis semelhantes aos do farmaco livre, 0 que é compativel
com a baixa encapsulacao do farmaco nesses carreadores (Figura 18). Além disso, Lim
et al (1997) relatam resultados semelhantes, ja que registram incorporacdo menor de
15 % de mitoxantrona em lipossomas de dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC) e
colesterol e cinética de liberacao proxima do farmaco livre apds 72 h de ensaio.

As NLS e CLN, entretanto, mostraram um perfil bem diferente, com 10,4 e
12,7 %, respectivamente, de liberacdo de mitoxantrona no tempo maximo transcorrido
no ensaio (72 horas). Esses dados estdo de acordo com a literatura, na qual Lu e col.
(2005) relatam permeacédo de 7,8 h para o farmaco livre em PBS enquanto que para
NLS (formadas de EPC, Tergitol® S-40 e Compritol® 888) com mitoxantrona, obtiveram
80 % da droga livre somente ap6s 600 horas de permeacdo. Neste ensaio, nao
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verificamos possiveis efeitos de expulsdo do farmaco (Burst Effect), comumente
relatados com NLS na literatura (Gasco, 2007), até 72 h de permeagéo.
Na proxima etapa, avaliamos a interagdo desses veiculos modelo (sem

mitoxantrona) como carreadores de genes (gene delivery).

4.8. Carreamento de genes (gene delivery)

O carreamento de materiais genéticos, e.g. DNA, RNA, siRNA, entre outros,
através de sistemas virais ou ndo-virais é vital para a utilizagdo dessas macromoléculas
para fins terapéuticos. Os &cidos nucleicos, biopolimeros carregados negativamente
(polianions), além de serem incapazes de atravessar biomembranas, devido sua carga
aniénica e auséncia de transportadores membranares, sdo alvos de diversas enzimas
capazes de degradar esses materiais: as nucleases. Portanto, a interacdo desses
materiais com o0 seu sistema de carreamento € a primeira etapa no desenvolvimento
desses veiculos.

Testamos a capacidade das formulagdes de lipossomas de EPC, CLN,
lipossomas de DOTAP e NLS interagirem com DNAp utilizando o teste de retardamento
na mobilidade eletroforética (EMSA), mostrado na Figura 20. Esse teste consiste em
separar o DNAp que nao interagiu com as particulas, através de eletroforese,
permeando o gel de agarose e se tornando disponivel para visualizagdo através do
corante Brometo de Etidio, enquanto que o material que interagiu eletrostaticamente
com os carreadores fica retido no poco inicial (retardamento da mobilidade
eletroforética).

Os resultados mostram que as formulagcdes lipossomas de EPC e as CLN
apresentam bandas de DNAp livre, representando 96,9 % e 88,8 % do total aplicado,
respectivamente; indicando que essas formulagcdées ndo foram capazes de interagir com
o DNAp. Isso se deve ao fato dessas formulacdes ndo apresentarem lipidio catidnico
em sua constituicao, e.g. DOTAP. Ja as formulacdes de lipossomas de DOTAP e NLS
foram capazes de reter 97,8 % e 99,2 % do DNAp, respectivamente, indicando que nas
concentracdes testadas essas formulagdes sdo capazes de interagir com praticamente

todo material genético disponivel.
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DNA Livre EPC CLN DOTAP NLS

-—

Figura 20 - Avaliagdo da interagio DNAp com os veiculos: lipossomas de EPC, CLN,
lipossomas de DOTAP e NLS em gel de agarose 1,3 %.

A segunda etapa de desenvolvimento dessas particulas para carreamento de
material genético consistiu em avaliar se os veiculos seriam capazes de proteger o
material genético carreado de suas enzimas degradadoras, como a DNase | (Del Pozo-
Rodriguez et al., 2007). Neste ensaio, apds o ataque enzimatico por DNase |, SDS foi
aplicado para interromper a acao enzimatica e, ao mesmo tempo, solubilizar as
particulas lipidicas e o material genético resultante (protegido) pode ser visualizado em
eletroforese. A anadlise de protecdo contra DNase foi realizada (Figura 21) em gel de
agarose a 1,3 %, apos a acao da enzima DNase |.

DNA Livre EPC CLN DOTAP NLS

———
-_—

DMase |

Figura 21 - Avaliagdo da protegdo contra enzimas degradadoras de DNA (DNase I) das
amostras: DNAp livre sem (-) e com (+) DNase I, seguido pelo DNAp com carreadores:
lipossomas de EPC, CLN, lipossomas de DOTAP e NLS em gel de agarose 1,3 %.
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Na Figura 21 temos dois controles: DNA livre sem (-) e com (+) DNase |,
demonstrando que a enzima esté funcional. Em seguida vemos que praticamente todo
DNAp foi digerido pela enzima nos lipossomas de EPC e CLN, mas quase a totalidade
desse é protegido pelo lipossomas de DOTAP e NLS (respectivamente, 97,8 % e
99,1 % de DNAp recuperado apds agao da enzima). Isso pode ser explicado pela ndo
compactacdao do DNAp nas particulas de lipossomas de EPC e CLN, por ndo haver
interacao eletrostatica entre esses, como demonstrado na Figura 20. Em contrapartida,
lipossomas de DOTAP e NLS, interagem com esse material genético e o compactam
de forma que a degradacao do DNAp pela DNase | € inibida.

Os resultados obtidos aqui estdo de acordo com aqueles descritos por Pozo-
Rodriguez e col. (2007) que, utilizando NLSs produzidas com o lipidio Precirol® ATO 5,
DOTAP e Tween 80 demonstraram que o grau de compactagdo do DNAp determina o
grau de protecédo a acao de DNase |. Esses autores demonstraram que a condensagao
e protecdo do material carreado da degradacao citoplasmatica € uma caracteristica
muito importante em um sistema de sistemas de transferéncia de genes (Pozo-
Rodriguez et al., 2007).

Com ambos os sistemas de carreamento de genes e de farmacos
caracterizados pudemos, entdo, analisar a eficiéncia dos carreadores para o transporte
de farmacos e material genético, concomitantemente, através do teste de viabilidade

celular.

4.9. Teste de Viabilidade Celular
Apbs demonstrar que as nanoparticulas lipidicas podem carrear farmacos e
genes, procedemos com a avaliagdo da citotoxicidade dessas formulagbes em células
de fibroblastos Balb/3T3 (ndo cancerigena) e células de cancer de mama e prostata.
Primeiramente, realizamos a curva dose-resposta (Figura 22) para medir a dose
de MTX capaz de reduzir a viabilidade celular a 50 % (ICso) das linhagens fibroblasticas
Balb/3T3, de cancer de préstata PC3 e de cancer de mama MCF-7 (sensiveis ou
resistentes a mitoxantrona).
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Figura 22 - Curva dose-resposta das linhagens celulares Balb/3T3, PC3, MCF-7 susceptivel e
MCF-7 resistente, medida pelo teste de MTT. Porcentagem da viabilidade celular em funcdo da
concentragdo de mitoxantrona.

Pudemos visualizar que, nas condi¢ées de ensaio, as 3 linhagens sensiveis a
mitoxantrona possuem uma um ICso proximo de 10 pmol.L™!, com excecdo para MCF-7
resistente, cujo valor foi 5 vezes maior (ICsp de 50 pmol.L™).

Como discutido anteriormente, encapsulamos mitoxantrona nas nanoparticulas
lipidicas para tentar reverter a resisténcia apresentada pelas células de céancer. Por
outro lado, o carreamento de material genético (que se utiliza de um plasmideo)
depende de um sistema de carreamento para que este desempenhe seu papel
biolégico, uma vez que o plasmideo € uma macromolécula carregada negativamente, o
que a torna incapaz de atravessar passivamente biomembranas (Liu et al., 2007).

Com isso em mente, avaliamos a atividade citotéxica das formulacées em
linhagem de células de fibroblastos de rato (Balb/3T3), utilizando o teste de MTT. Na
Figura 23 observamos os resultados para lipossomas de DOTAP e NLS e, na Figura
24, os resultados com os lipossomas de EPC e CLN. Os resultados obtidos permitem ja
numa primeira observagéo, concluir que os sistemas de carreamento ndo apresentam

toxicidade intrinseca (viabilidade celular acima de 90 %).
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A Figura 23 apresenta resultados das formulagbes de lipossomas de DOTAP e
NLS, contendo ou nao os ativos: mitoxantrona, gene da PTEN ou ambos. Somente a
mitoxantrona livre ou formulacdes de lipossomas de DOTAP com mitoxantrona, bem
como conjugado com o gene da PTEN e mitoxantrona, apresentaram uma toxicidade
significativa para as células Balb/3T3. A mitoxantrona encapsulada em lipossomas de
DOTAP reduziu a viabilidade celular a 62,8 % e lipossomas com MTX e plasmideo
reduziram a viabilidade a 58,8 %. Este fato pode ser explicado pela baixa capacidade
de encapsulacdo de mitoxantrona pelos lipossomas de DOTAP (13,8 %, Figura 18). E
provavel que a mitoxantrona livre nas formulagdes lipossomais foi capaz de diminuir a
viabilidade das células de Balb/3T3, uma vez que o controle tratado com mitoxantrona
livre reduziu a 50,8 % a viabilidade daquelas células. Interessante destacar que a
citotoxicidade intrinseca da mitoxantrona (p<0,05) foi mitigada em todas as formulagdes
de NLS, contendo ou néo plasmideo.

Na Figura 24 sao apresentados os dados obtidos com lipossomas de EPC e CLN,
contendo mitoxantrona, plasmideo para codificar PTEN ou mitoxantrona e plasmideo.
Os resultados obtidos para os lipossomas de EPC (Figura 24) sao similares aos
apresentados por lipossomas de DOTAP (Figura 23), uma vez que ambos nao
carreiam quantidades significativas de mitoxantrona.

A exemplo das NLS, a grande eficiéncia de encapsulamento de mitoxantrona nas
CLN (81,4 %, Figura 18) também resultou em protecéo da citoxicidade da mitoxantrona
sobre a viabilidade celular, em relacdo ao farmaco livre.

Ambos resultados mostram que a mitoxantrona, na concentragdo testada de 10
umol.L™!, apresenta um efeito citotéxico aos fibroblastos, linhagem néo-cancerigena,
entretanto, quando encapsulada pela CLN ou NLS, este efeito € diminuido, nao
havendo citotoxicidade resultante da incorporacdo do farmaco nos carreadores.
Também é possivel observar que as formulacées contendo o gene para a PTEN nao
apresentaram efeitos citotoxicos para as células nao cancerigenas.
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Figura 23 — Viabilidade acessada por MTT de 10° células por pogo de fibroblastos embridnicos
de camundongo (Balb/3T3) tratados por 24h com lipossomas de DOTAP vazios (Lip. DOTAP);
NLS vazia (NLS), 10 ,umol.L‘l de mitoxantrona livre (MTX); plasmideo de PTEN livre (PTEN);
10 umol.L™" de mitoxantrona encapsulado em lipossomas de DOTAP (Lip. DOTAP MTX); 10
,umol.L_] de mitoxantrona encapsulada em NLS (NLS MTX); Plasmideo de PTEN encapsulado
em lipossomas de DOTAP (Lip. DOTAP PTEN); Plasmideo de PTEN encapsulado em NLS (NLS
PTEN); encapsulacdo conjunta de mitoxantrona e plasmideo de PTEN em lipossomas de
DOTAP (Lip. DOTAP Conjugagdo), encapsulagcdo conjunta de mitoxantrona e plasmideo de
PTEN em NLS (NLS Conjugacdo). Resultados apresentados em forma de média e desvio padrao
de 3 experimentos independentes (n=3). “a” representa diferenc¢a estatistica (p<0,05) em
comparagdo com lipossomas de DOTAP vazios (Lip. DOTAP); Andlise estatistica ANOVA

seguida do teste de Tukey.
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Figura 24 - Viabilidade acessada por MTT de 1 0’ células por poco de fibroblastos embrionicos
de camundongo (Balb/3T3) testados por 24h com lipossomas de EPC vazios (Lip. EPC); CLN
vazia (CLN); 10 ,umol.L'] de mitoxantrona livre (MTX); plasmideo de PTEN livre (PTEN); 10
umol.L™" de mitoxantrona encapsulada em lipossomas de EPC (Lip. EPC MTX); 10 umol.L™" de
mitoxantrona encapsulada em CLN (CLN MTX); Plasmideo de PTEN encapsulado em
lipossomas de EPC (Lip. EPC PTEN); Plasmideo de PTEN encapsulado em CLN (CLN PTEN);
encapsulacdo conjunta de mitoxantrona e plasmideo de PTEN em lipossomas de EPC (Lip. EPC
Conjugacdo); encapsulacdo conjunta de mitoxantrona e plasmideo de PTEN em CLN (CLN
Conjugacdo). Resultados apresentados em forma de média e desvio padrdo de 3 experimentos
independentes (n=3). “a” representa diferenca estatistica (p<0,05) em comparac¢do com
lipossomas de EPC vazios (Lip. EPC); Andlise estatistica ANOVA seguida do teste de Tukey.

Na Figura 25 apresentamos os resultados de citotoxicidade de lipossomas de
DOTAP e NLS em células de cancer de préstata PC3. O tratamento com mitoxantrona
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livre diminuiu a viabilidade das células de cancer de préstata para 48,4 %,
demonstrando a susceptibilidade desta linhagem ao farmaco. As formulacdes
lipossomais de DOTAP com MTX apresentaram toxicidade similar (42,9 % de
viabilidade celular) para esta linhagem. Entretanto, ndo observamos toxicidade
significativa para a formulagéao de MTX encapsulada em NLS.

As formulagdes lipossomais de DOTAP contendo o gene para PTEN causaram
uma diminuicdo na viabilidade celular em niveis similares aqueles obtidos com a sua
conjugacao com MTX, e ambos foram mais citotdxicos que o tratamento com
plasmideo sozinho. J4 para a formulagdo de NLS, os niveis de toxicidade do gene
PTEN foram significativos, e similares aos obtidos com a conjugacao gene e farmaco.
Além disso, a citotoxicidade induzida pelas NLS contendo o gene da PTEN e
mitoxantrona nas células PC3 foi maior que a causada pelos lipossomas contendo
ambos os ativos (lipossoma de DOTAP conjugado) (p<0,05).

Na Figura 26, observamos a viabilidade celular na presenca de formulacées de
lipossomas de EPC e CLN para linhagem PC3. Os carreadores nao apresentaram
toxicidade, enquanto que o farmaco MTX reduziu a viabilidade celular (48,6 %). Niveis
similares de toxicidade foram registrados apds tratamento das células com lipossomas
de EPC contendo MTX, como observado também para as células ndo cancerigenas
(Figura 24). Por ndo possuirem potencial Zeta positivo suficiente para interagir com
material genético em sua superficie, como demonstrado pela Figura 20, tanto o
lipossomas de EPC quanto as CLN n&o demonstraram niveis significativos de
citotoxicidade com o gene da PTEN. Para a citotoxicidade induzida pela MTX, a
formulacdo com CLN nao apresentou niveis significativos. Neste caso, como na
linhagem Balb/3T3, é possivel que o farmaco n&do tenha sido liberado desta particula,

também.
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Figura 25 - Viabilidade acessada por MTT de 1 0’ células por pogco de Carcinoma de Prostata
(PC3) tratadas por 24h com lipossomas de DOTAP vazios (Lip. DOTAP); NLS vazia (NLS); 10
,umol.L'] de mitoxantrona livre (MTX); plasmideo de PTEN livre (PTEN); 10 ,umol.L‘] de
mitoxantrona encapsulada em lipossomas de DOTAP (Lip. DOTAP MTX); 10 umol.L" de
mitoxantrona encapsulada em NLS (NLS MTX); Plasmideo de PTEN encapsulado em
Lipossomas de DOTAP (Lip. DOTAP PTEN); Plasmideo de PTEN encapsulado em NLS (NLS
PTEN); encapsulacdo conjunta de mitoxantrona e plasmideo de PTEN em lipossomas de
DOTAP (Lip. DOTAP Conjugagdo); encapsulagcdo conjunta de mitoxantrona e plasmideo de
PTEN em NLS (NLS Conjugacgdo). Resultados apresentados em forma de média e desvio padrdo
de 3 experimentos independentes (n=3). “a” representa diferenca estatistica (p<0,05) em
comparagdao com lipossomas de DOTAP vazios (Lip. DOTAP); “b” como diferenga estatistica
em relagdo ao plasmideo de PTEN livre (PTEN), “c” como diferenca estatistica em relacdo a
NLS vazia;, “d” como diferenga estatistica com mitoxantrona carreada por lipossomas de
DOTAP (Lip. DOTAP MTX), “e” como a diferenga estatistica em relagdo ao carreamento
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conjunto por lipossomas de DOTAP (Lip. DOTAP conjugacdo). Andlise estatistica ANOVA
seguida do teste de Tukey.
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Figura 26 - Viabilidade acessada por MTT de 1 0° células por pogo de carcinoma de prostata
(PC3) tratadas por 24h com lipossomas de EPC vazios (Lip. EPC); CLN vazia (CLN); 10
,umol.L_] de mitoxantrona livre (MTX); plasmideo de PTEN livre (PTEN); 10 ,umol.L‘l7 de
mitoxantrona encapsulado em lipossomas de EPC (Lip. EPC MTX); 10 umolL”" de
mitoxantrona encapsulada em CLN (CLN MTX); Plasmideo de PTEN encapsulado em
Lipossomas de EPC (Lip. EPC PTEN); Plasmideo de PTEN encapsulado em CLN (CLN PTEN);
encapsulacdo conjunta de mitoxantrona e plasmideo de PTEN em lipossomas de EPC (Lip. EPC
Conjugacdo); encapsulacdo conjunta de mitoxantrona e plasmideo de PTEN em CLN (CLN
Conjugacdo). Resultados apresentados em forma de média e desvio padrdo de 3 experimentos
independentes (n=3). “a” representa diferenca estatistica (p<0,05) em compara¢do com
lipossomas de EPC vazios (Lip. EPC). Andlise estatistica ANOVA seguida do teste de Tukey.
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Como ultimo passo de nossa andlise, avaliamos a citotoxicidade dos
carreadores produzidos (lipossomas, CLN e NLS) em outra linhagem cancerigena, a de
cancer de mama resistente a mitoxantrona (MCF-7). Os resultados obtidos estao
expostos na Figura 27 - para Lipossomas de DOTAP e NLS - e Figura 28 - para

lipossomas de EPC e CLN.
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e

Figura 27 - Viabilidade acessada por MTT de 10° células por pogo de Cancer de Mama (MCF-7
resistente) tratadas por 24h com lipossomas de DOTAP vazios (Lip. DOTAP); NLS vazia (NLS);
10 ,umol.L'I de mitoxantrona livre (MTX); plasmideo de PTEN livre (PTEN); 10 ,umol.L'] de
mitoxantrona encapsulado em lipossomas de DOTAP (Lip. DOTAP MTX); 10 ,umol.L'] de
mitoxantrona encapsulada em NLS (NLS MTX); Plasmideo de PTEN encapsulado em
lipossomas de DOTAP (Lip. DOTAP PTEN); Plasmideo de PTEN encapsulado em NLS (NLS
PTEN); encapsulagcdo conjunta de mitoxantrona e plasmideo de PTEN em Lipossomas de
DOTAP (Lip. DOTAP conjugacdo); encapsulacdo conjunta de mitoxantrona e plasmideo de
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PTEN em NLS (NLS conjugagdo). Resultados apresentados em forma de média e desvio padrdo

de 3 experimentos independentes (n=3). “a” representa diferenca estatistica (p<0,05) em
comparagdo com lipossomas de DOTAP vazio (Lip. DOTAP) e PTEN Livre; “b” como diferenca
estatistica em relacdo a NLS vazia e PTEN livre; “c” como diferenca estatistica com PTEN
carreada por NLS (NLS PTEN) e carreamento conjunto por Lipossomas de DOTAP (Lip.

DOTAP conjugacgdo). Andlise estatistica ANOVA seguida do teste de Tukey.
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Figura 28 - Viabilidade acessada por MTT de 10° células por pogo de Cancer de Mama (MCF-7
resistente) tratadas por 24h com lipossomas de EPC vazia (Lip. EPC); CLN vazia (CLN); 10
,umol.L’] de mitoxantrona livre (MTX); plasmideo de PTEN livre (PTEN); 10 ,umol.L'] de
mitoxantrona encapsulado em lipossomas de EPC (Lip. EPC MTX);, 10 ,umol.L'] de
mitoxantrona encapsulada em CLN (CLN MTX); Plasmideo de PTEN encapsulado em
lipossomas de EPC (Lip. EPC PTEN); Plasmideo de PTEN encapsulado em CLN (CLN PTEN);
encapsulacdo conjunta de mitoxantrona e plasmideo de PTEN em Lipossomas de EPC (Lip.
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EPC conjugacdo); encapsulagcdo conjunta de mitoxantrona e plasmideo de PTEN em CLN (CLN
conjugacdo). Resultados apresentados em forma de média e desvio padrdo de 3 experimentos
independentes (n=3). Andlise estatistica ANOVA seguida do teste de Tukey.

Para o cancer de mama (MCF-7), observamos que a linhagem se mostrou
resistente ao farmaco livre (MTX) e encapsulado em lipossomas de DOTAP (Lip.
DOTAP MTX) ou nas NLS (NLS MTX) (Figura 27). O tratamento com o gene
codificante de PTEN induziu toxicidade, tanto com os lipossomas de DOTAP com as
NLS, demonstrando que o carreamento genético pode ser realizado por estes dois
carreadores. Além disso, registrou-se um efeito sinérgico na formulacdo de
carreamento conjunto do farmaco MTX e do gene codificante de PTEN pelas NLS,
levando a maior perda de viabilidade celular (p<0,05). A liberacdo de MTX nao pode
ser visualizada no carreamento somente de MTX pelas NLS (Figura 27) provavelmente
devido a resisténcia ao farmaco da MCF-7, como demonstrado na Figura 22, algo que
s6 pode ser demonstrado com a expressado de PTEN (Conjugacédo NLS). Zhang e col.
(2004) obtiveram resultados semelhantes com a conjugacdao de mitoxantrona e
flavondides, revertendo, assim, a resisténcia ao farmaco em células MCF-7.

Esta sinergia pode ter sido causada pela expressdo da PTEN em conjunto com
liberacdo da MTX das NLS para as células de MCF-7. Esta liberacdo de MTX nao
ocorreu nas células PC3, o que pode demonstrar a importadncia do mecanismo de
internalizacdo e o subsequente processamento intracelular de nanoparticulas,
demonstrando que esse fendmeno é célula-dependente, ja que demonstramos néo
haver um efeito de expulsao repentina (burst effect) da droga até 72 horas (Figura 19).
Possivelmente, a internalizacdo das particulas e consequente processamento
intracelular sejam distintos nos 2 tipos de células cancerigenas testadas. Com a MCF-
7, ha algum processamento da NLS que libera a MTX, pois, para 24 horas de
exposicdo com a NLS, demonstramos haver liberacdo de apenas 5.8 % da
mitoxantrona encontrada na NLS (Figura 19), enquanto que nas células PC3 ha
degradacao das particulas, ou ainda, ndo ha liberagdo da MTX (Sahay et al, 2010).

Ja para CLN e lipossomas de EPC, ndo foram observados efeitos citotoxicos
nas concentragdes testadas, nem pelo MTX, nem pelo gene da PTEN, sobre as células
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MCF-7 (Figura 28). Isso demonstra que a linhagem celular é resistente a esta
concentracao de farmaco, mesmo carreado (no caso do lipossoma de EPC) ou que a
MTX nao foi liberada das CLN, nao ocasionando efeito tdéxico. Em relagcdo ao
carreamento genético e a possibilidade de efeito sinergético entre MTX e gene da
PTEN, ndo houve efeito citotoxico nessas células. Isso demonstra que o carreamento
genético se faz necessario, ja que as CLN nao possuem ligacdo especifica com o
material genético e ndo foram efetivas, enquanto o carreamento genético obtido nas
NLS foi fator determinante para a o sucesso obtido, na diminui¢cao da viabilidade celular
nesta esta linhagem resistente a MTX (Figura 27).

Em suma, pudemos ver que a sinergia (MTX e gene da PTEN) é benéfica neste
caso, onde possivelmente o gene para a proteina PTEN fragilize as células resistentes,
possibilitando a atuagcdo do farmaco mais eficientemente, matando as células
cancerigenas (MCF-7), diferentemente dos resultados observados com células nao
cancerigenas (Balb/3T3, Figura 24).

Em todas as linhagens analisadas, o DNA codificante para PTEN n&o induziu
niveis significativos de perda de atividade celular, reiterando a interpretacao de nao
haver internalizacdo significativa do material genético livre, 0 que esta de acordo com
relatos da literatura, em que nem com altas doses de DNA codificante para eGFP e
LacZ foi possivel diminuir significativamente a viabilidade celular em células de
HEK293 (Liu et al., 2007).

5. Conclusoes

Com tudo isto, podemos concluir para as metas estabelecidas:

1) a extrusao de microemulsdo pode produzir nanoparticulas lipidicas sélidas
(NLS) e carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), demonstrando toda sua
versatilidade e otimizamos a metodologia para o preparo dessas nanoparticulas
lipidicas com 15 passagens pela membrana e temperatura do sistema como a
temperatura de fusédo do lipidio sélido acrescido de 5 °C (Tf+5°C). Esta metodologia é
uma alternativa para métodos de producéo atuais, e.g., homogeneizacao a alta pressao

e microemulsao a quente, principalmente para formulagdes preparadas em pequenos
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volumes, escala laboratorial ou que contém compostos caros ou dificeis de obter, como
farmacos, lipidios cati6nicos, moléculas usadas para enderecamento (targeting) da
formulagdo, marcadores de fluorescéncia, entre outros. Além disso, a extrusdo em
pequenos volumes é uma técnica rapida, barata, reprodutiva e que néo utiliza solventes
organicos.

2) As CLN e NLS se apresentaram estaveis ao longo de 180 dias sob
refrigeracao (4 °C), ao contrario dos lipossomas de EPC e DOTAP que foram estaveis
por somente 90 dias. As micrografias demonstraram ultraestrutura monolitica nas
nanoparticulas lipidicas (CLN e NLS), enquanto que a calorimetria mostra transi¢coes
endotérmicas residuais de seus lipidios sélidos, o que pode diferenciar tais particulas
dos lipossomas, que apresentaram grande fracdo aquosa na microscopia eletrénica de
transmissao e nenhuma transicao.

3) Para o carreamento de farmacos, ambas nanoparticulas (CLN e NLS) foram
capazes de incorporar eficientemente (81 e 64 %, respectivamente) o quimioterapico
mitoxantrona, enquanto que lipossomas de formulacdo similar (EPC e DOTAP,
respectivamente) apresentaram encapsulagéo abaixo de 20 %. A cinética de liberagéo
do farmaco foi diferente também, sendo que, nos lipossomas, a permeacao de toda
mitoxantrona ocorreu em 8 horas (tempo similar ao do farmaco livre), enquanto que
apenas 12 % da MTX foram permeadas ap6s 72 horas de ensaio, nas formulacdes de
CLN e NLS.

4) Para o carreamento de genes, apenas os carreadores catibnicos (NLS e
lipossomas de DOTAP) foram capazes de interagir com material genético (DNAp) de
forma eficiente e o protegeram contra a enzima degradadora de DNA (DNase 1) de
forma similar, enquanto que os carreadores neutros (CLN e lipossomas de EPC) nao
apresentaram tal capacidade. Isto foi devido a diferenga entre o potencial Zeta dessas
particulas.

5) As NLS e os lipossomas de DOTAP contendo o gene codificante para PTEN
induziram citotoxicidade em cancer de préstata (PC3). O carreamento concomitante do
farmaco mitoxantrona e do gene codificante para PTEN nas NLS induziu perda de
atividade celular em linhagem de cancer de mama (MCF-7 resistente), demonstrando
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um efeito sinergético na acado desses agentes anticancerigenos in vitro. Assim, a
terapia combinada, com genes e farmacos carreados em sistemas de liberacao
sustentada, pode ser uma interessante alternativa para o tratamento mais eficiente

contra o cancer.

6. Perspectivas

Em sequéncia deste trabalho, pretendemos elucidar o(s) mecanismo(s) que as
faz(em) eficientes em um tipo celular (MCF-7 resistente, PC3) e ndo em outro
(Balb/3T3). Provavelmente, diferentes mecanismos de internalizagdo e o trafego
intracelular dessas nanoparticulas possam explicar as diferencas apresentadas.

Propomos, também, realizar analises com microscopia eletrbnica de
transmissao (TEM) das NLS com o farmaco (mitoxantrona) e gene codificante para
PTEN encapsulado, comparando-as com as imagens obtidas com os carreadores
vazios e verificar o efeito da liofilizacdo das particulas carregadas com o farmaco nos
ensaios de didlise, para avaliar se ndo ha liberacao antecipada de mitoxantrona frente
a liofilizacdo dos veiculos. Assim como avaliar a estabilidade fisico-quimica das
formulacbes a temperatura e umidade relativa ambiente ao longo do tempo.

Elegemos, também, a realizacdo do tratamento com mitoxantrona e gene para
PTEN das células de cancer de mama e de préstata por 48 e 72 horas, juntamente com
a realizacdo de western blotting como forma de demonstrar que o gene para PTEN é
realmente expresso nas linhagens celulares.

Por fim, propomos estudar a funcionalizacdo da superficie das particulas com
polietileno glicol (PEG) e/ou moléculas para direcionamento tecidual e testar se estas
modificacdes realmente podem aumentar a especificidade das particulas para serem

tecido-especificos, uma vez na corrente sanguinea.
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