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CAMPOS, Thiers Araujo. Desenvolvimento de um nanosistema contendo 17-
AAG com propriedade antitumoral. Tese (Doutorado) — Universidade Federal
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RESUMO

O 17-N-alil-amino-17-demetoxigeldanamicina (17-AAG) €é um inibidor da
proteina chaperona Hsp90 e tem sido estudado extensivamente como um
agente anticancerigeno. O seu uso terapéutico ainda € limitado devido a sua
baixa hidrofilicidade e toxicidade. Diante disso, o estudo tem como objetivo
principal desenvolver um nanossistema contendo 17-AAG e verificar a sua
acdo antiproliferativa com efeitos téxicos reduzidos. Primeiro, foram
desenvolvidos lipossomas catibnicos contendo 17-AAG avaliando sua acéo
através de andlises in vitro (viabilidade celular para linhagem de células Hela,
MCF-7, J774 e Sarcoma 180) e in vivo (atividade antintumoral utilizando o
tumor de Ehrlich). No segundo momento, foram preparados complexos de
inclusdo (17-AAG:HPBCD) obtidos por liofilizagcdo e caracterizados fisico-
guimicamente. Por ultimo, os lipossomas contendo complexo de inclusdo do
17-AAG foram preparados pelo método de hidratacdo do filme lipidico e
submetidos a andlise de citotoxicidade frente as células Hela e MCF-7. Os
lipossomas catidnicos desenvolvidos apresentaram monodispersos e com
tamanho inferior a 200 nm. O 17-AAG na bicamada dos lipossomas influenciou
apenas na diminuicdo do potencial zeta passando de +21,13 para +11, 43 mV.
O tratamento nas trés células de cancer com estes lipossomas contendo o 17-
AAG e nas diferentes concentracfes estudadas, demonstraram percentuais
maiores de inibicdo em relacdo ao composto livre. J& os lipossomas branco
nao foram toéxicos frente as células sadias como macrofagos (J774). Nos
estudos in vivo foi verificado que ndo houve diferenga estatistica quanto ao
volume do tumoral, peso dos animais, peso do tumor, peso dos 6rgaos e indice
mitotico. No entanto, alteracdes foram visiveis na histomorfologia do baco,
figado e rins. Os complexos de inclusdo obtidos demonstraram a integridade do
17-AAG identificado através do teor (99 + 0.79%).0 diagrama de solubilidade
de fases de 17-AAG:HPBCD apresentou uma curva do tipo A., com K;; = 5,3



CAMPOS, T.A., (2016) Desenvolvimento de um nanosistema contendo 17-AAG ... 11

M™. Na presenca de 1000 mM de HPBCD, a solubilidade do 17-AAG aumentou
39 vezes. O complexo de inclusdo 17-AAG:HPBCD apresentou modificagdes
no IV, difracdo de raios-X, microscopia e DSC e TG, sugerindo a formacéo do
complexo de inclusdo. A citotoxicidade frente a células sadias (J774)
evidenciaram que o complexo de inclusdo apresentou efeitos inibitérios
similares ao composto livre em concentragfes <10 pM. ApdOs o processo de
preparacdo, os lipossomas contendo complexo de inclusdo apresentaram
diametro médio variando entre 142 e 157 nm, e o indice de polidispersdo néo
superior a 0,37. As formulagcdes mantiveram-se estaveis apds 30 dias quando
armazenadas a 4°C. Os resultados apresentaram, que ndo ha diferenca
significativa nas formas de encapsular o 17-AAG nos lipossomas, revelando
uma EE% de 99% para ambos tipos. Os lipossomas desenvolvidos neste
estudo, obtiveram uma carga positiva e sua morfologia microscopica confirma o
tamanho e o tipo de lipossomas preparados. Nos estudos de citotoxicidade a
acao inibitéria do LP-17-AAG e o LP-17-AAG:HPBCD demonstraram-se mais
eficientes comparado ao farmaco livre. Estes resultados demonstram que a
complexacdo do 17-AAG a ciclodextrina, e sua incorporagcéo em lipossomas,
proporcionou uma melhoria na estabilidade e hidrossolubilidade do composto,
viabilizando, portanto, seu uso terapéutico.

Palavras-chave: 17-AAG; 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina; lipossomas.
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ABSTRACT

The 17-N-allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-AAG) is an inhibitor of
Hsp90 chaperone protein and has been extensively studied as an anticancer
agent. The therapeutic use is still limited due to its low hydrophilicity and
hepatotoxicity. Thus, the study aims to develop a nanossistema containing 17-
AAG and check their antiproliferative action with reduced toxicity. First, cationic
liposomes containing 17-AAG were developed evaluating their action through in
vitro tests (cell viability for line of Hela cells, MCF-7, J774 and Sarcoma 180)
and in vivo (antintumoral activity using the Ehrlich tumor). In the second phase,
they were prepared inclusion complexes (17-AAG: HPBCD) obtained by
lyophilization and physico-chemically characterized. Finally, liposomes
containing the inclusion complex of 17-AAG were prepared by lipid film
hydration method and subjected forward cytotoxicity assay Hela and MCF-7
cells. Developed cationic liposomes showed monodisperse and smaller than
200 nm. The 17-AAG in the bilayer of the liposomes only influenced the
decrease in zeta potential of passing +21.13 +11 to 43 mV. The treatment in all
three cancer cells with these liposomes containing 17-AAG and different
concentrations studied showed greater percentage inhibition compared to the
free compound. Already the white liposomes were no toxicity in healthy cells
such as macrophages (J774). In vivo studies it was found that there was no
statistical difference in the volume of tumor, animal weight, tumor weight, organ
weight and mitotic index. However, changes were visible on histomorphology of
spleen, liver and kidneys. The solubility phase diagram of 17-AAG: HPBCD
showed a curved-type LA, Ki.1 = 5.3 m™. In the presence of HPBCD 1000 mm,
the solubility of 17-AAG increased 39 times. The inclusion complex of 17-AAG:
HPBCD presented modifications IR, X-ray diffraction, microscopy and DSC and
TG, suggesting the formation of the inclusion complex. After the manufacturing
process, liposome proved to be homogeneous with a mean diameter ranging
between 142 and 157 nm and a polydispersity not exceeding 0.37.The front
cytotoxic to healthy cells (J774) showed that the inclusion complex showed
similar inhibitory effects to the free compound in concentrations of <10 uM. After
the process of preparation of the inclusion complex containing liposomes had
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an average diameter between 142 and 157 nm and the polydispersion index not
greater than 0.37. The formulations were stable after 30 days when stored at 4 °
C. The results showed that there is no significant difference in the ways of
encapsulating 17-AAG in liposomes, revealing an EE% 99% for both types. The
Liposomes developed in this study obtained a positive charge and their
microscopic morphology confirms the size and type of liposomes. In cytotoxicity
studies the inhibitory action of the LP-17-AAG and the LP-17-AAG: HPBCD
proved to be more efficient compared to the free drug.These results
demonstrate that the complexation of cyclodextrin 17-AAG, and their
incorporation into liposome gave an improvement in stability and water solubility
of the compound, allowing therefore their therapeutic use.

Keywords: 17-AAG; 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin; liposome.
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1. INTRODUCAO

A proteina de choque térmico 90 (Hsp90) é uma proteina chaperona de
90 kDa, que facilita a resposta celular ao stress através da regulacdo da
dobragem e atividade de muitas proteinas clientes, que incluem as proteinas
de estimulac&o de crescimento celular envolvidos na transformacéo maligna de
varios cancéres (L. NECKERS, J.B. TREPEL., 2014; TRENDOWSKI, M.,
2015). O 17-N-alilamino-17-demetoxigeldanamicina (tanespimycin, 17-AAG)
tem sido investigado como inibidor da Hsp90. Com base nos resultados pré-
clinicos promissores, o 17-AAG também esta sendo testado clinicamente na
quimioterapia convencional ou em combinagdo com outros tratamentos
(PORTER, J. R.; FRITZ, C. C.; DEPEW, K. M., 2010).

Embora o indice terapéutico para tanespimycin seja excelente, a sua
toxicidade (gastrointestinal e hepatica) limita seu uso terapéutico para o
tratamento do cancer. Devido a sua pobre solubilidade, a administragéo do 17-
AAG ndo é facil, principalmente por requerer o uso de excipientes organicos e
esses por sua vez também séo toxicos (RICHARDSON, P. G. et al., 2010; HO,
N. et al., 2012). Portanto, uma formulacdo melhorada para 17-AAG é
necessario para eliminar o uso de excipientes organicos téxicos, bem como
permitir uma melhor administracdo de farmaco ao tecido tumoral com
hepatotoxicidade aliviada. Diante dessa informacdo, uma rota alternativa € a
formacado de complexos de inclusdo com ciclodextrinas.

As ciclodextrinas (CDs) sdo veiculos de farmacos, formados por
oligossacarideos ciclicos unidas por ligagdes a (1-4), que tendem a formar
complexos de inclusdo com uma grande variedade de moléculas hospedes. A
2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) € um derivado sintético da
ciclodextrina natural B-ciclodextrina, bastante utilizada por apresentar alta
solubilidade e baixa toxicidade (KURKOV, S. V.; LOFTSSON, T., 2013; MURA, P.,
2014). Mesmo com muitas vantagens apresentadas na formacdo dos
complexos de inclusdo, ainda ndo € suficiente para promover uma liberacédo
controlada do 17-AAG.

Ao longo dos ultimos 10 anos, mais de 25.000 publicacbes tém centrado
nos sistemas de liberacdo controlada de drogas, (Drug Delivery Systems)

utilizando nanossistemas. E o cancer, na face do tratamento encontra-se
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dentre as linhas pesquisas mais estudadas sobre sistemas de liberacdo
controlada por proporcionar vantagens claras nos estudos pré-clinicos e
clinicos (ANSELMO, A. C.; MITRAGOTRI, S., 2014).

Considerados biocompativeis e ndo imunogénicos, 0s lipossomas sdo
nanovesiculas esféricas que tém sido utilizados como modelos de membranas
artificiais e como transportadores antitumorais in vivo (GHARIB, R. et al., 2015).
Assim, com a reducao da toxicidade do farmaco mantendo o excelente efeito
antitumoral, os lipossomas oferecem uma excelente oportunidade para
complexo de inclusdo 17-AAG:HPBCD otimizando os parametros
farmacocinéticos e os efeitos farmacolégicos (ANWEKAR, H., PATEL, S,
SINGHAI A. K., 2011).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer

Dados da Organizacdo Mundial de Saude advertem que o cancer lidera
as causas de morte no mundo. Em 2005, o cancer foi responsavel por 7,6
milhdes de mortes e, em 2007, por 7,9 milhdes. Nos proximos 20 anos, havera
um aumento de 46,8% de incidéncia da doencga. Os cinco tipos de cancer que
mais matam as pessoas sdo cancer de pulméo (1,3 milhdes de mortes por
ano), estdmago (1 milhdo), figado (662.000), colon (655.000) e mama
(502.000). Porém, os tipos mais incidentes, conforme os ultimos anos sdo os
canceres de prostata e de pulmao, no sexo masculino, e os canceres de mama
e de colo do utero, no sexo feminino (INCA, 2015; WHO, 2015)

O cancer é o nome dado ao conjunto de mais de 100 doencas que em
comum tém o crescimento desordenado de células. Pode ser descrito também
como uma rede complexa de fendmenos de multiplicacdo e diferenciacao
celular sujeitas a diferentes sistemas de controle exercidos por proteinas
sintetizadas a partir de informacdes genéticas contidas no DNA. Essas
proteinas atuam em harmonia na regulacéo do ciclo celular, a homeostase, que
recebe influéncias de agentes internos e externos das células sob o controle de
um sistema integrado e complexo, mantendo a populacdo celular dentro de
limites fisiol6gicos. Porém, alteracBes nesse sistema regulatério resultam em
distirbios do crescimento e da diferenciacdo de células ou de ambos ao
mesmo tempo, que tendem as células a serem agressivas, incontrolaveis e
invasivas, chamadas também de neoplasias (BRASILEIRO-FILHO et al., 2012;
INCA, 2015).

7

As neoplasias é o resultado de mutagdes cumulativas que alteram
pontos especificos do DNA de uma célula, mudando as proteinas especificas
decodificadas por genes relacionados a doenga naqueles locais. As mutacdes
afetam dois tipos de genes: os genes supressores de tumor, que sao inativados
nas células tumorais, pois possuem a habilidade de limitar a divisdo celular; e
0S oncogenes que estimulam o crescimento ou divisdo celular mantendo-se em
estado ativo (GIBBS, 2003).
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Outros fatores possuem um importante papel na etiologia do cancer e,
dentre os principais, destacam-se os carcinégenos quimicos e fisicos, agentes
infecciosos e o estilo de vida do individuo. Além disso, fatores enddgenos
relacionados com o sistema de reparo a danos do DNA e o sistema de
detoxificagdo e eliminagcdo de carcinogeno também influenciam a
carcinogénese. Todos esses fatores atuam desencadeando alteragdes no DNA
da célula que culminam na transformacéo de uma célula normal em uma célula
cancerosa (ALMEIDA et al.,2010).

As células cancerosas sdo conceituadas por invadir e colonizar tecidos e
orgaos. Essa proliferagdo fora de controle ir4 originar um tumor ou neoplasma,
ou seja, um crescimento de uma massa de células anormais. A medida que as
células neoplasicas permanecem agrupadas numa massa unica, o tumor € dito
benigno. A cura completa pode ser obtida pela remogcdo da massa
cirurgicamente. Um tumor maligno € considerado como cancer quando as
células tiverem o poder de invadir tecidos vizinhos. A capacidade de invaséo
geralmente implica na habilidade de escapar, entrar na corrente sanguinea ou
vasos linfaticos e formar tumores secundarios ou metastases em outros locais
do corpo (Figura 1). Quanto mais metastases um cancer for capaz de produzir,
mais dificil a sua erradicacdo (ALBERTS, 1997; INCA, 2015).

Figura 1. Esquema do processo de metéstase

Tumor crescendo Tumor causando Tumor alcangando
localmente invasao local vasos sanguineos

g A

Células tumorais viajam
pela corrente sanguinea

o\ @
Célula tumoral Novo tumor formado a distancia
sanguineo de outro 6rgao invade tecido (mestastase)

Fonte: http://eltondacostabiologia.blogspot.com.br/2011_04_ 01 archive.html
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Do ponto de vista clinico e comportamental, as neoplasias benignas
caracterizam-se pela presenca de células bem diferenciadas, com atipias
celulares e arquiteturas discretas assemelhando ao tecido original, baixo indice
mitético, crescimento lento e expansivo. O tumor é bem delimitado e
geralmente ndo reaparece apos cirurgia. Por outro lado, o neoplasma maligno,
também denominado anaplasia, sdo células que ndo possuem diferenciacao
celular, por varias alteracbes morfolégicas e funcionais como pleomorfismo
(variacdo de tamanho e forma tanto das células como dos nucleos) e
alteracbes na expressdo génica com tendéncias a sintese de isoformas das
enzimas predominantes na fase embrionaria. Estas células captam
aminoacidos com maior velocidade do que as células normais, sdo mais
resistentes a hipdéxia, ttm menor adesao entre si e motilidade consideravel, o
que geralmente origina a metastase (BRASILEIRO-FILHO et al., 2012; INCA,
2015).

A penetracdo das células cancerosas nos vasos sanguineos durante a
invasdo e extravasamento é o0 ponto crucial na metastase. Estudos
demonstraram que essa invasado do tumor através da penetracdo da membrana
vascular basal, requer participacdo ativa de enzimas hidroliticas, destruidoras
de tecidos, acarretando oclusdo de vasos linfaticos e sanguineos, como
hidrolases lisossomais, colagenases, serino-protease e ativador de
plasminogénio (ROUDIER, 2003;TANAKA, 2003; BRASILEIRO-FILHO et al.,
2012).

A metastatizacdo de células tumorais pode ocorrer através da
disseminacao linfatica e hematogénica. A disseminacéo linfatica € realizada
pelo transporte em vasos linfaticos, sendo o passo comum para 0s carcinomas
(cancer originado em tecidos epiteliais como mucosas ou pele), mas também
podem se disseminar por outra via, 0S sarcomas (cancer com inicio em tecido
conjuntivo). Durante a invaséo da célula neoplasica, a presenca do tumor pode
estimular a producdo e liberacdo de células imunocomponentes do sistema
linforreticular. Os ndédulos linfaticos podem ser uma barreira temporaria efetiva
para disseminacédo do tumor, todavia, as células tumorais passam rapidamente
pelos nédulos linfaticos e entram no sistema linfatico e circulacdo sanguinea.

Na disseminacdo hematologica o figado e os pulmdes sdo mais
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frequentemente afetados de forma secundaria, pois toda drenagem da area
portal flui para o figado e todo o sangue flui para os pulmdes através da veia
cava (COTRAN, 2000; BRAUN, C.A.; ANDERSON, C.M, 2009; BRASILEIRO-
FILHO et al., 2012).

Outro processo que esta envolvido no crescimento de tumor e metastase
€ chamado de angiogénese, caracterizado pelo desenvolvimento de novos
vasos sanguineos. Esse crescimento de tumores sélidos e metastase séo
dependentes da angiogénese do tumor, pois as células metastaticas liberam
fatores de crescimento de forma direta, através das préprias células do tumor e
de forma indireta, via recrutamento de outras células como macroéfagos e
células endoteliais (IGURA, 2001; KUMAR, V. et al.,, 2008; BRASILEIRO-
FILHO et al., 2012).

Muitas pesquisas tém sido realizadas com o proposito de elucidar e
compreender os processos de metastases secundarias a um tumor primario. A
compreensdao dos mecanismos moleculares da formacdo de metastase
poderia, eventualmente, permitir um esquema de tratamento para inibir o
tumor. Dessa forma, a pesquisa cientifica em Oncologia Clinica e/ou
experimental assume papel cada vez mais relevante, desenvolvendo novas
formas de tratamento, bem como novas substancias potencialmente eficazes

contra as neoplasias.

2.2 Tratamento do Cancer

O desenvolvimento tumoral acontece via um processo formalmente
analogo a evolucdo Darwiniana, as células do tumor acabam por induzir a
tolerdncia imunologica através de diversos mecanismos, impedindo o sistema
imunologico de produzir uma resposta imune eficaz (SOUZA, A. W. S. et al.,
2010). Portanto, durante as Ultimas décadas, as principais abordagens
terapéuticas empregadas no tratamento de diversos tipos de cancer na
tentativa de erradicar incluem processos cirargicos, terapia radioativa,
quimioterapia e terapia biolégica (imunoterapia, hormonal e terapia génica). A

aplicacao isolada ou a associacdo de tais modalidades tem maximizado a
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chance de cura ou o controle da doenca (ALMEIDA et al., 2005; ZAMARIN, D.
et al., 2014).

A cirurgia, antes do advento da quimioterapia e da radioterapia, era a
Unica possibilidade de tratamento do cancer. Naquela época, acreditava-se que
uma neoplasia maligna era um problema exclusivamente local e, portanto, a
cura poderia ser alcancada a partir de procedimentos cirargicos. Atualmente, a
cirurgia € considerada a forma mais eficaz de tratamento, quando o tumor esta
em estagio inicial e ndo apresenta metastase (ALMEIDA et al., 2005; KUMAR,
V., et al., 2008).

A técnica de radioterapia, empregada clinicamente em grande escala em
todo o mundo, desde a década de 70, tem como principais alvos 0s tumores
sélidos ndo metastizados e € frequentemente combinada com a cirurgia para
aumentar a eficiéncia do tratamento. Entretanto, devido as suas proprias
caracteristicas, esta técnica atua de modo indiscriminado nos diferentes
tecidos, destruindo tanto células tumorais quanto células sadias. Dados
demonstraram que em aproximadamente dois tercos dos pacientes, as
neoplasias se caracterizam por micrometastases, necessitando de uma terapia
sistémica. Neste contexto, o emprego da radiac&o ionizante, em procedimentos
terapéuticos, deve ser direcionado principalmente as células tumorais,
minimizando as doses de radiacdo em tecidos sadios (WILT, T. et la., 2008;
SCHERPENHUIZEN, A. et al 2015).

Introduzida na medicina ha cinglienta anos, a quimioterapia refere-se a
administracdo de drogas citotoxicas, capazes de promover morte celular ou
pelo menos inibir o crescimento celular. A sua primeira utilizacdo foi em 1940,
baseada na experiéncia de um paciente com linfoma, sob os efeitos do gas
mostarda no sistema linfatico, marcando o inicio da quimioterapia a tumores
malignos (DATTA, N. R. et al. 2015). O tratamento quimioterapico tem como
objetivo, erradicar o tumor ou reduzir seu crescimento, diminuindo dessa forma
0s sintomas relacionados ao cancer, promovendo a cura ou prolongando a vida
do paciente (BRASILEIRO-FILHO et al., 2012; DATTA, N. R. et al. 2015).

Uma grande limitagdo da quimioterapia no tratamento do cancer séo os

seus efeitos colaterais. A acdo antitumoral de farmacos antineoplasicos
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produzem efeitos toxicos ndo s6 especificamente contra células cancerigenas,
como células hematopoiéticas, células epiteliais intestinais e queratinécitos da
matriz capilar, o que explica a maior parte dos efeitos colaterais da
quimioterapia: nauseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior as infeccdes
(ALMEIDA et al, 2005; BRASILEIRO-FILHO et al., 2012). O corpo recupera-se
destes inconvenientes ap0s o tratamento, e 0 uso clinico desses farmacos
exige que os beneficios sejam confrontados com a toxicidade, na procura de

um indice terapéutico favoravel (KUMAR, V. et al., 2008).

Outra importante limitacdo da quimioterapia é a resisténcia especifica de
alguns tumores a determinados medicamentos aliada ao problema da
resisténcia a multiplas drogas (MDR), os quais tém sido apontados como uma
das principais causas de falha terapéutica e de mortes (DATTA, N. R. et al.
2015). Portanto, pesquisadores tém encontrado alvos, especificamente
proteinas envolvidas no carcinogénese, que podem ser estudados com o intuito

de estabelecer novos farmacos antitumorais.

2.3 Proteina chaperona

As varias condicfes de stress na célula, incluindo exposicédo ao calor, a
hipoxia, metais pesados, ou pH acido, podem estimular a ativacdo e regulacdo
de proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins-HSPs). As HSPs séo
chaperonas dependentes de ATP (Adenosina Trifosfato), que intervem na
maturacado, ativacao, transporte, e/ou degradacao de outras proteinas clientes
(TRENDOWSKI, M., 2015).

A chaperona é defenida como uma proteina que interage, estabiliza ou
auxilia outra proteina a adquirir a sua conformacéo funcionalmente ativa. A sua
funcdo é determinada pela sua estrutura tridimensional no processo de
enrolamento de proteinas recentemente sintetizadas ou danificadas,
sequestrando as proteinas danificadas para serem enroladas novamente ou
destruidas (ELLGAARD; HELENIUS, 2003). No caso do processo falhar, as
protreinas reconhecem como improprio e sdo destinadas a degradacao
(BERNIER et al., 2004). Quando submetidas ao calor excessivo, as cadeias de

aminoacidos que sdo dobradas em espirais, loops e folhas comecam a perder



CAMPOS, T.A., (2016) Desenvolvimento de um nanosistema contendo 17-AAG ... 32

as suas formas tornando disfuncional. Defeitos de proteina conformacionais
sd0 responsaveis por uma série de patologias, que vao desde a doenca de
Alzheimer até a transformacdo oncogénica em seres humanos (FERNANDES,
etal., 2012; ORTEGA, L., et al 2014).

As Hsps (Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp100 e pequenas HSPs) sé&o
um grupo particular das chaperonas que merecem destaque, principalmente
por constituirem uma resposta comum nos mais distintos organismos, sendo
conservada ao longo de toda a escala evolutiva. Elas cooperam no processo
de enrolamento de proteinas, na manutencdo do proteoma, incluindo o
enrolamento de proteinas recém-sintetizadas ou pos-traducao, o reenrolamento
das proteinas desnaturadas pelo stress, organizacdo oligomérica e a
assisténcia na degradacdo proteolitica (SLAVOTINEK; BIESECKER, 2001;
HARTL et al., 2011).

2.3.1 Proteina Hsp90

Pesquisas recentes demonstraram que as células cancerosas utilizam a
dindmica das Hsps, principalmente as Hsp90, para producéo de oncoproteinas,
tornando essa classe das chaperonas um importante alvo terapéutico. A Hsp90
€ um homodimero de aproximadamente 90 kDa, conhecido como membro da
superfamilia da ATPase, Girase-Hsp90-histidinaquinase-mutL (GHKL). Possui
uma dobra (dominio de ligacdo ATP) chamada de Bergerat que é distinto de
outras proteinas em consequencia das ligacbes com ATP encontrados em
cinases e ATPases (L. NECKERS, J.B. TREPEL., 2014; TRENDOWSKI, M.,
2015).

O ciclo da chaperona Hsp90 é acionado pela hidrélise de ATP que
funciona na dobragem de sua estrutura facilitando localizacdo de proteinas
clientes. O local de ligacdo de ATP da origem a um complexo multi-chaperona
com elevada atividade de ATPase. Cerca de 500 proteinas clientes foram
identificadas (TRENDOWSKI, M., 2015). Essa quantidade estéa relacionada na
sua estrutura conservada em trés dominios de ligacdes flexiveis: O dominio de
ligagcdo do ATP localizados dentro do dominio N-terminal; O dominio do meio

que é responsavel pela interacdo das proteinas clientes; e o dominio C-terminal
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importante na funcédo de dimerizagéo da chaperona (BURGER, A. M., 2007; L.
NECKERS, J.B. TREPEL., 2014).

As co-chaperonas estdo essencialmente envolvidas no ciclo de Hsp90,
na atuacao das transicfes entre as diferentes conformacfes da Hsp90 que
ocorre espontaneamente. Assim, as proteinas clientes também podem ligar-se
a Hsp90 por intermedio das co-chaperonas (Hsp70, Hsp40 entre outras)
(BURGER, A. M., 2007; LI et al., 2013). Nos tecidos normais a Hsp90 € uma
forma inativa, ndo complexada e com baixa afinidade ATPase. A ocupacdo do
bolso de ligacdo do ATP inibe todas as reagbes de redobramento
conformacionais da Hsp90, o que resulta na degradacdo das proteinas pelo
sistema ubiquitina-proteassoma (BURGER, A. M., 2007).

A via ubiquitina-proteassoma € conhecida como a via primaria de
degradacdo de proteinas dependente de energia (ATP), distribuidas no
citoplasma, reticulo endoplasmatico e nucleo. E estruturado hieraquicamente
em varias enzimas de ativacdo da ubiquitina. Por exemplo, a enzima ubiquitina
1 (E1) realiza transferéncia de ATP para outra enzima ubiquitina conjugada 2
(E2) e assim por diante. A formag&o das poliubiquitinas na maioria dos casos
sdo proteinas destinadas a degradacdo pelo proteossoma. A quantidade de
ubiquitina e seus substratos participam na regulacdo do crescimento e da
progressao do tumor (BURGER, A. M., 2007; NECKERS, J.B. TREPEL., 2014).

Por sua vez, o proteassoma € um complexo proteolitico que consiste
num nucleo catalitico (proteassoma 26 S) de 28 subunidades, organizado sob a
forma de anéis, que formam um cilindro oco sempre que ocorre a protedlise.
Este complexo encontra-se presente no citoplasma, nas regides perinucleares
e no nucleo de todas as células eucariotas. A sua funcdo consiste na
degradacdo de proteinas deformadas previamente marcadas pela ubiquitina
(BURGER, A. M., 2007; NECKERS, J.B. TREPEL., 2014).

Considerando que o Hsp90 é altamente dindmico na biologia do cancer,
expresso em altos niveis em uma variedade de canceres humanos incluindo
melanoma, leucemia e cancer de colon, préstata, pulméo e mama, atualmente,

17 compostos inibidores da atividade do Hsp90 estdo sob avaliagdo em
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ensaios clinicos, mas até agora nenhum deles foi aprovado para uso humano
(TRENDOWSKI, M., 2015).

2.4 Geldanamicina

Em 1970, a geldanamicina (GDM, CyH4N20g), um antibiotico
ansamicina benzoquinona (BQA) isolada de ocorréncia natural a partir do fungo
Streptomyces hygrocopicus, apresentou atividade anticancer através da
inibicdo especifica do complexo chaperona Hsp90 (FUKUYO, Y., HUNT, C. R,,
HORIKOSHI, N., 2010). A geldanamicina € um composto de propriedade
hidrofébica por constituir um anel de ansa fechado e uma benzoquinona planar
incorporada nela. O anel de ansa é uma estrutura basica que compreende de
uma amida planar e trés ligacdes duplas carbono-carbono. Entre os dezesseis
atomos do esqueleto da benzoquinona, nove ndo fazem ligagbes com
hidrogénio, por que possui um grupo carbonil, um grupo carbamato, um grupo
hidroxilo, dois grupos metoxil e quatro grupos metil (STEBBINS. C. E. et al.,
1997).

A GDM foi descrita como inibidor da Hsp90 pela primeira vez, quando se
investigou a inibicdo da formacédo do complexo de heteroproteina scr-Hsp90.
Posteriormente, observou que a ligagdo da GDM no dominio N-terminal da
Hsp90 é consequéncia de uma rede de interacbes entre Hsp90 e GDM,
formada através de pontes de hidrogénio e forcas de Van der Waals (PORTER,
J.R.; FRITZ, C. C.; DEPEW, K. M., 2010).

No complexo geldanamicina-Hsp90, a benzoquinona fica posicionada na
entrada da bolsa de ligacdo permitindo poucas interacdes. Dois dos grupos
metil do anel da ansa s&o centralmente posicionados para maximizar 0s
contatos intramolecular de Van der Waals. A ponta do anel da ansa, que tem o
grupo carbamato, metoxi e metil, liga-se na por¢ao inferior da bolsa do Hsp90
permitindo uma elevada densidade de contatos também de Van der Waals.
Esta conformacdo compactada difere das observadas com geldanamicina
livres, devido a perda de coplanaridade entre o grupo amida e a benzoquinona
da geldanamicina. Segundo os estudos de Stebbins e colaboradores (1997)

85% da area de superficie da geldanamicina é enterrada no complexo pela
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rede de ligacdes de hidrogénio. Estas interacdes estdo no fundo do bolso da
Hsp90, entre o grupo carbamato da geldanamicina e a cadeia lateral de Asp93
(porcdo da Hsp90). A importancia desta rede de ligacbes de hidrogénio
demonstra a atividade da geldanamicina na inibicdo da Hsp90 (STEBBINS. C.
E. et al.,, 1997; KITSON, R. R. et al.,, 2013). O entendimento fundamental da
inibicdo do Hsp90 é atribuido pela geldanamicina assumir a estrutura de
grampo C ligada a Hsp90, diminuindo a barreira de energia para isomerizacéo
(PORTER, J. R.; FRITZ, C. C.; DEPEW, K. M., 2010).

Embora a geldanamicina tenha demonstrado em estudos in vitro e in
vivo resultados convincentes na atividade anti-cancer, as suas limitacées por
causa da toxicidade hepatica observada, permitiram o desenvolvimento de
analogos com modificacbes no carbono 17 do anel ansa. Muitos desses
derivados apresentaram efeitos hepatotdxicos diminuidos mantendo uma
excelente atividade anti-tumoral levando a estudos clinicos. Por exemplo, 0 17-
AAG (SCHNUR, R. C. et al., 1995 BEHRSING, H. P. et al., 2005; PORTER, J.
R.; FRITZ, C. C.; DEPEW, K. M., 2010).

2.4.1 Tanespimicyn (17-AAG)

O 17-Alilamino-17-demetoéxi-geldanamicina, ou 17-AAG, ou tanespimycin
(C31H43N30g, Peso Molecular de 585 g/mol), € um analogo menos téxico e mais
estavel dentre o grupo de inibidores de Hsp90 conhecidos como ansamicinas
benzoquinona. Estudos demonstram que 17-AAG liga-se a Hsp90 com maior
afinidade em células tumorais do que em células normais, verificando que a
viabilidade de células tumorais do carcinoma de mama (BT474) obtiveram uma
concentragdo inibitoria (ICsp) de 6nM, enquanto que nas células epiteliais dos
rins humanos e fibroblastos dermais apresentaram uma ICso de 600 e 400 nM,
respectivamente (KAMAL et al., 2003; JANIN, Y. L. 2010). Nos estudos de
Myoshi e colaboradores (2012) demosntraram que nos queratindcitos (células
da camada basal da epiderme) o 17-AAG influencia em véarios tipos de
proteinas no processo de diferenciacdo celular. Porém, a reducéo € apenas no
nivel de expressao de dois tipos de citoqueratinas Ck1l e Ck10, e ndo a inibigdo

dos mesmos ou de outras proteinas.
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Em outros relatos cientificos, células de cancer tratados com 17-AAG
apresentaram deplecdo ou diminuicdo dos niveis de expressao de proteinas
oncongénicas (como a Hsp90, BCR-ABL, c-Raf-1, Akt, ERK, MEK, FAK) e
inibicdo da transducé&o de sinal, levando a paragem do ciclo celular (através da
clivagem das caspases 9 e 3), induzindo a apoptose. Essas informagbes da
bioquimica e fisiolégia das células tumorais avaliando a resposta a terapia
aplicada em ambos os modelos in vivo e in vitro, representa uma assinatura
molecular que é diagndéstico de inibicdo da Hsp90. (CHUNG et al, 2003; HO, N.
et al., 2012; FAINGOLD, D. et al., 2014; WANG, B. et al., 2014).

Desde 1999, as propriedades farmacologicas do 17-AAG sao estudadas
em ensaios pré-clinicos e clinicos demonstrando perfis de seguranca para a
dosagem com picos de concentracdo plasmatica maxima de 10 uM. A
monoterapia do 17-AAG observada nos estudos de fase clinica | foi bem
tolerada em pacientes pré-tratados intensivamente com mieloma multiplo na
recidiva/refrataria e no receptor-positivo do fator de crescimento epidermal
humano do cancer de mama (RICHARDSON, P. G. et al., 2010; WENKERT et
al., 2010; HO, N. et al., 2012).

Atualmente, segundo os dados do U.S. National Institutes of Health,
existem 37 estudos clinicos de fase I, Il e 1l que envolvem a terapia do 17-AAG
sozinho ou combinado com outros medicamentos para tratamento de diversos
tipos de cancer. Um estudo clinico de fase Il ja foi completado e demonstrou
niveis aceitaveis de toxicidade, obtendo também uma média de sobrevida de
232 dias (n = 11), contra 173 dias no grupo ndo tratado, em pacientes com
melanoma metastatico progressivo apés intervencdo terapéutica com drogas
atuais (PACEY et al., 2012). Muitos dos estudos clinicos em curso adotaram a
combinagcdo do 17-AAG com outras moleculas atuantes na atividade
antitumoral, visto que o 17-AAG em algumas células cancerosas apenas
sensibiliza retardando a progressao do tumor ou a proliferacdo de células
tumorais (HO, N. et al., 2012).

Apesar do avanco na pesquisa clinica de fase Ill, o0 17-AAG caracteriza-
se por ser uma substancia de carater hidrofébico e pouco solivel em agua (10
ug/ml, 17 uM), (GUO et al., 2008; CHANDRAN et al., 2010). A hepatotoxicidade
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e a baixa bioviabilidade oral recorrente da toxicidade gastrointestinal sdo outros
fatores limitantes dados pelas dificuldades aquosas (PORTER, J. R.; FRITZ, C.
C.; DEPEW, K. M., 2010). Estas desvantagens podem bloquear a eficacia do
17-AAG em muitos canceres, como observado em muitos ensaios clinicos de
fase Il. O efeito do 17-AAG na expresséo da RAF quinase foi de curta duragéo,
e nenhuma resposta objetiva anti-melanoma foi observado. Assim como, o 17-
AAG também nado obteve uma resposta efetiva em pacientes com cancer de

préstata e carcinoma papilar renal (HO, N. et al., 2012).

Os niveis de dosagem e as frequéncias de 17-AAG na terapia ndo estao
associados apenas pela toxicidade sistémica, mas também pela toxicidade dos
solventes organicos (Cremophor, etanol, DMSO, fosfolipidos de ovo) utilizados
para solubilizar a droga (KATRAGADDA, U. et al. 2011). Diante do exposto a
industria farmacéutica, busca utilizar veiculos para evitar ou minimizar a
toxicidade de alguns quimioterapicos, além de melhorar a solubilidade,
estabilidade e biodisponibilidade (UEKAMA, HIRAYAMA, E IRIE, 1998).

2.5 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) séo veiculos de farmacos, formados por
oligossacarideos ciclicos que vem sendo estudados nos ultimos 100 anos,
citados pela primeira vez em 1891 por Villiers, atravées do estudo sobre a
digestdo do amido pelo Bacillus amylobacter, denominando celulosina. No
inicio do século XX, Franz Schardinger identificou as ciclodextrinas como
produtos resultantes da degradacdo do amido pela acdo da enzima amilase
ciclodextrina glicosil transferase (CGTase), produzida pelo micro-organismo
Bacillus macerans. Este microorganismo foi capaz de romper um segmento da
hélice do amido e unir as duas porc¢des terminais deste fragmento numa Unica
molécula ciclica, ou seja, demonstrando a sua estrutura ciclica (KURKOV, S.
V.; LOFTSSON, T., 2013).

Em 1938 Freudenberg e colaboradores descobriram que as CDs
apresentam uma cavidade central e com isso foi determinado seu peso
molecular. Ap6s 15 anos, Freudenberg, French e Plieninger obtiveram uma

patente, retratando da formag&o de complexos de inclusao, pela interagdo das
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ciclodextrinas com moléculas hidrofobicas, permitindo o aumento da
solubilidade de farmacos pouco soluveis em &gua, protecdo de substancias
gue poderiam ser facilmente oxidadas e a reducéo da volatilidade de algumas
substancias (LOFTSSON, T., BREWSTER, M.E., 2010, 2011; KURKOV, S. V;
LOFTSSON, T., 2013).

As ciclodextrinas (CDs) sao formadas por unidades de glicopiranose
unidas por ligacées a (1-4), possuindo uma estrutura rigida em forma de um
cone truncado (Figura 2), onde os grupos OH secundarios ligados aos
carbonos C-2 e C-3 ocupam a base de maior diametro do tronco, enquanto as
hidroxilas primérias ligadas ao carbono C-6 localizam-se na base menor do
tronco (CHALLA et al., 2005; LOFTSSON, T.; DUCHENE, D, 2007; KURKOV,
S.V.; LOFTSSON, T., 2013).

Esta conformacdo faz com que a cavidade central apresente
caracteristicas lipofilicas e uma superficie externa hidrofilica, favorecendo a
disposicdo espacial dos grupamentos quimicos, permitindo, desta forma, o
processo de complexacdo molecular. A presenca da cavidade interna
hidrofébica faz com que a ciclodextrina tenha a capacidade de alojar uma
molécula héspede, formando complexos de inclusdo com uma variedade de
substéancias hidrofébicas (ARUN, et al., 2008).

Figura 2. Estrutura quimica de uma ciclodextrina (A) e desenho esquematico
(B) ilustrando a cavidade hidrofébica, a posi¢do das hidroxilas primarias e
secundarias e suas dimensées: altura (H), diametro interno (DI) e diametro

externo (DE).
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Conhecidas também como cicloamiloses, ciclomaltoses e Schardinger
dextrinas, as ciclodextrinas sdo classificadas de acordo com o numero de
unidades de glicopiranose, sendo a-ciclodextrina, B-ciclodextrina e -
ciclodextrina, as quais contém respectivamente seis, sete e oito unidades
glicosidicas. Além disso, as CDs naturais apresentam diferentes propriedades,
como tamanho de cavidade, reatividade, solubilidade, capacidade de
complexacao e efeito na estabilidade quimica das moléculas héspedes (Tabela
1) (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; ARUN, R. et al., 2008; KURKOV, S. V.;
LOFTSSON, T., 2013).

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas.

Ciclodextrina

Propriedades

a B Y

Unidades de glicopiranose 6 7 8
Peso molecular anidro (Dalton) 973 1135 1297

Formula empirica C36Hs0030 C42H70035 CasHs0040
Peso molecular 972.85 1134.99 1297.14
Dimensdes aproximadas (nm)

Altura (h) 0.78 0.78 0,78
Diametro interno (di) 0.65 0.62 0.80
Diametro externo (do) 1.46 1.54 1.75
Solubilidade (agua, 25°C) mg/mi 129.5 490 350

Fonte: adaptado de KURKOV, S. V.; LOFTSSON, T., 2013.

2.5.1 B-Ciclodextrinas

Uma analise comparativa de mais de 30 CDs atualmente conhecidas
contendo formulagBes farmacéuticas mostra que a B-ciclodextrina (BCD) é a
mais utilizada por possuir baixo custo. No entanto, a BCD tem limitado o seu
uso pela solubilidade aquosa ser relativamente baixa. As suas dimensdes

moleculares séo 6timas para a formacao de um anel de ligacdes de hidrogénio
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intramoleculares que neutralizam a hidratacdo da BCD, reduzindo assim a sua
solubilidade (KURKOV, S. V.; LOFTSSON, T., 2013).

Através da sintese por aminacoes, esterificacdes ou eterificacbes das
hidroxilas primarias e secundarias das CDs, pesquisadores tém utilizado as
CDs para modificar sua estrutura e com isso melhorar a biodisponibilidade de
farmacos fracamente hidrossoluveis. Esses derivados semi-sintéticos de CDs
evidenciam que a substituicdo de qualquer um dos grupos hidroxila por
grupamentos hidrofobicos resulta em um aumento significativo da solubilidade
aquosa (CALABRO et al., 2004; VEIGA, F., PECORELLI, C., RIBEIRO, 2006;
KURKOV, S. V.; LOFTSSON, T., 2013).

A habilidade dos derivados de CDs em formar complexos solUveis em
agua depende do grau de substituicdo da ciclodextrina, quando modificada
preserva as propriedades de solubilizagdo. O grau de substituicdo da HPRCD
de uso farmacéutico € de aproximadamente 0,65 (que significa que em média
existem 0,65 de grupamentos hidroxipropil por unidade de glicose)
(LOFTSSON; DUCHENE, 2007). Portanto, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HPBCD) € um derivado obtido pelo tratamento de uma solucdo de BCD com
propileno éxido, resultando em uma mistura de isébmeros devido a substituicdo
randémica dos grupamentos hidroxilicos, que tem uma atencéo especial pela
sua alta solubilidade, baixa toxicidade e maior cavidade hidrofébica em
comparagdo com outras ciclodextrinas da mesma familia, fazendo desta CD
uma forte candidata para incorporacdo em formulacdes farmacéuticas (VEIGA,
F., PECORELLI, C., RIBEIRO, 2006; LOFTSSON; DUCHENE, 2007; PINHO,
E. etal., 2014).

A tolerancia da HPBCD em organismo humano depende da via de
administracdo e da dose. Quando administrada intravenosamente a HPRCD é
tolerada em camundongos, macacos, ratos e cachorros em dose Unica por 90
dias. Especificamente nos macacos do género Cynomolgus a dose Unica
intravenosa que pode ser aplicada considerando néo letal € de 10000 mg/Kg
de HPBCD (BREWSTER, M. E., LOFTSSON, T., 2007; LOFTSSON, T.,
BREWSTER, M.E., 2011).
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Testes clinicos com humanos foram relatados que sob administracao
intravenosa a HPBCD nas doses de 0,5 /1 /1,5 /2 / 2,5 ou 3g mostrou que o
nivel plasmatico de HPBCD declinou rapidamente e esse declinio foi bifasico.
Ndo havendo diferenca entre homens e mulheres, nos parametros
farmacocinéticos, bem como tempo de meia vida e depuracdo (KURKOV, S. V.;
LOFTSSON, T., 2013).

2.5.2 Aplicacdes das ciclodextrinas na industria

Devido a sua capacidade de formar complexos de inclusdo com uma
variedade de substancias, as ciclodextrinas vém sendo extensivamente
utilizadas em diversos setores, destacando-se na industria alimenticia, agricola,
cosmeética, téxtil e principalmente na industria farmacéutica. A industria
alimenticia utiliza as ciclodextrinas na producdo de reagentes que reduzem
odores e sabores indesejaveis. Na industria cosmética, esta ligada com a
diminuicdo da irritacdo local, propiciando a acdo prolongada e também a
diminuicdo de odores (LOFTSSON; DUCHENE, 2007; LOFTSSON, T.
BREWSTER, M.E., 2010). Os complexos de inclusdo sdo encontrados também
em produtos da agricultura, como € o caso dos herbicidas Isoproturon e
Norflurazon e na industria téxtil é utilizada na impregnacao ou pulverizacdo de
tecidos (LOFTSSON; DUCHENE, 2007; PINHO, E. et al., 2014).

A primeira aplicacdo das ciclodextrinas na industria farmacéutica foi em
1976 com a utilizacdo de Prostaglandina E2/B-CD e apés doze anos foi
utilizado o piroxicam/B-CD. Porém, a primeira formulacdo desenvolvida foi uma
solugao oral de itraconazol/HPB-CD em 1997 (LOFTSSON, T., BREWSTER,
M.E., 2011).

Depois da primeira utilizagéo das CDs, estudos comecaram a descrever
a utilizacédo da HPBCD no aumento da solubilidade de produtos de origem
natural, em particular, substancias liquénicas, como o acido usnico (LIRA et al.,
2009), o acido fumarprotocetrarico e a atranorina, como compostos padrao de
baixa solubilidade em agua (KRISTMUNDSDOTTIR et al., 2005).
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2.6 Complexo de incluséo

Geralmente, substancias quimicas de baixa polaridade podem migrar
para o interior da cavidade interna das CDs, fénomeno conhecido como
complexacéo, formando complexos de inclusdo dindmicos em solugéo ou no
estado soélido (LOFTSSON, T., BREWSTER, M.E., 2010). Isso se da pela
variedade de forcas ndo-covalentes (quimica supramolecular), como forcas de
Van der Walls, interacdes hidrofébicas e ligacbes de hidrogénio, que sé&o
responsaveis pela formacdo do complexo, ndo ocorrendo interacdes fortes
como ligagBes covalentes. Contudo, devido a natureza destas ligaces, o
complexo ciclodextrina:farmaco esta continuamente sendo formado e
dissociado (KURKQV, S. V.; LOFTSSON, T., 2013; PINHO, E. et al., 2014).

Os mecanismos de interacdo entre as CDs e o composto hidrofébico
estdo envolvidos na formacado de complexos de inclusdo, de complexos de
nao-inclusdo, de agregados e de solucbes de farmacos supersaturadas
estaveis (BREWSTER; LOFTSSON, 2007). O complexo de inclusdo obtido
exibe novas caracteristicas fisico-quimicas, comparadas as moléculas livres,
aumentando a solubilidade de substancias lipofilicas, aumentando a sua
biodisponibilidade e diminuindo os efeitos indesejaveis do principio ativo
(KURKQV, S. V.; LOFTSSON, T., 2013).

Nos estudos de estequiometria molecular, o complexo de inclusdo pode
ser formado por diferentes razdes molares de CDs: farmaco (1:1, 1:2 e 2:1)
(Figura 3). Para as moléculas de baixo peso molecular pode ocorrer a
formacdo do complexo de inclusdo por mais de uma molécula na cavidade,
assim como, as moléculas de maior peso molecular podem complexar com
mais de uma molécula de ciclodextrina, dependendo da afinidade dos
grupamentos e da estereoquimica da molécula (LOFTSSON; DUCHENE, 2007;
KURKOV, S. V.; LOFTSSON, T., 2013).

A estabilidade dos complexos de inclusdo é investigada pela constante
de estabilidade (K;). Designada também como constante de dissociacao (Kg), €
avaliada pela comparacdo dos complexos 1:1 que esta frequentemente entre
50 e 2000 M™, com valores médios de 130, 490 e 350 M™ para aCD, BCD e

yCD, respectivamente. A maioria dos métodos utilizados para a determinacao
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da K. baseia-se na medida de uma propriedade fisica ou quimica da molécula
héspede com a ciclodextrina e é determinada em funcdo da concentracdo. O
comportamento observado (funcao linear, quadratica ou cubica) é indicativo da
estequiometria do complexo formado entre o farmaco e a ciclodextrina
(BREWSTER; LOFTSSON, 2007; KURKOV, S. V.; LOFTSSON, T., 2013).

2.6.1 Métodos de preparacao de complexo de incluséo

Os métodos de preparacdo dos complexos de inclusdo mais utilizados
sdo: mistura fisica, pasta, co-evaporacdo, co-precipitacdo, spray-drying e
freeze-drying. Este ultimo tem como vantagem a possibilidade de ser utilizado
em escala laboratorial e também em escala industrial (CARRIER, R. L.;
MILLER, L. A.; AHMED, I, 2007; LIRA ET AL., 2009; OLIVEIRA, J. et al. 2014).

No processo fisico de misturas de substanicas puras (ciclodextrina e
farmaco) pode haver interacdes entre elas, mas na literatura a mistura fisica é
interpretada como padrdo de ndo complexacdo. Outros relatos informam que
ao macerar a mistura fisica e acrescentar solvente pode originar uma pasta
uniforme que ao secar forma um pé. Essa técnica (pasta) pode permitir que
ocorram interacdes entre os dois compostos, mas baseia-se na primeira
metodologia. Aprimorando a técnica da pasta, a solucdo resultante da mistura
com solvente miscivel a agua (etanol, por exemplo) pode levar a uma melhoria
na interacdo quando submetidos ao rota-evaporador (co-evaporagao). A co-
precipitacdo € outra metodologia, realizada quando ocorre a solubilizacdo da
mistura dos constituintes do complexo de inclusdo em solugéo, formando um
precipitado. Esse método ndo pode ser aplicado em escala industrial pela
grande quantidade de agua utlizada (LOFTSSON, T., BREWSTER, M.E.,
2011; OLIVEIRA, J. et al. 2014).

Para a obtencdo de complexos de inclusdo através do método freeze-
drying, a ciclodextrina € completamente solubilizada em agua e posteriormente
o farmaco é adicionado a solugéo de ciclodextrina. A mistura permanece sob
agitacdo constante durante um periodo de tempo pré-determinado, sendo
congelada em seguida e submetida a liofilizacdo (KURKOV, S. V.; LOFTSSON,
T., 2013; OLIVEIRA, J. et al. 2014).
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A escolha do método de preparo de complexagdo é importante ndo s6
para o produto final obtido, como também a simplicidade do método, como
também a rapidez, o alto rendimento e principalmente o baixo custo para
reproducéo em escala industrial (OLIVEIRA, J. et al. 2014).

2.6.2 Métodos de caracterizagcdo do complexo de incluséo

As substancias lipofilicas que formam complexos de inclusdo 1:1
CD/farmaco, onde uma molécula da CD se complexa com uma do farmaco, é
analisada através do estudo de solubilidade de fases, cujo objetivo € relacionar
o efeito do agente solubilizante (CDs) na solubilidade de um composto
(KURKQV, S. V.; LOFTSSON, T., 2013).

Os primeiros a descrever o estudo de solubilidade de fases foram
Higuchi e Connors no ano de 1965, através do diagrama de solubilidade de
fases, obtido pela relacdo da concentracdo molar entre o farmaco em relacdo a
contracdo molar da ciclodextrina (LOFTSSON, T., BREWSTER, M.E., 2011).

A curva da solubilidade de fases plotada a partir do diagrama é
classificada em: curvas do tipo A, indicando que a molécula héspode aumenta
com incremento da concentracdo de CD, na formacdo de complexos de
inclusdo  soliveis com razdo  estequiométrica molar de 1:1
farmaco:ciclodextrina; curvas do tipo B, as quais sugerem a formacdo de
complexos de inclusdo com pobre solubilidade, em alguns casos, inferior a da
molécula hospedeira ocorrendo a precipitacdo a medida que ha encapsulacao.
As curvas do tipo A sdo subtipadas em A, (aumento linear da solubilidade do
farmaco como uma funcdo da concentracdo da ciclodextrina), Ap (desvio
isotérmico positivo), e Ay (desvio isotérmico negativo) e as curvas do tipo B, em
Bs (curva que denota complexos de limitada solubilidade) e B, (curva que indica
complexos insolaveis) (Figura 3) (LOFTSSON, T.; DUCHENE, D, 2007;
KURKOV, S. V.; LOFTSSON, T., 2013).
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Figura 3. Diagrama de solubilidade de fases
mostrando os tipos e subtipos de curvas A (A_ Ap e
An) e B (Bs e B)).
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Fonte: adaptado de MESSNER et al., 2010).

Estes dados do gréfico permitem calcular a estequiometria e a constante
de associacao (K;.;) das curvas formadas, que sédo utilizadas para comparar as
afinidades dos farmacos a diferentes CDs. Calcula-se a constante de
associacao para complexos de inclusdo 1:1 a partir da lineariedade da curva de
solubilidade de fases utilizando a equacdo K;.;= Slope/Sy(1 - Slope), em que
“Slope” € a inclinagédo da reta e Sy é a solubilidade intrinseca do composto,
assumindo como igual ao valor do Y-intercepto da curva linear (LOFTSSON, T.,
BREWSTER, M.E., 2010).

Outra maneira de comparar os efeitos solubilizantes das CDs, com
intencdo de revelar a afinidade do composto hidrofébico é comparar suas
eficiéncias de complexacdo (EC) (um parametro calculado sem levar em
consideracéo a solubilidade intrinseca) pela utilizacdo da seguinte equacéo: EC
= SoK1.1= [D/CDJ/[CD] = Slope/l - Slope, onde [D/CD] € a concentracdo do
complexo dissolvido; [CD], a concentracdo de ciclodextrina livre dissolvida
(KURKQV, S. V.; LOFTSSON, T., 2013).
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Muitas sado as metodologias que podem ser utilizadas para a
investigacdo dos complexos de inclusdo, que permitem ndo sé detectar a
formacdo do complexo de inclusdo, como conhecer a sua estrutura quimica e
interacOes que estabelecem entre os diferentes componentes. Para verificar a
integridade da molécula hospede no complexo de inclusdo, os métodos que
caracterizam fisico-quimicamente essa associacdo CDs:farmaco sédo difracédo
de raios-X (XRD), micoscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia
de absorcao na regiao do infravermelho (1V), ressonancia magnética nuclear de
prétons de hidrogénio (RMN *H) e estudo de solubilidade de fases
(CAVALCANTI et al., 2011; KURKOV, S. V.; LOFTSSON, T., 2013; VALENTE,
A.J. M.; SODERMAN, 0., 2014).

Mesmo com muitas vantagens atribuidas a formacdo dos complexos
de inclusdo, o mecanismo de complexacdo molecular ndo € suficiente para
promover a liberagdo controlada do agente terapéutico. A fim de melhorar a
estabilidade de potentes compostos lipofilicos e obter um perfil de liberacdo
controlada, estudos estdo voltados para encapsulacdo de complexos de
inclusdo em nanosistemas, denominados algumas vezes de complexo ternario
(KURKOV, S. V.; LOFTSSON, T., 2013).

Os complexos ternarios sdo sistemas compostos por trés moléculas
diferentes. Uma molécula € a droga ativa, a segunda é a CDs, enquanto o
terceiro componente melhora as propriedades fisico-quimicas e faz uma
liberacdo controlada do farmaco. Por vezes, a complexac¢do ternaria reduz os
efeitos colaterais de drogas. Varios estudos recentes foram dedicados a
sistemas ternarios onde um fosfolipido desempenhou o papel do terceiro
componente. Os fosfolipidos sdo conhecidos por formar bicamadas, que por
sua vez, formam vesiculas chamadas de lipossomas (LOFTSSON, T.,
BREWSTER, M.E., 2012; KURKOV, S. V.; LOFTSSON, T., 2013).

Portanto, para explorar o potencial terapéutico do 17-AAG é desejavel
desenvolver um sistema de liberagdo de farmaco livre de solvente organico o
que ira além de melhorar a acumulacdo no tecido do tumor, minimizar a
toxicidade. Dessa forma, s&o necessarias novas alternativas através da

nanotecnologia farmacéutica.
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2.7 Nanotecnologia

A nanotecnologia € uma ciéncia em rapida expansdo, que abrange o
desenvolvimento de materiais no tamanho nanométrico de 5-200 nm.
Nanbmetro é sua unidade de medida, que correlaciona com a bilionésima parte
do metro (10°). Essa dimensdo é muito superior aos padrées de moléculas
organicas, porém com uma menor gama de abordagem de muitas proteinas e

macromoléculas bioldgicas (FARIJ; WIFP, 2009).

No ano de 1959, o fisico Richard Feynman ganhou o prémio Nobel
relatando sobre as possibilidades, vantagens e mudangcas com a obtencao de
materiais em nanoescala (FEYNMAN, 1959). O termo nanotecnologia ainda
nao havia sido abordado, quando em 1974 um pesquisador da Universidade de
Tokio, Norio Taniguchi, distinguiu 0 novo campo da engenharia em escala sub-
micromeétrica, nanotecnologia, da engenharia em escala micrométrica. Anos
apos, Eric Drexler comecou a construcdo de maquinas em escala molecular, de
apenas alguns nandémetros de tamanho como bragcos de robd, motores e
computadores, muito menores que uma célula. Contudo, o significado da
palavra mudou para nanotecnologia, a fim de abranger os tipos mais simples
de tecnologia a escala nanométrica (DURAN, N.; MATTOSO, L.H.C.; DE
MORAIS, P.C., 2006)

Desde o surgimento, a nanotecnologia traz um enorme potencial a
saude humana, através do desenvolvimento de produtos farmacéuticos, no
diagnéstico, na prevencdao, deteccédo e tratamento de doencas. Em particular, a
nanomedicina destaca-se na producdo de sistemas especificos de liberacdo
controlada de farmacos. Estes nanocarreadores tém propdsito de direcionar e
controlar a liberacdo de farmacos com baixa solubilidade em agua, baixa
biodisponibilidade e alta toxicidade (SAHOO et al, 2006; SAKATA et al., 2007,
GAO et la., 2014).

2.7.1Sistemas de liberacao controlada

A tecnologia de sistemas de liberacdo controlada de farmacos surgiu na

década de 80, e tem o objetivo de manter o nivel de farmaco no sangue dentro
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da janela terapéutica, entre a concentracdo minima eficaz (CME) e a
concentracdo minima téxica (CMT) (SIEGEL, R.A., RATHBONE, M.J., 2012).
Quando o medicamento é administrado como uma dose grande e Unica, o nivel
de droga é elevado acima CMT, causando efeitos toxicos. Multiplas dosagens
com certo intervalo podem reduzir a concentragdo do farmaco no plasma
sanguineo, contudo pode obter uma eficacia subterapéutica devido a
diminuicio do CME. Portanto, € necessario desenvolver vetores com
frequencia reduzida de doses terapéuticas através de sistema de liberacéo
controlada de farmaco (HANNAH, J.; YEO, Y., 2015).

Para manter o farmaco com liberacdo controlada e uma concentracao
adequada no plasma por um periodo de tempo duradouro, o vetor
(nanossistema) deve possuir caracteristicas fundamentadas no tamanho,
lipofilia, estabilidade e citropismo do composto, bem como o comportamento
em fluidos biologicos (MAGENHEIM; BENITA, 1991; SIEGEL, R.A,
RATHBONE,M.J., 2012).

Outro fator determinante na liberacdo controlada do farmaco € o
mecanismo de escape do composto pelo nanocarreador. Segundo a literatura
existem trés basicos mecanismos (de difusdo, degradacao e os estimulos de
liberacdo controlada) (SIEGEL, R.A., RATHBONE,M.J., 2012; HANNAH, J.;
YEO, Y., 2015). Um sistema reservatério do tipo capsula € o mecanismo
mostrado por difusédo. O farmaco dissolvido no ndcleo ou disperso na matriz do
nanocarreador € acionado pela diferenca de sua concentracdo em relacao a
meio que se encontra. Este sistema geralmente mostra alta taxa inicial de
liberacdo de farmaco, porém diminui com o aumento da distancia da difusédo
das moléculas do compostos localizadas no interior dos nanosistemas
(CAUCHETIER et al.,2003). Estimulos internos ou externos (temperatura, pH,
forca ibnica, som e eletromagnetismo) do nanocarreador também podem
influenciar a liberagédo de farmacos. Por outro lado, ha mecanismos em que as
matrizes podem sofrer degradagbes tipicamente erosédo, ocorrendo da
superficie para o nucleo do nanosistema. Geralmente sao sistemas favoraveis

por ndo causar efeitos toéxicos a longo prazo (LEE, W.C., CHU,I.M., 2008).

Tém-se desenvolvido muitos nanomediacmentos que podem ser

utilizados como sistemas de liberacdo controlada, baseados na terapia do
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cancer, como microparticulas, nanoparticulas, lipossomas, dendrimeros,
nanotubos, dentre outros. A administracdo desses sistemas de liberacdo
controlada em relacdo as formas farmacéuticas convencionais (exemplo quimio
e radio terapicos), apresenta vantagens, como: otimizacdo do numero de
doses; liberacdo do farmaco por um tempo maior; direcionamento a alvos
especificos modificando o perfil farmacocinético e aumentando a distribuicdo
do composto no tecido tumoral; aumento da absorcéo celular e internalizacéo
em células cancerosas; protecdo do principio ativo da degradacéo; reducédo
dos efeitos adversos indesejaveis, provenientes da reducdo da toxicidade para
células normais; maior conveniéncia para o paciente e redu¢do dos custos na
saude (GAO et al., 2014). Dentre as varias formas de sistemas de liberacéo

controlada, os lipossomas vém sendo o mais estudado (FARIJ; WIFP, 2009).

2.7.2 Lipossomas

Os lipossomas (Figura 4) sdo nanovesiculas esféricas constituidas por
bicamadas lipidicas que encerram no seu interior um ou mais compartimentos
aquosos (ANWEKAR, H.; PATEL, S.; SINGHAI, A. K., 2011).

Figura 4 Esquema de formagé&o dos lipossomas: estrutura do

fosfolipidio, da bicamada lipidica e do lipossoma.
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Fonte: Adaptado de: courses.cm.utexas.edu.

Os primeiros estudos foram realizados por Alec Bangham (1963) através

da hidratacdo de filmes lipidicos depositados nas paredes de um frasco de
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vidro, observando que as moléculas lipidicas formavam estruturas vesiculares.
Logo mais, Gregory Gregoriadis investigou o transporte e a liberacdo de
farmacos por vesiculas lipossomais, propondo pela primeira vez a utilizacdo de
lipossomas, como um veiculo de compostos ativos. No ano de 1965 o termo
lipossoma foi determinado por Weissman, que do grego quer dizer
lipos=gordura + soma=corpo (BATISTA, C. M.; CARVALHO, C. M. B. DE;
MAGALHAES, N. S. S, 2007).

O grande interesse no estudo dos lipossomas € pelo fato principalmente
de serem nanoestruturas carreadoras de moléculas hidrofilicas e lipofilicas
(como quimioterapicos, hemoglobinas e co-fatores, antigenos,
imunomoduladores e material genético), sendo considerados veiculos
biodegradaveis, biocompativeis, ndo imunogénicos e flexiveis dependendo da
sua composicdo, tamanho e fluidez da bicamada lipidica (BATISTA, C. M,;
CARVALHO, C. M. B. DE; MAGALHAES, N. S. S, 2007; ANWEKAR, H.;
PATEL, S.; SINGHAI, A. K., 2011; WAGNER, A.; VORAUER-UHL, K., 2011).

Outro dado que corrobora a importancia dos lipossomas é o fato de que
0s elementos constituintes da bicamada lipidica sao idénticos a membrana
natural das células. Essa similaridade pode ser aumentada com modificacdes
quimicas na membrana do lipossoma, permitindo o direcionamento de
farmacos a células alvo. A membrana celular € pontilhada com uma miriade de
receptores que vinculam o meio extracelular aos seus respectivos ligantes
(lipossomas cuja superficie € funcionalizada com ligantes) na transducgéo de
um sinal no espaco intracelular. Sinal este, que pode desencadear uma
infinidade de caminhos bioquimicos, causando a internalizacdo dos sistemas
lipossomais, via endocitose (WAGNER, A.; VORAUER-UHL, K., 2011).

2.7.2.1 Composig¢ado quimica e tamanho dos lipossomas

Os lipossomas séo classificados quanto as suas propriedades com 0s
sistemas biologicos mediante a via de administragéo farmacéutica e método de
preparo. Estas propriedades sdo: tamanho de vesicula, nUmero de lamelas e
composicdo quimica (OLIVEIRA, et al., 2014; GHARIB, R. et al 2015).
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Os lipideos mais utilizados nas formulagbes de lipossomas sdo as
fosfatidilcolinas, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina, que tendem a
formar uma bicamada estavel em solucdo aquosa. Os fosfolipideos (de origem
sintética ou natural) sGo componentes essenciais nos sistemas lipossomais,
sendo a fosfatidilcolina mais utilizada, devido ao alto grau de insaturagao e sua
ramificacdo na cadeia lipidica, conferindo uma maior fluidez, rigidez e uma
diminuicdo na oxidacédo. Devido a sua anfifilia, os fosfolipidieos apresentam em
sua estrutura molecular uma porcéao hidrofilica e uma porcao hidrofébica
(KOHLI, A. G. et al., 2014; GHARIB, R. et al 2015).

Ha casos em que durante a preparacdo dos lipossomas, esteroides sédo
incorporados na tentativa de aumentar a rigidez da membrana lipossomal,
ocasionando, consequentemente, a estabilidade. Um tipo de esteréide € o
colesterol, que melhora a estabilidade da vesicula na presenca de fluidos
biolégicos como o sangue, através da reducdo da interacdo das proteinas
plasmaticas com as membranas dos lipossomas, diminuindo assim a
desestrututuracdo dos mesmos. Outras formula¢gdes tendem a utilizar carga na
superficie das membranas dos lipossomas, com a fosfatidilserina e o
fosfatidilglicerol como carga negativa e a estearilamina como carga positiva,
evitando assim precipitacdo e instabilidade (KOHLI, A. G. et al., 2014;
OLIVEIRA, J. et al., 2014; GHARIB, R. et al 2015).

O tamanho do lipossoma e o niumero de suas lamelas classificam os
lipossomas em: vesiculas multilamelares grandes (MLV- multilamellar large
vesicles), vesiculas unilamelares grandes (LUV - large unilamellar vesicles),
vesiculas multivesiculares (MMV - multivesicles vesicles) e vesiculas
unilamelares pequenas (SUV - small unilamellar vesicles) (Figura 5). Os SUVs
mostram um diametro de até 100 nm, diferenciando-se dos demais tipos que
variam em escala micromeétrica, possuindo um compartimento aquoso (LUV),
ou com Vvarios compartimentos intercalados (MLV), ou com diferentes
tamanhos de lamela (MMV) (OLIVEIRA, J. et al., 2014; GHARIB, R. et al 2015).
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Figura 5. llustragdo esquematica dos diferentes tipos de lipossomas quanto ao tamanho.
SUV- Pequenas Vesiculas Unilamelares, LUV- Grandes Vesiculas Unilamelares, MLV-

Grandes Vesiculas Multilamelares, MVV- Grandes Vesiculas Multivesiculares.

SUV.- Pequenas LUV. Grandes Vesiculas
Vesiculas Unilamelares \ Unilamelares

Bicamada Lipidica

MLV-Grandes Vesiculas o . MVV-Grandes Vesiculas
Multilamelares ‘ Multivesiculares

Fonte :adaptado de http://www.azonano.com/article.aspx?ArticlelD=1243).

2.7.2.2 Classificacdo dos lipossomas

Dependendo da composi¢cdo quimica, os lipossomas podem ser
classificados em convencionais, furtivos, sitio-especificos e lipossomas
polimorficos (Figura 6). Conhecidos como lipossomas de primeira geracéo, 0s
lipossomas convencionais séo constituidos basicamente de fosfolipidios,
colesterol e um lipidio de carga. Caracterizam-se por uma rapida circulacédo
saguinea, pois tendem a se acumular nas células do sistema reticulo-
endotelial, ou sistema fagocitario mononuclear, devido ao reconhecimento por
macrofagos. Lipossomas do tipo LUV e MLV séo rapidamente reconhecidos e
eliminados da circulacdo (através do baco, figado e rins), enquanto que os
SUVs tém meia-vida mais longa. Por conseguinte, essa captura dos
lipossomas, limita a sua aplicacdo nos tratamentos de diversas patologias
(WAGNER, A.; VORAUER-UHL, K., 2011; AROURI, A. et al ., 2013; OLIVEIRA,
J. etal., 2014).
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Figura 6. llustracdo esquematica dos tipos de lipossomas quanto a sua
composicao. A- Lipossomas convencionais. B- Lipossomas furtivos. C-

Lipossomas polimorficos. D- Lipossomas sitio-especificos.

Fonte: AURORI et al., 2013

Alteracfes na superficie dos lipossomas € a alternativa para aumentar o
tempo de permanéncia na corrente sanguinea. Os lipossomas furtivos
apresentam na sua bicamada lipidica componentes como o gangliosideo
(GM1), fosfatidilinositol e polimeros hidrofilicos sintéticos inertes
biocompativeis, especificamente os polietilenoglicois (PEGS), cuja finalidade &
um revestimento que tenta o bloqueio da adsor¢cdo de opsoninas nos
lipossomas, inibindo o processo de reconhecimento pelos macréfagos
(AROURI, A. et al ., 2013; GHARIB, R. et al 2015).

Na busca de aumentar o acumulo dos lipossomas nos tecidos e 6rgaos
alvos, o estudo de moléculas ligantes tem sido acentuado ultimamente. A
incorporacao de diversos ligantes (anticorpos, glicopeptideos, polissacarideos
e as lectinas) em lipossomas confere o direcionamento para receptores e

determinantes antigénicos nas células alvo, proporcionando a distribuicdo
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especifica do farmaco encapsulado (WAGNER, A.; VORAUER-UHL, K., 2011;
AROURI, A. et al ., 2013; KOHLI, A. G. et al.,, 2014).0s lipossomas sitio-
especificos ou imunolipossomas, assim chamados por obterem moléculas
ligantes em sua membrana atraves de ligacdes covalentes ou pela insercdo de
residuos hidrofobicos, combinam com as propriedades dos lipossomas furtivos,
originando os lipossomas de longa duragdo e com receptor especifico. Embora
os imunolipossomas demonstrem elevada especificidade, os anticorpos tém
demonstrado resposta imunogénica e a sua afinidade com antigeno pode néo
obter sucesso dependendo do método utilizado para imobilizar o anticorpo
sobre a superficie do lipossoma (WAGNER, A.; VORAUER-UHL, K., 2011;
AROURI, A. et al ., 201; KOHLI, A. G. et al., 2014).

Os lipossomas polimorficos ou bio-responsivos sdo aqueles que se
tornam reativos, devido a mudanca na sua estrutura desencadeada por uma
alteracdo de pH, temperatura ou carga eletrostatica. Quando se trata da acdo
antitumoral, o tecido neoplasico possui um pH menor que o fisiologico,
conferindo aos lipossomas sensiveis de pH a sua utilizacdo para liberar o
farmaco no citoplasma. Sdo também aplicaveis como: (a) transporte de sondas
fluorescentes que permitem n&o somente avaliar a eficacia de diferentes
composicdes de lipossomas, como também esclarecer 0s mecanismos
envolvidos em seu trafego intracelular; (b) a liberacdo eficiente de drogas
antineoplasicas ou proteinas recombinantes; (c) transporte intracelular de
antigenos; (d) transporte intracelular de material genético para aplicacdo nas

terapias antisense e génica (AROURI, A. et al ., 2013).

Outros tipos de lipossomas polimérficos sdo o0s termo-sensiveis,
formados por uma mistura de lipidios que tém sua temperatura de transicao de
fase um pouco acima da temperatura fisiologica (37°C). Estes sdo utilizados na
hipertermia (tecidos com tumores, metastase, inflamacbdes e infeccdes),
havendo a liberacdo do conteudo lipossomal apds serem estimulados por
aguecimento externo superior dos constituintes lipidicos do sistema. Os
lipossomas catibnicos apresentam carga positiva na superficie sendo utilizado
na terapia génica para liberacdo de &acidos nucléicos dentro das células
(AROURI, A. etal ., 2013; GHARIB, R. et al 2015).
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2.7.2.3 Métodos de preparacdo dos lipossomas

A fabricacdo de lipossomas ndo € apenas a formacao aleatéria das
membranas, mas obter membranas formadoras de vesiculas com estrutura e
tamanho ideais com propdsito de encapsular substéncias biologicamente
ativas. Ha varios métodos de preparacdo de lipossomas (hidratacdo de filme
fino, evaporacado de fase reversa, congela e descongela, injeccéo de etanol e a
secagem por congelacao “Freeze-dried”), o mais classico € o de hidratagdo do
filme lipidico. Nesse, a fase organica é preparada com a solubilizacdo dos
lipidios por solventes organicos, em seguida, forma-se o filme lipidico pela
evaporacao do(s) solvente(s) a pressdo reduzida. Entdo, a fase aquosa €
adicionada ao recipiente contendo o filme lipidico seco formando-se
espontaneamente as vesiculas. Os lipossomas obtidos pelo método da
hidratacdo do filme lipidico podem ser submetidos a acdo de ultrassom com
ajuda de uma sonda ou banho. A energia liberada da sonda promove a
diminuicdo do raio dos MLVs tornando-os SUVs. As vezes, as vesiculas
formadas sao liofilizadas e, em seguida, re-hidratadas com uma solugao salina
para manter a osmolaridade dos lipossomas. Técnica essa denominda de
“Freeze-dried” (PATIL, S. G. et al., 2006; PIEL, G. et al., 2007; AROURI, A. et
al ., 2013).

Alguns pesquisadores a fim de obter LUVs adicionam aos fosfolipidos
um sufarctante (por exemplo, Tween 80) na fase organica e apds a formacao
dos SUVs pela hidratacéo de filme fino, condicionam as formulacdes em ciclos
alternados e repetitivos para congelar e descongelar. Portanto, as vesiulas
formadas sdo grandes e com uma UuUnica lamela (LUVs originados pela

metodologia do congelamento e descongelamento)(ASCENSO, A. et al., 2013).

Quando os lipidios dissolvidos num solvente organico € misturado
conjutamente a uma solucéo aquosa contendo um farmaco hidrofilico (obtendo
uma emulsdo de agua em 6leo) e o solvente organico € removido sob baixa
pressdo, essa técnica € conhecida como método de evaporacao reversa,
levando a formacdo de um gel viscoso. Outros estudos desenvolvem

lipossomas dissolvendo os fosfolipidos em etanol, e a fase orgéanica resultante
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€ injectada por goticulas numa fase aquosa sob agitacdo magnética (método
de injecéo de etanol) (AROURI, A. et al ., 2013).

2.7.2.4 Métodos de caracterizacdo dos lipossomas

Uma Unica caracterizacdo dos lipossomas nédo é suficiente para resolver
0s problemas de analise, uma vez que nédo fornece uma visdo abrangente do
estado do material, € necessario também ser investigado a nivel molecular pela
caracteriza¢do quimica e fisica (DOMINGO, C.; SAURINA, J., 2012).

Para selecionar a melhor formulagdo lipossomal presumindo a
otimizacdo do processo, 0s estudos de estabilidade acelerada e em longo
prazo sdo bastante utilizados atualmente. As formulacdes sdo submetidas a
condicdes criticas através de ensaios de centrifugacdo e estresse mecanico,
avaliados pelo estudo de estabilidade acelerada. Ja no estudo de estabilidade
em longo prazo é avaliada a durabilidade das formulagdes. Os lipossomas
podem ser caracterizados nestes estudos de estabilidade (acelerada e em
longo prazo), determinando o teor e a eficiéncia de encapsulacdo, o diametro e
a distribuicdo do tamanho das particulas, indice de polidispersdo, potencial
zeta, variacdes de pH, além da cinética de liberacdo controlada. Outros pontos
relevantes neste estudo sdo 0s aspectos macroscopicos e microscopicos, de
acordo com a presenca de aglomerados, precipitados e cristais do farmaco nas
suspensdes lipossomais (KUNTSCHE, J.; HORST, J. C.; BUNJES, H., 2011;
DOMINGO, C.; SAURINA, J., 2012; GHARIB, R. et al 2015).

A determinacdo da quantidade de farmaco nos lipossomas pode ser de
acordo com o teor de farmaco e/ou eficiéncia de encapsulacdo que muitas
vezes € quantificada por espectroscopia de UV-VIS ou HPLC. Outros
parametros sdo estudados por técnicas como: Difracdo de raios-X (DRX);
Andlise térmica incluindo calorimetria de varredura diferencial (DSC) e
termogravimetria (TGA); Espectroscopia infravermelho (IR); e Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) (DOMINGO, C.; SAURINA, J., 2012; GHARIB, R. et
al 2015). Além disso, as nanovesiculas sao avaliadas pela morfologia e pode
ser determinada através da microscopia eletrdnica de varredura e/ou
microscopia eletrénica de transmissdao (KUNTSCHE, J.; HORST, J. C,;
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BUNJES, H., 2011; DOMINGO, C.; SAURINA, J., 2012). Embora o tamanho
dos lipossomas seja determinado na microscopia, o0 método mais confiavel e
reprodutivel facilmente é através da dispersdo dinamica de luz (DLS). Nesse
equipamento além de analizar o tamanho, identifica concomitantemente a
dispersdo dos lipossomas na solugdo. Ao integrar uma unidade de potencial
Zeta no equipamento de DLS, é possivel verificar também a carga de superficie
dos lipossomas (DOMINGO, C.; SAURINA, J., 2012).

2.7.2.5 Aplicabilidade dos lipossomas para o cancer

O excelente potencial para encapsular farmacos hidrofilicos e
hidrofobicos, e sua versatilidade em termos de composicéo, forma, tamanho,
morfologia, os lipossomas constituem os nanotransportadores mais estudados
entre os varios sistemas de liberacdo controlada conhecidos na industria
farmacéutica. O avan¢co nas pesquisas clinicas com doxorrubicina permitiu
desenvolver em 1990 a primeira formulacéo lipossomal (DOXIL® - Lipossoma
peguilado) aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration). O DOXIL® foi
preparado para tratar pessoas com sarcoma de Kaposi relacionados com
Sindrome da Imuno Deficiéncia Adquirida (SIDA), minimizando os efeitos da
cardiotoxicidade aguda relacionada com a administracdo do farmaco livre.
Posteriormente, outros lipossomas foram aprovados para tratatmento do
cancer como: Myocet®, lipossomas com doxorrubicina ndo peguilada; Lipo-
Dox®, formulacdo de lipossoma com constituine lipidico diferente (DSPC) do
DOXIL®; As diferencas das formulacdes esta envolvida na farmacocinética. A
droga livre tem uma meia-vida de eliminacao de 0,2h, em comparac¢ao com 2,5
h para Myocet®, 55 h para Doxil® e 65 h para LipoDox®. (OLIVEIRA, J. et al.,
2014; GHARIB, R. et al 2015).

Atualmente, a doxorrubicina foi encapsulada em lipossomas termo-
sensiveis (ThermoDox®) que encontra-se ainda em ensaios clinicos para
cancer com metastase de figado e colorretal (Fase Il), cancer de mama (Fase
II) e cancer primario do figado (Fase Ill). Varios outros produtos a base de
lipossomas foram estudados experimentalmente com interesse no mercado

farmacéutico. Exemplos de moléculas como anfotericina B e a nistatina
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(antifungicos, daunorrubicina, vincristina, citarabina, cisplatina e recetemente
mitoxantrona (quimiotergpicos), vidarabina (antiviral), e por JUltimo a
gentamicina e ampicilina (antibioticos) (AROURI et al., 2013; OLIVEIRA, J. et
al., 2014).

Os lipossomas também sao aplicaveis para o diagndéstico de canceres,
encapsulando agentes de contrastes, indio e muramilpeptideo (ativador de
macrofagos tumoricidas). Também sdo empregados como veiculos de agentes
citostatico, antivirais, antiparasitarios, antifingicos, hormdnios, enzimas,
vacinas e genes (BATISTA, C. M.; CARVALHO, C. M. B. DE; MAGALHAES, N.
S. S, 2007; OLIVEIRA, J. et al., 2014; GHARIB, R. et al 2015).

2.7.3 Nanossistemas e 17-AAG

Nos ultimos anos, tornou-se claro que a utilizacdo de drogas individuais
para o tratamento do cancer tem limitacbes e pode ter contribuido para o
desenvolvimento de quimioresisténcia adquirida, devido a heterogeneidade
neoplasica e de mutacdo rapida. Assim, a utilizacdo combinada de dois ou
mais farmacos quimioterapéuticos com diferentes mecanismos de acdo tém
sido adotada na prética clinica. Isto ultrapassa as limitacdes da terapia de
apenas um unico farmaco e conferem beneficios adicionais, como reducao da
dose, a melhoria de efeitos colaterais ndo especificos e toxicidade, a
erradicacdo de células cancerosas resistentes e efeitos sinérgicos (PRADHAN,
R. etal., 2015).

O 17-AAG é um potente inibidor da Hsp90 ainda em fase de estudo
clinico para diferentes tipos de cancer avancado, incluindo o de préstata
metastatico, melanoma, pulmao, célon, pancreas, cabeca e pescoco, cancer de
ovario e de mama (CHANDRAN, T. et al., 2010). Contudo, nos estudos pre-
clinicos, é visto que o 17-AAG tem sido utilizado em combina¢cdo com outros
farmacos através de nanocarreadores. A combinacdo das drogas por um
sistema de liberac&o controlada € uma estratégia bem adequada para controlar
a farmacocinética e distribuir a droga em propor¢gbes desejaveis (M.E.
GODSEY, M.E.; SURYAPRAKASH, S.; LEONG, K.W.; 2013). No entanto, a co-
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incorporacdo de moléculas de drogas com diferentes propriedades fisico-
quimicas tem sido um desafio para muitos pesquisadores.

Um nanocarrador bem projetado tem que ser ajustado pela carga das
drogas e a estrutura do nanosistema, favorecendo assim um controle das taxas
de liberacdo dos farmacos e uma entrega-alvo. Além de, maximizar a poténcia
terapéutica, minimizar os efeitos tdxicos associados ao composto
(CHANDRAN, T. et al.,, 2010; M.E. GODSEY, M.E.; SURYAPRAKASH, S,
LEONG, K.W.; 2013), ha necessidade de verificar a toxicidade dos excipientes
organicos, como cremophor e dimetilsulféxido (DMSO) que sdo os mais usados
para solubilizar agentes quimioterapicos (HUANG, et al., 2014). O DMSO
provoca efeitos secundarios graves (nauseas e vomitos) e é conhecido pelo
potencial toxico no figado e cardiotoxicidade. O cremophor EL induz reacfes
de hipersensibilidade que exigem o pré-tratamento com anti-histaminicos e
corticosteréides (LEE, J. H.;NAN, A., 2012). Véarios nanocarreadores foram
desenvolvidos para quimioterapia combinada (mdultiplos agentes), estes
incluem lipossomas, nanoparticulas poliméricas, dendrimeros, micelas e
nanogels (KATRAGADDA et al., 2013; SAXENA, V.; HUSSAIN, M. D., 2013;
PRADHAN, R. et al., 2015).

Vérios trabalhos citam a combinacdo do 17-AAG com outros agentes
guimioterapicos demonstrando resultados promissores na eficacia antitumoral.
Nanogéis contendo composto hidrofilico (Doxorrubicina) e hidrofébico (17-AAG)
foram desenvolvidos com polimeros biodegradaveis a base de poli (etileno-
glicol) -b-poli (4cido L-glutamico) (PEG-b-PGA) e demonstraram acéo
antitumoral superior, frente ao modelo de cancer mamario, em compracdo com
a droga livre ou encapsulada sozinha no nanosistema (DESALE, et al., 2015).
Esses nanocarreadores sdo formados por dominios hidrofébicos, o que permite
a adsorcdo do 17-AAG, formados por por¢cbes de fenilalanina dentro dos
ndcleos reticulados do PGA cercado por um escudo PEG (hidrofilica) (KIM et
al., 2013).

Outro polimero biodegradavel muito utilizado na nanotecnologia
farmacéutica, o poli (acido lactico-co-acido glicélico) (PLGA), exibiu atraves
formulagbes de nanoparticulas (NPS) contendo um combinado antitumoral,

docetaxel (DTX) e tanespimycin (17-AAG), efeitos sinérgicos em camundongos
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portadores de tumor escamoso (KUMARI, A.; YADAV, S. K.; YAVAD, S. C,,
2010; PRADHAN, R. et al.,, 2013, 2014). Mesmo apresentando toxicidade
sistémica minima, a inibicdo mais eficaz do crescimento tumoral (75%) foi
observada nos animais tratados com nanoparticulas revestidas com acido
hialurénico (PLGA-AH). A modificacdo da superficie dessas NPS desenvolvidas
de PLGA com certos polimeros hidrofilicos permite aumentar a sua
internalizacao celular (DANHIER, et al., 2012).

Uma estratégia de terapia combinada do 17-AAG com excelentes
resultados em modelos pré-clinicos € a associacdo com o paclitaxel. Um
potente agente estabilizador de microtubulos, o paclitaxel € um tratamento de
primeira linha para metastase de ovario, de mama e pulmdo. Uma vez que, 0
17-AAG sensibiliza as células tumorais o paclitaxel inibe o crescimento tumoral
(SAWAI A. et al., 2008; KATRAGADDA, U. et al 2011).

Para explorar o potencial terapéutico desta estratégia de combinacao, foi
desenvolvido outro sistema de liberacdo de farmaco (micelas poliméricas), livre
de solvente orgéanico para o paclitaxel e 17-AAG. As micelas poliméricas séo
nanocarreadores mais promissores para drogas fracamente sollUveis em agua
evitando a toxicidade por serem biodegradaveis e biocompativeis. Os
conjugados de polietilenoglicol (PEG) e lipidios como PEG-diestearoil
fosfatidiletanolamina (DSPE-PEG) formam micelas estaveis em meio aquoso
(CHANDRAN, T. et al., 2010; KATRAGADDA, U. et al 2011). Segundo
Katragadda e colaboradores (2011) as micelas poliméricas (DSPE-PEG)
contendo o 17-AAG demonstraram um aumento do efeito toxico nas células
tumorais de céancer ovariano (SKOV-3), aumentando assim o indice

guimioterapéutico das drogas.

Portanto, o desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de
farmacos (lipossomas), capazes de viabilizar a administracdo da 17-AAG em
uma formulacdo que melhore sua solubilidade, bem como, aperfeicoe a dose
terapéutica diminuindo os efeitos toxicos, torna-se uma inovacgao tecnolégica

atil no desenvolvimento de alternativas para o tratamento de cancer.
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CAPITULO Il
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial da acdo antitumoral do 17-AAG (17-alil-amino-17-
demetoxigeldanamicina) livre ou complexado com HPBCD (2-hidroxipropil-3-

ciclodextrina) nos lipossomas frente a modelos in vitro e in vivo;

3.2. Objetivos Especificos

v Desenvolver e caracterizar lipossomas contendo o 17-AAG;

v Avaliar a citotoxicidade das formulacdes lipossomais preparadas frente

as células sadias;

v Avaliar o perfil antiproliferativo do 17-AAG livre e encapsulado nos

lipossomas através de estudos in vitro e in vivo;

v Preparar e caracterizar por métodos fisico-quimicos os complexos de
inclusao (17-AAG:HPBCD);

v Desenvolver, caracterizar e avaliar os lipossomas contendo o 17-AAG e
complexos de inclusdo (17-AAG:HPBCD);

v Avaliar a acdo antiproliferativo do 17-AAG livre, complexado com
ciclodextrina e encapsulado em lipossomas frente a células tumorais;

v Avaliar a agédo antitumoral do 17-AAG livre e encapsulado em

lipossomas frente ao modelo tumoral de erlich;
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Aumento do potencial
antiproliferativo e antitumoral

do 17-AAG encapsulado em lipossomas

RESUMO: O 17-N-alil-amino-17-demetoxigeldanamicina (17-AAG) é um inibidor da
proteina chaperona Hsp90 e tem sido estudado como um agente anticancerigeno. O
seu uso terapéutico ainda é limitado devido a sua baixa hidrofilicidade e toxicidade.O
estudo tem como objetivo principal desenvolver um nanossistema contendo 17-AAG e
verificar a sua acdo antiproliferativa com efeitos toxicos reduzidos. Foram
desenvolvidos e carcaterizados lipossomas catidnicos contendo 17-AAG e avaliado
sua acao através de andlises in vitro (viabilidade celular para linhagem de células
Hela, MCF-7, J774 e Sarcoma 180) e in vivo (atividade antintumoral utilizando o tumor
de Ehrlich). Os lipossomas preparados pelo método da deposicao do filme lipidico
seco seguido de sonicacdo apresentaram monodispersos e com tamanho medio
< 150 nm. O potencial zeta dos lipossomas passou de +21,13 para +11, 43 mV apos
adicdo do 17-AAG na formulacédo. O tratamento dos lipossomas com 17-AAG, nas
trés células de céancer e nas diferentes concentracbes estudadas, demonstraram
percentuais maiores de inibicdo em relacdo ao composto livre. Os lipossomas
branco desenvolvidos ndo foram téxicos frente as células sadias como macréfagos
(J774). Apesar de ndo haver significancia estatistica, nos ensaios de atividade
antitumoral os lipossomas contendo o 17-AAG evidenciaram menor toxicidade.
Isso sugere que os lipossomas desenvolvidos tem o mesmo efeito que o farmaco
livre, no entento 0s efeitos toxicos sao reduzidos como demonstrados nos estudos

histopatoldgicos.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia é uma ferramenta utilizada na manipulagdo de materiais na
escala nano (10°) que revolucionou uma rede de produtos farmacéuticos [1].
Frequentemente descritos como “drug delivery systems”, (sistemas de liberagéo
controla de farmaco) os sistemas nanoparticulados tém sido estimulo para o
financiamento de pesquisas voltadas principalmente para terapia do cancer [2,3]. Em
particular, a producdo de medicamentos antineoplasicos, através de sistemas de
liberacdo controlada de farmaco, destaca-se por apresentar potenciais como: (1) evita
os efeitos secundarios da formulacdo melhorando a solubilidade, (2) protege o
farmaco de degradacao, (3) modifica a farmacocinética e a aumenta a distribuicdo do
farmaco nos tecidos tumorais, (4) reduz a toxicidade nas células sadias, e (5) promove
0 aumento da absorgéo celular e internalizagdo em células cancerigenas [1].

Vérios tipos de nanocarreadores (dendrimeros, lipossomas, nanoparticulas de
lipidos solidas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas peptidicas, micelas,
nanoemulsdes, nanoesferas, nanoconchas, nanotubos de carbono e nanoparticulas de
ouro, entre outros) com ou sem multiplos agentes quimioterapicos foram bem
caracterizados e demonstraram boa acdo antitumoral, inclusive aumento de toxicidade
frente as células tumorais resistentes a terapia convencional [1]. Contudo, as
formulagdes lipossomais sdo os medicamentos mais utilizados em ensaios clinicos de
terapia do cancer e muitos ja foram aprovados (doxorrubicina-Doxil®); daunorrubicina-
DaunoXome®; citarabina-DepoCyt®; vincristina-Onco-TCS®; paclitaxel-LEP-ETU
(NeoPharm) e EndoTAG® [4,5 e 6].

A inibicdo da HSP90, o que leva a degradacédo e a sub-regulacédo de varias
proteinas oncogénicas, € uma estratégia muito explorada como um tratamento para
diversos tipos de céancer [7]. Inibidores de HSP90, tais como 17-AAG, tem mostrado
um potencial significativo em ensaios clinicos com pacientes com tumor avangado [8].
No entanto, o 17-AAG provoca hepatotoxicidade grave e estas toxicidades também
estdo associadas com as formulagfes preparadas com o mesmo. A fraca solubilidade
aquosa permitiu densenvolver formulacdes que requerem DMSO (dimetilsuféxido) ou
Cremophor como excipientes organicos em geral nas formulagdes. O DMSO provoca
efeitos secundérios graves (nduseas e vomitos) e € conhecido por ser potencialmente
hepatotoxico e cardiotoxico. O cremophor induz reacdes de hipersensibilidade que
exigem o pré-tratamento com anti-histaminicos e corticosteroides [9].

Na tentativa de achar uma alternativa para veicular o 17-AAG em

nanossistemas com efeitos toéxicos reduzidos o presente trabalho desenvolve
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lipossomas contendo o tanespimicyn e avalia o potencial biol6gico frente a modelos

experimentais de cancer in vitro e in vivo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Os solventes cloroférmio (CHCI;) e metanol (MeOH) foram adquiridos da Merck
(Darmstadt, Alemanha). O 17-alilamino-17-demetéxigeldanamicina (17-AAG),
colesterol (COL) e a estearilamina (EST) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.Louis,
EUA); Fosfatidilcolina de soja (PC) (98% de Epikuron 200®) foi obtido a partir de
Lipoid GMBH (Ludwigshafen, Alemanha).

2.2 Métodos

2.1 Preparacgao dos lipossomas

Os lipossomas contendo 17-AAG foram preparados a partir do método da
deposicdo do filme lipidico seco [10]. Desta forma, os constituintes lipidicos
(Fosfatidilcolina de soja e Colesterol, na razdo molar 8:2, p/p ou Fosfatidilcolina de
soja, Colesterol e Esterialamina, razdo molar 7:1,5:0,5, p/p) e o 17-AAG foram
dissolvidos na mistura de CHCIl;:MeOH (3:1 v/v) sob agitacdo magnética. O solvente
da mistura foi condicionando no baldo para sua remoc¢ao a vacuo por 30 min através
de um rota-evapodor (37 £1 °C, 80 rpm), resultando na formacdo do filme lipidico
seco. Posteriormente, o filme lipidico foi hidratado com 10 mL da solugé&o de tamp&o
fosfato de potéssio 0,1 M, pH 7.4, produzindo lipossomas multilamelares. Em seguida,
esta suspensdo lipossomal foi sonicada numa determinada amplitude (50%) a pulso
(on 2s, pulso off 1s) durante 5 minutos, pelo equipamento ultrassonicador de ponta

(Q500 da QSonica) para produzir lipossomas pequenos unilamelares [11].

2.2 Caracterizacdo dos Lipossomas contendo 17-AAG

Os lipossomas foram caracterizados ap0s a preparacdo, com isso foram
analisados os seguintes parametros: variacao do pH; tamanho de particula (@); indice
de polidispersidade (PDI); potencial zeta () e eficiéncia de encapsulacdo do farmaco
(% de EE).
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O pH dos lipossomas foi aferido com um elétrodo de vidro através de medidor
de pH digital (Orion 5-star plus, Thermo Scientific), a temperatura ambiente. As
particulas lipossomais foram diluidas em &gua pura na proporcao de 1:5 (lipossomas:
agua) e dimensionados por espectroscopia de correlacao de fétons (Beckman Coulter
Delsa ™ Nano S Analisador de Particulas). As medicbes de tamanho e indice de
polidispersividade foram efetuadas a 25 °C com um angulo fixo de 90° e os tamanhos
das nanoparticulas foram indicados a partir da média do diametro hidrodindmico
lipossomal (nm). O potencial zeta ({ mV) dos lipossomas foi medido por uma ténica de
espalhamento de luz dindmico (Zetasizer Nano ZS, Malvern, Reino Unido) para
analisar a carga de superficie das vesiculas lipidicas. Neste método os lipossomas
foram diluidos na mesma proporcdo do método anterior.

A eficiéncia de encapsulagdo (EE%) do 17-AAG nos lipossomas foi
determinada através da técnica de ultrafiltracdo-centrifugacéo utilizando unidades
ultrafree® (Millipore). Para determinacdo da taxa de encapsulacdo as amostras de
lipossomas foram inseridas em unidades de filtracdo e submetidas a centrifugagéo
(20.000 rpm, por 1 h, a 4 °C). O 17-AAG filtrado foi determinado por espectrofotometria
UV ao Amax= 333 nm. A quantificacdo baseou-se utilizando uma curva padréo do 17-
AAG dissolvido em metanol nas concentragdes variando de 1.0 a 9.0 pg.mL™
preparados previamente. Os experimentos foram realizados em triplicata.

O total de farmaco nas formulag6es foi averiguado de modo que uma aliquota
dos lipossomas, equivalente ao ponto médio da curva padréo, foi dissolvida em 10 mL
de metanol e sonicada por 5 min. Posteriormente o 17-AAG foi quantificado pelo
mesmo método anterior citado. A partir disso foi calculado a eficiéncia de

encapsulagdo demonstrado pela seguinte formula:

Equacédo 1. % EE = ([17-AAG filtrado] - [17-AAG total ]) / [17-AAG total] x 100.

2.3 Estudo in vitro

2.3.1 Cultivo celular

Foram cultivadas células do tumor ascitico (sarcoma 180), células do cancer
cervical humano (Hela), adenocarcinoma mamario humano (MCF-7) e células de
Macrofagos (J774). Todas as células foram obitidas do Banco de células do Rio de
Janeiro/lUFRJ, exceto as células do Sarcoma-180. Estas foram mantidas em
camundongos por transplantacéo in vivo (0,2 mL, contendo 1 x 10’ células) do tumor

ascitico a partir de camundongos com o tumor pré-implantados. Todas as células
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foram mantidas em frascos de cultura e incubadas com meio DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium) para células Sarcoma-180, Hela e J774 e meio RPMI-1640
para células MCF-7, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1%
estreptomicina/penicilina a 37°C em estufa umida (5% de CO,).

2.3.2 Preparacdo das amostras

A solucdo do 17-AAG livre, foi preparada a partir de 6,5 mg do composto
diluido em 1mL DMSO (dimetilsuféxido) a 0,5% p/p. A concentracéo obtida de 11 mM
da solucdo, foi filtrada através de um filtro Millipore (0,22 um), e em seguida diluida
com meio de cultura em varias concentragfes de trabalho (0,39 a 6,25 pg/mL).
Aliguota de lipossoma contendo o 17-AAG (650 pg/mL), também foi filtrada e diluida
para 1 mL de meio de cultura, referente as concentragfes adotadas. O procedimento
adotado para o lipossoma branco foi o mesmo. O tipo de meio de cultura celular

utilizado para diluicéo era de acordo com o a linhagem de células a serem avaliadas.

2.3.3 Ensaio de atividade antiproliferativa

A fim de avaliar a agédo antiprolifertaiva do 17-AAG livre e nos lipossomas,
foram utilizadas linhagens de células de cancer (Sarcoma-180, Hela e MCF-7). Além
disso, as formulacdes lipossosmais sem o farmaco foram analizadas com o objetivo de
investigar a citoxicidade dos constituintes lipidicos frente as células sadias como os
macréfagos murinos (J774).

As células foram plaqueadas (96 pocos) e incubadas (10* & 10° células/poco)
com meio DMEM ou RPMI-1640, suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1%
estreptomicina/penicilina sob atmosfera imida (5% de CO,) a 37°C. Apds um periodo
de 24h, as células foram tratadas com 17-AAG ou LP-17-AAG (0,39 — 6,25 ug/mL) e
incubadas por 48h. O grupo controle foi tratado com 0,1% de dimetil sulféxido
(DMSO). O crescimento celular foi quantificado pelo método de redugédo do 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) ao composto azul de formazan. O meio
foi substituido por uma solugdo contendo MTT (0,5 mg/mL) por 3h para formacédo dos
cristais de formazan que foram dissolvidos com DMSO. As absorvancias foram
medidas a 570 nm em um leitor multiplate (Multiskan Go, Thermo). O percentual de
inibicdo celular foi calculado em relacédo as células tratadas com 17-AAG ou LP-17-
AAG e comparadas ao grupo controle (DMSO 0,1%) representada na equacgéao 2. A
partir dos dados, uma curva de resposta da dose foi tracada e a concentragédo inibitoria
50% (IC50) foi determinada.


http://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-culture/classical-media-salts/dmem.html
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Equac&o 2. INIBICAO (%) = 1- [As70 populacao celular tratada] x 100
[As7o populacao celular ndo tratada]

2.4 Estudo in vivo

2.4.1 Inducéo do tumor nos camundongos

O tumor ascitico de Ehrlich foi escolhido como modelo experimental de tumores
dentre os varios modelos experimentais existentes para 0s agentes anticancerigenos,
pois suas células crescem rapidamente e é utilizada uma metodologia facil de ser
aplicada [12].

O fluido ascitico contendo células de tumor de Ehrlich viaveis foi transferido
para um tubo Falcon de 50 mL. As células de Ehrlich foram centrifugadas a 3000 xg
durante 5 minutos. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi dissolvido em
solugdo salina suficiente (0,9%) para obter o volume original. Este processo foi
repetido, e as células foram coradas com uma solugédo de azul de tripan (0,4%) e
contadas usando uma camara de Newbauer com um microscépio com ampliacdo de
400 X.

A suspensdo de células viaveis com uma densidade média de 5,0 x 10°
células/mL foi preparada para ser implantado no flanco direito de camundongos
machos suicos (Mus musculus), com uma massa corporal de aproximadamente 35 g.
As experiéncias em animais foram realizadas de acordo com a aprovagdo do Comité
de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco
(Recife, Brasil). Os camundongos foram doados pelo Biotério do Centro de Pesquisa
Aggeu Maglhdes (Recife/PE) e mantidos no Biotério do Centro Académico de Vitéria
(CAV/UFPE), em uma &rea com iluminacdo controlada com acesso livre a comida e
adgua. A implantacdo de tumor de Ehrlich sélido foi baseada no protocolo experimental

realizado em estudos anteriores [13].

2.4.2 Tratamento dos animais com tumor

Apds 24 horas de inoculagcdo do tumor, os camundongos foram tratados com
doses intraperitoneais diariamente durante sete dias, contendo 1,3 mg de farmaco/Kg
de peso do animal. Foram divididos em trés grupos (n=7): 1- o controle, que recebeu

dose de solucéo salina, 2- grupo que recebeu dose apenas do 17-AAG livre e 3- grupo
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gue recebeu a dose de lipossomas contendo 17-AAG. As doses foram preparadas a

partir de uma solu¢do com Tween 80 (0,5 % v/v em solucao estéril de NaCl a 0,9%).

2.4.3 Avaliacao da atividade antitumoral

No oitavo dia, antes do sacrificio, os camundogos foram pesados na tentativa
de avaliar a perda de peso. A inibicdo do crescimento do tumor foi avaliado através da
remocao cirurgicamente dos tumores e analizado pelo volume tumoral com a utilizacéo
de um paquimetro, de acordo com a equac&o: v(mm®)= (a x b%)/2, onde “a” e “b” sdo
extensdes de maior e menor didmetro do tumor, respectivamente (LI et al., 2015).

Tumores e orgdos (figado, rins e bago) foram retirados, e seus pesos foram
medidos. Para analise histopatolégica, os 6érgdos juntamente com o tumor, foram
lavados com solugédo de NaCl 0,9% (p/v) e fixados em formaldeido a 10% (v/v). Os
fragmentos dos tecidos foram incluidos em blocos de parafina, seccionados em cortes
de 5 ym de espessura e corados pelo método hematoxilina-eosina (HE). As laminas
foram analisadas por imagens obtidas usando um microscopio 6ptico conectado a uma
camera. A histopatologia do tumor foi investigada pelo indice mitético através do
software Image J versdo 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA.) onde foi contabilizado o nimero de mitoses e averiguado
através da média. As fotomicrografias foram avaliadas por 10 campos para cada
lamina com aumento final de 400x. Para confeccdo do grafico os valores obtidos

foram normalizados para o controle, sendo o controle igual a 100%.

2.5 Andlise estatistica

Os valores estatisticamente significativos (p < 0,05 ) foram validados utilizando
testes de analise de variancia (ANOVA) ndo paramétricos de amostras independentes
seguidos pelo pés-teste de bonferroni, para comparagfes mdltiplas, ou teste t student
quando comparado apenas por duas amostras. Todos os dados quantitativos foram
em triplicata adotando a média dos valores e 0 seu desvio padréo, plotados através do

software GraphPad Prism 6.0.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacéo da caracterizacéo dos lipossomas
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Os lipossomas preparados pelo método da deposi¢do do filme lipidico seco
seguido de sonicagdo foram desenvolvidos sem o farmaco (LP-Branco) e com 17-AAG
(LP-17-AAG). Nas formulagfes lipossomais também foi verificado pela presenca ou
auséncia de um constituinte lipidico que confere carga positiva no nanossistema, a
estearilamina (STE) (Tabela 1).

ApOs 24 horas de preparo da formulagdo, macroscopicamente os lipossomas
apresentraram-se uma solu¢cdo homogénea com aspecto leitoso e um reflexo azulado,
caracteristicas tipicas de vesiculas hanométricas monodispersa [11]. Essa informacéo
é identificada pelo tamanho médio dos lipossomas obtidos que variaram entre 130,7 a
147,7 nm, assim como, no indice de polidispersao (0,208 — 0,317). Apesar de nao
haver diferencas significativas no tamanho e PDI, é visto que os lipossomas contendo

0 17-AAG apresentaram-se maiores quando comparado aos brancos.

Tabela 1. Caracterizagdo dos lipossomas branco e contendo o 17-AAG encapsulado.

Parametros
Formulacéo Potencial Z
EE% @ (nm) PDI* pH
(mV)
LP-Branco (S/EST) ND 134,9 £1,02 0,280 ND 7,42
LP-Branco (C/EST) ND 130,7 +1,82 0,308 +21,13 + 0,68 7,61
LP-17-AAG (S/EST) 99,04 £+0,67 142,3+0,98 0,280 ND 7,42

LP-17-AAG(C/EST) 99,45+ 0,21 147,7 +4,96 0,317 +11,43 + 0,65 7,60

*PDI: indice de Polidispersividade.

ND= Nao determinado.

(S/EST.) - Sem constituinte lipidico estearilamina nos lipossomas.

(C/EST.) - Com constituinte lipidico estearilamina nos lipossomas.

Os dado estdo apresentados em média + desvio padrao.

N&o houve diferencas estatisticas significativas em p<0,05 foram encontrados.

A sua composi¢ao quimica baseada apenas de fosfatidilcolina (PC) e colesterol
(COL) permitiu uma execelente eficiéncia de encapsulacédo (99%) similiar a qual foi
preparada com a adicdo de um constituinte lipidico de carga positiva (STE).
Dependendo da composicdo da membrana lipidica dos lipossomas, farmacos
lipofilicos podem afetar a sua espessura, fluidez, polaridade e influenciar no
encapsulamento de farmacos hidrofilicos [14]. Neste caso, o0s lipossomas
densenvolvidos com e sem a STE, ndo obtiveram alteracdo na taxa de encapsulacao
do 17-AAG. A concentracdo lipidica é outro fator, segundo Xu e Burgess (2012),
baixas concentracbes de lipidos nos lipossomas, <100 mM, aumenta
proporcionalmente a eficiéncia de encapsulacdo, com isso a formulacdo de 42 mM

usada neste trabalho, confirma o que esté descrito na literatura [15].
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A carga de superficie das membranas, também depende da composicao
quimica dos lipossomas. A adi¢cdo da STE na formulacao lipossomal induz mudancas
para uma carga positiva na superficie, tornando os lipossomas mais estaveis [16].
Essa propriedade foi investigada quando as formulacdes foram submetidas a um
potencial elétrico e demonstrou uma diminuicdo de carga nos lipossomas quando
adicionou o 17-AAG. O potencial zeta dos lipossomas passou de +21,13 para +11, 43,
resultando em uma diferenca significativa (p < 0,05). As cadeia longas da PC resultam
em uma maior atracdo de forcas de van deer Waals [17], promovendo uma forte
coesdo entre o 17-AAG e a bicamada lipidica dos lipossomas. Uma vez que, a
interacdo entre droga e a membrana bicamada lipidica € eletrostéatica [18], o COL e a
STE interagem entre si e com o farmaco, o que possibilitou a diminuicdo da carga e o
aumento de tamanho. Nos lipossomas sem STE nao foi possivel mensurar sua carga,
o software apresentou uma qualificagcdo informando para consultar a qualidade da
amostra. Acredita-se que as formulacdes sem STE deste estudo sdo instaveis e
sofreram pequenas aglomeracgdes devido a coalescéncia dos lipidios.

O pH também altera a carga elétrica da superficie proporcionado pela adsorcao
de ions presentes na solucdo da fase aquosa que ressuspende o filme de lipidio na
preparagdo dos lipossomas [19]. Contudo, os lipossomas preparados neste estudo
apresentaram um pH com variacdo entre 7,4 a 7,6, ndo evidenciando diferengas
significativas. Apenas é observado uma elevacdo minima de pH nos lipossomas
contendo STE. As moléculas de estearilamina consistem de duas partes, um dominio
hidr6fobo e um dominio ionizavel atribuido ao atomo de nitrogénio carregado
positivamente devido ao pH fisiologico (x7,4). Com base nestes resultados, os
lipossomas com estearilamina contendo o 17-AAG foram escolhidos para os ensaios

biolégicos.

3.2 Estudo in vitro

3.2.1 Avaliacéo da atividade antiproliferativa

Para examinar o efeito anti-proliferativo do 17-AAG nos lipossomas catidnicos,
foi realizado o ensaio de inibicdo da proliferacdo celular nas linhagens de células
cancerigenas (Figura 1). As células do céncer cervical Humano (Hela),
adenocarcinoma Mamario Humano (MCF-7) e células do tumor ascitico sarcoma 180
(S-180) exibiram caracteristica de efeitos inibitérios no crescimento celular apos 48
horas de tratamento para todos os grupos testados. De acordo com ensaio de MTT,

os lipossomas contendo o 17-AAG na concentracdo de 6,25 pg/mL que corresponde a
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10 pM, apresentou uma inibicdo de 58,19 %, para Hela, 52,08 % para MCF-7, e 51,25
% para células do S-180. Quando comparado ao farmaco livre € identificado que néo
ha diferenca estatisticamente significativa, mesmo observando uma reducéo do
percentual para 47,30 %, 51,62 % e 41,68%, nas células Hela, MCF-7 e S-180,
respectivamente.

O tratamento dos lipossomas com 17-AAG, nas trés células de cancer e nas
diferentes concentracGes estudadas, demonstraram percentuais maiores na inibicdo
em relacdo ao composto livre. As células que receberam lipossomas contendo STE
podem induzir a fosforilag@o da tirosina e treonina, a clivagem e a translocacéo nuclear
de proteina quinase, geralmente estas proteinas estdo associadas aos processos pro-
apoptaéticos [20].

Os valores da concentragéo inibitoria (ICso) para o 17-AAG livre e encapsulado
nos lipossomas foram calculados e estdo representados na tabela 2. Observa-se que
o 17-AAG encapsulado nos lipossomas diminuiu significativamente (p < 0,05) para
células Hela e MCF-7. Mesmo as células S-180 apresentando uma diminui¢cao
passando de >6,25 ug/mL (farmaco livre) para 5,93 pug/mL, a concentracao inibitoria
que inibiu 50% das células, ndo foi estatisticamente significativo. A resisténcia na
inibicdo pode esta atribuido a agressividade das células (S-180) [21] ainda nao
esclarecido ou no mecanismo de acdo do 17-AAG, que nao esta envolvido na biologia
oncogénica para sarcoma-180.

Tabela 2. Valores da concentragdo inibitdria (ICso) para 17-
AAG e LP-17-AAG.

. ICs0 (Hg/mL)
Formulacéo
MCF-7 Hela Sarcoma-180
17-AAG > 6,25° > 6,25° > 6,25°

LP-17-AAG 3,82+0,50° 3,34+0,46° 5,93 +0,28°

Os dados estédo apresentados em média + desvio padrao.
ab p <0,05 (teste t student) significativamente diferente.
°N&o houve diferencas estatisticas significativas em p<0,05.

A inibicdo do crescimento das células de linhagem cancerigena também foi
vizualizada no tratamento com lipossomas sem o farmaco. No entanto, esse
percentual de inibicdo € relativamente minimo comparado ao 17-AAG livre e
encapsulado. A apoptose induzida por lipossomas catibnicos € observada

principalmente em células fagociticas, tais como linhagem de células de macréfagos
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[22]. Os lipossomas brancos desenvolvidos ndo foram toxicos frente as células sadias
como macréfagos (J774) quando tratadas por 24 e 48 horas (Figura 1). A viabilidade
celular dos macrofagos superior a 80% nas diferentes concentracdes e tratamentos
corroboram que o 17-AAG encapsulado em lipossomas tem o potencial aumentado,

tornando um promissor produto para terapia do cancer sem efeitos adversos.

Figura 1. Avaliacdo da citotoxicidade do 17-AAG livre e encapsulado nos lipossomas frente as
células de cancer como: A- cervical Humano (Hela), B- adenocarcinoma Mamario Humano
(MCF-7), C- células do sarcoma 180 (S-180), D e E macréfagos (J774). Os grupos foram
tratados no periodo de 48 h, exceto os macréfagos que foram tratados também por 24 horas.
Os ensaios foram realizados em triplicata utilizando a média dos valores e seu desvio padrao.
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3.3 Estudo in vivo

3.3.1 Avaliacao antitumoral do 17-AAG e LP-17-AAG

O ensaio da atividade antitumoral representado pela média do volume tumoral
(Figura 2A), ndo demonstrou estatisticamente significancia entre os grupos tratados
(17-AAG livre, encapsulado em lipossomas) e nao tratado (controle) por um periodo de
7 dias. Este resultado esta de acordo com o0 estudo da acdo antitumoral da
doxorrubicina encapsulada em lipossomas (Lipo-Dox), utilizando o modelo
experimental de tumor de Erlich. O grupo que recebeu a dose intravenosa de Lipo-Dox
de 1,3 mg/Kg né&o apresentou significaAncia estatistica em compara¢do ao grupo néo
tratado [12]. Contudo, esse ensaio foi realizado num periodo de 21 dias o que difere
do nosso estudo.

Outra informacdo obtida que confronta com os resultados da literatura,
geralmente dados estatisticos ndo apresentados, é o valor da diferenca do peso do
animal no inicio e no final do tratamento representado na figura 2.B. O grupo que
recebeu apenas a dose do 17-AAG livre (1,3 mg/kg), no decorrer dos dias estudados
observou uma perda de peso significante em comparagdo ao grupo controle. A
hepatotoxicidade do composto pode levar a falta de apetite, acarretando na perda de
peso como ocorre com muitos quimioterapicos [23, 24]. Por outro lado, os animais
que receberam os lipossomas contendo a droga de estudo ndo demonstraram valores
correspondentes a significancia (p>0,05). Provando que o0s nanosistemas desse
estudo, os lipossomas, promoveram a diminuicdo da toxicidade do composto.

A inibicdo do crescimento tumoral também foi avaliada pelo peso isolado do
tumor (Figura 2C). Para o grupo tratado com a droga livre apresentou um percentual
médio de 60,53 +0,90% e o grupo tratado com o 17-AAG encapsulado em lipossomas
de 72,71 + 1,24%. A pouca diferenga ndo significativa pode esta atribuida a
gquantidade de dias analisados (7 dias). Saad e Maad (2014) observaram que 0S
estudos com 21 dias de tratamento em camundongos com tumor de Erlich,
demonstraram resultados mais significativos (p<0,01) quando encapsularam a

doxorrubicina em lipossomas [12].
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Figura 2. A-Volume tumoral em funcao dos grupos tratados com o 17-AAG livre, LP-17-AAG e
ndo tratados (controle); B- Avaliacdo do peso dos animais, * Encontrado diferenca estatistica
(p<0,05); C- Avaliacdo do peso do tumor; D- Andlise do peso dos érgéos (baco, figado e rins);
E- Avaliacdo do nimero de mitoses no tecido tumoral.

20000- A 15- B
— *
mE ’a
£ 15000- -
= ‘" 10+
~ 10000 =
< b4
© = 54 T
£ 5000- e
= @ e -
2 = e
0- o4 BABASA
@
S v
S »
C Q&
5- C 4- D
= Hl Baco
5 EA Rins
E . Fi
S gado
[ = —
° ; o
° ]
(=] o w
3 o a
° -
2 .
-] o
b .
D
a o
1
o
»
IS
NS
120+ E
1004

804

60+

40+

Numero de mitoses (%)

204

O numero de mitoses encontrado no tumor € outro pardmetro que expressa a
atividade no processo de divisdo celular. Quanto menos mitoses encontradas,
podemos sugerir diminuicdo da sinalizacdo do crescimento celular. Dessa forma, a
andlise do indice mitotico € um importante indicador de proliferagcéo celular [25]. Varias
células tumorais com mitose foram registradas em camundongos com tumor sélido de

Erlich para os tratamentos em estudo (17-AAG livre e LP-17-AAG). De acordo com 0s
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resultados histopatologicos do tumor, através do indice de mitose (Figura 2E), o
percentual observado para o tratamento com o LP-17-AAG de 90,58 +1,78% né&o foi
diferentemente significante para o tratamento com o 17-AAG livre (88,51 +1,78%).
Uma vez que, essa molécula é referenciada em vérios trabalhos com acgéo
antitumoral em nanossistemas como: micelas lipidicas ou poliméricas [26,27],
nanogels [28] e nanoparticulas [29], ainda ndo foi provado um sistema
nanotecnolégico que apresente efeitos toxicos reduzidos. Os lipossomas
desenvolvidos nesse ensaio ndo apresentaram aumento de peso em relacdo aos
orgaos, do baco, figado e rins (Figura 2D). Os resultados divulgados séo preliminares
para definir a diminuicdo da toxicidade do composto nos lipossomas. Ha a
necessidade de estudos complementares como a histologia desses 6rgaos, que sera

abordado a seguir.

3.3.2 Anédlise da histopatologia do Figado, Bago e Rins

Neste estudo foram visualizados através de microscopia Optica, os cortes
histologicos do Figado, Baco e Rins. As laminas foram preparadas e coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE) com objetivo de identificar as alteracdes histopatologicas
entre 0s grupos tratados.

As fotomicrografias do tecido hepatico dos camundongos que foram inoculados
com o tumor de Erlich e tratados com solucéo salina (Grupo Controle) demonstraram
hepatdcitos com nucleos grandes (alguns binucleados), esféricos e centrais.
Semelhantes ao descrito na literatura, os hepatécitos estdo associados ao arcabouco
de vasos sanguineos (sinusdides) o que foi possivel verificar presenca de hemacias
no interior desses espagos sinusoides (Figura 3.A).

Ao comparar o corte de tecido hepatico dos animais que foram previamente
tratadas com 17-AAG, observaram-se células hepaticas menos vacuolizadas dispostas
em espacos sinusoides mais dilatados do que os demais tratamentos, porém sem
eritrocitos (Figura 3.B). Além disso, € notado uma balonizacdo dos hepatécitos
(aumento de volume citoplasmético) e deslocamento do nucleo para a periferia, dando
a célula o aspecto de um anel (Figura 3.C). E uma leso carcterizada por esteatose
hepatica.

Esse efeito pode esta atribuido ao carater hepatotoxico do farmaco. Certos
medicamentos também podem desencadear um processo inflamatério e degeneragao
gordurosa no 6rgao, por ocasionar lesdes nas mitocdndrias do figado, dificultando a
metabolizacdo adequada de gorduras. O acumulo de gordura no interior dos

hepatécitos tem por finalidade estocar energia para momentos de necessidade
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(processo natural), onde a energia acumulada € muito maior do que no acglcar e
proteinas. As células do figado controlam os niveis de colesterol, levando o excesso
de gorduras do sangue para O seu interior. Muitas vezes 0 excesso de
armazenamento da gordura pode acarretar em uma doenc¢a metabdlica, denominada
esteatose hepdética. Essa reacdo pode levar ao aparecimento de fibrose, induzindo a
formacdo de ndédulos (cirrose), que representa o estagio final de diversas doencas
hepéaticas cronicas [30,31].

Entretanto, ndo foi identificado esteatose no figado dos animais tratados com
lipossomas contendo o 17-AAG (LP-17-AAG). Por outro lado, outras alteracbes
histologicas foram evidentes em todos os tratamentos: presenca de células tumorais
aderidas na capsula hepatica (Figura 3.D), hiperplasia reacional de células de Kupffer
(Figura 3.E) e infiltracdo linfocitaria no espaco porta (Figura 3.F).

As alteracbes detectadas nos animais, congestdo sinusoidal (eritrocitaria e
linfocitica), esteatose e inflamacdo s&o provenientes dos efeitos tdxicos de
substancias que podem atingir todos os sistemas e 6rgdos, porém é o figado que
apresenta maior susceptibilidade, provavelmente devido a dois fatores importantes: a)
a sua posi¢do anatdbmica, que o torna mais vulneravel e, b) o seu préprio determinismo
funcional, que condiciona maior concentracéo celular, ndo apenas dos compostos a
serem transformados, como também dos metabdlitos resultantes. Varias desordens
hepaticas distintas podem ser desencadeadas pelo uso de drogas, incluindo hepatite
aguda e crbnica, hepatite fulminante, cirrose hepatica, doencas hepéticas colestaticas,
doenca hepatica gordurosa nao alcodlica, disturbios vasculares do figado e tumores
hepaticos [31,32].

Na histomorfologia do baco dos animais (Figura 4.A, B e C), observou-se
foliculos linféides, com presencga de area maior da polpa branca no grupo do controle
e tratado com lipossomas contendo o 17-AAG. Na polpa branca, encontram-se regides
de células B (foliculos linfoides) e regides de células T (cortex parafolicular). O baco é
um 6rgéao linféide secundario formado por polpa branca e polpa vermelha. A polpa
branca é uma regido responsavel pela resposta imunoldégica enquanto a polpa
vermelha é responsavel pela remocao de hemacias defeituosas [33].

Nos camundongos tratados apenas com farmaco ndo sdo visiveis esses
nédulos da polpa branca, o que aparentemente apresentam-se fusionados, indicativo
de um processo de ativagdo do sistema imune. A expansao da polpa vermelha muitas
vezes mostra uma aparéncia difusa vermelha e geralmente é vista nas neoplasias
mieldides incluindo neoplasias mieloproliferativas e leucemia miel6ide aguda; leucemia
linfoblastica aguda; bem como linfoma de célula B e linfoma de célula T. As

anormalidades difusas da polpa vermelha do bac¢o sédo devido a deposi¢cdo anormal de
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um produto metabdlico em macréfagos esplénicos [33]. Possivelmente o resultado
observado induz acreditar na deposi¢do do 17-AAG ou na proliferagdo do cancer para
0 Orgédo esplénico. Por outro lado, ndo foram observadas altera¢des na polpa vermelha
dos animais tratados com salina e LP-17-AAG.

Figura 3 - Fotomicrografias do figado dos camundongos Swiss com
tumor de Erlich. Grupo Controle (A) — Hepatdcitos com bindcleos (—),
espagos sinusodides (P) e a presenga de eritrocitos (*); Grupo de
animais que recebeu o tratamento do 17-AAG(B, C e D) — Aumento
dos espacos sinusoides (B), esteatose hepatica (C) e a aderéncia das
células de Erlich no epitélio do figado (D); Grupo de animais que
recebeu o tratamento dos Lipossomas contendo o 17-AAG (E e F) —
Células de Kupffer (E) e infiltrado inflamatério (F). Coloracao
hematoxmna eosina, aumento original x400.

Os rins do grupo controle com o tumor transplantado e dos grupos tratatados
com 17-AAG e LP-17-AAG (Figura.4 D-I) apresentaram histologicamente l6bulos bem
definidos (piramide medular e tecido cortical recobrindo a sua base e lados) e l6bulos
bem preservados. Os glomérulos (tlbulos de Malpighi) preservados, inclusive
numericamente, apresentaram um aspecto de espaco subcapsular dentro da
normalidade do tecido e em seu contorno sdo observadas células epiteliais
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proveniente da capsula de Bowman. Apenas o grupo tratado com o 17-AAG livre
evidendicou alguns glomeralos com o espago capsular aumentado e tubulos renais
com arcabouco desorganizado e disforme comparado aos outros grupos (Controle e
LP-17-AAG).

Figura 4 - Fotomicrografias do baco e rins dos camundongos Swiss com tumor de Erlich. Bago
(A, B e C) — Foliculos nodulares (—) na presenca de polpa branca (*) e vermelha (»); Rins (D,
E, F, G, H e I) — Glomérulos renais(—) com espago capsular (*) e congestdo vascular (»).
Grupo Controle (A, D e G), Grupo de animais que recebeu o tratamento do 17-AAG (B, E e H);
Grupo de animais que recebeu o tratamento dos Lipossomas contendo o 17-AAG (C, F e I);
Coloracdo hematoxilina-eosina, aumento original x100 (A-F) e x400(G-l).

Para todos os grupos é observada uma congestao vascular nos intersticios dos
vasos renais e glomérulos renais. A exposicao a materiais toxicos para o rim (agentes
nefrotoxicos) causa lesdo ou destroem as estruturas internas do 6rgéo, em particular
os tecidos do tubulo renal. Essas sdo umas das alteragBes estruturais mais comuns
associadas ao desenvolvimento da insuficiéncia renal aguda [34, 35], uma vez que a
patogénese do dano renal ainda ndo € muito bem entendida, algumas evidéncias
sugerem coagulacdo vascular disseminada, a acdo de susténcias proteoliticas e
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vasoativas que poderiam promover e potencializar os processos de coagulacdo nos
sitios renais [34, 35].

A analise histopatolégica ndo evidenciou altera¢cdes nos rins dos animais
tratados demonstrando uma baixa toxicidade do composto sobre esse 6rgdo. Os rins
tém por fungéo controlar a homeostase e garantir a excrecao de residuos metabolicos,
regulando o volume extracelular e balanco eletrolitico (acido-basico), pois lesdes
renais podem representar danos irreversiveis. Perdas de até 50% das funcdes renais
podem nédo ser percebidas, e acima disso ja é considerada Sindrome Urémica, que

pode manifestar-se em praticamente todo o organismo [36].

4. CONCLUSAO

Usando um modelo de céancer, tumor ascitico de Ehrlich, foi demonstrado o
potencial dos lipossomas catibnicos como nhanocarreadores para a entrega de
quimioterapicos com o inibidor de HSP90, o 17-AAG. Os lipossomas desenvolvidos
tem mostrado baixa citotoxicidade para as células normais (J774) e um efeito tdxico
melhor que o composto livre. As nanovesiculas de lipidios formadas apresentaram
tamanhos e monodispersividade aplicaveis em tratamentos por via intraperitoneal. A
presenca da estearilamina na composi¢cdo lipidica favoreceu a estabilidade das
formulacdes, assim como a molaridade prosposta no encapsulamento do 17-AAG. A
acao citotéxica no periodo de 48 horas, evidenciou que os lipossomas contendo o
farmaco possuem um aumento na sua acdo anti-proliferativa frente as linhagens de
células tumorais, comparado ao 17-AAG ndo encapsulado. A inibicdo do crescimento
tumoral para os LP-17-AAG revelou um percentual consideravel de inibicdo, mesmo
nao sendo significativo. Isso propde que os lipossomas tem o mesmo efeito que o
farmaco livre, porém com efeitos toxicos reduzidos como mostrados nos estudos
histopatoldgicos dos 6rgaos. Por fim, este estudo fornece uma visédo abrangente sobre
o modo de agéo do uso de dos lipossomas in vivo como uma terapia para tumores

sélidos.
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Complexo de inclusao contendo 17-AAG:2-hidroxipropil-B-
ciclodextrina: Desenvolvimento, caracterizacao e

citotoxicidade

RESUMO:O 17-N-alil-amino-17-demetoxigeldanamicina (17-AAG) é um um agente
anticancerigeno com limitacdo para o avan¢o na pesquisa clinica pelo fator da
sua baixa solubilidade e alta toxicidade. Portanto, foram desenvolvidos
complexos de inclusdo (17-AAG:HPBCD) por liofilizacdo e caracterizados fisico-
quimicamente com a finalidade de obter uma solubilidade melhorada do
composto. Os complexos de inclusdo obtidos demonstraram a integridade do 17-
AAG identificado através do teor (99 + 0.79%).0 diagrama de solubilidade de fases de
17-AAG:HPBCD apresentou uma curva do tipo A_, com Ky, = 5,3 M™%, Na presenca de
1000 mM de HPBCD, a solubilidade do 17-AAG aumentou 39 vezes. O complexo de
inclusdo 17-AAG:HPBCD apresentou modificacbes no |V, difracdo de raios-X,
microscopia e DSC e TG, sugerindo a formacdo do complexo de inclusao. A
citotoxicidade frente a células sadias (J774) evidenciaram que o complexo de
inclusdo apresentou efeitos inibitérios similares ao composto livre em concentragées
<10 pM. Portanto, a interacdo do 17-AAG e HPBCD no complexo de inclusédo fornece

um meio alternativo de superar a baixa solubilidade aquosa do 17-AAG.
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1. INTRODUCAO

Na tentativa de desvendar os mdltiplos caminhos que causam o céancer, a
proteina de choque térmico 90 (Hsp90) tem sido um alvo atraente para terapia do
cancer. Molecurlamente é uma proteina sinalizadora responsavel por modular a
estabilidade e atividade de outras proteinas, como quinase e fatores de transcri¢ao,
que desenpenham papel critico no crescimento celular, ciclo celular, sobrevivéncia
celular e apoptose [1,2]. Em comparacdo com tecidos normais, a Hsp90 é super-
expressa em tumores soélidos e doencas malignas. Portanto, o direcionamento com
inibidores quimicos na Hsp90 pode induzir a degradacao de proteinas oncogénicas e
interromper multiplos processos oncogénicos [3].

A geldanamicina (GDM), uma benzoquinona ansamicina é um inibidor natural
da Hsp90 e tem sido estudada como um agente anticancerigeno. E sabido que GDM
compete com ATP, ligando-se a Hsp90, inibindo as fun¢des dependentes de ATP e
promovendo a degradacéo das proteinas de choque térmico [4]. Moléculas como GDM
e outras quinonas aumentam o potencial redox, logo o efeito antitumoral € mediado
pela producdo das espécies reativas de oxigénio (ROS), induzindo a apoptose [5].
Apesar da efetiva acdo anticancer da GDM, a progressao para ensaios clinicos foi
interrompida devido aos niveis inaceitaveis de hepatotoxicidade [6]. Além disso, € uma
droga instavel metabolicamente e pouco solivel em &gua [7]. Portanto, variantes da
GDM foram desenvolvidas a fim de contornar essas propriedades indesejaveis.

O 17-N-alil-amino-17-demetoxigeldanamicina (tanespimycin, 17-AAG) derivado
sintético da GDM ¢é o primeiro inibidor do Hsp90 testado em modelos de camundongos
que tem sido bastante investigado, pois mostrou um perfil de toxicidade melhorada e
uma atividade biologica eficiente em comparacdo com GDM [8,9]. Essa 6tima
atividade antitumoral, com efeitos colaterias hepaticos diminuidos pode esta associado
a perda oxidativa do grupo 17-alilo, a partir do anel de ansamicina, devido ao
metabolismo ocorrido durante a incubacao do 17-AAG em microssomas do figado. O
metabdlito gerado, 17-AAG continua biologicamente ativo e faz ligag6es de 100 vezes
mais na Hsp90 das células tumorais, assim como 17-AAG, resultando na degradacao
de proteinas clientes (proteinas dependentes do Hsp90 para sua atividade e
estabilidade). Diferentemente das células normais que demonstram uma menor
ligacédo [10,11].

Mesmo com a utilizacdo do 17-AAG em estudos clinicos de fase | e Il com
seres humanos para uma variedade de tumores sélidos, sua limitacdo deve-se a fraca
solubilidade do composto quando é administrado intravenosamente e da presenca de

alguns sintomas nos individuos estudados (fadiga e diarréia) provenientes da
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toxicicidade [10,12]. Diante dessa informacdo, uma rota alternativa € a formacéo de
complexos de inclusdo com ciclodextrinas.

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos unidos por ligagdes a (1-
4), que tendem a formar complexos de inclusdo com uma grande variedade de
moléculas hdospedes. A estrutura molecular em forma de um cone truncado das CDs é
uma consequéncia das unidades de glicopiranoses. O espaco interno é forrado de
atomos de hidrogénio e pontes glicosidicas de oxigénio determinando o carater
lipofilico, o que facilita a entrada de substadncias com natureza hidrofébica. A
superficie externa das CDs é hidrofilica devido a presenca das hidroxilas o que
caracteriza o aumento da solubilidade, uma das propriedades mais interessantes para
obtencdo de produtos farmacéuticos, alimenticios e cosméticos. Existem cerca de 30
produtos comercializados em todo o mundo que utilizam essa tecnologia [13,14].

A 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) é um derivado sintético da
ciclodextrina natural -ciclodextrina, bastante utilizada por apresentar alta solubilidade
e baixa toxicidade em comparagdo com outras ciclodextrinas da mesma familia[13].
Esse aporte faz da HPBCD uma forte candidata para incorporacdo em formulacdes
farmacéuticas, proporcionando o aumento da solubilidade do 17-AAG em agua, logo,
sua estabilidade e biodisponibilidade sdo melhoradas, conferido reducdo dos efeitos
toxicos. Nesse contexto, 0 objetivo desse estudo € desenvolver e caracterizar fisico-
guimicamente o complexo de inclusdo (17-AAG:HPBCD) e avaliar o seu potencial

antiproliferativo através de estudos “in vitro”.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Materiais

O 17-alilamino-17-demetoxigeldanamicina (17-AAG) e 2-Hidroxipropil-B-
ciclodextrina (HPBCD), foram obtidos da Sigma (St. Louis, USA). Os solventes como
Cloroférmio (CHCI;) e metanol (MeOH) foram adquiridos da Merck (Darmstadt,
Alemanha)
2.2 Métodos

2.2.1 Sintese do complexo de inclusdo

Os complexos foram preparados pelo método Freeze-Drying [15]. O 17-AAG foi

dissolvido em solu¢gbes de HPBCD na razdo molar 1:1. A suspensao permaneceu sob
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agitacdo, a temperatura ambiente (25 °C) por 72h até verificar a formacao de uma
solugdo homogénea. Em seguida, foi congelada a -80 °C e posteriormente, liofilizada
por aproximadamente 72 h. Os complexos de inclusao liofilizados foram armazenados

em frascos ambar, livre luminosidade, em um dessecador a temperatura ambiente.

2.2.2 Teor do 17-AAG no complexo de incluséo

A quantificacdo do 17-AAG no complexo de inclusdo (17-AAG:HPBCD), foi
determinada pelo ponto médio da curva de calibracdo padrdo. Esse estudo objetiva
avaliar a integridade da molécula durante a formacdo do complexo de inclusdo pela
metodologia adotada no preparo [15]. Anteriormente foi desenvolvido um método
analitico no espectrofotdmetro UV-Vis, através de um varrimento (200 e 500 nm) com
diferentes concentragcdes de 17-AAG observando o pico de maior absorbancia [15].
Seguindo este estudo uma curva de calibragéo foi preparada solubilizando 5 mg do
17-AAG, para um baldo volumétrico contendo 25 mL de metanol. A partir dessa
solugéo estoque padrao foram feitas diluicdes que variaram de 1 a 9 ug/mL. O ensaio
foi realizado em triplicata.

2.2.4 Estudo de solubilidade de fases

O estudo de solubilidade de fases foi realizado de acordo com o método
descrito por Higuchi e Connors [16]. Uma quantidade do p6 de 17-AAG (2mg) foi
adicionada em excesso a agua deionizada com concentragbes crescentes de HPBCD
(0-1000 mM). As suspensdes foram mantidas em agitacdo por 72 h, a 25°C. Apés
esse periodo as amostras foram centrifugadas (3500 rmp/ 10 min) e filtradas. Uma
aliqguota da amostra foi coletada para quantificacdo por espectrofotometria UV cujo
Amax fOi de 333 nm. Os dados foram analisados por regresséo linear e a equacao da
reta ajustada segundo a equacao abaixo:

[17-AAG] = a.[HPBCD] + b,

onde a e b correspondem a inclinacdo e a ordenada na origem,
respectivamente.

A partir desta equacao, foi realizado o célculo da constante de associagdo (K.),
pela seguinte formula: K. = a/[(So) (1- a)], onde Sy é a solubilidade do 17-AAG em
agua na auséncia da solugdo HPBCD. Outro parametro estudado a partir dos dados da
curva linear do estudo de solubilidade de fases é a eficiéncia de complexagéo

(CE=inclinag&o/1- inclinac¢ao).
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2.2.5 Caracterizacdo dos complexos de inclusao (17-AAG:HPB-CD)

ApOs a obtencdo de um complexo de inclusdo, o li6filo foi submetido a
caracterizacdes fisico-quimicas, objetivando relacionar o efeito da ciclodextrina
(agente solubilizante) na solubilidade de um composto teste. Os complexos de
inclusdo 17-AAG:HPBCD foram caracterizados através das técnicas de infravermelho
(IV), difracdo de raios X(DRX), microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e analise
térmica com calorimetria diferencial de varredura (DSC e TG) [14-15]. Todas as
amostras foram analisadas em po6 (17-AAG, HPBCD e complexo de inclusdo). A
mistura fisica foi preparada na proporgédo equimolar de 17-AAG para HPBCD de 1:1

mol.

2.2.5.1 Infravermelho

Os espectros de infravermelho (V) foram realizados em um espectrometro de
infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) da Bruker Vertex 70, com
acessorio de refletdncia total atenuada (Attenuated total reflectance, ATR)
empregando o cristal de germéanio. Todos os espectros para cada amostra (17-AAG,
HPBCD, complexo de inclusao e mistura fisica) foram obtidos na faixa de 4000-400

cm™, com resolucéo de 4 cm™.

2.2.5.2 Difracéo de Raios-X

Os padrdes de difragdo de raios-X foram realizados em um difratometro da
Brucker modelo D8 Advance, utilizando-se radiagdo CuKa A= 1.5406 A) em um

alcance 26 entre 5- 60°C em step scan de 0,02%s.

2.2.5.3 Microscopia Eletronica de Varredura

O estudo da morfologia do 17-AAG, HPBCD, complexo de inclusao e mistura
fisica, foi realizada por microscopia eletrénica de varredura (MEV), utilizando
microscopio Quanta 200F (FEI Company, Hillsboro, OR, EUA). As amostras foram
fixadas em um porta amostra de aluminio usando fita de dupla face e submetidas a

analise com tensao de aceleracao 30 kV.

2.2.5.4 Analise Térmica (DSC e TG)
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Complementando a caracterizacéo, as amostras foram submetidas aos ensaios
termoanaliticos, diferencial de varredura calorimétrica e termogravimetria, utilizando
um analisador (NETZSCH — STA 449 F3 Jupiter) sob atmosfera de nitrogénio, com
fluxo de 20,0 mL.min™ e taxa de aquecimento de 10°C/min, numa faixa de temperatura
de 40 a 500°C. Os termogramas foram analisados através do software Netzsch

Proteus.

2.2.6 Avaliacédo da viabilidade celular do 17-AAG e do complexo de incluséo (17-
AAG:HPB-CD);

Para avaliar a viabilidade celular do 17-AAG livre e complexado com CDs (17-
AAG:HPB-CD), foram utilizadas e cultivadas linhagens de células de macréfagos
(J774). As células foram obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro/lUFRJ e
mantidas em frascos de cultura contendo meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% estreptomicina/penicilina a
37°C em estufa umida (5% de CO,).

Para o ensaio de citotoxicidade in vitro, as células de macréfagos foram
cultivadas em placas de 96 pocos (10° células/poco) e incubadas na mesma condic&o
de manutencdo das células. Apos 24 horas, foi observado o crescimento e aderéncia
celular. Visto uma confluéncia celular de aproximadamente 80%, as células foram
tratadas com solugdo do 17-AAG livre e complexado a CDs de acordo com as
concentracdes de trabalho (0,2 a 100 uM). O composto e complexo de inclusdo foram
diluidos em DMSO (dimetilsuféxido a 0,1 % v/v), e filtrados através de um filtro
Millipore (0,22 um), antes do tratamento. Como controle positivo os macréfagos foram
tratados com a mesma quantidade de DMSO utilizado para solubilizar o farmaco.
Depois que as células foram incubadas por periodos de 24h e 48h, o crescimento
celular foi quantificado pelo método de reducédo do 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-tetrazolio (MTT) ao composto azul de formazan. Uma solucdo contendo MTT (0,5
mg /mL) foi substituido ao meio de cultura durante 3 horas. Para a revelacao atravées
da solubilizag&o dos cristais de formazan, as células foram incubadas por mais 3h com
dodecil sulfato de sédio (20%). As absorvancias foram medidas a 570 nm em um leitor
multiplate (Multiskan Go, Thermo). O percentual de viabilidade celular foi calculado em
relacdo as células tratadas com 17-AAG ou HPbCD:17-AAG e comparadas ao grupo
controle (DMSO 0,1%).


http://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-culture/classical-media-salts/dmem.html
http://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-culture/classical-media-salts/dmem.html
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2.2.7 Analise estatistica

Os valores estatisticamente significativos foram validados utilizando testes ndo
parameétricos entre duas amostras independentes (Mann-Whitney tests), p < 0,05 foi
considerado como significante. Todos os dados quantitativos foram plotados com
software GraphPad Prism 6.0.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintese e teor do 17-AAG no complexo de inclusao

O complexo de inclusdo (17-AAG:HPBCD) obtido pelo método de liofilizagao
(Freeze-Drying) demonstrou um excelente percentual de rendimento de 91,90 +
2.21%, ao comparar os complexos de inclusdo de clorzoxazona com HPBCD que
obtiveram um redimento de 78,85% [17].

A integridade do 17-AAG no complexo de incluséo foi identificado através do
teor (99 + 0.79%), calculado a partir do ponto médio da curva de calibragdo. O
espectro de varredura do 17-AAG puro em metanol, na faixa compreendida de 200-
500 nm revelou absorbancia maxima no comprimento de onda de 333 nm (Figura.l),
como descrito por Chandran et al., 2010 [17].

Figura 1. Espectro de varredura de diferentes concentra¢des do

17-AAG em metanol (Anax 333 nm).
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Os dados obtidos das trés curvas de calibra¢éo foram ajustados por analise de
regressao linear. O método espectrofotométrico apresentou linearidade a 333 nm para
as concentragbes estudadas (1.0 a 9.0 yg.mL™). A equacdo da regressdo linear
média obtida a partir de trés curvas de calibragéo foi y = 0,0378 x + 0,0014, em que y
é a absorbancia (nm) e x a concentragdo (ug.mL™) em equivalentes do 17-AAG
(Figura. 2). O coeficiente de correlacdo obtido foi de 0,99968, significando que 99,97%
da variacao total em torno da média é explicada pela regressao linear, comprovando a

adequacdo do método ao intervalo avaliado.

Figura 2. Curva de calibragdo construida com diferentes

concentracdes do 17-AAG (1.0 a 9.0 ug.mL™) a0 Ama= 333 nm.
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3.2 Estudo de solubilidade de fases

O estudo de solubilidade de fases é uma ferramenta til para avaliar a acdo do
efeito de inclusdo das CDs com farmacos pobremente solUveis em agua e alguns
parametros envolvidos na formacdo dos complexos. A Figura 3 mostra o perfil de
solubilidade de fases do 17-AAG em solucbes de HPB-CD em diferentes
concentracdes. O diagrama de solubilidade de fases resultou em uma curva do tipo A_
tal como descrito Loftsson e Duchéne[16, 26]. A curva do tipo A. demonstra um

diagrama linear, onde a solubilidade do 17-AAG aumenta linearmente com o aumento
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da concentracdo de ciclodextrina. O resultado mostra uma relacdo linear entre a
solubilidade aparente do 17-AAG e a concentragdo de HPBCD em solugdo aquosa,
ambos a 25 °C, indicando a formacdo do complexo de inclusdo 1:1
(farmaco:ciclodextrina). A razdo molar 1:1 é o tipo de associa¢cdo mais frequente, no
qgual uma molécula € inserida na cavidade da ciclodextrina [19]. Os dados foram
ajustados pela regresséo linear apresentando a seguinte equacao:

[17-AAG]sgua = 0,118 x [HPB-CD] - 0,1418 (r°=0,9836).

Figura 3. Diagrama de solubilidade de fases do 17-AAG em

fungdo da concentragcdo de HPB-CD em agua a 25 °C.
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A constante de associagdo (Kc) determinada para o 17-AAG em solugéo
aquosa de HPBCD foi de 5,34 x 10° M™ o que indica uma forte interacdo entre a droga
e a ciclodextrina. A alta constante de associacdo do 17-AAG com a HPBCD é
comparado com valores encontrados para outros farmacos com caracteristicas
hidrofébicas semelhantes ao 17-AAG como a spironolactona, a qual apresentou o Kj.;
de 9,829 x 10° M™[20]. O aumento méaximo da solubilidade do 17-AAG na solucéo de
HPBCD foi 0,98 mM, mais que 39 vezes com relagao a sua solubilidade em agua (0,03
mM). A eficiéncia de complexacgéo (CE) do 17-AAG em solugdo aquosa de HPBCD foi
0,134, isso significa que 1 a cada 8,5 moléculas de HPRCD forma um complexo com o

17-AAG. As imagens da solubilidade do 17-AAG puro e do complexo de inclusdo em
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agua podem ser visualizadas na figura 4. Pequenos aglomerados da molécula 17-AAG
sdo visualizados na presenca da agua, demonstrando o seu caratér de baixa
solubilidade. Em contrapartida, a solubilizacdo do composto em meio aquoso €

perceptivel na presenga da HPBCD, através da técnica freeze-drying.

Figura 4. Imagem da solubilidade em agua do 17-AAG na
presenca da ciclodextrina (HPBCD) preparada pela técnica
freeze-dried. (a) 17-alilamino-17-demetdxigeldanamicina (17-
AAG) e (b) complexo de incluséo (17-AAG:HPBCD).

3.3 Caracterizagao dos complexos de incluséo (17-AAG:HPB-CD)
3.3.1 Espectroscopia de Infravermelho

O espectrograma de infravermelho do 17-AAG, da HPBCD, do complexo de
inclusao AF:HPBCD e da mistura fisica estao apresentados na Figura 5.

O comprimento de onda analisado (4000-500 cm™) apresentou Varios
espectros de infravermelho para o 17-AAG, destacando 5 picos que sofreram
encurtamento de suas bandas na presenga da HPBCD compreendidos entre 3100 a
3700 cm™. Estas bandas s&o referente ao grupamento da hidroxila, faixa de larga
reflectancia, evidentes também no complexo de inclusdo, como caracteristica

especifica da HPBCD seca e pura. Isto esta atribuido as vibragdes do nimero de OH
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na molécula, indicando uma forte associacao dos grupos das hidroxilas, por intermédio
das ligagGes de hidrogénio. No entanto, a existéncia de uma intensidade mais baixa,
picos agudos no intervalo de 3600-3700 cm™ indicam a presenca de grupos OH livres
[21].

Figura 5. Espectros de infravermelho para o 17-alilamino-17-demetéxigeldanamicina (17-
AAG), 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), complexo de inclusdo (17-AAG:HPBCD), e

mistura fisica (MF).
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As bandas tipicas do 17-AAG, visiveis nos espectros entre a faixa de 1042 a
1730 cm™, compreendem os grupos: carbonil, carbamato, hidroxil, metoxi e metil [22].
O deslocamento ou a auséncia dessas bandas caracteristicas do 17-AAG nos
espectros do complexo de inclusdo sugere a interacdo do 17-AAG com HPBCD. O 17-
AAG mostrou uma banda de forte absor¢cdo para o grupamento da carbonila (1730
cm?) sofrendo um deslocamento no complexo de incluséo (1712 cm™). Isto pode ser
interpretado como mudanca na interacdo das ligacdes de hidrogénio [23]. O pico de
absorcdo em 1519 cm™ foi correspondente para C=C representado pela vibracdo de
alongamento do anel aromatico e a sua intensidade diminuiu no complexo. Bandas
correspondentes a C-N, também diminuiram a intensidade da vibragdo de

alongamento observada entre 1363 e 1242 cm™. O grupo CH; do 17-AAG foi
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apresentado em 1486, 1463 e 1413 cm™. Ao mesmo tempo, as bandas a 1099 e 1045
cm™ correspondem a C=H do anel benzeno desapareceram.

Outras interagcdes moleculares podem ter ocorrido entre 17-AAG e HPBCD,
promovendo a inclusdo do principio ativo na cavidade interna da HPBCD. Contudo,
algumas bandas apresentadas no infravermelho da molécula héspede podem ser mal

interpretadas, devido alta absorbancia relativa das bandas da ciclodextrina [24].
3.3.2 Difragéo de Raios X

Os padrbes de difracdo de raios x para 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HPBCD), 17-alilamino-17-demetdxigeldanamicina (17-AAG), estdo ilustrados na
figura 6, bem como o complexo de inclusédo (17-AAG:HPBCD) e mistura fisica (MF).

Figura 6. Padrdes de difracdo de raios -x para, (a) 17-alilamino-17-
demetodxigeldanamicina (17-AAG), (b) (HPBCD), (c) complexo de
inclusdo (17-AAG:HPBCD), e (d) mistura fisica (MF).
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A natureza cristalina do 17-AAG é evidenciada através das reflexbes de Bragg.
Essas reflexbes de Bragg também sao reveladas na mistura fisica e no complexo de
inclusdo, porém com menos intensidade. As caracteristicas singulares de cada
composto sdo preservadas e observado na mistura fisica. Isso pode indicar que nédo
ocorreu interacdo entre 17-AAG e a HPBCD. Em contraste, a HPBCD possui ordem de
curto alcance identificado pela presenca de dois largos picos e pelo halo amorfo.

Comparando o difractograma do complexo de incluséo (17-AAG:HPBCD) com
o0 17-AAG (figura 6a) e HPBCD (figura 6b) isolados, fica evidenciado a sobreposigao
de picos, sendo um ponto adicional para supor a formac¢do do complexo de incluséo.
Este comportamento amorfo do complexo de inclus&o pode indicar a interagéo do 17-
AAG com HPBCD, levando a formacdo de uma nova fase sdlida relatada também na
literatura [25,26].

3.3.3 Anélise Térmica (DSC e TG)

Os termogramas das amostras estudadas, 17-AAG, HPBCD, complexo de
inclusdo e misturas fisica, através do ensaio de calorimetria diferencial de varredura
(DSC), estao apresentados em uma analise de 40 a 500°C (Figura 7).

O 17-AAG exibiu picos caracteristicos, endotérmico e exotérmico de 207 e
213°C respectivamente, como relatado na literatura [27]. O diagrama evidencia
inicialmente para HPBCD um pico endotérmico largo, entre 60 e 100 “C, com alcance o
maximo em 83 °C, indicando o processo de desidratacdo. Um segundo pico
exotérmico em torno de 350°C é identificado para HPBCD devido ao fenbmeno de
decomposicdo [28]. A mistura fisica evidencia os mesmo picos (endo e exo) do 17-
AAG, assim como os picos da HPBCD. Por outro lado, o complexo de inclusao
caracteriza-se pela auséncia do pico que evidencia o 17-AAG. Isto pode sugerir a
interacdo decorrente do fenbmeno de complexacdo. Similares resultados séo
apresentados em outros trabalhos como alpinetina [28] e repaglinida [25] complexadas
a HPBCD.
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Figura 7. Varredura Diferencial Calorimétrica (DSC) para (a) 2-hidroxipropil-B-
ciclodextrina (HPBCD), (b) 17-alilamino-17-demetodxigeldanamicina (17-AAG), (c)
complexo de inclusédo (17-AAG:HPBCD), e (d) mistura fisica (MF).
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Outra analise térmica que corrobora com o estudo calorimétrico diferencial de
varredura é a termogravimetria (TGA). Esta técnica € utilizada para acompanhar a
perda e/ou ganho da massa da amostra em funcéo da temperatura. Na figura 8 o perfil
do gréfico referente ao 17-AAG demonstra varios pontos com perdas de massa (Am)
ao longo da faixa de temperatura estudada. A desitratagcdo do 17-AAG iniciou em
209°C, representando uma perda total de massa no valor de 69,51%. Diferentemente,
a perda total de massa é maior para HPBCD (79,91%), mas a sua decomposigao tem
um onset em 308°C. Para o complexo de inclusdo (Am=74,98%), a degradacao iniciou
a 125°C, demonstrando que a HPBCD protege o 17-AAG e consequentemente
acarreta um tempo maior para a degradagédo da molécula em estudo. Logo, ficou claro
gue a perda total de massa para o complexo foi maior que o 17-AAG puro. Além disso,
€ interessante notar que a curva de TG do complexo de inclusdo apresenta a mesma
caracteristica que a da mistura fisica, pois a mistura mecanica dos compostos puros
também pode ser caracterizada como processo de complexacdo molecular com as
ciclodextrinas [29,30].
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Figura 8. Curvas termogravimétricas para €) 17-alilamino-17-
demetoxigeldanamicina (17-AAG), (b) 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), (c)
complexo de inclusédo (17-AAG:HPBCD), e (d) mistura fisica (MF).
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3.5.5 Microscopia eletrdnica de varredura

As analises de MEV foram realizadas com o objetivo de avaliar tanto a
morfologia quanto a forma e superficie dos constituintes puros e as mudancas
produzidas pela formacdo do complexo de inclusdo. Assim, a Figura 9 ilustra a
micrografia de MEV do 17-AAG e HPBCD puros, da mistura fisica (17-AAG e HPBCD)
e do complexo de inclusdo 17-AAG:HPBCD. O 17-AAG apresentou na forma de
cristais aciculares (Figura 9A). Por outro lado, a HPBCD (Figura. 9B) demonstra uma
morfologia caracterizada pela forma predominantemente de esferas cilindricas (Figura.
9B) [17]. Na mistura fisica (Figura. 9D) verificou-se que a morfologia foi comparavel
aos materiais puros de 17-AAG e HPBCD, evidenciando a auséncia de mudangas
morfolégicas. Por outro lado, as imagens relacionadas ao complexo de inclusédo
(Figura. 9C) revelaram mudancas significativas na morfologia do 17-AAG e da HPBCD,
apresentando forma amorfa e mudancas na morfologia original de ambos
componentes. A comparacdo destas imagens mostra que o complexo de incluséo foi
distinto dos componentes isolados, demonstrando a formacdo do complexo de

inclusao pela interacdo entre o farmaco e a ciclodextrina [15].
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Figura 9. Microscopia eletronica de varredura do 17-AAG (A); da HPBCD (B); do complexo

de inclusédo (C) e a mistura fisica (D).

3.4 Avaliacéo do ensaio de citotoxicidade

Nas células de macrofago murino (J774) tratadas com 17-AAG e complexo de
incluséo (17-AAG:HPBCD), por um periodo de 24 e 48 horas, foi realizada a avaliagdo
de citotoxicidade através do ensaio de MTT e os resultados estdo apresentados por
gréficos na figura 10.

Os efeitos citotoxicos nesta linhagem de células sadias (J774) tratados com o
17-AAG livre e complexado, ndo foram determinantes para valores de uma IC50.
Poucos séo os trabalhos que relatam os resultados de inibicdo de crescimento celular
frente a células normais, quando se trata de drogas antineoplasicas. Portanto, Wang e
colaboradores (2014), ao realizar um estudo comparativo do 17-AAG, com outro
inibidor da chaperona Hsp90 (SNX-25a), demonstrou que nao foi possivel determinar

inibicdo do crescimento de algumas células como fibroblasto fetal humnano (MRCS),
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células do figado (L-O2) e fibroblastos dermais (HDF) quando tratadas com o 17-AAG
[31]. Assim, de acordo com os resultados ficou determinado uma IC50 superior a 100
UM para o 17-AAG.

Estudos também demonstram que 17-AAG liga-se a Hsp90 com maior
afinidade em células tumorais do que em células normais, verificando que a viabilidade
de células tumorais do carcinoma de mama (BT474) obteve uma concentragédo
inibitéria (IC50) de 6nM, enquanto que nas células epiteliais dos rins humanos e
fibroblastos dermais apresentaram uma IC50 de 600 e 400 nM, respectivamente
[32,33].

Figura 10. Viabilidade celular das células J774 tratadas com 17-alilamino-17-
demetoxigeldanamicina (17-AAG) e complexo de incluséo (17-AAG:HPBCD) num periodo de
24 (A) e 48 h (B).
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No entanto, em comparacdo ao 17-AAG sozinho, a viabilidade celular para as
células tratadas com o complexo de inclusdo (17-AAG:HPBCD), nas primeiras 24
horas, apresentaram valores significativos apenas para as concentracdes de 50 e 100
UM. Apds o periodo de 48 horas, os complexos de inclusdo mostraram efeitos
inibitorios significativos em relagdo ao 17-AAG, de 65,36 + 1,3%, 78,81 + 6,8%, e
73,51 £+ 5,9%, para as concentracdes de 10, 50 e 100 uM, respectivamente. Sugere-se
que o 17-AAG complexado a ciclodextrina torna-se um composto mais solavel, o que
permite a entrada da droga mais facilmente na célula. Esse mecanismo celular ainda
ndo esta bem esclarecido, porém o efeito da solubilizacdo das ciclodextrinas (CDs)
permite que a sua estrutura em forma de anel possa formar uma nova interagdo com
os lipidios no compartimento de fase aquosa e, particularmente, os componentes
lipidicos da membrana celular s&o reversivelmente extraidos. A remocdo dos
componentes lipidicos da membrana (principalmente colesterol) pode levar a lise da
célula [34]. Essa solubilizagdo do colesterol pela ciclodextrina € evidenciada, no

estudo de citotoxicidade de varios derivados das ciclodextrinas, demonstrando uma
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IC50 para HPBCD, superior a 200 uM frente as células CACO-2 (células de linhagem
do adenocarcinoma colo retal humano) [34].

Portanto, o uso da HPBCD para a formacao de complexo de inclusdo com o 17-
AAG tornou uma ferramenta para aumentar a solubilidade da molécula e sua atividade
frente as céllulas sadias (J774). Apesar dos efeitos inibitorios similares ao composto
livre em concentracbes <10 pM, os complexos de inclusdo apresentaram
citotoxicidade significativa maior e igual a 10 uM, por maior tempo de exposi¢cdo do
composto as células (48h). Possivelmente, as CDs tenham protegido o farmaco de
variantes que causam degradacdo de moléculas em estudos in vitro, submetidas ao

longo periodo.

4. CONCLUSAO

No presente trabalho, foram preparados com éxito complexos de inclusdo do
17-AAG com HPBCD, pelo método de liofilizagcdo. Os resultados a partir do diagrama
de solubilidade de fases demonstraram a formac&o de uma mistura na razdo molar de
1:1 do complexo de incluséo (17-AAG:HPBCD). A indicagédo de que houve interacbes
intermoleculares entre os compostos, 17-AAG e HPBCD, foi analizada por técnicas de
caracterizacdo (FT-IR, DRX, DSC, TG e MEV) sugerindo a formagéo do complexo de
inclusdo. Além disso, no ensaio de citotoxicidade in vitro indicaram que o efeito
inibitério do complexo de inclusdo em macréfagos (J774) nao tinha diferenca
significante comparado ao 17-AAG sozinho em concentragdes inferiores a 10 uM. A
interagdo do 17-AAG e HPBCD no complexo de inclusdo fornece um meio alternativo
de superar a baixa solubilidade aquosa do 17-AAG e assim modificar a

farmacocinética da molécula para o progresso nas pesquisas de cancer.
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Desenvolvimento de lipossomas

contendo complexo de inclusdo 17-AAG:HPBCD

RESUMO:O 17-N-alil-amino-17-demetoxigeldanamicina (17-AAG) é um inibidor da
proteina chaperona Hsp90 e tem sido estudado extensivamente como um agente
anticancerigeno. Porém, sua utilizacdo ainda é limitada devido a sua baixa
hidrofilicidade e toxicidade. Na tentativa de veicular esse composto em
lipossomas, foi investigado a melhor forma de encapsular o 17-AAG. Os
lipossomas contendo 0 17-AAG e complexo de inclusdo do 17-AAG foram
preparados pelo método de hidratacdo do filme lipidico e submetidos a analise de
citotoxicidade frente as células Hela e MCF-7. Nos estudos de estabalidade
acelerada e a longo prazo, as formulagcfes lipossomais contendo o complexo
de inclusdo ndo apresentaram alteracdes significativas quanto ao tamanho,
indice de polidispersividade e pH. Os resultados apresentaram, que ndo ha
diferenca significativa nas formas de encapsular o 17-AAG nos lipossomas,
revelando uma EE% de 99% para ambos tipos. Os lipossomas desenvolvidos
neste estudo, obtiveram uma carga positiva de 21,13 + 0,68 mV (LP-Branco), 11, 43 +
0,85 (LP-17-AAG) e 22,6 + 1,85 (LP-17-AAG:HPBCD). A morfologia microscopica
confirma o tamanho e o tipo de lipossomas preparados. Nos estudos de
citotoxicidade a acgdo inibitéria do LP-17-AAG e o0 LP-17-AAG:HPBCD
demonstraram-se mais eficientes comparado ao farmaco livre. Com isso, as
duas formas de encapsular o 17-AAG exibiram atividades antiproliferativas

similares.
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1. INTRODUGAO

A proteina de choque térmico 90 (Hsp90) € um membro das proteinas
chaperonas que regulam processos celulares, tais como o dobramento de proteinas,
degradacao da proteina e a transducgdo do sinal necessario para a proliferacéo celular
e sobrevivéncia durante as condi¢cdes normais e de doenca [1]. A Hsp90 pode ligar-se
a uma matriz de proteinas clientes como ErbB2, EGFR, Raf, MEK, FAK, FIt3, PDGFR,
Cdk4, -6, -9 e, Akt e p53 envolvidas no desenvolvimento de varios tipos de cancer [1-
4]. A inibicdo do Hsp90 destas proteinas clientes oncogénicas € uma abordagem
inovadora para diferentes tipos de doenca, especialmente em cancer.

Um derivado da geldanamicina, 17-alil-amino-17-demetoxigeldanamicina (17-
AAG ou tanespimycin) € um exclente inibidor da Hsp90 dentre varios que tem sido
explorado em ensaios clinicos [5]. Até o presente momento, a sua limitacdo na
terapéutica ndo permitiu o avango nos estudos clinicos de fase Ill para tratamento de
diferentes tipos de cancer, que se encontram sob investigacdo [4-7]. Além do carater
hidrofébico do 17-AAG, outro fator limitante, esta associado a sua hepatotoxicidade
igualmente encontrada para outros quimioterapicos também inibidores da Hsp90 [7,8].
Os niveis de dosagem e as frequéncias de 17-AAG na terapia ndo estdo associados
apenas pela toxicidade sistémica, mas também pela toxicidade dos solventes
organicos (Cremophor, etanol, DMSO, fosfolipidos de ovo) utilizados para solubilizar o
composto sob administragéo intravenosa [9].

A industria farmacéutica tém utilizado ciclodextrinas para minimizar a toxicidade
de alguns quimioterapicos através do aumento de sua solubilidade. As ciclodextrinas
(CDs) séao veiculos de farmacos, formados por oligossacarideos ciclicos unidas por
ligagbes a (1-4), que tendem a formar complexos de inclusdo com uma grande
variedade de moléculas héspedes. A 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) é um
derivado sintético da ciclodextrina natural B-ciclodextrina, bastante utilizada por
apresentar alta solubilidade e baixa toxicidade [10,11]. A tolerancia da HPBCD em
organismo humano depende da via de administracdo e da dose. Estudos com a
HPBCD demonstraram uma boa tolerancia da dose aplicada intravenosamente em
camundongos, macacos, ratos e cachorros [12].

Diante de muitas vantagens apresentadas na formacdo dos complexos de
inclusé@o, ainda ndo € suficiente para promover uma liberagédo controlada do 17-AAG.
Objetivando melhorar a estabilidade e obter um perfil de liberagcdo controlada do
farmaco, estudos estao voltados para encapsulacdo de complexos de inclusdo em

lipossomas [13]. Considerados biocompativeis e ndo imunogénicos os lipossomas sao
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nanovesiculas esféricas constituidas por bicamadas lipidicas que encerram no seu
interior um ou mais compartimentos aquosos [13]. Eles tém sido utilizados como
modelos de membranas artificiais e como transportadores antitumorais in vivo [14]. Os
lipossomas oferecem uma excelente oportunidade para complexo de inclusdo 17-
AAG:HPBCD, assim otimizando os parametros farmacocinéticos e o0s efeitos
farmacologicos, como a reducdo da toxicidade do farmaco mantendo o excelente
efeito antitumoral. O presente trabalho tem como proposta principal desenvolver
lipossomas com complexo de incluséo 17-AAG:HPBCD.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Os solventes como Cloroférmio (CHCI;) e metanol (MeOH) foram adquiridos da
Merck (Darmstadt, Alemanha). O 17-alilamino-17-demetéxigeldanamicina (17-AAG),
colesterol (COL), a estearilamina (EST) e 2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.Louis, EUA); Fosfatidilcolina de soja (PC) (98%
de Epikuron 200®) foi obtido a partir de Lipoid GMBH (Ludwigshafen, Alemanha).

2.2 Métodos

2.1. Preparacgao dos lipossomas

Os lipossomas contendo 17-AAG foram preparados a partir do método da
deposicdo do filme lipidico seco seguido de sonicacdo [15]. Os lipossomas
convencionais foram desenvolvidos com fosfatidilcolina de soja (PC) e colesterol
(COL), na razdo molar 8:2, (p/p), enquanto os lipossomas contendo esterialamina
(STE) na sua composi¢do quimica foram preparados com PC, COL e STE na razao
molar de 7:1,5:0,5 (p/p). Para a obtencédo das formula¢des lipossomais contendo o 17-
AAG, o farmaco foi dissolvido conjuntamente na mistura de CHCl;:MeOH (3:1 v/v) sob
agitacdo magnética. O solvente da mistura foi condicionando no baldo para sua
remocdo a vacuo por 30 min através de um rota-evapodor (37 1 °C, 80 rpm),
resultando na formacdo do filme lipidico seco. Posteriormente, o filme lipidico foi
hidratado com 10 mL da solucdo de tampao fosfato de potdssio 0,1 M, pH 7.4,
produzindo lipossomas multilamelares. Em seguida, a suspensdo lipossomal foi

sonicada (amplitude 50%) a pulso (on 2s, pulso off 1s) durante 5 minutos, pelo



CAMPOS, T.A., (2016) Desenvolvimento de um nanosistema contendo 17-AAG ...
114

equipamento ultrassonicar de ponta (Q500 da QSonica) para produzir lipossomas
pequenos unilamelares.

Os lipossomas contendo o complexo de inlcusdo (17-AAG:HPBCD) foram
preparados como descrito acima, entretanto a fase aquosa foi formada pela solugéo
de tampdao fosfato de potassio (0.1 M, pH 7.4) conteve o complexo de inclusdo 17-
AAG:HPB-CD. Por sua vez, o complexo de inclusdo foi desenvolvido como
previamente relatado em estudos anteriores [16].

2.2 Caracterizacédo dos Lipossomas

2.2.1 Avaliagéo da estabilidade das formulagdes

As formulagbes obtidas foram avaliadas quanto aos testes de estabilidade
acelerada e a longo prazo [15]. Os ensaios de estabilidade acelerada as formulagfes
lipossomais foram submetidas a resisténcia de centrifugag¢éo (6000 rpm, por 1 h, a 25
°C) e a resisténcia as vibragbes mecéanicas (180 strokes/min, 48 h, a 37 °C). Apoés
esse processo o0s lipossomas foram avaliados quanto aos aspectos macroscépicos
(observar se a formulacdo precipitou), variacdo de pH, tamanho de particula e indice
de polidispersdo. No teste de estabilidade a longo prazo, as formulagbes foram
armazenadas a 25°C e em intervalos de tempos regulares (0, 15, e 30 dias) foram
avaliadas quanto ao pH, tamanho e sua polidispersividade.

O pH dos lipossomas foi aferido com um eletrodo de vidro através de medidor
de pH digital (Orion 5-star plus, Thermo Scientific), a temperatura ambiente. As
particulas lipossomais foram diluidas em agua pura na proporcao de 1:5 (lipossomas:
agua) e dimensionados por espectroscopia de correlacdo de fétons (Beckman Coulter
Delsa ™ Nano S Analisador de Particulas). As medi¢gdes de tamanho e indice de
polidispersividade foram efetuadas a 25 °C com um angulo fixo de 90° e os tamanhos
das nanoparticulas foram indicados a partir da média do diametro hidrodindmico

lipossomal (nm).

2.2.2 Eficiéncia de encapsulacédo do 17-AAG nos lipossomas

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) do 17-AAG nos lipossomas foi
determinada através da técnica de ultrafiltracdo-centrifugacdo utilizando unidades
ultrafree® (Millipore). Para determinacdo da taxa de encapsulacdo as amostras de

lipossomas foram inseridas em unidades de filtracdo e submetidas a centrifugagcédo a
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10.000 rpm, por 1 h, a 4 °C. O 17-AAG filtrado foi determinado por espectrofotometria
UV ao Amax= 333 nm. A quantificacdo baseou-se em uma curva padrdo do 17-AAG
dissolvido em metanol nas concentragbes variando de 1.0 a 9.0 pyg.mL™ preparada
previamente. Os experimentos foram realizados em triplicata.

O total de farmaco nas formulacées foi averiguado de modo que uma aliquota
dos lipossomas, equivalente ao ponto médio da curva padrao, foi dissolvida em 10 mL
de metanol e sonicada por 5 min. Posteriormente o 17-AAG foi quantificado pelo
mesmo método anterior através da espectrofotometria UV. A partir disso foi calculada

a eficiéncia de encapsulacdo demonstrada pela seguinte formula :

Equacdo 1. % EE = ([17-AAG filtrado] - [17-AAG total ]) / [17-AAG total] x 100.

2.2.3 Potencial Zeta dos lipossomas

O potencial zeta ( mV) dos lipossomas foi medida por uma ténica de
espalhamento de luz dindmico (Zetasizer Nano ZS, Malvern, Reino Unido) para
analisar a carga de superficie das vesiculas lipidicas. Nesta método os lipossomas
foram diluidos em agua pura na proporcdo de 1:5 (lipossomas: agua). As analises

foram em triplicata.

2.2.4 Morfologia microscépica dos lipossomas

A avaliacdo da morfologia dos lipossomas foi realizada por microscopia
electrdnica de tranmissdo (MET). A formulacéo lipossomal foi diluida em agua pura
(1:10) e gotejada (10 pL) numa grade contendo uma rede de cobre quadrangular,
revestida por uma pelicula de carbono. Ap6s 5 minutos, 0 excesso de amostra foi
removido por transferéncia rapida em um papel de filtro e sem seguida a amostra foi
corada negativamente com uma aliquota (10 pL) da solucdo de &cido fosfotungstico
(1% v/v) durante 5 minutos. Apos 24 horas, as microfotografias foram obtidas
utilizando um microscopio eletrénico de transmisséo (Tecnai, 200, FEI) do Centro de

Tecnologias Estratégicas do Nordeste- CETENE.
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2.3 Estudo in vitro

2.3.1 Cultivo celular

Foram cultivadas células do tipo cancer cervical humano (Hela) e
adenocarcinoma mamario humano (MCF-7). As células foram mantidas em frascos de
cultura e incubadas com meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) para
células Hela e meio RPMI-1640 para células MCF-7, suplementado com 10% de soro
fetal bovino, 1% estreptomicina/penicilina a 37°C em estufa imida (5% de CO,). Todas
as células foram obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro/lUFRJ.

2.3.2 Ensaio de citotoxicidade

A fim de avaliar a acdo antiprolifertaiva do 17-AAG livre e complexado com
CDs (17-AAG:HPBCD) nos lipossomas, foram utilizadas linhagens de células de
cancer (Hela e MCF-7). As células foram plaqueadas (96 pocos) com 10* células/poco,
contendo meio DMEM ou RPMI-1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino,
1% de estreptomicina/penicilina sob atmosfera iumida (5% de CO,) a 37°C. Apés um
periodo de 24h, as células foram tratadas com diferentes concentracdes (0,39 — 6,25
ng/mL) de 17-AAG, LP-17-AAG e LP-17-AAG:HPBCD.

A solugdo do 17-AAG livre, foi preparada a partir de 6,5 mg do composto
diluido em 1mL DMSO (dimetilsuféxido) & 0,5% p/p. A concentragdo obtida de 11 mM
da solucéo foi filtrada através de um filtro Millipore (0,22 um) e em seguida diluida com
meio de cultura, em varias concentracdes de trabalho (0,39 a 6,25 pg/mL). Aliquotas
dos lipossomas contendo o 17-AAG e complexo de inclusdo (650 ug/mL), também
foram filtradas e diluidas para 1 mL de meio de cultura, referente as concentracdes
adotadas. O procedimento para os lipossomas brancos foi 0 mesmo. O tipo de meio
de cultura celular utilizado para diluicdo era de acordo com a linhagem de células a
serem avaliadas.

As andlises foram estudadas por um periodo de 24, 48 e 72h. O grupo controle
foi tratado com 0,1% de dimetil sulfoxido (DMSO). O crescimento celular foi
guantificado pelo método de reducao do 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio (MTT) ao composto azul de formazan [17]. O meio foi substituido por uma
solugcdo contendo MTT (0,5 mg/mL) por 3h para formacéo dos cristais de formazan
que foram dissolvidos por DMSO. As absorvancias foram medidas a 570 nm em um

leitor multiplate (Multiskan Go, Thermo). O percentual de inibicdo celular foi calculado
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em relacdo as células tratadas com 17-AAG, LP-17-AAG e LP-17-AAG:HPBCD,
comparadas ao grupo controle (equacdo 2). A partir dos dados, uma curva de
resposta da dose foi tragada e a concentragdo inibitoria 50% (ICs) foi determinada.

Equacdo 2. INIBICAO (%) = 1- _ [Asz populacéo celular tratada] X 100
[As7o populagéo celular ndo tratada]

2.4 Andlise estatistica

Os valores estatisticamente significativos (p < 0,05 ) foram validados utilizando
testes de analise de variancia (ANOVA) ndo paramétricos de amostras independentes
seguidos pelo pés-teste de bonferroni, para comparagdes mdltiplas, ou teste t student
guando comparado apenas por duas amostras. Todos os dados quantitativos foram
em triplicata adotando a média dos valores e o0 seu desvio padréo, plotados através do
software GraphPad Prism 6.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo dos lipossomas

3.1.1 Estudo de estabilidade das formulacdes lipossomais

As amostras de lipossomas foram submetidas a testes de estabilidade
acelerada (Tabela 1) e estabilidade a longo prazo (Tabela 2). As amostras para 0s
lipossomas brancos foram: convencional com estearilamina (LP-Branco (C/EST)) e
convencional neutro (LP-Branco (S/EST)). As amostras contendo 17-AAG foram:
convencional com estearilamina (LP-17-AAG (C/EST)) e convencional neutro (LP-17-
AAG (S/EST)); E as amostras com lipossoma contendo 17-AAG e complexo de
inclusdo foram: convencional com estearilamina (LP-17-AAG:HPB-CD (C/EST)) e
convencional neutro (LP-17-AAG:HPB-CD (S/EST)).

Apoés a formulacdo, os aspectos macroscopicos das suspensdes lipossomais
foram observados, as quais exibiram aspecto leitoso e efeito Tyndall, caracteristico de
particulas nanométricas [15]. As vesiculas unilamelares pequenas (SUV) formadas,
foram preparadas com concentracdo molar de lipideos de 42 mM encapsulando o
equivalente a 0.65 mg/mL do 17-AAG no lipossoma ou a partir do complexo de

inclusdo (17-AAG:HPBCD) contendo a mesma quantidade do composto nos
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lipossomas. As formulacbes brancas diferem entre si na proprocdo dos constituintes
lipidicos, contendo apenas PC:COL (8:2) e os lipossomas com a adicdo da STE
apresentam-se na proporgao de 7:1,5:0,5 p/p (PC:COL:STE).

O desenvolvimento do estudo de estabilidade acelerada tem o objetivo de
submeter as preparacfes a condicdes de estresse para simular processos como
transporte e armazenamento avaliados através da resisténcia a centrifugacdo e ao
estresse mecanico [15]. O tamanho das nanovesiculas lipidicas sem o farmaco (LP-
Branco), apds ser submetido ao estresse mecéanico e centrifugacdo, demonstraram
didmetro menores em relagéo aos lipossomas com 17-AAG e complexo de inclusédo. O
indice de polidespersdo confirma a quantidade de lipossomas com tamanhos iguais,
variando de 0,188 a 0,584. O pH das formulagbes apresentou-se entre 7,25 e 7,65 e
manteve-se constante apés aos teste de estabilidade acelerada. Assim, observa-se
gue as formulagbes lipossomais preservaram sua estabilidade apds os testes de
estabilidade acelerada sem mudancas significativas.

O mesmo foi observado no estudo de estabilidade a longo prazo (Tabela 2).
Depois de 30 dias do preparo das formulagdos, os lipossomas contendo 17-AAG
preservaram o seu tamanho médio inicial de 147,7 = 4,97 nm (C/EST) e 142,3 £ 0,99
nm (S/EST), para 127,3 + 0,58 nm (C/EST) e 143,5 £+ 1,12 nm (S/EST). Para os
lipossomas contendo 17-AAG:HPB-CD exibiram tamanho médio inicial de 157,4 + 3,75
nm (C/EST) e 143,6 + 2,28 nm (S/EST) preservando o tamanho para 169 + 2,14 nm
(C/IEST) e 148,2 + 1,04 nm (S/EST). Os lipossomas preparados pelo método de
hidratacéo do filme seco de lipidio, proposto inicialmente por Banghan e colaboradores
(1965), nao obtiveram diferenca quanto ao indice de polidispersao atingindo o maximo
de 0,37. Uma maior variagdo no pH € identificada para LP-17-AAG:HPB-CD,
apresentando-se inicialmente com pH de 7,63 (C/EST e S/EST) e ap6s 30 dias um
decréscimo de 7,50 (C/EST) e 7,42 (S/IEST). Desta forma, verifica-se que as
formulacdes desenvolvidas contendo o farmaco ou complexo de inclusdo séo estaveis
guanto aos aspectos analisados demostrando que as alteracdes ndo foram

significativas.
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Tabela 1. Estudo de establidade acelerada dos lipossomas branco, contendo
0 17-AAG e contendo o complexo de inclusdo (17-AAG:HPBCD).

Formulacéo Parametros
@ (nm) PDI* pH
Estresse Mecénico
(180 vibrag¢des/min., 48 h, 37°C)
LP-Branco (S/EST) 137,0 £ 0,04 0,271 7,41
LP-Branco (C/EST) 115,3+ 2,03 0,246 7,50
LP-17-AAG (S/EST) 142,2 + 1,68 0,296 7,30
LP-17-AAG(C/EST) 114,7 £ 2,62 0,328 7,65
LP-17-AAG:HPBCD (S/EST) 158,0 + 5,80 0,584 7,63
LP-17-AAG:HPBCD (C/EST) 127,2+ 0,16 0,295 7,63
Centrifugacéao
(6000 rpm, 1 h, 4 °C)
LP-Branco (S/EST) 121,4 + 0,47 0,188 7,25
LP-Branco (C/EST) 131,0 + 2,65 0,313 7,46
LP-17-AAG (S/EST) 117,6 + 1,07 0,216 7,30
LP-17-AAG(C/EST) 143,9 £ 0,59 0,316 7,65
LP-17-AAG:HPBCD (S/EST) 113,9+1,34 0,230 7,63
LP-17-AAG:HPBCD (C/EST) 145,3 £ 6,73 0,508 7,63

@ = Tamanho do lipossoma

*PDI: indice de Polidispersividade.

(S/EST.) - Sem constituinte lipidico estearilamina nos lipossomas.
(C/IEST.) - Com constituinte lipidico estearilamina nos lipossomas.

Os dado estdo apresentados em média + desvio padrao.

N&o houve diferencas estatisticas significativas em p<0,05 foram encontrados.
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Tabela 2. Estudo de establidade a longo prazo dos lipossomas branco, contendo o 17-AAG e

contendo o complexo de inclusdo (17-AAG:HPBCD).

Parametros
Formulacéo 0 dias 15 dias 30 dias

@ (nm)  PDI* pH @ (nm) PDI* pH @ (nm) PDI* pH

LP-Branco (S/EST) 1349+1,02 0,280 7,42 139+189 0,268 7,41 139,1+119 0,269 7,42
LP-Branco (C/EST) 130,7+1,82 0,308 7,61 131,6+235 0,309 7,64 1419110 0,324 7,62
LP-17-AAG (S/EST) 142,3+0,98 0,280 7,42 1435+1,12 0,294 7,48 1435112 0294 7,48
LP-17-AAG(C/EST) 147,7+4,96 0317 7,60 127,3+0,58 0,298 7,58 127,3+058 0,298 7,58
LP-17-AAG:HPBCD (S/EST  143,6+2,28 0,373 7,63 1482+0,82 0,282 7,41 1482104 00299 7,42
LP-17-AAG:HPBCD (C/EST) 157,4+3,75 0,352 7,63 163+145 0,323 7,5 169+214 0315 75

@ = Tamanho do lipossoma
*PDI: Indice de Polidispersividade.

(S/EST.) - Sem constituinte lipidico estearilamina nos lipossomas.
(C/EST.) - Com constituinte lipidico estearilamina nos lipossomas.
Os dado estdo apresentados em média = desvio padréo.
Nao houve diferencas estatisticas significativas em p<0,05 foram encontrados
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E sabido que a estabilidade dos lipossomas é dependente de parametros como
tamanho, indice de polidispersdo e pH. A presenca do 17-AAG na bicamada lipidica,
na sua forma livre ou complexada com ciclodextrinas (17-AAG:HPBCD), é evidenciado
um aumento no didmetro médio dos lipossomas em comparacdo aos lipossomas
brancos. Apesar de ndo obter significancia estatistica, as formula¢cdes do LP-17-
AAG:HPBCD aparesentaram o maior tamanho. Igualmente, Cavalcanti e
colaboradores (2011) demonstraram um aumento dos lipossomas preparados com f-
lapachona complexada com HPBCD, mas a diferenca nao foi importante.

O indice de polidispersao corrobora com o resultado da analise do tamanho.
Como este indice varia de 0 para uma amostra monodisperso até 1 para uma amostra
polidispersa, os lipossomas deste estudo revelaram uma polidispersdo entre 0,1 a 0,3.
Estes resultados estdo de acordo com a literatura quando séo vizualizadas amostras
de lipossomas preparadas com complexos de inclusdo, as quais obtiveram indices
menores que 0,3 [14].

Porém, duas amostras atipicas foram identificadas nos estudos de estabilidade
acelerada. Nas formulagfes submetidas ao estresse mecanico, foi observado que os
lipossomas contendo 17-AAG:HPBCD (S/EST), apresentaram um indice de 0,584; E
guando submetidos a centrifugagéo, os lipossomas contendo 17-AAG:HPBCD (C/EST)
demonstraram um valor de 0,580. O movimento browniano dos lipossomas pode esta
correlacionado com este resultado. De modo que o movimento das moléculas de
fosfolipidos na bicamada lipidica deve-se ao movimento de rotacdo axial ocorrido por
vérias interacdes (hidrofobicas e ligacdo de hidrogénio). Quando a interface da
membrana lipidica encontra-se na fase gel torna-se mais hidrofilica com mobilidade
restringida [19]. Essa mobilidade determina a passagem do composto ou do complexo
de inclusao pela membrana quando se encontra hidratada. A fase gel é retornada
ap6és a hidratacao lipidica pela solucdo contendo o complexo de inclusao.
Possivelmente, parte do complexo de inclusdo, composto hidrofilico, ficou no meio
externo ou na superficie dos lipossomas, e ainda permaneceu pdés o teste de
estabilidade em maior quantidade, 0 que pode ter ocorrido 0 aumento no tamanho e
na polidispersividade.

As propriedades da solucdo que formam os lipossomas é de extrema
importancia para o seu desenvolvimento, exemplo o pH. Todos os lipossomas que
foram preparados com uma solucdo de tampéo fosfato pH de 7,4, demonstraram nos
ensaios de estabilidade, valores que variaram entre 7,25 e 7,65. Observa-se que 0s
valores maiores estdo atribuidos ao mesmo caso supracitado. Os lipossomas

contendo complexos de inclusdo possuem em sua dispersédo coloidal complexos de
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inclusdo e unidades de HPBCD livre presentes no exterior dos nanossistemas. A
guantidade de grupos hidroxilas, da CDs favorece para uma leve alcalinidade do meio
[20]. Além disso, € perceptivel que o LP-17-AAG (S/EST) e LP-Branco (S/EST)
revelaram menores valores de pH. A diminuicdo de pH pode estd associada a
peroxidacgdo lipidica recorrente da auséncia do lipidio STE. Sabe-se que a presenca
da estearilamina confere uma melhor estabilidade as formulagdes lipossomais [21].

3.1.2 EE %, Pontencial Zeta e Microscopia dos lipossomas

O teor do 17-AAG (Tabela 3) referente a 650 pg.mL™* das formulacdes
lipossomais apds o processo de preparagdo foi de 94,33 + 3,41% para LP-17-AAG
(C/EST) e 100, * 4,82% para LP-17-AAG (S/EST), enquanto nas formula¢cdes com
complexo de inclusdo verificou-se uma redugéo no teor do farmaco com valores de
89,23 + 4,36% para LP-17-AAG:HPBCD (C/EST) e 83,60 + 3,84% LP-17-AAG:HPBCD
(S/EST). O percurso até obtencdo de um produto lipossomal contendo complexo de
inclusdo inclue etapas como: método de preparacdo de complexo de inclusdo e o
método de hidratagdo de filme seco de lipidio. Processos longos que requerem
minuciosidade podem contribuir na diminuicdo da quantidade final do 17-AAG na
formulacdo. Somado a isso, a diferenca pode ser explicada pelo método de
preparagdo dos lipossomas. As vesiculas contendo somente o 17-AAG foram
preparadas pela solubilizacdo em fase lipofilica, ao contrario daqueles contendo
complexo de inclusdo. Este ultimo foi dissolvido na fase aquosa e o volume ocupado
pela fase aquosa é menor do que aquele ocupado pela fase lipidica [14].

Por outro lado, os dados da eficiéncia de encapsulacdo das formulagtes
lipossomais exibiram valores em torno de 99%, mostrando a manutencdo da
estabilidade do 17-AAG durante o processo de fabricagdo, assim como a elevada
eficiéncia do processo de encapsulagéo para todas as formula¢des propostas. Muitos
estudos demonstraram que a incorporacdo de um farmaco em lipossomas na forma de
complexo de inclusédo resultou numa melhoria de EE%. Por exemplo, B-lapachona
(98,1 = 1,3%) e quercitina (86,2 + 5,2%) os valores de EE% foram elevados em

formulacdes de lipossomas contendo complexo de incluséo [18, 15].
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Tabela 3. Caracterizagdo dos lipossomas: Teor (%), percentual de

eficiéncia de Encapsulacao (EE%) e potencial zeta.

Parametros
Formulacéo Potencial Zeta
Teor (%) EE %

(mV)

LP-Branco (S/EST) ND ND ND
LP-Branco (C/EST) ND ND +21,13 +0,68%

LP-17-AAG (S/EST) 100+4,82 99,45%0,21 ND
LP-17-AAG(C/EST) 94,33+3,41 99,04+0,83 +11,43+0,85°

LP-17-AAG:HPBCD (S/EST) 83,60+ 3,84 99,41 +0,83 ND

LP-17-AAG:HPBCD (C/EST) 89,23+4,36 99,53+0,30 +22,6 +1,85°

*Percentual de eficiéncia de encapsulacao .

ND= N&o determinado

(S/EST.) - Sem constituinte lipidico estearilamina nos lipossomas.
(C/EST.) - Com constituinte lipidico estearilamina nos lipossomas.

Os dado estéo apresentados em média = desvio padrao.

®Houve diferenca estatistica significativa em p<0,05, entre os grupos.

A interacdo entre os componentes lipidicos da membrana dos lipossomas é
uma abordagem interessante quanto a encapsulacdo do 17-AAG. Tem sido
demonstrado segundo a literatura que a mobilidade de rotacdo axial dos fosfolipidios
na membrana, tem sua acgdo reduzida pela presenca do colesterol. Esse esterol pode
melhorar a eficiéncia de encapsulacdo do farmaco quando esta encapsulado no
lipossoma [14]. No entanto, dependendo de sua propor¢do na constituicdo dos
lipossomas, o COL limita a permeabilidade das membranas em grandes quantidades
[22].

Outro lipidio que aumenta o percentual de encapsulacdo e melhora a
estabilidade das formulacdes é a presenca de estearilamina (STE) [22]. De acordo
com a tabela 3, os lipossomas desenvolvidos neste estudo, obtiveram uma carga
positiva de 21,13 + 0,68 mV (LP-Branco), 11, 43 + 0,85 (LP-17-AAG) e 22,6 + 1,85
(LP-17-AAG:HPBCD). Alguns estudos, que caracterizaram os complexos de inclusdo
em lipossomas, demonstraram que ndo houve diferenga significativa nos valores de
potencial Zeta comparado aos lipossomas sem farmaco ou complexo de inclusédo
[15,18]. Contudo, o LP-17-AAG apresentou uma carga diferentemente significativa (p <
0,05) em comparacdo as outras duas formulacdes com STE (LP-Branco e L-17-
AAG:HPBCD).

A reducéo da carga dos lipossomas contendo o 17-AAG em comparagdo com
os lipossomas contendo complexo de incluséo, estd correlacionada com a adsorgéo
do composto na bicamada lipidica. E possivel acreditar que uma interagdo molecular

no espaco das cadeias longas dos fosfolipidios entre o 17-AAG, COL e STE, tenha
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permitido a diminuicdo do potencial Zeta [23]. A carga superficial dos lipossomas sem
STE nao foi mensuravel. O fator de qualidade, do software do equipamento,
provavelmente detectou carga quase nula (0-1 mV). A proporcdo de lipididos nos
lipossomas branco sem STE pode ser o fator que ndo permitiu o equipamento
detectar.

Em adico a todas as propriedades gerais discutidas das formula¢des coloidais
(lipossomas), a morfologia microscépica também tém sido de extrema importancia no
entendimento das interagbes, como movimento browniano [24]. Qualquer inducdo na
alteracdo da membrana dos lipossomas ira afetar diretamente o0 movimento Browniano
espontaneo, que por sua vez ira influenciar o resultado final de tamanho [25]. As
imagens obtidas pela microscopia eletrbnica de varredura (MET), figura 1,
demonstram lipossomas com tamanho inferiores a 220 nm determinantes para um
bom funcionamento no comportamento farmacocinético. Ou seja, o tamanho de
lipossomas < 30 nm pode levar a uma rapida depuragéo renal e >400 nm leva uma

rapida depuragéo hepética [26].

Figura 1. Fotomicrografias dos lipossomas contendo STE coradas com
acido fosfotungstico (1%); (A) LP- 17-AAG; (B) LP-17-AAG:HPBCD. As
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3.2 Estudo in vitro

3.2.1 Estudo de citotoxicidade

Os estudos de citotoxicidade tém como objetivo avaliar o efeito anti-proliferativo
da molécula de estudo frente a duas linhagens de células cancerigenas. As células do
cancer cervical Humano (Hela) e células do adenocarcinoma mamario humano (MCF-
7) foram tratadas com o 17-AAG sozinho ou complexado a CDs (17-AAG:HPBCD),
com os lipossomas com STE sem 17-AAG (LP-Branco), contendo o 17-AAG (LP-17-
AAG) e contendo o complexo de inclusdo (LP-17-AAG:HPBCD). O estudo foi
investigado através do ensaio de MTT, observado a maior e menor concentracdo do
17-AAG nas formulagdes, 6,25 pg/mL (10uM) e 0,39 pg/mL (0,65uM) respectivamente.

A andlise da viabilidade celular no periodo de 24, 48 e 72 horas (Figura 2),
demonstraram que os lipossomas obtiveram propriedades de liberagédo do 17-AAG na
forma livre ou no complexo de inclusdo, mantidos sob as condi¢des de cultura celular
(37°C). E notado que, no primeiro tempo de estudo (Figura 2A), o LP-17-AAG
demonstrou o maior efeito citotoxico (64 + 7,63%) frente as células Hela, em relagéo
as demais. A inibicdo do 17-AAG sozinho, (62,69 * 7,12%) ndo exibiu diferenca
significatica comparada ao encapsulado (LP-17-AAG). O mesmo ocorreu em relagéo
ao complexo de inclusédo livre (29,03 + 2,03%) comparado ao encapsulado nos
lipossomas. Porém, o LP-17-AAG demonstrou uma citotoxicidade significativa em
relacdo ao LP-17-AAG:HPBCD (inibicdo de 35,99 + 2,09%). Neste contexto, a
diferenca de carga superficial dos lipossomas néo influenciou na internalizagdo dos
lipossomas catibnicos pelas células, uma vez que, os LP-17-AAG:HPBCD possue uma
carga positiva maior, as duas formula¢des possuem a mesma proporcdo de STE.

Sabe-se que a alta densidade de cargas positivas na superficie de lipossomas
aumenta drasticamente a sua adsorcdo na superficie da célula carregada
negativamente, mas podem sofrer uma interrupgéo da ligacao pela presen¢a na matriz
extracelular de proteinas com cargas negativas [27] Estas proteinas estdo associadas
ao meio de cultura utilizado no experimento, principalmente pela presenca de
proteinas no soro fetal bovino. A inibicdo dos lipossomas catidnicos foi observada no

tratamento com tripsina [28]
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Figura 2. Avaliacdo da citotoxicidade do 17-AAG livre e complexado (17-AAG:HPBCD) nos
lipossomas frente as células de cancer como: A e C- cervical Humano (Hela) , B e D-
adenocarcinoma mamario humano (MCF-7). Os grupos foram tratados e analizados na
concentracdo de 6,25 pg/mL(A e B) e 0,39 pg/mL (C e D) por 24, 48 e 72h. Os ensaios foram
realizados em triplicata utilizando a média dos valores e seu desvio padréo.
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Apesar das células Hela n&o apresentarem inibicdo do seu crescimento
superior a 62%, correspondente ao tratamento com LP-17-AAG:HPBCD por 48 horas,
o lipossoma contendo o 17-AAG permance significativamente com efeito inibitério igual
de 58,18 + 4,70% por 48 horas e 55,91 + 4,94% por 72 horas. Isto demonstra que as
duas formas de encapsular o 17-AAG nos lipossomas catidnicos tem citotoxicidade
similares e efeito de liberagdo controlada. Em contraste, as células do
adenocarcinoma mamario humano (MCF-7), ndo evidenciaram valores significativos
(p<0,05) entre os grupos de estudo no tratamento de 24, 48 e 72 horas (Figura 2B).
Apenas é observado que as duas formulagbes lipossomais (LP-17-AAG e LP-17-
AAG:HPBCD) se mantiveram nos estudos de citotoxicidade com inibigcbes iguais entre
si e superior aos compostos livres (17-AAG e 17-AAG:HPBCD). Os resultados
aparentemente correlacionam com a resisténcia que as células possuem ao 17-AAG.

A resisténcia a multiplas drogas é um obstaculo importante no tratamento de
cancer. Os estudos apotam que a resisténcia esta envolvida na super-expressao de
proteinas atuantes e dependente de ATP (adenossina-trifosfato). Entre estas, a P-gp
tem sido citado como a responsavel pelo efluxo de farmacos das células MCF-7. Além

disso, acredita-se que a super-expressao das P-glicoproteinas leva a uma maior
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rigidez da membrana de células, [29] impossibilitando a passagem de farmacos por
transporte passivo.

Outra informagéo importante é a viabilidade das células Hela superior a 50%
nas menores concentragbes (0,39 pg/mL) para todos os tratamentos (Figura 2C),
exceto quando é observado uma diminuicdo na viabilidade nos tratamentos com
lipossomas (LP-17-AAG e LP-17-AAG:HPBCD) nas células MCF-7, nos tempos de 48
e 72 horas (Figura 2D). O percentual de inibicdo do LP-17-AAG (34,19 + 3,38%) nas
células MCF-7, tratadas ap6s 72 horas, exibiu uma diferenca significativa em relacéo
ao 17-AAG nao encapsulado (16,79 + 8,69%) e complexo de inclusdo (20,32 + 2,16%).
Assim como, as formulacfes contendo o complexo de incluséo (31,52 + 4,59%) para o
17-AAG. Esses resultados confirmam que as formulagfes lipossomais preparadas
exibiram melhores efeitos.

A fim de demonstrar as vantagens dos lipossomas preparado com 17-AAG e
17-AAG:HPBCD, um indice quantitativo da concentragdo inibitoria, 1C50, que € a
concentracdo requerida para induzir 50% de morte das células incubadas em um
determinado periodo, foi avaliado para as duas células (Tabela 4). Por exemplo, apés
24 h de incubacgédo, a IC50 determinada a partir dos dados de citotoxicidade para as
linhagens de células MCF-7 ndo evidenciaram dados significativos. Por outro lado, foi
apenas visualizado nas células Hela, tratadas com LP-17-AAG e 17-AAG livre uma
IC50 de 3,42 £ 0,47 pg/mL e 3,39 + 0,25 pg/mL , respectivamente. A acéo inibitéria do
LP-17-AAG se manteve com o mesmo indice (3,42 - 3,83) ao longo dos dias de estudo
(48 e 72 horas) em ambas as células. Vale ressaltar que o LP-17-AAG:HPBCD
demonstrou uma IC50 (0,61 + 0,10 pg/mL) significativamente melhor frente as celulas
Hela em comparacdo ao LP-17-AAG no periodo de 48 horas. Assim como, é
perceptivel uma diferenca em relagdo ao 17-AAG livre (>6,25 pg/mL) e 17-
AAG:HPBCD (3,82 + 0,50 pg/mL). As duas formulacdes lipossomais também
apresentaram melhores indices de concentracao inibitéria nas células MCF-7, dentro
do mesmo periodo. Apés 72 horas apenas o LP-17AAG demonstrou valores
significativos para células Hela e MCF-7.
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Tabela 4. Valores da concentragéo inibitéria (IC50) paral7-AAG , 17-AAG:HPBCD, LP-17-AAG
e LP-17-AAG:HPBCD.

IC50 (ug/mL)
Formulacdo 24 h 48 h 72h
MCF-7 Hela MCF-7 Hela MCF-7 Hela
17-AAG >6,25 3,39+0,25  >6,25° > 6,25" 531+0,34" >6,25°
17-AAG:HPBCD > 6,25° > 6,25 > 6,25° 3,82 +0,50° > 6,25° > 6,25°
LP-17-AAG >6,25° 3,42+047 3,82+050° 3,34+046° 3,83+056" 3,83+0,31°
LP-17-AAG:HPRCD > 6,25% >6,25  4,76+0,42° 0,61+0,10° > 6,25° > 6,25°

Os dado estdo apresentados em média + desvio padrao.
®Nao houve diferencas estatisticas significativas em p<0,05
b.cedp <0,05 significativamente diferente.

Os resultados apresentados s&do consistentes em comparacdo com 0sS
descritos na literatura, em que o 17-AAG tem sido considerado um dos mais
promissores agentes quimioterapicos contra uma variedade de cancer [30]. Estudos in
vitro com células do cancer ovariano (SKOV-3), tratadas com micelas contendo o 17-
AAG, apontaram o efeito anti-cancerigeno inferior a 5% em relagdo ao farmaco livre
[31]. Larson e colaboradores (2011) demonstraram também que ao incorporar o 17-
AAG em micelas resultou numa diminuigdo da capacidade para inibir o crescimento de
células DU145 (células do cancer de prostata humano), obtendo uma IC50 de 230 +
10 nM para micelas, em comparac¢édo com o farmaco livre (IC50 de 15,0 £ 0,3 nM) [32].
Apenas um trabalho citou um efeito citotdxico para células do gliobastomas quando o
17-AAG foi incorporado em micelas poliméricas, evidenciando uma IC50 maior,
comparada ao farmaco livre [33]. Portanto, nenhum estudo demonstrou propriedades
antiproliferativas do 17-AAG com significancia, quanto ao estudo em lipossomas
catidnicos.

Muitos estudos tém relacionado a acao citotoxica dos lipossomas catibnicos
aos possiveis mecanismos correlacionados entre si como: 0 estresse oxidativo, a
inducdo de citocina e o processo de apoptose. Estas respostas dadas pelas células
dependem do tipo, tamanho e natureza dos lipossomas [27]. A mistura de lipidios
catibnicos com lipidos neutros aumentam as chances de apoptose. Os lipossomas
desenvolvidos neste estudo contém estearilamina, um lipido de carga positiva que
induz a fosforilagdo da treonina e tirosina, ambos associados ao processo pro-
apoptéticos [34]. Somado a isso, a presencga do colesterol, modificado a fluidez dos
lipossomas catidnicos, aumenta o efeito pré-apoptético [27]. Por fim, os lipossomas
contendo o 17-AAG na forma livre ou complexado a ciclodextrinas tornam-se uma

nova alternativa para o cancer.
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4. CONCLUSAO

Neste estudo, foram preparados lipossomas cationicos contendo 17-AAG e 17-
AAG:HPBCD através da técnica hidratagdo de filme seco. As formulacbes
apresentaram-se estaveis nos estudos de estabilidade, acelerada e a longo prazo. Os
lipossomas preparados continham em sua composicdo quimica a estearilamina,
demonstrados através do potencail zeta uma carga de superficie positiva. O tamanho
dos lipossomas preparados foi <200nm e monodispersos, comprovado por
microscopia eletronica de varredura. Nos estudos de citotoxicidade demonstrou que
ndo ha diferenca entre as formas de encapsular nos lipossomas, confirmado pelos
dados da eficiéncia de encapsulacdo Além disso, o0s lipossomas apresentaram
liberacéo controla no decorrer dos dias analizados (24, 48 e 72h). A pesquisa baseada
na utilizacdo de lipossomas catiénicos contendo o 17-AAG demonstrou a inibicdo da
Hsp90, resultando em esgotamento de suas proteinas clientes, diminuindo assim a

sobrevivéncia e proliferacao celular.
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7. CONCLUSAO GERAL

O potencial da agédo antitumoral do 17-AAG encapsulado em
nanossistemas do tipo lipossomas cationicos foi demonstrado através de um
modelo experimental in vivo (tumor sélido de Ehrlich). Os dados apresentaram
valores similares entre o 17-AAG livre e encapsulado, provando que o0s
lipossomas desenvolvidos neste estudo obteve a fungdo de veicular o
composto mantendo sua atividade biologica.

Os lipossomas catidnicos, na propo¢do e composicdo dos constituintes
lipidicos escolhidos, apresentaram tamanhos < 200 nm, monodispersos e com
carga positiva. Essas informac¢fes permitiram uma boa encapsulacéo do 17-
AAG nos nanossistemas, considerando o valor de 99% para a eficiéncia de
encapsulacao.

O complexo de inclusédo obtido pela técnica de liofilizacdo indicou que ha
interacdes intermoleculares entre os compostos 17-AAG e HPBCD,
demonstrados por ensaios de caracterizacdo como: FT-IR, DRX, DSC, TG e
MEV.

O desenvolvimento de lipossomas contendo complexo de inlcuséao (17-
AAG:HPBCD) evidenciou formulacdes estaveis e com um tamanho igual aos
lipossomas preparados com o 17-AAG. Assim, 0s ensaios de citotoxicidade
reveleram o mesmo parametro de efeito inibitério em ambas as formas de
encapsular o 17-AAG nos lipossomas.

Contudo, este estudo fornece uma visdo abrangente sobre o modo de
acdo do 17-AAG livre, complexado a HPBCD e ambos encapsulados em
lipossomas catidnicos, como alternativa para agentes inibidores do Hsp90

envolvidos no processo de neoplasias.
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