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RESUMO

A Doxorrubicina € um dos antineoplasicos mais utilizado no tratamento de tumores
sélidos, incluindo os tumores de tecidos moles e osteossarcomas. Mas a elevada
ocorréncia de efeitos colaterais de carater cardiotoxico decorrente de seu uso
prolongado prejudica a adesao e a efetividade terapéutica. Visando diminuir os efeitos
colaterais, no presente trabalho foram desenvolvidos magnetolipossomas (lipossomas
que contem nanoparticulas magnéticas encapsuladas em seu interior aquoso)
coencapsulando doxorrubicina em seu interior aquoso vetorizados para o receptor
folato para a liberagédo controlada por magnetohipertermia. Esse trabalho foi dividido
em quatro etapas: otimizagao e validagdo de metodologia analitica para quantificar a
doxorrubicina, sintese dos fluidos magnéticos com diferentes camadas de cobertura,
desenvolvimento de magnetolipossomas coencapsulando doxorrubicina com e sem
vetorizagao a fim de comparar a efetividade da vetorizagao e estudos in vitro para se
verificar a efetividade quimioterapica da formulagéo lipossomal frente a linhagem de
melanoma B16F10. Os magnetolipossomas foram preparados pelo método de
hidratacdo de filme lipidico seguido de extrusdo e as analises fisico-quimicas e
morfolégicas mostraram que as formulagdes lipossomais tém um tamanho médio
proximo a 150 nm. As particulas magnéticas compostas de ferrita de manganés com
diferentes camadas de coberturas apresentaram tamanho médio de 13 nm, alta
magnetizacdo de saturacdo e comportamento superparamagnético. Os
magnetolipossomas foram capazes de gerar calor através da magnetohipertermia
com campo magnético alternado (AC). A formulagdo de magnetolipossomas contendo
doxorrubicina vetorizada ao receptor folato apresentou atividade antitumoral superior
a da formulacao nao vetorizada e o teste com hipertermia demonstrou que o aumento
da temperatura esta diretamente relacionado a potencializagao do efeito citotoxico.
Esses resultados sugerem, portanto, a obtengdo de uma formulagéo lipossomal cuja
atividade antitumoral representa uma alternativa promissora associando o codelivery
do quimioterapico e de nanoparticulas magnéticas direcionadas ao tecido tumoral.

Palavras chaves: Magnetolipossomas, Doxorrubicina, Magnetohipertermia, Acido

Folico.



ABSTRACT

Doxorubicin is one of the most commonly used antineoplastic agents in the treatment
of solid tumors, such as soft tissue tumors and osteosarcomas. However, the high
occurrence of cardiotoxic side effects due to its prolonged use causes damages to
adherence and therapeutic efficacy. In order to diminish the side effects, during the
present research magnetoliposomes with magnetic nanoparticles coencapsulating
doxorubicin were developed in their aqueous interior vectors for the folate receptor
aiming controlled release by magnetohypertermia. This work was divided in four
stages: optimization and validation of analytical methodology to quantify doxorubicin;
synthesis of magnetic fluids with different layers of coverage; development of
magnetoliposomes coencapsulating doxorubicin with and without vectorization in order
to compare if the effectiveness of the vectorization and in vitro studies for the
chemotherapy effectiveness of the liposomal formulation against the B16F10 cell was
verified. The magnetoliposomes were prepared by the lipid film hydration method
followed by extrusion and the physical-chemical and morphological results showed that
the liposomal formulations have an average size close to 150 nm. The magnetic
particles have an average size of 13 nm, high saturation magnetization,
superparamagnetic behavior and are composed by manganese ferrite with different
layers of coverings. The magnetoliposomes were able to generate heat through
magnetohyperthermia with alternating magnetic field. The liposomal formulation of
magnetoliposome with vectorized doxorubicin to the folate receptor showed higher
antitumor activity when compared to formulation without vectorization. When
compared to hyperthermia test, it showed that the increase in temperature is linked to
a better effect with the drug for a greater cytotoxic effect. These results suggest,
therefore, that the obtaining of a liposomal formulation towards the antitumor activity
represents a promising alternative associated to the codelivery chemotherapeutic and
magnetic nanoparticles directed at the tumor tissue.

Keywords: Magnetoliposomes, Doxorubicin, magnetic hyperthermia, Folic Acid
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1 INTRODUGAO

O céancer € uma das maiores preocupacgdes da saude publica para o século 21
nao so no Brasil, mas no mundo. Estima-se que somente para o biénio 2018-2019
mais de 300 mil novos casos de cancer afetardo a populagao brasileira, das quais
cerca de mais de 6 mil novos casos serdo de melanoma. Mas, se considerarmos o
cancer de pele ndo melanoma podemos chegar a 165 mil novos caso de cancer. Este
alto indice de cancer se da, principalmente, pela exposi¢ao ao sol, mas também pode
estar relacionado a exposicdo a luz artificial (como exemplo a camara de
bronzeamento) (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER (INCA), 2018).

Terapias convencionais do cancer, devido a distribuicdo e interagdo nao
especifica do farmaco, apresentam inconvenientes como: efeitos adversos
pronunciados, desenvolvimento de resisténcia ao farmaco pelas células tumorais e,
muitas vezes, ineficiéncia do tratamento (FENG et al., 2007). A escolha de uma
estratégia para o tratamento do cancer depende do tipo do tumor, sua localizagado no
corpo e do estagio de desenvolvimento da doenga no momento do diagndstico
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER (INCA), 2018).

Os procedimentos mais estabelecidos para o tratamento, até o momento, € a
cirurgia em pacientes com cancer localizado e em condigbes para a intervencéo
cirurgica. Estes procedimentos sdo acompanhados, ainda, da utilizagdo de
quimioterapia, com uso dos farmacos ja conhecidos e para os diferentes tipos de
canceres, e/ou a radioterapia.

Entretanto, estes procedimentos apresentam muitos efeitos colaterais. Para
contornar esta situagdo, novos farmacos, sistemas de liberacdo contendo estes
agentes tém sido estudados, a fim de se estabelecer novas estratégias para o
tratamento das neoplasias. A nanotecnologia tem papel fundamental no
desenvolvimento de novos sistemas para a liberagdo de farmacos no alvo tumoral
especificos, melhorando a eficacia terapéutica do farmaco, diminuindo a liberagcédo nos
tecidos normais, o que reduz os efeitos adversos e até mesmo toxicos, além de
promoverem liberagao controlada dos farmacos nanoencapsulados (MENDES; LIMA,;
TORCHILIN, 2018)

Para procedimentos temos as terapias térmicas que objetivam a realizag&o de
hipertermia em tumores soélidos, promovendo a elevagao da temperatura tumoral na

faixa de 43 — 46°C em intervalo de 20-30 min. Podem ser realizadas diferentes
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técnicas no tratamento térmico: radio frequéncia (RF) (LAESEKE et al., 2007;
LEPETIT-COIFFE et al., 2010), por micro-ondas (RHIM, 2004; RYAN; TURNER;
HAMILTON, 2010), por ultrassom focalizada de alta intensidade (MALONEY;
HWANG, 2015), ou ainda a crioablagéo (neste caso nao se trata de uma aquecimento,
mas sim o resfriamento abaixo de -40°C e mantido por alguns minutos) (BAUST et al.,
2014). E, um dos procedimentos que tém sido mais pesquisados nos ultimos tempos,
e tem tido um grande desenvolvimento na area da nanotecnologia nas ultimas
décadas, € a hipertermia magnética (MH) (ITO; HONDA; KOBAYASHI, 2006;
RODRIGUES et al., 2017; WICKI et al., 2015).

Trabalhando com o conhecimento agregado de diferentes areas, sendo
considerada multidisciplinar, a MH faz uso das nanoparticulas magnéticas, e propde
perspectiva diferencial para o tratamento tumoral, possibilitando alta eficiéncia e
seletividade no tratamento tumoral (JAIN et al., 2008). Utiliza-se as nanoparticulas
magnéticas para a geragao localizada de calor, e com este calor gerado no local pode-
se ter controle sobre a liberagdo de um farmaco coencapsulado no inteiro do
nanocarreador, a exemplo dos lipossomas. Os lipossomas ja vém sendo explorados
ha alguns anos com o intuito de diminuir os efeitos colaterais e melhorar a eficacia
dos medicamentos amplamente utilizados na terapia antitumoral, como exemplo o
Doxil® (BARENHOLZ, 2012; CHANGES, 1995). O Doxil® ¢ uma formulag&o lipossomal
contendo doxorrubicina (doxo) em seu interior aquoso. A doxo convencional, quando
utilizada por longo periodo, pode causar cardiotoxicidade aguda, e a encapsulagao
em lipossomas tem tornado sua agcdo mais seletiva e com menos efeitos adversos
(PAI; NAHATA, 2000).

Sendo assim, a combinagao da técnica de MH com nanossistemas tem se
mostrado promissora no tratamento de tumores tanto superficiais, quanto de dificil
acesso no corpo. Diante disto propomos neste trabalho preparar lipossomas
vetorizados para o receptor celular folato, contendo particulas magnéticas
coencapsulados em seu interior aquoso com a doxo, e através da magnetohipertermia

avaliar a liberagao controlada e sitio-especifica do farmaco.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  NEOPLASIA

A neoplasia também conhecido como cancer é o crescimento desordenado das
células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo ser causado por fatores internos e
externos. Em geral o fator interno pode ser geneticamente pré-determinado. Ja os
fatores externos estédo ligados ao estilo de vida da pessoa como o tabagismo, a
habitos alimentares como o consumo de muita carne e comida gordurosas e pouca
ingestéo de vegetais, frutas e fibras, ao alcoolismo e a exposi¢do excessiva ao sol.

E considerado uma das maiores preocupacées da satde publica para o século
21. Segundo o Instituto Nacional de Cancer somente para o biénio de 2018-2019
devem apresentar mais de 580 mil novos casos de cancer no Brasil, sendo que entre
0Ss que apresentam maiores incidéncias estdo o cancer de préstata com 22,7% para
homens e o de mama com 21,1 % para mulheres (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER (INCA), 2018).

Dentre as neoplasias com maior incidéncia temos também o melanoma que é
mais raro comparado a outro cancer de pele, se origina dos melandcitos da camada
basal da epiderme. Que apesar de representarem apenas 0,9% e 1,2% dos homens
e mulheres respectivamente (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER (INCA), 2018).
Nas mulheres tem-se um aumento devido aos habitos de exposicdo solar com maior
frequéncia quando comparado aos homens. Os melanomas sao responsaveis por

80% das mortes decorrentes desse tipo de neoplasia (ZHENG et al., 2016).

2.2 TRATAMENTO PARA O CANCER

As principais modalidades para o tratamento de neoplasias sao cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. As terapias convencionais apresentam algumas
limitagBes, tais como, a remogao cirurgica de células saudaveis em torno do tumor
para precaver uma reincidéncia (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER (INCA), 2018).
Na radioterapia, emprega-se radiagdes ionizantes, bastante energéticas, ao longo de
sessdes, num volume de tecido que engloba o tumor, com o intuito de matar as células
tumorais com o menor dano possivel para as células normais. Porém, devido ao fato

de ndo conseguir se distinguir as células tumorais das saudaveis, a radiagao acaba
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matando as células saudaveis ao redor do tumor, e causando efeitos secundarios
indesejaveis (MORENO et al., 2013).

Quando estudamos a quimioterapia apresenta-se como a mais utilizada dentre
os tratamentos convencionas onde a partir de um quimioterapico como é o caso da
doxorrubicina (Doxo), amplamente utilizada no tratamento de diferentes linhagens
celulares, procura-se a morte celular das células tumorais. Apesar de ser a mais
utilizada apresenta limitacdes onde devido a rapida eliminagao do farmaco resultam,
consequentemente, numa acdo terapéutica com baixa biodisponibilidade. Para
contornar esta baixa biodisponibilidade, administram-se concentra¢gdes mais elevadas
dos farmacos, de modo a garantir que estes atinjam as células alvo. Desta forma
elevando assim os niveis de toxicidade e produzindo varios efeitos colaterais
indesejaveis ao tratamento. Estes efeitos devem-se a falta de especificidade dos

farmacos, que atinge tanto células saudaveis como células tumorais.

2.3 DOXORRUBICINA

A doxo é uma antraciclina, derivada da daunorrubicina. O efeito antitumoral das
antraciclinas se da principalmente pela a sua agao inibidora da topoisomerase lla. Que
estabiliza esse complexo, depois de ter quebrado a cadeia de replicagdo do DNA,
consequentemente, impedindo a dupla hélice de ser liberada e levando a interrupg¢ao
do processo de replicagéo (D’ARPA; LIU, 1989).

As antraciclinas possuem um anel quinona, um anel aromatico planar e rigido
ligado, por uma ligagao glicosidica, ao anel amino (Figura 1). Devido a esta estrutura
aromatica complexa, as antraciclinas absorvem luz visivel e ultravioleta, o que |lhes
confere coloragéo vermelha — alaranjada. O grupo quinona é responsavel tanto pelo
efeito colateral cardiotéxico quanto pela acdo antitumoral das moléculas das
antraciclinas (ARCAMONE et al., 1997).

Vale ressaltar que a doxo é administrada, na forma de cloridrato, por via
endovenosa por possuir baixa absorcao por via oral. Possui baixo indice terapéutico,
e seu uso é limitado devido a mielossupressao, calvicie, nausea aguda, vomito e,

principalmente, a cardiotoxicidade cumulativa irreversivel (ARCAMONE et al., 1997).
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Figura 1 - Estrutura quimica da doxorrubicina.

NH,

HO

Fonte: Drugbank - https://www.drugbank.ca/drugs/DB00997 acessado em 22-08-18.

A doxo foi originalmente isolada a partir da bactéria Streptomuces peucetius
var. caesius, na década de 60, e apresenta uma acio terapéutica maior que a
daunorrubicina (DOROSHOW et al., 2001). A doxo é usada no tratamento de varios
tipos de tumores, incluindo linfomas de Hodgkins e nao-Hodgkins, melanomas,
sarcoma de ovario, pulmdo e mama (BOOSER; HORTOBAGYI, 1994).

Mesmo um farmaco amplamente utilizado apresenta efeitos colaterais na
utilizagao prolongada. Com isto tem-se procurado novas formas alternativas para se
minimizar os efeitos colaterais e evitar os diversos incbmodos que a administragcao
deste farmaco provoca. Uma alternativa seria a utilizagdo da nanotecnologia para a
encapsulacdo do farmaco diminuindo assim a biodistribuicdo e tentando a uma maior
especificidade do farmaco. Com isto encontrou nos lipossomas, uma promissora
resposta a estas dificuldades (CAGDAS; SEZER; BUCAK, 2014).

24 LIPOSSOMAS
Onde os lipossomas sao vesiculas esféricas que podem ter o tamanho médio

variando de nanémetros a alguns micrometros, podendo ser constituido de uma ou

mais bicamadas lipidicas formando um interior aquoso (MARTI et al., 1991).
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A primeira vez que se teve noticia dos lipossomas foi com Alec Bangham e
colaboradores em meados da década de 60, porem s6 teve relatos de sua utilizagao
como carreadores de farmaco em meados da década de 70 (GREGORIADIS, 1995).

Os lipossomas sao formados de bicamadas lipidicas que se assemelham a
membrana biologica (VEMURI; RHODES, 1995). Sdo compostas de materiais
biocompativeis, biodegradaveis, ndo téxicos e n&o imunogénicos, podendo ser
empregados na sua preparacgao lipidicos sintéticos ou naturais como a fosfatidilcolina
de soja (PC) ou de ovo (PE) (GREGORIADIS, 1995; SHARMA et al., 1997). Estas
vesiculas lipidicas tém sido utilizadas como eficientes carreadoras de farmacos.

Devido a caracteristica bifasica, os lipossomas podem agir como carreadores
de farmaco hidrofilicos ou lipofilicos. Dependendo da solubilidade e das
caracteristicas de particao, os farmacos podem ficar localizadas em diferentes regides
nos lipossomas, na interface lipideo meio aquoso, na da bicamada, ou no interior
aquoso da vesicula (BARENHOLZ, 2001).

Mesmo sua composi¢cao se assemelhando a das membranas bioldgicas, os
lipossomas podem se apresentar como agentes estranhos para o sistema
mononuclear fagocitario, resultando assim na sua rapida opsonizagao e eliminagao
do organismo (OLUSANYA et al., 2018). Afim de se contornar esta opsonizagéo, uma
maneira de se aumentar a meia vida dos lipossomas na circulagdo € através da
modificacdo da membrana fosfolipidica acrescentando polimeros hidrofilicos como o
polietilenoglicol (PEG), fazendo com que os lipossomas fiquem “invisiveis” ao sistema
imunoldégico (MENDES; LIMA; TORCHILIN, 2018).

2.41 Métodos de preparo de lipossomas

Dentre os métodos preconizados para o preparo de formulagdes lipossomais
estdo: injecdo de solvente, hidratacdo de filme lipidico seguido de sonicagado ou
extrusao, injecao de cloroférmio, entre outros. Estas técnicas possibilitam a obtencao
de lipossomas com diferentes tamanhos e caracteristicas (SHARMA; SHARMA,
1997).

Dentre os mais utilizados esta o método de hidratagdo do filme lipidico, que é
um meétodo simples para a obtencao de lipossomas multilamelares. Nesta técnica, o
filme lipidico é hidratado com tamp&o aquoso, em temperatura acima da temperatura

de transicdo de fase do lipidio. Pode ser incorporado os farmacos hidrofilicos no
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momento de hidratagdo do filme, juntamente com o tamp&o aquoso, ou durante o
preparo do filme lipidico, para farmacos lipofilicos (representagéo esquematica para a
hidratacdo do filme lipidico é apresentado na Figura 2) (GREGORIADIS, 1995;
SHARMA; SHARMA, 1997).

Figura 2 - Representagado esquematica do preparo de lipossomas pelo metodo de hidratagao de fiime

lipidico.
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Fonte: Adaptado de https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/liposome-
preparation.html.

Depois do método de hidratagado sao produzidas populagdes heterogéneas de
vesiculas multilamelares, que apds passarem pelo processo de extrusdo, através de
membranas de policarbonato, originam vesiculas unilamelares pequenas (HOPE et
al., 1985; MAYER; HOPE; CULLIS, 1986).
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2.4.2 Lipossomas de circulagao prolongada

Apos a administracdo dos lipossomas ndo peguilados in vivo, proteinas,
conhecidas como opsoninas, sdo adsorvidas na superficie dos lipossomas, pelo
processo de opsonizacao, que aumentam o reconhecimento dos lipossomas pelo
sistema mononuclear fagocitario. Esta agao leva a rapida eliminagao dos sistemas da
circulagao sanguinea (KHAWAR; KIM; KUH, 2015).

Afim de se contornar esta opsonizagcdo, uma maneira de se aumentar a meia
vida dos lipossomas na circulagdo é através da modificagdo da membrana
fosfolipidica acrescentando polimeros hidrofilicos como o polietilenoglicol (PEG), ou
entdo polimeros ja acoplados ao lipidio, a exemplo do diestearoil fosfatidiletanolamina
acoplado ao polietilenoglicol 2000 (DSPE-PEG2000), fazendo com que os lipossomas
figuem “invisiveis” ao sistema imunolégico podendo vir a ficar mais tempo em
circulagdo (MENDES; LIMA; TORCHILIN, 2018).

A incorporagdo do PEG na superficie dos lipossomas aumenta sua
hidrofilicidade fazendo com que interagdes entre as células do sistema mononuclear
fagocitario sejam reduzidas. Ao adsorver PEG na superficie dos lipossomas cria-se
um efeito estérico, o que evita a adsorcédo das opsoninas. O efeito estérico pode ser
obtido com a concentragédo na faixa de 4 a 10 %mol de lipidios que irdo compor a
estrutura lipossomal, enquanto que quantidades superiores de 15 a 20 %mol
promovem a perda da estabilidade da vesicula lipossomal (BARENHOLZ, 2001).

Para a incorporacao do lipidio peguilado nos lipossomas utiliza-se das técnicas
de pré-insergdo ou pos-insercdo (NAKAMURA et al.,, 2012a; SAUL et al., 2003;
USTER et al., 1996), como apresentado na Figura 2. Na pré-insercdo o lipidio
peguilado é incorporado no preparo do filme lipidico antes da hidratagdo com a fase
aquosa. A parte hidrofébica da molécula do lipidio peguilado se insere na bicamada
lipidica e a parte hidrofilica se posiciona na fase aquosa. Por esta técnica é possivel
que o lipidio peguilado esteja tanto no interior quanto no exterior (Figura 3A). Apesar
deste método ser relativamente simples, apresenta algumas desvantagens atribuidas
ao método de pré-insercdo. Primeiramente, este método requer uma quantidade
excessiva de lipidios peguilados, aumentado assim a viscosidade do lipossoma,
dificultando a sua extrusdo (NAKAMURA et al., 2012b). Segundo, devido a
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encapsulagédo no interior do lipossoma, a modificagdo da membrana interna ndo é
desejada, pois, além de ocupar o espaco interno do lipossoma, ndo contribui para a
estabilidade estérica dos mesmos (AWASTHI et al., 2004; SZLEIFER; GERASIMOV;
THOMPSON, 1998).

Figura 3 - Representagdo esquematica de pré-insergdo (A) e pos-insercéo (B) do lipidio peguilado.

Fonte: Adaptado de (NAG; AWASTHI, 2013).

Para se resolver os problemas apresentados na pré-inser¢ao na incorporacao
do PEG a bicamada lipidica, uma técnica de inser¢dao na bicamada lipidica em
lipossomas ja pré-formados foi desenvolvida. Esta técnica é conhecida como pés-
insercao (Figura 3B). A partir de uma formulagao de lipossomas pré-formados, faz-se
a adi¢cao do PEG ligado ao lipidio a formulagdo na temperatura préxima a transicéao
de fase dos lipidios constituintes (NAKAMURA et al., 2012b). Este processo de
insercao é espontaneo, ocorrendo através da interagdo hidrofébica dos lipidios da
membrana com a parte hidrofobica dos lipidios peguilados. Assim, diferente da pré-
insercao onde se tinha lipidios peguilados na parte interna dos lipossomas, por este
método os lipidios peguilados se distribuem apenas na parte externa, como
apresentado no esquema da Figura 3B, mantendo todas as propriedades do lipidio
peguilado.

A aplicabilidade dessas formulagdes para tratamento do cancer tem sido
demonstrada por diferentes estudos. Um exemplo de maior sucesso foi o
desenvolvimento do produto Doxil® (BARENHOLZ, 2012), que é uma formulagéo
lipossomal composta de fosfatidilcolina de soja hidrogenada, colesterol (Col) e DSPE-
PEG2000 (na razdo molar 55:40:5, respectivamente). Estudos pré-clinicos

demonstraram maior atividade do Doxil® contra tumores de mama, ovario e melanoma
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humanos. Apds a administragdo do Doxil® os niveis do farmaco na regido tumoral
apresentaram picos entre 3 e 7 dias apos a administragdo, o que significa que a
exposicao ao farmaco nas células tumorais € maior quando comparado com a doxo
livre (BARENHOLZ, 2012). Nos estudos clinicos, o Doxil® apresentou menor
clearence plasmatico (0,1 L/h para o Doxil® e 45 L/h para a doxo livre) e menor volume
de distribuicdo (4 L para Doxil® e 200 L para a Doxo livre) (GABIZON; SHMEEDA,;
BARENHOLZ, 2003). Esse medicamento é, atualmente, aprovado pelo FDA e pela
Agéncia Reguladora de Medicamentos Europeia (EMA) para o tratamento de sarcoma
de Kaposi e cancer de ovario.

Apesar de aumentar o tempo de circulagdo dos lipossomas, estes ainda
apresentam rapida eliminagdo sanguinea e dificuldades para atingirem as regides
tumorais, com isso, novas estratégias podem ser associadas para o aumento do efeito
terapéutico (SAUL et al., 2003). Dentre essas estratégias, podem-se destacar a
modificagdo da superficie lipossomal com ligantes para tecidos ou estruturas

especificas das regides tumorais.

2.4.3 Lipossomas de superficie modificada

A modificagdo da superficie lipossomal € baseada na conjugacao de ligantes
em sua superficie o que permite a interagao especifica com receptores ou antigenos
presentes nas células tumorais (Figura 4B) (FORSSEN; WILLIS, 1998; VAN DER
MEEL et al., 2013), como representado de forma esquematica Figura 4. Além disso,
as moléculas-alvo devem estar ausentes ou minimamente expressas em tecidos ou
estruturas celular sadias. A utilizagdo de vitaminas, anticorpos, fragmentos de
anticorpos, pequenas moléculas, peptideos como ligantes tém demonstrado induzir
vetorizagdo de nanoparticulas para a regido tumoral (OLUSANYA et al., 2018; WU et
al., 2014).



24

Figura 4 - Representagido esquematica de lipossomas de circulagao prolongada (A) e lipossomas de

superficie modificada (B).
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Fonte: Adaptado de (OLUSANYA et al., 2018).

Com este tipo de vetorizagdo, combinando a possibilidade do nanossistemas
de carrear farmacos antitumorais, espera-se maior eficiéncia e especificidade do
farmaco e uma maior concentragao nas células alvo (GAZZANO et al., 2018; PERES-
FILHO et al., 2017).

A selecdo do receptor ou antigeno celular apropriado

7

€ crucial para o
desenvolvimento de nanoparticulas vetorizadas. O direcionamento baseia-se,
portanto, em biomarcadores com expressdo modificada ou explorar processos
associados com o desenvolvimento tumoral como a captura aumentada de nutrientes.
Com base nisto, um conjugado ligado ao acido folico, pode ser endocitado para o
interior celular quando ocorrer a ligagao ao receptor folato na superficie celular (Figura
4). Com o endossomo formado, o farmaco pode ser liberado sobre agdo do pH e
lisozimas no interior do endossomo. O receptor folato, € liberado do conjugado,
retornando a membrana celular para comegar novamente uma nova ligacédo (Figura
5) (MOHANTY et al., 2011).
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Figura 5 - Representacdo esquematica da endocitose via receptor folato de nanoparticulas

vetorizadas.

Fonte: Adaptado de (SUDIMACK; LEE, 2000).

A literatura apresenta alguns exemplos de vetorizacdo por superficie
modificada apresentando estudos in vitro e in vivo. Lipossomas vetorizados para o
receptor folato contendo doxo conjugada com oxido nitrico apresentaram redug¢ao
tumoral maior quando comparado a lipossomas nao vetorizado em teste in vivo,
realizados com linhagem celular de cancer de mama de camundongo (TUBQO) com
alta expressao para o receptor folato (GAZZANO et al., 2018).

Chen et al (2017) utilizando nanogel encapsulando doxo e vetorizado para o
receptor folato apresentaram citotoxicidade aumentada quando utilizando a
vetorizagao para células tumorais que expressam o receptor folato. Neste estudo,
compararam a vetorizagdo para duas linhagens celulares tumorais B16F10, que
expressa o receptor folato, e A549 que nao expressa o receptor folato. Para a célula
tumoral B16F10 foi observado maior citotoxicidade quando se utilizou nanogel com
vetorizagao, e quando se estudou a célula tumoral A549 nao apresentou diferenca
estatistica na analise dos resultados para os nanogeis com e sem vetorizagdo. Foi
demonstrado, entdo, que a vetorizacdo depende se a célula apresenta alta ou baixa
sinalizagao para o receptor folato (CHEN et al., 2017).

Pode ser citado ainda outra maneira diferente de se vetorizar para o receptor
folato, Wu et al (2014) utilizando nanoparticulas de PLGA encapsuladas com doxo e
utilizando a vetorizacido para o receptor folato acoplado a nanoparticula, estudou in
vivo os efeitos terapéuticos da doxo frente a vetorizagao para a linhagem celular de

carcinoma humano (células KB) como modelo. Observou-se aumento significativo
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quando comparado as nanoparticulas nao vetorizagcéo, diminuindo o volume do tumor
para a formulagdo de nanoparticulas vetorizadas para o receptor folato (WU et al.,
2014).

2.4.4 Formulagoes lipossomais de doxorrubicina aprovadas para aplicagao

clinica

Em 1995 foi aprovado para uso terapéutico pelo FDA (U.S. Food & Drug
Administration) o primeiro lipossoma para uso terapéutico contendo a doxo, Doxil®,
que é um lipossoma peguilado. Em 1996 na Unido Europeia foi aprova o Caelyx®,
também um lipossoma peguilado. Posteriormente foi aprovado na Unido Europeia o
Myocet™, um lipossoma nao peguilado contendo doxo. Somente em 2010 apods a
patente do Doxil® exprirar que foi-se ter o primeiro lipossoma com doxo genérico
sendo produzido, o Nudoxa® (BARENHOLZ, 2012; OLUSANYA et al., 2018). E, mais
recente, em 2017, tem sido realizado estudos clinicos, em fase 3, com um novo
lipossoma termicamente ativado, ThermoDox, um lipossoma peguilado que para ativar
a liberacao do farmaco na regiao tumoral é ativado por: ablagéo por radiofrequéncia
(RFA) ou por hipertermia por micro-onda (WICKI et al., 2015).

2.5 FLUIDO MAGNETICO

2.5.1 Caracteristicas Gerais

O fluido magnético € uma suspensao coloidal estavel de nanoparticulas
magnéticas (NPM), com didmetro da ordem de 5 — 30 nm dispersas em liquido,
podendo ser um fluido polar (como a agua) ou apolar (como 6leo mineral ou vegetal).
As nanoparticulas magnéticas podem ser compostas, principalmente, de ferritas
(como as magnetitas (Fe304), maguemita (y -Fe203)) (MORAIS et al., 2005) e, devido
sua dimensao reduzida, podem ser modelada matematicamente como monodominios
magnético e sua resposta a aplicagdo de um campo magnético externo, ou seja, a sua
curva de magnetizagdo € superparamagnético (com auséncia de campo coercitivo)
(ROSENSWEIG, 1985).

Em geral, na preparagéao do fluido magnético, a estabilidade coloidal é obtida

por dois mecanismo fisicos: a repulsao eletrostatica e/ou a repulsao estérica que se
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contrapdem a atracdo dipolar magnética e de Van der Waals existente entre as
nanoparticulas (ROSENSWEIG, 1985).

A energia de interacdo van der Waals entre duas particulas magnéticas
esféricas idénticas é dada por (HAMAKER, 1937)

Al 2 2 sz —4 5
Uy =—— 82_4+S—2+ln =2 Equacao 1

onde A é o coeficiente de Hamaker e s = 2(x/d +1) com x sendo a distancia entre as
superficies das particulas e d o didametro de cada particula. O coeficiente de Hamaker,
por sua vez, depende das propriedades da particula magnética e do solvente no qual

esta suspensa podendo ser escrito por

2
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A=—kBT( P S> + < 52 Equacéo 2
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onde ¢, € a constante dielétrica da particula, ¢; € a constante dielétrica do solvente, h
a constante de Plank, v € a frequéncia caracteristica de absorgao, n,, o indice de

refragdo da particula e ng € o indice de refragao do solvente. A interacao a distancia,
no limite de particulas muito proximas, & proporcional a x~* e proporcional a x~°©
quando distantes uma da outra.

A energia de interagao por van der Wals é considerada uma energia atrativa.
Ja a interagao dipolar magnética entre duas particulas depende tanto da posigcéao
quanto da orientacdo de seus momentos magnéticos e pode ser considerada uma

energia sendo atrativa e repulsiva (ROSENSWEIG, 1985), sendo dada por

Mo [Hi- ;3G -, - F)
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Equacao 3

Com H=%Msd3 sendo o médulo do momento magnético de uma

nanoparticula magnética, M; a magnetizacdo de saturacdo da amostra e p, a
permeabilidade magnética do meio e r sendo a distancia entre o centro de duas

particulas magnéticas.
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Dependendo da orientagdo das particulas magnéticas pode-se favorecer a
formacao de aglomerados. Portanto, faz-se necessario introduzir de alguma forma
interacdes repulsivas entre particulas. Isto pode ser feito através de repulsao estérica,
repulsao eletrostatica ou uma combinacao das duas.

Na repulsdo estérica o fluido magnético que utiliza deste mecanismo para se
manter em suspensao é denominado, em geral, surfactado (representado na Figura
6A). A repulsdo entre duas particulas esféricas idénticas é dada por (ROSENSWEIG,
1985)

[ md?¢ [+2 1+t l
U | 2 — In ——|; sex <26
re=4 2 t 1+l/2 t
kgT L Equacéao 4
0 ; sex>26

Com!l=2x/det=25/dsendo § a espessura da camada de cobertura. Na
equacgao acima, ¢ € um parametro chamado de grafting que descreve a densidade
superficial de moléculas absorvidas na superficie da nanoparticula.

Ja fluidos magnéticos que utilizam a repulsdo eletrostatica como mecanismo
de estabilidade para a suspenséao coloidal € denominado ibnico e caracterizam-se pela
presenca de uma densidade de cargas em torno da superficie das particulas.
Apresentam em torno da superficie da nanoparticula uma dupla camada elétrica, que
se caracteriza por duas regides distintas, uma adsorvida na superficie da particula
magnética e outra formada por contra-ions, formando uma camada ibnica
(representado na Figura 6B) (ROSENSWEIG, 1985).

A interacdo eletrostatica entre duas particulas idénticas com dupla camada

elétrica pode ser descrita como
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Equacéo 5

onde ¢ é a permissividade do liquido carreador, g a carga do contra-ion da dupla
camada elétrica, k o inverso do raio de Debye, ¥ é o potencial de Stern (Potencial
Zeta),r sendo a distancia entre o centro de duas particulas magnéticas e d o didmetro
de uma particula magnética (ROSENSWEIG, 1985).

A Figura 6 € uma representacédo esquematica dos diferentes tipos de repulsédo
para as particulas magnéticas em meio carreadores e com diferentes revestimentos.

Na Figura 6A é um fluido magnético surfactado onde se adsorve na superficie
da NPM uma camada molecular surfactante que pode ter funcionalizagdo, na Figura
6B é um fluido magnético idnico, que cria uma densidade superficial de cargas
elétricas envolta da NPM dando a estabilidade coloidal ao fluido magnético e a Figura
6C é um fluido magnético ibnico-surfactado, onde ambas as estratégias sé&o
empregadas na estabilidade coloidal.

Figura 6 - Representagédo esquematica dos diferentes tipos de repulséo para as particulas magnéticas.
(A) dispersa em solvente apolar, com uma camada de surfactante de cobertura (FM sulfactado), (B)
dispersao em solvente polar (pH>7), onde o meio basico ocasiona uma distribuicao superficial de
cargas logo os contra-ions da solucao sdo atraidos formando a dupla camada iénica (FM i6nico) e (C)
dispersdo em solvente polar, mas com recobrimento da NPM por uma molecula polar (FM iénico-

sulfactado).
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Fonte: Adaptado de (RODRIGUES, 2017)
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2.5.2 Vetorizagao de nanoparticulas magnéticas

Desde quando Freeman em 1960 (FREEMAN; ARROTT; WATSON, 1960)
propds que particulas finas de ferro podem ser transportadas pelo sistema vascular e
se concentrarem em uma regiao especifica do corpo com o auxilio de um campo
magnético externo, o uso de nanoparticulas magnéticas tem sido estudada para a
entrega controlada de farmacos ou anticorpos em um sitio especifico (ASIN et al.,
2012; CHEN; BOSE; BOTHUN, 2010; PRADHAN; SRIVASTAVA; BAHADUR, 2014) .

O direcionamento magnético se baseia na atragcdo das nanoparticulas
magnéticas por um gradiente de campo magnético externo. Os nanossistemas
farmaco/carreador deve ser injetado via intravenosa ou arterial, e garantir que os
nanossistemas nao sejam rapidamente retirados de circulagdo pelo sistema
fagocitario, um campo magnético externo aplicado na regido alvo desejado a
concentrar o farmaco. O agente terapéutico pode ser ent&o liberado via enzimatica ou
através de mudangas fisioldgicas tais como pH, osmolaridade e/ou
magnetohipertermia (ALEXIOU et al., 2000).

Zhang et al. (2005) conseguiram demostrar que magnetolipossomas podem ser
direcionados para uma regido tumoral com ajuda de um campo magnético externo,
aumentando a eficacia do farmaco antitumoral e promovendo a diminuigao dos efeitos
téxicos do farmaco quando administrado de forma livre (ZHANG et al., 2005).
Dandamudi e Campbell (2007) usando magnetolipossomas catidnicos mostraram ser
capazes de acumular uma maior reten¢ao na regido tumoral com a aplicagédo de um
campo externo (DANDAMUDI; CAMPBELL, 2007).

2.5.3 Magnetohipertermia

A magnetohipertermia (MH) com nanoparticulas magnéticas (NPM) consiste no
aumento da temperatura das NPM (centros de calor) como consequéncia da interagéo
dos seus momentos de dipolo magnéticos com um campo magnético alternado
(LAURENT et al., 2011). A dissipagéo de energia térmica por perda histérica depende
do tamanho, da magnetizagdo, da anisotropia, da polidispersdo (propriedades
intrinsecas da constituicdo das NPM), e pode ocorrer através do mecanismo de
relaxacdo de Néel (BROWN, 1979, 1963; NEEL, 1950) (com a rapida reorientaco da

magnetizagéo, dentro dessa particula magnético, sem a rotagdo da mesma), assim
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como pelo aquecimento friccional devido a rotagao fisica das NPM (mecanismo de
relaxacdo browniano) (FRENKEL, J., 1955; SHLIOMIS, 1974). Estes fenbmenos
ocorrem em fungao da frequéncia e amplitude de excitagao peridodica de um campo
magnético alternado externamente aplicado.

A ideia de usar magnetohipertermia para o tratamento do cancer néo € nova, o
cirurgidao Robert Gilchrist et al. (no St. Luke's Hospital, Chicago, lllinois) publicaram
em 1957 resultados de um estudo pioneiro com caes que apresentavam carcinoma
colorretal metastatico (GILCHRIST et al., 1957). Foi utilizado nanoparticulas
magnéticas de diametro na faixa de 0,02 — 0,1 ym. Foram realizadas injegbes nos
tecidos subcutdneo e subperitoneal, na expectativa de que as nanoparticulas
pudessem acumular nos linfonodos com células metastaticas. Apds a retirada dos
tumores foi aplicado campo magnético ex vivo na faixa de 200 — 240 Oe e frequéncia
1,2MHz promovendo um aumento de 14°C por trés minutos. Concluiram que a
concentracdo no tecido a ser tratado, o desempenho de aquecimento e o tamanho
das NPM eram inadequadas para o proporcionar o aquecimento suficiente para o
tratamento.

Com base nestes resultados pode se identificar as possiveis dificuldades de
implementagao definitiva do procedimento de MH com NPM.

A fim de se ter elucidacdo de como podemos contornar estas questdes a
vetorizagdo para um sitio alvo através de nanossistemas contendo NPM
encapsuladas dentro de um lipossoma vetorizado tem ganhado bastante interesse de
pesquisa para se contornar as eventuais dificuldades de se atingir o tumor (CHANG
et al., 2018; HUANG; LOVELL, 2017).

Uma vez que combater o processo da neoplasia é tdo complexo quanto a
prépria doenga, neste trabalho buscou-se combinar pelo menos trés estratégias
distintas para a obtengcdo de um nanocarreador multifuncional: a vetorizagdo para o
receptor folato de magnetolipossomas coencapsulando doxorrubicina afim de se

alcancar melhor resposta antitumoral.



32

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Preparar lipossomas alvo-especificos, direcionados ao receptor de superficie
celular para acido félico, contendo doxorrubicina e nanoparticulas magnéticas

coencapsuladas e avaliar a atividade antitumoral em modelos in vitro.

3.2 ESPECIFICOS

e Obter fluido magnético com particulas magnéticas de ferrita de manganés
com diferentes camadas de cobertura e caracterizar quanto ao tamanho das particulas
por difracdo de Raios-X, concentracdo do fluido e quantificar a poténcia especifica
dissipada das NPM e do fluido magnético quando aplicado campo magnético AC;

e Obter lipossomas contendo particulas magnéticas de ferrita de manganés
pela técnica de gradiente de pH e ions. Caracterizar quanto ao tamanho dos
lipossomas, indice de polidispersao, fragdo volumétrica de particulas magnéticas
encapsuladas nos lipossomas e quantificar a poténcia especifica dissipada da
formulacéo lipossomal quando aplicado campo magnético AC;

e Obter lipossomas peguilados com particulas magnéticas e coencapsulando
doxorrubicina. Caracterizar quanto a eficiéncia de encapsulagdo, tamanho dos
lipossomas, indice de polidispersao, fracdo volumétrica das particulas magnéticas;

e Obter lipossomas alvo especificos para o receptor folato com particulas
magnéticas e coencapsulando doxorrubicina. Caracterizar quanto a eficiéncia de
encapsulacio, tamanho dos lipossomas, indice de polidispersao, fracdo volumétrica
das particulas magnéticas;

e Avaliar a citotoxicidade dos lipossomas sobre células de melanoma da
linhagem B16F10;
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4 OTIMIZAGAO E VALIDAGAO DO METODO ANALIiTICO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA PARA A QUANTIFICAGAO
DA DOXORRUBICINA

41 MATERIAL E METODOS
4.1.1 Material

Doxorrubicina (pureza >99%, LC Laboratories, USA), acido trifluoracético
(TFA)(Sigma-Aldrich®, Brasil), fosfatidilcolina de soja (LIPOID®, Alemanha), colesterol
(Sigma-Aldrich®, Brasil), Diesteroil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
[metoxi(polietilenoglicol)-2000] — DSPE-mPEG-(2000) (Avanti Polar Lipids®, EUA),
1,2-diesteroil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[folato(polietilenoglicol)-2000] — DSPE-
mPEG-(2000)-AF (sintetizado no laboratério), acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina
etanosulfénico - HEPES (>99,5%, Sigma-Aldrich®, Brasil), acetonitrila e metanol
(J.T.Baker, grau HPLC, EUA), filtro de seringa 0,45 ym (Millex®, Merck, Alemanha),
agua ultra pura Milli-Q (Milli-Q, Merck, Alemanha). Todos os outros solventes

utilizados foram grau analitico.
4.1.2 Equipamentos

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE), marca Varian Pro Star,
modulos: Sistema de injegao automatico- 410; Bomba quaternaria- 240; Detector UV-
Visivel- 310;

e Coluna zorbax SB-C18 (250x4,6mm) 5um, marca Agilent, EUA;

e Balanca analitica, modelo AG-200, marca: Gehaka, Brasil;

e Agitador tipo vortex, modelo AP-56, marca: Phoenix;

e Agitador magnético, modelo TE-085, marca: Tecnal, Brasil;

e Centrifuga, modelo mini spin plus®, marca: Eppendorf, Alemanha;

e Evaporador rotativo, modelo RV 10, marca: IKA®, Alemanha;

e Extrusor, marca: Northen Lipids, Canada;

e Bomba a vacuo, modelo TE-0581, marca: Tecnal, Brasil,

e pHmetro digital, modelo pg1800, marca: Gehaka ,Brasil;

e Centrifuga, modelo mini spin plus, marca: Eppendorf, Alemanha;

e Sistema de purificagdo de agua MiliQ, modelo Direct 8, marca MiliQ, EUA;
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e Chapa aquecedora, modelo C-Mag HS7, marca: IKA®, Alemanha;
o Espectrometro 640-IR (Varian, EUA).

4.1.3 Metodologia analitica para quantificagao da doxorrubicina

4.1.3.1 Determinagdo do comprimento de onda de absor¢cdo maxima da doxo por

espectrofotometria UV-VIS

Para se obter o valor maximo de absor¢ao para a doxo foi realizada varredura
de uma solugdo de Doxo em metanol (0,01 mg/mL), em espectrofotometro UV-VIS
(Espectrometro 640-IR, Varian, EUA), no intervalo de comprimento de onda de 200 a
800 nm.

4.1.3.2 Método analitico para a quantificagcdo da doxorrubicina por Cromatografia
Liquido de Alta Eficiéncia seguindo o guia RDC 166 de 2017

A quantificagdo da doxorrubicina foi obtida por cromatografia liquido de alta
eficiéncia (CLAE) e detecgao por UV-Vis. Foram realizadas diferentes composi¢des
de fase movel e fluxo com base em métodos analiticos encontrados na literatura (AL-
ABD et al., 2009; BERMINGHAM et al., 2010; DHARMALINGAM et al., 2014; URVA
et al., 2009).

As analise para a quantificacdo da doxo foram realizadas em equipamento
cromatégrafo (Varian Pro Star), com sistema de inje¢do automatico modelo 410,
bomba quaternaria modelo 240 e detector UV-Visivel modelo 310 (Varian Pro Star). A
separagao cromatografica foi realizada em coluna Sele A fase movel escolhida foi
constituida pela mistura acetonitrila:agua acidificada com &acido trifluoracético (TFA)
1% na proporgao volumétrica de 38:62, respectivamente. O volume de inje¢cdo das
amostras foi de 20 pL, com tempo de corrida de 7 minutos, sendo mantida a
velocidade de fluxo da fase mével igual a 1,0 mL/min. Foi utilizado o comprimento de
onda de absor¢cao maxima da Doxo que foi obtido pelo espectrofotdmetro UV-Vis.

O método foi validado segundo a RDC n° 166 de 2017 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2017).
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4.1.3.3 Seletividade

Lipossomas sem doxo (brancos) e lipossomas brancos contendo particula
magnética em seu interior foram produzidos de forma a avaliar a performance do
método em quantificar o farmaco na presenca dos componentes da formulacéo
lipossomal.

Uma aliquota (200uL) de cada uma das dispersdes lipossomais foi diluida em
2000uL de metanol, submetida a agitagdao em vortex por 2 minutos e, em seguida,
centrifugada e filtrada em filtro de seringa 0,45 um (Millex®).

Posteriormente, foram analisadas as amostras nas mesmas condi¢des
cromatograficas descritas para o farmaco. A solugdo de Doxo também foi analisada,

separadamente, na concentragao de 50 ug/mL.
4.1.3.4 Linearidade

Foram preparadas curvas analiticas, em triplicata, para a analise de solugdes
de doxorrubicina nas concentragdes de 1, 2, 5, 10, 20 e 50 ug/mL, preparadas em
metanol. O desvio padrao relativo entre as areas dos picos foi calculado e o coeficiente

de correlagao (r) da curva foi determinado.
4.1.3.5 Limite de quantificacdo (LQ) e Limite de Deteccédo (LD)

Os limites de quantificacido e deteccao foram avaliados experimentalmente pela
analise de solugbes com concentragbes decrescente de Doxo (2 a 0,25 pyg/mL), em
metanol, preparadas em quintuplicata. O LQ foi estabelecido como sendo a menor
concentragdo em que o desvio padréao relativo entre as replicatas foi menor que £ 5%
em relagdo a concentracio tedrica. O LD foi estabelecido como sendo o menor valor
da concentragao detectada, sem precisao e exatidao (desvios maiores que £ 5%).

4.1.3.6 Precisado e exatidao

A partir dos valores obtidos na curva de linearidade foram preparadas 3
concentragdes (baixa, média e alta) em triplicata. Para se avaliar a preciséo e
exatidao, o ensaio foi feito em triplicata. Para o método ser considerado exato a média
das replicatas deve estar entre 95,0 e 105,0% e o desvio padrao relativo entre elas

deve ser menor que * 5%.
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.21 Determinacao dos parametros analiticos para quantificacdo da

doxorrubicina em lipossomas por CLAE
4.2.1.1 Doxorrubicina

A doxo apresentou maxima absor¢do no comprimento de onda de 233 nm
(Figura 7), estando de acordo com o valor encontrado por Dharmalingam (2014). O
comprimento de onda de 233 nm foi utilizado para a quantificacdo da Doxo nas

analises posteriormente realizadas.
Figura 7 - Espectro de varredura de absor¢do no UV/VIS da solugdo de doxo a 0,01 mg/mL em

metanol.
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4.2.1.2 Seletividade

De acordo com os curvas cromatograficas apresentados na Figura 8 (A a D), é
possivel observar que nenhum dos componentes da formulagdo (fase movel,
lipossoma branco) apresentou picos de interferentes no mesmo tempo de eluigdo da
doxo (3,70 min).

Desse modo, foi confirmada a seletividade do método proposto para quantificar

a doxo de forma confiavel na presenca dos demais componentes da formulacao.

Figura 8 - Perfil cromatografico da doxo e cromatogramas referente ao ensaio de seletividade frente aos
componentes da formulagao lipossomal, obtidos sob as seguintes condi¢cdes cromatograficas: fase mével
Acetonitrila:Agua acidificada com 0,1% TFA, fluxo de 1 mL/min, comprimento de onda em 233 nm, volume
de injecéo de 20 pL. (A) Cromatograma da Doxo na concentragdo de 50 pug/mL; Linha de base obtida a

partir da analise: (B) dos lipossomas brancos, (C) dos lipossomas contendo particula magnética e (D) da
fase mével.
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4.2.1.3 Linearidade

A curva analitica obtida referente a concentracdo de doxo (Figura 9) no

intervalo de 1 a 50 ug/mL esta matematicamente representada pela Equacéao 6:

y = 33,2761x — 9,1816 Equacéo 6

em que y corresponde a area do sinal analitico e x, a concentragédo (pg/mL).

Figura 9 - Curva analitica de calibragdo da doxo na faixa de 1 a 50 ug/mL. Foram preparadas para a
analise solugcbes de Doxo em metanol, nas concentragdes de 1, 2, 5, 10, 20 e 50 ug/mL. Condigbes
cromatografica utilizadas: fase mével ACN:Agua acidificada com 0,1% TFA, fluxo de 1 mL/min,

comprimento de onda em 233 nm, volume de inje¢ao de 20 pL.
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Fonte: dados da pesquisa.

O coeficiente de correlagao linear obtido (r?) foi de 0,9995. Segundo o guia de
validagédo (BRASIL, 2017), o valor minimo aceitavel para o coeficiente de correlagéo
€ 0,99. Neste trabalho o método foi considerado linear, demonstrando que os
resultados de absorbancia obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracido da

doxo na amostra.
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4.2.1.4 Limite de quantificacao e deteccao

O LQ representa a menor concentracdo da substancia analisada que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo (BRASIL, 2017). Os dados para as

concentracdes analisadas estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores do desvio padrao relativo e erro, obtidos na analise de precisdo e exatidao do
meétodo analitico desenvolvido

Concentragéo teorica Concentragao real* Desvio padrao relativo Erro
0,25 pg/mL# 0,48 pg/mL 13,6% 98,5%
0,5 pg/mL 0,69 pg/mL 2,0% 41,3%
1 pg/mL** 1,02 pg/mL 2,1% 4,0%
2 ug/mL 1,97 pg/mL 3,4% -0,8%

*Valor correspondente a média de trés replicatas das concentragdes testadas. ** Concentragéo
definida como limite de quantificagdo do método analitico. # concentragédo definida como limite de
deteccao do método analitico.

A Figura 10 apresenta o perfil cromatografico para a doxo nas concentragdes
de 0,25 — 2 pg/mL.

Apesar de ser possivel a detecgdo nas concentragdes menores que 1 ug/mL,
o erro na medida apresenta valores maiores que 5%. Portanto, o LQ ficou definido
como sendo 1 pg/mL (Tabela 1). O LD encontrado foi de 0,25 pyg/mL (Tabela 1), ou
seja, a menor concentracdo detectada (Fig. 10A), segundo as condi¢des
cromatograficas estabelecidas, mas que nao podem ser quantificadas com

confiabilidade.
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Figura 10 - Perfil cromatografico da doxo referente ao ensaio de limite de quantificagdo e detecgao,
obtidos sob as seguintes condigdes cromatogréfica: fase mével ACN:Agua acidificada com 0,1% TFA,
fluxo de 1 mL/min, comprimento de onda em 233 nm, volume de injecao de 20 pL. (A) Cromatograma
da Doxo a 0,25 pg/mL; (B) Cromatograma da Doxo a 0,5 ug/mL; (C) Cromatograma da Doxo a 1
pg/mL; (D) Cromatograma da Doxo a 2 pug/mL.
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4.2.1.5 Precisido e exatidao

Os valores obtidos na analise de precisao e exatiddo do método desenvolvido
estao apresentados na Tabela 2.

Para a determinacgéo da precisdo de um método analitico, o guia de validagao
(BRASIL, 2017) recomenda a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos de
uma série de medidas para uma mesma amostra (recomenda-se no minimo trés
medidas).

Para a exatiddo o guia preconiza que sejam feitas 3 concentragdes, baixa
meédia e alta, com trés replicatas cada, e que os valores médios encontrados com as
replicatas sejam o mais proximo possivel do valor tedrico, ou seja, a variagédo aceitavel
entre o valor real e o tedrico deve ser menor que + 5%. E preciso que o desvio padrao
relativo (DPR) seja menor que + 5%.

Adotou-se a variagdo menor que mais ou menos 5% nos valores de exatidao e
precisdo calculados. Dessa forma, foi possivel concluir que o método se mostrou
preciso e exato, nas condigdes avaliadas, como pode ser visto com os valores

apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Valores do desvio padrao relativo e exatidao, obtidos na anélise de exatidao e preciséo do
método analitico.

Concentragdao  Concentragao Real*

(ug/mL) (ug/mL) Precisao Exatidao
1 1,02 2,1% 102,1%
5 4 89 1,0% 98,0%
50 49 92 1,5% 99,8%

*Valor correspondente a média de trés replicatas das concentragdes testadas.

4.3 CONCLUSAO

O método para quantificagdo da doxo por CLAE foi otimizado e covalidado,
apresentando-se como método seletivo e com tempo de corrida reduzido (apenas 7
min) para a determinagdo da doxo nas amostras.

Por meio de um preparo simples e rapido das amostras, foi possivel extrair o
farmaco a partir da formulacéao lipossomal e realizar a sua quantificacao.

Este método para a quantificagcdo da Doxo por CLAE, foi covalidado com base
no guia de validagédo (BRASIL, 2017) e apresentou seletividade, exatidao, precisdo e
linearidade para a faixa de 1 a 50 ug/mL. Sendo, portanto, eficaz para a quantificagcao

confiavel da doxo nos estudos posteriores.
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5 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DE NANOPARTICULAS
MAGNETICAS PARA INCORPORAGAO EM MANGNETOLIPOSSOMAS

51 MATERIAIS E METODOS
5.1.1 Materiais

Fosfatidilcolina de soja (LIPOID®, Alemanha), colesterol (Sigma-Aldrich®),
Diesteroil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilenoglicol)-2000] — DSPE-
mPEG-(2000) (Avanti  Polar Lipids®, EUA), 1,2-diesteroil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-N-[folato(polietilenoglicol)-2000] — DSPE-mPEG-(2000)-AF
(sintetizado no laboratério), acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina etanosulfénico -
HEPES (>99,5%, Sigma, Brasil), metilamina (CH3NH2) (solugdo aquosa 40%, Sigma-
Aldrich), cloreto de manganés tetrahidratado (MnCl2.4H20) (Sigma-Aldrich), citrato de
sédio (NaszCeHs07) (Sigma-Aldrich), trifosfato de sodio (NasP3O10)(Sigma-Aldrich),
cloreto férrico hexahidratado (97%, Sigma-Aldrich), acido cloridrico (HCI) (37%
Qhemis, Brasil), acido nitrico (HNOs) (65% PA, Qhemis, Brasil), nitrato de ferro
monohidratado (Fe(NO3))s (98%, Sigma-Aldrich, Brasil), Trietilamina (99%, Sigma-
Aldrich, Brasil), Dimetil sulfoxido (DMSQO) (Sigma-Aldrich, Brasil), acetonitrila e
metanol (J.T.Baker, grau HPLC, EUA), acido trifluoracético (TFA), filtro de seringa 0,45
um (Millex®, Merck, Alemanha), agua ultra pura Mili-Q (Milli-Q, Merck, Alemanha).

Todos os outros solventes utilizados foram grau analitico.
5.1.2 Equipamentos

e Balanca analitica, modelo AG-200, marca: Gehaka, Brasil;

e Agitador tipo vortex, modelo AP-56, marca: Phoenix;

e Agitador magnético, modelo TE-085, marca: Tecnal, Brasil;

e Centrifuga, modelo mini spin plus, marca: Eppendorf, Alemanha;

e Evaporador rotativo, modelo RV 10, marca: IKA®, Alemanha;

e Extrusor, marca: Northen Lipids, Canad3;

e Bomba a vacuo, modelo TE-0581, marca: Tecnal, Brasil,

e pHmetro digital, modelo pg1800, marca: Gehaka ,Brasil;

e Banho de ultrasson, modelo UltraSonic Cleaner, marca Unique, Brasil;

e Centrifuga, modelo mini spin plus, marca: Eppendorf, Alemanha;
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e Sistema de purificacdo de agua MiliQ, modelo Direct 8, marca MiliQ, EUA,;

e Chapa aquecedora, modelo C-Mag HS7, marca: IKA®, Alemanha;

e Misturador por tombamento, modelo RT 10 power Werke, marca: IKA®,
Alemanha;

e Secador de amostra por nitrogénio, modelo RapidVap, marca: Labconco, EUA,;

e Raios-X, modelo XRD6000, marca: Shimadzu, Japao.
5.1.3 Método
5.1.3.1 Sintese das nanoparticulas de ferrita de manganés

O fluido magnético (FM) utilizado nos experimentos consistiu em
nanoparticulas magnéticas (NPM) de ferrita de manganés (MnFe204) revestida e
suspensas em agua, as quais foram preparadas pelo método de coprecipitagcdo em
meio alcalino (NUNES et al., 2014; RODRIGUES et al., 2013), cuja reagao esta

representada pela Equacéo 7:

1Mn?* + 2Fe3* + 80H™ - MnFe,0, + 4H,0 Equagéo 7

A partir da estequiometria da reagdo foram calculadas as massas dos
reagentes a serem utilizados nesta sintese, com solugdo de sais de Mn?* e Fe3* na
proporcdo molar de 1:2, respectivamente.

Primeiramente, foi preparada uma solugéao de FeCls 1 mol/L e MnCl2 0,5 mol/L
ambos dissolvidos em 100mL de HCI 3% (m/m).

Em seguida, em um frasco contendo 400 mL de agua ultrapurificada foram
adicionados 90 mL de metilamina (2mol/L) em ebulicdo. Adicionou-se,
concomitantemente, 50 mL de solugédo de FeCls e 50 mL de solu¢gdo de MnClz.

A mistura foi mantida em ebuli¢do durante 30 min. Nesse processo foi formado
precipitado de cor preta.

As particulas foram separadas magneticamente do sobrenadante, o qual foi
descartado, e o precipitado foi entdo lavado, por trés vezes, com agua ultrapurificada.

ApoOs esta etapa, as NPM ficaram prontas para receber a camada de cobertura.

Para a obtencdo do pé sem a camada de cobertura, apds lavar, antes de se
acrescentar agua, parte da amostra foi retirada e levada a estufa para a secagem a

70°C. Em seguida, utilizou-se o almofariz para triturar a amostra e obter um p6 fino. O
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po foi, posteriormente, usado para as medidas de Raios-X e de magnetizagédo de
amostra vibrante (MAV).

Neste trabalho, foram estudadas trés tipos de camada de cobertura: citrato de
sodio, fosfato e dextrana, os quais foram utilizados para conferir estabilidade coloidal

as nanoparticulas magnéticas.
5.1.3.2 Sintese das nanoparticulas de MnFe204 revestidas por citrato

Para o revestimento das NPM com citrato de sédio (Na3CeH507) (NUNES et al.,
2014), primeiramente, as nanoparticulas obtidas pelo processo de coprecipitacao ja
apresentados na secao 5.1.3.1 foram acidificadas com uma solugdo de HNOs3 a 0,5
mol/L e separadas magneticamente do sobrenadante, o qual foi descartado.

Depois, adicionou-se o citrato de sddio na proporcao de 1 mol de citrato de
sodio para 10 mols de Fe presentes na amostra. Ao acrescentar o citrato, a amostra
tornou-se turva e de coloracdo marrom. Apds o acréscimo do citrato, a amostra foi
aquecida até 80°C e mantida nesta temperatura sob agitacdo durante 30 minutos.

Em seguida, separou-se as particulas magnéticas magneticamente,
descartando-se o sobrenadante e se obtendo um precipitado de NPM.

Finalmente, o precipitado obtido foi lavado trés vezes em acetona.

Entdo, foram adicionados 50 mL de agua e o excesso de acetona foi
evaporado. O sistema final foi constituido de fluido magnético de NPM de ferrita de

manganés revestidas com citrato (MnFe204 — Citrato).
5.1.3.3 Recobrimento da particula magnética por fosfato

Para o revestimento das particulas magnéticas com fosfato (NUNES et al.,
2014), foram utilizadas as nanoparticulas preparadas anteriormente como descrito na
secao 5.1.3.1. Para cada 10 g de cloreto férrico hexahidratado utilizado para o preparo
da nanoparticula da secéo 5.1.3.1 utilizou-se 25 mL de uma solugao de 0,15 mol/L de
NasP301o (trifosfato de sodio).

Deixou-se sob agitagdo magnética por 60 min e corrigiu-se o pH da solugéao
para 8.

Apos este periodo, o material foi submetido a dialise utilizando membrana de

poro de 12-14 kDa. O sistema de dialise foi colocado dentro de um becker contendo
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1000 mL de agua Mili-Q, e foi mantido sob agitagdo magnética por 72 horas com troca
de agua a cada 12 horas para a remogao do fosfato livre.
O sistema final, removido do interior do saco de dialise, € constituido de fluido

magnético de NPM de ferrita de manganés revestidas com fosfato (MnFe204 — PO4)
5.1.3.4 Recobrimento da particula magnética por dextrana

Para a preparo do fluido magnético com NPM de ferrita de manganés
(MnFe204) revestidas com dextrana, as nanoparticulas obtidas na se¢ao 5.1.3.1 foram
diluidas em 50 mL de agua ultrapura e adicionados 9,2 g de dextrana na proporgao
de 1:2 (m:m) de nanoparticulas magnéticas, sendo mantida sob agitagdo magnética
por 30 minutos.

ApOs a agitagdo, a amostra foi mantida sob homogeneizagao por tombamento
por 24 horas. Posteriormente, foi colocada dentro de um saco de dialise de poro de
12-14 kDa. O saco foi posicionado dentro de um becker contendo 1000 mL de agua
Mili-Q que foi mantido sob agitagdo magnética por 72 horas com troca de agua a cada
12 horas para a remocao de toda dextrana livre.

O sistema final, removido do interior do saco de didlise, é constituido de fluido
magnético de NPM de ferrita de manganés revestidas com dextrana (MnFe204 —

dextrana)
5.1.3.5 Difracdo de Raios-X

A estrutura cristalina, bem como o didmetro do cristalito das NPM de ferrita de
manganés (MnFe204), foi avaliada por difratbmetria de Raios-X, em difratdmetro de
Raios-X (XRD 6000, Shimadzu) em modo de reflexdo, com radiagdo CuKa (40 kV e
20 mA) de comprimento de onda 1,54 A com default em angulos entre 10° e 80°. A
amostra de NPM de ferrita de manganés foi secada a 70°C, obtendo assim o pé para
a analise de difratdmetria. Para calculo do didametro médio foi utilizada a equacéao de
Debye-Scherrer, (Equacéo 8) tendo como base o padrdo de silicio analisado nas
mesmas condicoes.

kA

= Equacéao 8
D AcosO quag

onde, k € uma constante que depende da forma das particulas (assumida aqui como

sendo esférica, k = 0,93), A € o comprimento de onda da radiagdo eletromagnética
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utilizada (Acuka = 1,54 A), © é o angulo de difracdo de Bragg utilizado (26), e A é a
largura a meia altura do pico de maior intensidade comparado com o padrao de silicio

conforme Equacéo 9.

4= \/AzFerrita - Azsilicio Equa(;éo 9

5.1.3.6 Magnetometria de amostra vibrante (MAV).

O magnetébmetro de amostra vibrante foi desenvolvido por S. Foner em 1955.
Devido a sua funcionalidade e ao baixo custo, € umas das técnicas mais utilizadas
para medidas de magnetizagcao (RODRIGUES et al., 2013).

A técnica consiste em uma haste rigida e fixa colocada entre dois eletroimas.
A haste vibra perpendicularmente ao campo aplicado. Se a amostra possuir um
momento magnético, uma indugao de corrente € gerada em um conjunto de bobinas
detectoras, posicionadas em torno da amostra, com isto € possivel se quantificar tal
propriedade. A Figura 11 apresenta, de forma esquematica, um sistema de

magnetometria de amostra vibrante.

Figura 11 - Representagao esquematica de um sistema de magnetometria de amostra vibrantes.
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Fonte: Adaptada do manual do usuario do sistema MAV serie 7300 (2001).

A caracterizagdo magnética foi feita utilizando o magnetdometro de amostra

vibrante (MAV) operado numa faixa de intensidade de campo magnético igual a -20
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kOe < H = 20 kOe ( em unidade do CGS) e frequéncia de oscilagdo da amostra igual
a 100 Hz.

Para a amostra em pé foi utilizada 60 ug do p6 colocada no porta-amostra.

E, para as amostras liquidas do fluido magnético e da formulagao lipossomal,
foram utilizadas aliquotas de 60 uL que foram colocadas no porta-amostra e inseridas
no equipamento para a leitura das amostras, obtendo-se um grafico de momento
magnético por campo magnético.

Com isto foi possivel calcular a fragdo volumétrica do fluido magnético e da

formulacéo lipossomal.
5.1.3.7 Calculo da fragdo volumétrica de nanoparticulas magnéticas

Em um sistema superparamagnético, o comportamento da curva de
magnetizacdo € uma Langevin de primeira ordem, apresentado na Equagao 10
(RODRIGUES, 2017):

Mpy = ¢MPL(E) Equacao 10

Na saturagdo, ou seja, quando o campo magnético é muito grande podemos

afirmar que a Langevin tende a um valor unitario (L(¢) — 1). Logo:
Mgy = pMP Equagéo 11

esta equacao fornece uma relacdo para o calculo da fragdo volumétrica (¢ ) de

nanoparticula magnéticas. Logo:

— MFM
M

(0] Equacéo 12

com M? sendo a magnetizagdo de saturagdo da nanoparticula e My, € o valor da
magnetizacdo de saturagcédo do fluido medido no MAV. As magnetizagbes estdo em
unidade de emu/cm3, que podem ser convertidas em emu/g (magnetizagédo
especifica).

As curvas de magnetizacdo medidas no MAV s&o dadas em unidades de
momento magnético (emu). Se dividir pela massa total da amostra obtém-se a curva
de magnetizagdo em unidade de emu/g. Lembrando que 0 momento magnético médio

da amostra € dado por

(1w} = Ny, L(§) Equacdo 13
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onde N e u, sdo o numero total de particulas e o momento magnético de uma

particula, se dividir pela massa total obtém-se

w 1 .
- E 14
my - mo Ny, L($) quagao

Na Equacéo 14 podem-se identificar os valores de magnetizagdo da amostra

(Mgp) em emu/g, ou seja, pode-se escrever esta equagdo como

1
Mgy = —Np, L(§) Equacao 15
mr

Para avaliar os dados medidos em termos de valores conhecidos, pode-se

reorganizar a equagao

FM =:—:1’:1—7:1v L) = "EM,N L(§) = ZE M,N L(§) Equagéo 16

Sabendo que a ¢ é a fracdo volumétrica de particulas magnéticas. Logo

Nv,
Mpy = —2M, L(§) Po _ $M, L(&) Po Equagéo 17
Ur Pr Pr

Em condigbes de alto campo magnético aplicado, a fun¢ao de Langevin L(g) —
1, de onde é possivel calcular teoricamente a magnetizagado do fluido magnético.
Admitindo que a densidade do fluido magnético possa ser escrita em termos das NPM
e da densidade do liquido carreador (p;;4) segundo a relagao pgy = (pp —pll-q)gl) +
Piiq; € como fragdo volumétrica de um fluido magnético geralmente € muito pequena
(~10€—103), entdo, fazendo a aproximagao de ¢ — 0 implica dizer que pry =~ pyq -

A partir dessa aproximagao e no limite em que L(¢) — 1(quando atingida a
magnetizacao de saturagao) é possivel calcular a fragdo volumétrica de cada amostra

como sendo:

_ Mey pp

¢
M, pc

Equacgéao 18

Utilizou-se para célculos a densidade do liquido carreador p. = 1g/cm3, e a
densidade da ferrita de manganés utilizada neste trabalho foi de p, = 5,1g/cm?.

Os valores da magnetizacdo de saturacdo tanto do fluido magnético (Mg, )
quanto do pé (que correspondera a magnetizagdo de saturacdo das nanoparticulas

Mp) sdo determinados experimentalmente a partir das medidas de MAV.
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5.1.3.8 Magnetohipertermia das nanoparticulas magnéticas.

Magnetohipertemia (MH) é o fenébmeno do aumento da temperatura de um
material magnético devido a agdo de campo magnético alternado (AC). Esta eficiéncia
de aquecimento em fluidos e materiais magnéticos € quantificado pela poténcia
especifica dissipada (SLP — Specific Loss Power), que é a poténcia térmica dissipada
por unidade de massa quando esta sob agdo de um campo magnético AC. O SLP de
uma amostra € dado experimentalmente por (NATIVIDAD; CASTRO; MEDIANO,
2008):

SLP =

PrmCrm (AT)
t—-0

o b AL Equacgéao 19
p¥rm

onde pry = 1g/cm® é a densidade do carreador (agua), Cry = 4,181;76 € o calor

especifico da agua, p, = 5,1 g/cm® é densidade da particula e ¢,, é a fragéo
volumétrica magnética. Utilizando a inclinagdo da curva temperatura versus tempo
fornece uma estimativa do SLP em unidade de W/g, pois perdas iniciais ainda séao
despreziveis e a distribuicdo de temperatura dentro da amostra € homogénea
(NATIVIDAD; CASTRO; MEDIANO, 2008).

Com o intuito de se calcular o SLP de cada amostra foi utilizado o equipamento
de MH modelo Nanotherics. Foi utilizado uma bobina cilindrica de 17 voltas. As
bobinas s&o refrigeradas por um circuito fechado com agua a temperatura de 10°C
quando o sistema esta desligado a fonte de energia e atinge a temperatura de 33
graus quando ligado. A frequéncia utilizada de campo magnético alternado foi igual a
334 kHz, que dependendo da corrente utilizada pode se gerar varios campos
magnéticos. Foi utilizado intensidade de campo magnético de 100, 142, 223, 305, 342
Oe. Para a medida da amostra em pé foi aplicado o campo magnético por 40 segundos
e posteriormente desligado. Para a amostra de fluido magnético foi aplicado campo
magnético por 100 segundos. Foi monitorado por um sensor de fibra otica o
aquecimento da amostra e coletado os dados em um software no computador, o que

permite que se extraia curvas de temperatura versus tempo.
5.1.3.9 Preparagao de magnetolipossomas sem o farmaco

Os lipossomas foram preparados empregando-se a metodologia de hidratagao
do filme lipidico seguida de extrusédo (Figura 12)(MAYER; HOPE; CULLIS, 1986).
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Para a preparagao dos lipossomas foi utilizada fosfatidilcolina de soja (PC) e
colesterol (Col) na proporgao molar de 64:32.

Os componentes estruturais dos lipossomas foram dissolvidos em cloroférmio,
constituindo a fase organica da preparacao.

A fase aquosa da formulagédo foi composta pela diluigdo do fluido magnético
com diferentes camadas de cobertura em tampao sulfato de aménio 300 mM pH 3,0,
que sao apresentadas na Tabela 3.

Utilizou-se este tampao com intuito de se criar um gradiente de pH e ions no

interior do lipossoma.

Tabela 3 - Diluicdes para o preparo dos magnetolipossomas contendo particula magnética em seu
ndcleo aquoso.

Revestimento da

nanoparticula magnética Concentragao (v/v)

Citrato 1:1 1:2 1:3
Fosfato 1:1 1:2 1:3
Dextrana 1:1 1:2 1:3

*Relagao (Fluido magnético: Tampao sulfato de aménio 300mM pH 3.0) (v:v)

Inicialmente, foi preparada uma solugédo estoque (SE) de fosfatidilcolina em
cloroféormio na concentragdo de 100 mg/mL, e uma solugéo estoque de colesterol na
concentragdo de 50 mg/mL. Uma aliquota de 2 mL da solugdo estoque de
fosfatidilcolina e uma aliquota de 1 mL da solugdo estoque de colesterol foram
retiradas e colocadas em baldo de fundo redondo. A mistura foi, em seguida, levada
para rotoevaporador, na temperatura ambiente e pressao reduzida, até completa
remogao do solvente organico, e, consequente, formacgao do filme lipidico.

O filme foi hidratado com 4 mL de fase aquosa por 45 minutos €, em seguida,
a preparacgao foi levada ao agitador tipo vortex, obtendo-se vesiculas multilamelares
(MLV).

Apos 8 ciclos de extrusao em extrusor de aco inox, equipado com membrana
de policarbonato com poros de 600, 200 e 100 nm e sob pressao de 150 psi de
nitrogénio, foram obtidos magnetolipossomas unilamelares pequenos (SUV) na

concentragédo de 64 mM de lipidio.
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O processo de preparo dos lipossomas esta esquematicamente representado
na Figura 12.

Figura 12 - Representagao esquematica do preparo de lipossomas pelo método de hidratagéo do filme

lipidico e posterior extrusao.

Presséo de nitrogénio
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Fonte: Representacdo esquematica pertencente ao grupo de pesquisa.

5.1.3.10 Separagdo das nanoparticulas magnéticas nédo encapsuladas nos

magnetolipossomas

Para separar as particulas ndo encapsuladas dentro dos lipossomas utilizou-se
da técnica de cromatografia de exclusao por tamanho, também chamada de filtragao
em gel.

Para realizar a separagao, as particulas passam através do gel empacotado
em uma coluna, para que a filtracdo seja realizada. O gel empacotado dentro da
coluna possui uma matriz porosa, que permite a separacdao das particulas por
diferenca de tamanho. As particulas menores entram nos poros da matriz, fazendo
com que a sua eluigao fique retardada. As particulas maiores ndo sio capazes de
entrar nos poros da matriz do gel, desta forma sua eluicdo é mais rapida em
comparacgao as particulas menores.

Pode-se utilizar varios tipos de gel de exclusdo como Sephadex® G10, G25 ou
G50 (HEALTHCARE, 2010). Para este trabalho foi utilizado para o empacotamento
da coluna o gel Sephadex® G50. O tamp3ao utilizado para equilibrar a coluna foi o
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tampao HEPES pH 7,4, que preenche os poros da matriz e o espago entre as
particulas.

As amostras foram eluidas isocraticamente, e ao final da separacio, para
remogao de alguma particula remanescente foi passado 10 vezes o volume da coluna,
para sua lavagem e preparagao para o proéximo ensaio.

Neste trabalho, utilizou-se uma coluna com altura de 12 cm e didmetro de 2 cm,
com volume total de 150 cm?® (150 mL). Para ter alta resolugdo de fracionamento, o
volume da amostra deve corresponder a cerca de 0,5 - 4% do volume da coluna.
Portanto pode-se utilizar 0,75 - 6 mL de amostra (HEALTHCARE, 2010).

Adicionou-se 1 mL da formulacéo lipossomal sobre a coluna de Sephadex
lentamente sob as paredes da coluna com o intuito de evitar a perturbacao da parte
superior da coluna. Apds adicionar a formulacao, fragdes de 1mL foram coletadas,
sendo coletadas 15 fragdes para magnetolipossomas. O processo de separagao esta
representado esquematicamente na Figura 13.

Figura 13 - Representacédo esquematica da separagao das particulas magnéticas néo encapsuladas

nos magnetolipossomas pela técnica de cromatografia de exclusao por tamanho.
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Fonte: Modificado de: https://comis.med.uvm.edu. Acesso em : 24.agosto.2018
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5.1.3.11 Determinagdo de tamanho e distribuicho de tamanho dos

magnetolipossomas sem farmaco

O didmetro médio e a distribuicdo do tamanho das vesiculas foram
determinados utilizando-se a técnica de espalhamento de luz em equipamento Zeta
Sizer Nano S.

Uma aliquota de 0,05 mL de cada amostra foi diluida com tampao HEPES pH
7,4 para 1 mL, a dispersdo foi transferida par uma cubeta que foi inserida no
equipamento para a analise da amostra a temperatura ambiente. Em cada leitura foi
obtido o didmetro médio dos magnetolipossomas (nm) e o indice de polidisperséo
(Pdl), que é a medida da distribuicdo do tamanho dos lipossomas na amostra.

5.1.3.12 Caracterizacéo dos magnetolipossomas

Os magnetolipossomas foram caracterizados quanto a concentracédo de NPM
encapsuladas ja apresentado no subitem 5.1.3.7, para magnetohipertermia ja
apresentada no subitem 5.1.3.8.
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5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram sintetizadas 3 amostras de fluidos magnético de ferrita de
manganés recobertos por citrato de sédio, fosfato de sddio e dextrana.

Apos a sintese dos fluidos magnéticos, foram preparados lipossomas contendo
particulas magnéticas encapsuladas pelo método de hidratagdo do filme lipidico
seguido de extruséo.

Para se obter a coencapsulagao da doxo, no interior dos lipossomas contendo
as NPM, através do método de gradiente de pH e ions amoénio, as formulagdes
preparadas foram submetidas a técnica de mudanca de pH externo utilizando-se, para
isso, a técnica de cromatografia de exclusao de tamanho. Porém ao iniciar os estudos
nao foi possivel obter um lipossoma estavel durante o preparo com os fluidos
magnéticos recobertos com citrato e fosfato.

Ao mudar o pH do fluido magnético para pH 3 (pH interno do lipossoma) para
os fluidos magnéticos recoberto por citrato e fosfato, ocorreu a perda dos ions que
estdo envolta das NPM gerando a instabilidade eletrostatica nas particulas em
dispersdo. Assim observou-se agregacao das particulas formando um precipitado no
fundo do tubo (GADALLAH; AZAB; ALI, 2018; PFEIFFER et al.,, 2014). Esta
instabilidade com as particulas magnéticas n&o foi observada quando se utilizou o
fluido magnético recoberto com dextrana.

Avaliou-se a melhor concentragao de fluido magnético frente a obtengao dos
lipossomas, mudando a concentragdo tampao sulfato de amoénio para a diluicdo do
fluido magnético.

Para as concentragbes 1:1 e 1:2 no processo de obtencido dos
magnetolipossomas estes ficaram retidos na membrana de policarbonato com poro
100 nm, inviabilizando sua produc¢éo (como apresentado na Figura 14 uma membrana
do extrusor com a coloragdo amarronzada). Esta caracteristica nao foi observada para
a concentracdo 1:3, ou seja, 1 fragcao de fluido magnético para 3 de tampéo sulfato de
aménio 300mM pH 3,0.

Com isto, esta concentragao foi a utilizada para os estudos de caracterizagao
de particula magnética e caracterizagdo dos magnetolipossomas. E posteriormente

utilizada para o preparo de lipossomas para encapsulacédo da doxo.
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Figura 14 — Imagem da membrana de policarbonato com poro 100 nm colocada no extrusor mostrando

0 processo de retengao e obstrugdo da membrana pelos sistemas.

Fonte: dados da pesquisa.

5.2.1 Caracterizagdo das nanoparticulas magnéticas de ferrita de manganés

(MnFes304) pela técnica de difragdo de Raios-X

Os padrdes de difragdo de Raios-X das NPM de ferrita de manganés estao
apresentados na Figura 15, o que confirma a estrutura espinélio cubico dessas
nanoparticulas (RODRIGUES et al., 2017).

Figura 15 - Difratograma de Raios-X do p6 de ferrita de manganés passivada secada a 70°C. Angulo

de Bragg 26, no intervalo de 10 a 80°.
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Fonte: dados da pesquisa.



56

Usando a Equagdo 9 e o valor do Asiicio do padrdo de silicio de 1,25x103 e
substituindo na Equacgao 8. Foi possivel determinar o diametro médio da particula de

ferrita de manganés sintetizada. Esse didmetro esta apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Valore de didmetro médio da nanoparticula magnética por DRX utilizando a equagéo de
Debye-Scherrer.

Amostra Aferita (rad) Diametro médio (nm)

Ferrita de manganés 1,06x102 13,5

Rodrigues (2017) preparou particulas magnéticas de ferrita de manganés
recobertas com DMSA (Acido dimercaptossuccinico) e Nunes (2014) preparou
particulas de ferrita de manganés recobertas com citrato e fosfato, encontraram
tamanhos semelhantes para particula magnética de ferrita de manganés estudadas
neste estudo. Apesar de as NPM apresentarem diametros médios muitos pequenos,
€ importante destacar que geralmente sofrem a formagdo de aglomerados devido
interacdes de atracao (van der Wals), atragao e repulsao (dipolar magnética), repulsao
(repulsao estérica e repulsao eletrostatica). Devido a este problema normalmente as
NPM sao recobertas com surfactantes, ou seja, moléculas ou ions, capazes de manter
sua estabilidade de superficie. Formando assim um fluido magnético. Com isto neste
presente trabalho, foi utilizado fluido magnético de ferrita de manganés recoberto por

dextrana. Onde a dextrana atua como surfactante para manter a estabilidade coloidal.

5.2.2 Caracterizagdbes das nanoparticulas magnéticas por técnica de

magnetometria de amostra vibrante

A técnica de MAYV fornece a informagao sobre a concentragao de particulas
magnéticas no meio, a fragcdo volumétrica e a susceptibilidade de equilibrio
(BRANQUINHO et al., 2013; RODRIGUES et al., 2017). A Figura 16 apresenta as
curvas de magnetizagdo do po (A) e do fluido magnético (B) ja na concentragao 1:3
que sera utilizada para se preparar os magnetolipossomas, respectivamente. Através
da curva de magnetizagao, péde-se obter o valor da magnetizagdo especifica da

amostra.
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Figura 16 - Curva de magnetizagao do pé de ferrita de manganés (A) e do fluido de ferrita de manganés
recoberto com dextrana na diluicao 1:3 (v/v) em tampao sulfato de aménia pH 3.0 (B) obtidos pela

técnica de magnetometria de amostras vibrantes (MAV).
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Fonte: dados da pesquisa.

Através dos valores de saturagao obtidos das curvas de magnetizagcéo do pé e
fluido magnético, foi possivel calcular a fragdo volumétrica do fluido magnético e a
concentragcdo. A amostra em pd que possui massa igual a mp = (0,05827 +
0,00005)g, foi medido valor de magnetizagao especifica igual a M, = 51,7 emu/g e
sem campo coercitivo. Ou seja, essa amostra responde ao campo magnético do MAV
no regime superparamagnético. Também foi medida a magnetizagdo do fluido
magnético recoberto com dextrana (aliquota de volume igual a 60 uyL com massa igual
a mgy = (0,06083 + 0,00005)g para o fluido) e o valor obtido da magnetizagcao se

verifica na Tabela 5.

Tabela 5 - Fragdo volumétrica do fluido magnético de ferrita de manganés recoberto com dextrana na
diluicdo 1:3 (v/v) em tampéo sulfato de amdnia pH 3.0 e a concentragao do fluido magnético.
Magnetizagao do fluido
(emu/g)

FM 0,23 0,09 4,5

Fragdo volumétrica Concentragéo (mg/mL)

A fragdo volumétrica de um fluido magnético determina o percentual de seu
volume total que corresponde as nanoparticulas magnéticas. Portanto, substituindo
os valores experimentais obtidos para fluido magnético de ferrita de manganés
recoberta com dextrana na Equacgao 18, a fragao volumétrica calculada foiiguala ¢ =
0,09 %. A partir da fragdo volumétrica pode-se determinar a concentragdo de

particulas no fluido magnético multiplicando o valor da fragdo volumétrica vezes a



58

densidade e o didametro da nanoparticula magnetica obteve-se a concentragao de 4,5
mg/mL.

Rodrigues et al. (2017) encontra para um fluido magnético de ferritas de
manganés recobertas com acido dimercaptossuccinico (DMSA) valores de fragao
volumétrica na ordem de 0,0046 e concentragdo no valor de 23 mg/mL. Entretanto em
seu estudo ele utiliza apenas as particulas magnéticas para a aplicagdo oncoldgica.
Ja neste trabalho esta sendo utilizado um fluido magnético com caracteristicas
semelhantes porem para a coencapsulacdo com a doxorrubicina teve-se que fazer a
diluicdo do fluido magnético na proporgéao de 1:3 para o tampao sulfato de amdnio
com isto diminuindo a concentrag&o das particulas magnéticas (RODRIGUES et al.,
2017).

5.2.3 Estudo de magnetohipertermia das nanoparticulas magnéticas de ferrita

de manganés (MnFe204)

Medidas de magnetohipertermia (MH) foram realizadas com a amostra de fluido
magnético (FM) diluido na concentragdo 1:3. Os dados foram obtidos em diferentes
amplitudes de campo magnético alternado de 100, 142, 223, 305, 342 Oe e com
frequéncia de fixa de 334 kHz.

A Figura 17 mostra o valor experimental da taxa de aquecimento (inclinagéo
inicial AT /A t) das curvas de MH. E possivel observar que, inicialmente, a temperatura
de aquecimento da amostra cresce linearmente com o tempo sob a agdo do campo

magnético alternado externo.
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Figura 17 - Perfil de magnetohipertermia do pé de NPM de ferrita de manganés (A). Perfil de
magnetohipertermia do fluido magnético de ferrita de manganés na diluigao 1:3 (v/v) em tampao sulfato
de amoénia pH 3.0 (B). Foi analisada a variacao de campo magnetico para cada leitura e o tempo de

analise durou 40 segundos para a amostra em p6 e 100 segundo para a amostra do fluido magnetico.
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Fonte: dados da pesquisa.

Para valores de At bem pequeno (primeiros 10 s com campo magnético ligado)
podemos utilizando uma metodologia experimental conhecida na literatura como
método calorimétrico (BORDELON et al., 2011; HILGER et al., 2001), onde para
valores iniciais da curva se comporta linearmente podendo assim calcular o valor do
SLP (W/g) do fluido magnético estimado através dos coeficientes angulares (fit linear
e utilizando a Equacdo 19). O SLP foi experimentalmente determinado nesse
procedimento in vitro. Os valores obtidos para o SLP estdo apresentados na Tabela
6.

Tabela 6 - Dados de SLP para a amostra de FM de ferrita de manganés revestida com dextrana na
diluigaéo 1:3 (v/v) em tampéao sulfato de amdnia pH 3.0 para diferentes campos magnéticos aplicados.

Campo (Oe) SLP (W/g)
100 12,8
142 11,4
223 26,1
305 46,6
342 59,6

Comercialmente, ja existem pelo menos dois fluidos magnéticos disponiveis
para esse tipo de aplicagdo, chamados BNF-starch® ( nanoparticula de magnetita com

didametro de 15-20 nm ) e Nanomag-D-spion® ( nanoparticula de magnetita com
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didmetro de 15-20 nm), (BORDELON et al., 2011). Diferenciando-se, portanto, da
usada neste trabalho, no qual se utiliza a ferrita de manganés.

De acordo com a literatura, sob agdo de um campo magnético alternado de 201
Oe e frequéncia (~ 141 kHz), o BNF-starch® apresenta um valor de SLP in vitro em
torno de 22,8 W/g e o Nanomag-D-spion® perto de 61 W/g (BORDELON et al., 2011;
DENNIS et al., 2009).

Comparativamente, a nanoparticula magnética de ferrita de manganés
recoberta com dextrana (MnFe204) conseguiu (in vitro) produzir um SLP no valor de
26,1 W/g para um campo de 223 Oe na frequéncia de 334 kHz. E quando o campo
magnético € igual a 342 Oe o valor do SLP in vitro é igual a 59,6 W/g para a mesma
frequéncia de 334 kHz.

Obteve-se eficiéncia comparativa na geragdo de calor obtida com a
nanoparticula magnética de ferrita de manganés quando comparada a eficiéncia
térmica da comercializada BNF-starch® porem quando comparamos com a Nanomag-
D-spion® apresenta uma menor eficiéncia térmica, apesar de possuirem tamanho
proximos, podendo estar ligado a estrutura cristalina da nanoparticula magnética e na
composicdo da nanoparticula magnética (BORDELON et al., 2011; CARRIAO;
BAKUZIS, 2016).

5.2.4 Caracterizagao dos magnetolipossomas

Os magnetolipossomas sao constituidos de particulas magnéticas
encapsuladas no interior aquoso de vesiculas fosfolipidicas. Neste trabalho os
magnetolipossomas foram preparados a partir da hidratagao do filme lipidico e com o
fluido magnético de ferrita de manganés recoberta com dextrana na concentragdo 1:3
(diluido em tampao sulfato de amdnio pH 3).

Os lipossomas foram preparados na concentracao de fosfatidilcolina e
colesterol na proporgao 64:32 mM. A fim de separar as particulas ndo encapsuladas
no magnetolipossoma, utilizou-se a técnica de cromatografia de exclusdo de tamanho.
A amostra foi eluida na coluna de Sephadex G50.

Adicionou-se 1 mL da formulacdo lipossomal e aliquotas de 1mL foram
coletadas. As primeiras fragoes foram descartadas, pois nao se observava a coloracao
marrom, sendo que apenas a partir da quarta fracdo foi observada a eluigcdo de
lipossomas contendo NPM.
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Coletou-se até a fracdo 15, porém a partir da fragdo 12 ndo se observou mais
a coloragdo amarronzada, caracteristica dos magnetolipossomas.
Na Figura 18, é possivel observar a amostra de magnetolipossomas sendo

eluida na coluna de Sephadex® G50.

Figura 18 - Cromatografia de exclusdo de tamanho, magnetolipossomas eluidos na coluna de
Sephadex G50 em tampao HEPES pH 7,4.

=

Fonte: dados da pesquisa.

E importante ressaltar que a Sephadex G50 tem uma porosidade em torno de
30000 Daltons, que se convertermos para nanOmetros seria igual a 25nm
(ERICKSON, 2009), sabe-se que o gel empacotado dentro da coluna possui uma
matriz porosa, que permite a separagao das particulas por diferenga de tamanho.
Particulas menores como é o caso das NPM que tem tamanho da ordem de 13,5 nm,
ficardo retidas na matriz do gel tendo o sua eluigao retardada. Portanto consegue-se
a separagao das particulas ndo encapsuladas das nao encapsuladas nos
magnetolipossomas.

Na Figura 19 sao observadas as aliquotas obtidas na eluicdo do
magnetolipossomas. Pode-se observar que a amostra esta concentrada em 7 fragoes,
com 1 mL em cada. Apds a obtencao das fragcdes coletadas, foi feito um pull com estas

amostras obtendo assim a amostra que foi analisada e quantificada posteriormente.



62

Figura 19 — Fracdes coletadas na eluicdo do magnetolipossomas na coluna de Sephadex G50.

Fonte: dados da pesquisa.

ApoOs a coleta, a amostra foi quantificada quanto o tamanho de particulas pela
técnica de espalhamento de luz dinamico (dynamic laser scattering — DLS Figura 20
A e B).

A curva em vermelho que esta representada em cada grafico representa a
média de trés leituras. A amostra foi quantificada antes da eluicdo pela coluna
(LipoMag A), onde o pico de maxima intensidade determina o didmetro hidrodindmico
meédio do magnetolipossomas cujo valor foi igual a 165 nm, e depois da eluigdo pela
coluna (LipoMag D) o diametro hidrodindmico médio foi de 149 nm.

Figura 20 - Caracterizagdo dos magnetolipossomas antes da elui¢gdo pela coluna (A) e apds eluigdo
pela coluna (B) de Sephadex G50, pela técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS)
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Fonte: dados da pesquisa.

A Tabela 7 relaciona o nome das amostras, os valores de didmetro médio e
polidispersao das amostras analisadas.
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Tabela 7 — Diametro médio e Pdl dos magnetolipossomas antes e depois da eluicdo pela coluna de
Sephadex G50 preparados com 64mM de fosfolipidios estruturais e na proporgao de diluigao 1:3 fluido
magnético de dextrana para tampao sulfato de aménio pH 3.0.

Amostra Diametro (nm)* PDI*
LipoMag A 165+ 7 0,105+ 0,019
LipoMag D 149 + 13 0,097 + 0,021

*Os resultados foram expressos como média + desvio padréo. (n = 3).

Na figura 21, s&o mostradas as curvas de magnetizagédo do fluido magnético
de NPM de ferrita de manganés recoberta com dextrana na proporgéo de 1:3 (FM:
tampao sulfato de aménio pH 3.0) apresentado na curva preta. A curva em azul
representa o magnetolipossoma apos a extrusédo e antes da eluicdo pela coluna de
Sephadex® G50 e a curva em vermelho representa a curva de magnetizagdo do
magnetolipossomas apos a extrusao e apds a eluigao pela coluna.

Nota-se que houve uma diluicio da amostra apdés a eluicido pela coluna
diminuindo-se assim, o sinal magnético das particulas encapsuladas dentro dos
magnetolipossomas devido a dilui¢do pela coluna. 1 mL da formulagéo lipossomal foi

colocado na coluna e se coletou 7 mL de amostra apds eluicéo.
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Figura 21 — Curva de magnetizac¢ao do fluido magnético, magnetolipossomas antes e depois da coluna
de Sephadex G-50. (Quadrado Preto) - fluido magnético de NPM de ferrita de manganés recoberta
com dextrana na propor¢édo 1:3 (FM:Tampdo sulfato de aménio pH3.0), (Triangulo Azul) —
magnetolipossoma apds o preparo e antes de passar pela coluna de Sephadex e (Circulo Vermelho)

— magnetolipossoma apds o preparo e depois de passar pela coluna de Sephadex.

¥
:
4
E

o
—_—
I

2000000000000 00090

1

(=]

-
I

Ad ALAALLLALAAA

| Soepemsmpmmnagent ) ) )

-20 15 -10 -5 0 5 10 15 20
Campo Magnético (kOe)

Magnetizagao especifica (emu/g)
=
I

°
[N}
[

Fonte: dados da pesquisa.

Com isto, procurou-se formas de concentrar os magnetolipossomas que foram
eluidos pela coluna. O secador de amostra por nitrogénio € uma forma viavel de se
concentrar a amostra para um volume requerido, a fim de se obter uma amostra com
maior concentragao de particula magnética.

Colocou-se o0 volume de 7 mL (coletados apds eluicdo pela coluna de
Sephadex) em um tubo de ensaio e foi posto dentro do concentrador de amostra.
Deixou-se sob agitagdo e incidéncia de nitrogénio afim de se reduzir o volume de 7
mL para 1 mL. Apds a concentracao da formulagao lipossomal, foi realizada uma nova
leitura de magnetizagdo para se determinar a nova concentragdo de particulas
magnéticas dos magnetolipossoma. Este resultado esta apresentado na Figura 22.

Pode-se observar que ap6s a concentragcao da amostra para o volume de 1 mL,
obteve-se valor de magnetizacdo de saturagao igual a 0,21 emu/g. Este valor fica
préximo ao obtido se comparar ao fluido magnético na concentragao de 1:3 onde a

magnetizagéo especifica foi igual a 0,23 emu/g.
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A partir do valor da magnetizagdo especifica pode-se calcular a fragéo
volumétrica de NPM encapsuladas dentro do magnetolipossoma que foi igual a 0,08%

e a concentragao de NPM encapsuladas no magnetolipossoma foi de 4,0 mg/mL.

Figura 22 — Curva de magnetizacao especifica do magnetolipossoma (circulos vermelhos) e fluido

magnético ( quadrados pretos ) obtidas pela técnica de magnetometria de amostra vibrante (MAV).
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Fonte: dados da pesquisa.

As medidas de magnetohipertermia (MH) foram realizadas com as amostras de
fluido magnético e com o magnetolipossoma preparado apdés a concentragdo. A
amostra de fluido magnético recoberto com dextrana estava na concentragao de 1:3
(diluido com o tampé&o sulfato de amonio pH 3,0).

A amostra de magnetolipossoma foi passada pela coluna e posteriormente
concentrada para o volume de 1 mL. Uma aliquota de 500uL foi colocada no
equipamento de magnetohipertermia. O campo magnético alternado aplicado foi de
342 Oe com frequéncia de 334 kHz. Os valores de SLP (eficiéncia magnetotérmica)
foram calculados apds a analise das curvas de temperatura em fungao do tempo, foi
utilizado um tempo padréao de 30 segundos para o calculo do SLP.

Foram obtidos os valores de SLP de 59,5 W/g e 56,4 W/g, respectivamente
para o fluido magnético e para o magnetolipossoma. A curva de magnetohipertermia
para a amostra de fluido magnético e magnetolipossoma esta apresentada na Figura
23. Onde a Figura 23 A representa a curva de magnetohipertermia a partir da

temperatura ambiente. Ja a Figura 23 B apresenta o mesmo comportamento de curva
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porem a curva foi normalizada para a temperatura ambiente. Comecando assim a

partir do valor 0 demonstrando a variagao de temperatura obtida para os sistemas
estudados.

Figura 23 — Perfil de magnetohipertermia do fluido magnético de ferrita de manganés revestida com
dextrana na concentragdo de 1:3 (linha preta). Perfil de magnetohipertermia do magnetolipossoma
(linha vermelha). Foi aplicado o campo magnetico alternado de 342 Oe na frequencia de 334 kHz. A
leitura e o tempo de analise durou 800 segundos. (A) Valor da temperatura medida ao longo do tempo

de exposi¢cdo ao campo magnético alternado, (B) Variacdo da temperatura ao longo do tempo (AT).
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Fonte: dados da pesquisa.
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5.3 CONCLUSOES

Fluidos magnéticos contendo NPM de ferrita de manganés recobertas com
dextrana foram sintetizados pelo método de coprecipitacdo, os quais foram
investigados por diferentes técnicas experimentais. A técnica de difracdo de Raios-X
comprovou a presenga de ferritas com estrutura cristalina do tipo espinélio. Atraves
do Raios-X do padrao de difracao foi possivel obter o diametro médio do cristalito de
13,5 nm.

A caracterizagdo magnética foi obtida em temperatura ambiente por meio da
magnetometria de amostra vibrante. As NPM apresentaram magnetizagao especifica
de M, = 51,7 emu/g. Medidas em alto campo do fluido magnético permitiram a
obtengao da concentragao de particulas no fluido magnético.

Os magnetolipossomas, que sao lipossomas contendo nanoparticulas de ferrita
de manganés recobertas com dextrana, foram preparados pelo método de hidratagéo
do filme lipidico seguido de extrus&o. Apresentaram didmetro médio de 165 nm e
polidispersao de 0,105. Através da técnica de magnetometria de amostra vibrante foi
possivel determinar a fracdo volumétrica de NPM encapsuladas no
magnetolipossoma, a qual foi de 0,08%. A concentragao de particula encapsuladas
dentro do magnetolipossoma que foi igual a 4,0 mg/mL.

As medidas de magnetohipertermia do fluido magnético e do
magnetolipossoma, em 334kHz e campo de 342 Oe, apresentou SLP para o fluido

magnético de 59,5 W/g e 56,4W/g para o magnetolipossoma.
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6 PREPARO E CARACTERIZAGAO DE MAGNETOLIPOSSOMAS
CONTENDO DOXORRUBICINA E SUPERFICIE MODIFICADA COM ACIDO
FOLICO

6.1 MATERIAIS E METODOS
6.1.1 Materiais

Doxorrubicina (pureza >99%, LC Laboratories, USA), Fosfatidilcolina de soja
(LIPOID®, Alemanha), colesterol (Sigma-Aldrich®), 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-N-[amina(polietilenoglicol)-2000] DSPE-PEG(2000)-NH2 (Avanti®
Polar Lipids, EUA), 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
[metoxi(polietilenoglicol)-2000] — DSPE-mPEG-(2000) (Avanti® Polar Lipids, EUA),
1,2-diesteroil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[folato(polietilenoglicol)-2000] — DSPE-
mPEG-(2000)-AF (sintetizado no laboratério), acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina
etanosulfénico - HEPES (>99,5%, Sigma, Brasil), Trietilamina (99%, Sigma-Aldrich®,
Brasil), Dimetil sulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich®, Brasil), acetonitrila e metanol
(J.T.Baker, grau HPLC, EUA), acido trifluoracético (TFA) (Sigma-Aldrich®, Brasil), filtro
para seringa 0,22 um (Millex®, Merck, Alemanha), agua ultra pura Mili-Q (Milli-Q,
Millipore, EUA), N-hidroxissuccinimida (Sigma-Aldrich®), N,N'-diciclohexilcarbodiimida
(Sigma-Aldrich®), tubo de dialise 3,5 kDa (Fisher Scientific), tubo de dialise 12-14 kDa
(Fisher Scientific).Todos os outros solventes utilizados foram grau analitico.

6.1.2 EQUIPAMENTOS

e Balanca analitica, modelo AG-200, marca: Gehaka, Brasil;

e Agitador tipo vortex, modelo AP-56, marca: Phoenix;

e Agitador magnético, modelo TE-085, marca: Tecnal, Brasil;

e Centrifuga, modelo mini spin plus, marca: Eppendorf, Alemanha;

e Evaporador rotativo, modelo RV 10, marca: IKA®, Alemanha;

e Extrusor, marca: Northen Lipids, Canad3;

e Bomba a vacuo, modelo TE-0581, marca: Tecnal, Brasil,

e pHmetro digital, modelo pg1800, marca: Gehaka ,Brasil;

e Banho de ultrasson, modelo UltraSonic Cleaner, marca Unique, Brasil;

e Centrifuga, modelo mini spin plus, marca: Eppendorf, Alemanha;
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e Sistema de purificacdo de agua MiliQ, modelo Direct 8, marca MiliQ, EUA,;

e Chapa aquecedora, modelo C-Mag HS7, marca: IKA®, Alemanha;

e Misturador por tombamento, modelo RT 10 power Werke, marca: IKA®,
Alemanha;

e Liofilizador (Thermo Electron Corporation, EUA);

e Espectrometro 640-IR (Varian, EUA).

6.1.3 METODO

Neste capitulo, sera apresentada a encapsulagdo da doxo em
magnetolipossomas com superficie modificada com DSPE-PEG2000 e vetorizada
para o receptor folato.

Para a encapsulacdo da doxo utilizou-se da técnica de encapsulagao por
gradiente de pH e gradiente de ions aménio. Para a vetorizagao para o receptor folato,
procurou-se uma sintese para ancorar o acido félico ao lipidio peguilado, esta sintese
foi desenvolvida anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa integrado por este
pesquisador (PERES-FILHO et al., 2017) obtendo um processo de sintese mais facil

e com melhor rendimento para o lipidio peguilado vetorizado.
6.1.3.1 Sintese do produto DSPE-PEG(2000)-Acido Fdlico

Tem-se relatos, ha mais de 20 anos na literatura de métodos para a
funcionalizag&o de lipidios para a ancorar o acido folico (AF) (Figura 24) na superficie
lipossomal via sua conjugacao a lipidio peguilado (DSPE-PEG(2000) (Figura 25)
(LEE; LOW, 1995).

Com isto, o objetivo € que o ligante AF possa interagir com células que
superexpressam o receptor folato e seja preferencialmente internalizado por estas
células em comparagao a células que nao expressam o receptor folato (GABIZON et
al., 1999). Para a obtencdo do DSPE-PEG(2000)-Acido félico foi utilizada a
metodologia descrita por Peres-Filho (2017), cuja sintese proposta foi baseada em
métodos encontrados na literatura (CHAN et al., 2007; ZHANG; YAO, 2012).
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Figura 24 — Formula molecular do Acido félico (massa molar = 441,37 g/mol).
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Fonte: https://www.drugbank.ca/drugs/DB00158. Acesso em: 25.julho.2018.
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Figura 25 — Formula molecular do DSPE-PEG(2000)-NH2 (massa molar = 2788,79 g/mol
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Fonte: Avanti® Polar Lipids, https://avantilipids.com/product/880128. Acesso em: 25.julho.2018.

Na sintese, 100 mg de &cido félico foram adicionados a mistura de DMSO
anidro (4mL) contendo aproximadamente 1,25% (50 pL) de Trietilamina (TEA), para
serem dissolvidos, sob agitacdo e em condigbes anidras, ao abrigo da luz, durante 12
horas.

Posteriormente, a mistura descrita acima, foi acrescida diciclohexilcarbodiimida
(DCC) e N-Hidroxisuccinimida (NHS), mantendo-se a agitagéo e as condi¢des anidras,
ao abrigo da luz, por outras 18 horas. A proporgado molar entre AF, DCC e NHS foi de
1:1:2. Foram, entao, adicionados 46,75 mg de DCC e 52,16 mg de NHS. Nesta etapa,
observou-se a formagao de precipitado formado a partir desta reagdo, a
diciclohexilureia (DCU). Para remové-la, o meio reacional foi filtrado em filtro para
seringa de 0,22 ym.

Depois deste periodo, adicionou-se a mistura de acido folico ativado 400 mg de
DSPE-PEG-NHz2, foram mantidos sob agitagdo ao abrigo da luz por 12 horas.

Em seguida, a reagdo pbéde ser confirmada pela técnica de cromatografia em
camada delgada (CCD), com eluente composto por cloroférmio:metanol:agua
(75:36:6 v:v:v), comparando-se 0 meio reacional com a solu¢gdo padrao de DSPE-
PEG-NH..
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Foram adicionados 50 mL de agua Mili-Q ao meio reacional e, posteriormente,
a amostra foi centrifugada para remover tragcos de substancias insoluveis.

O sobrenadante foi dialisado usando tudo de dialise 3,5 kDa, contra salina (50
mM), duas vezes, e agua Milli-Q, trés vezes, para remover tragcos de DMSO e o acido
félico que nao reagiu. O dialisado foi, em sequéncia, congelado a -20°C e liofilizado
por 36h sob baixa presséo e baixa temperatura.

Com isto obteve-se o produto DSPE-PEG(2000)-AF, cuja sintese esta

representada de forma esquematica na Figura 26.

Figura 26 — Sintese do conjugado DSPE-PEG(2000)-AF (massa molar = 3228,95 g/mol)
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Fonte: (PERES-FILHO et al., 2017).

6.1.3.2 Caracterizagao do produto da sintese DSPE-PEG(2000)-AF por FTIR

Neste estudo, o ensaio utilizado para caracterizagado do produto apds a sintese
foi a Espectroscopia no Infravermelho com Transformada Fourier (FT-IR).

As amostras foram analisadas em FT-IR utilizando o aparato de Refletancia
Total Atenuada (ATR). Analisou-se, separadamente, os reagentes acido fdlico e
DSPE-PEG(2000)-NHz e o produto da reagéo. Obteve-se na faixa espectral de 4000
a 400 cm™', com resolugdo de 4 cm™ e com 126 scans por andlise.
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6.1.3.3 Preparo dos magnetolipossomas com superficie modificada

As formulacdes lipossomais foram preparadas pelo método de hidratagao do
filme lipidico seguido de extrusdo (GREGORIADIS; SENIOR, 1980; KIRBY; CLARKE;
GREGORIADIS, 1980; SHARMA; SHARMA, 1997).

Inicialmente, por esta técnica, produz-se populagbes heterogéneas de
vesiculas multilamelares que apds seguida repeticbes de extrusdo (Figura 4) séo
obtidas vesiculas unilamelares de tamanho reduzido (80 a 200 nm) (SHARMA;
SHARMA, 1997; VEMURI; RHODES, 1995). Este método tem sido bastante
empregado por ser simples, relativamente rapido e facilmente reprodutivel.

Os magnetolipossomas foram previamente preparados seguindo os métodos
descritos no item 5.1.3.5 e 5.1.3.6, utilizando o fluido magnético de ferrita de
manganés recoberto por dextrana.

A Tabela 8 apresenta a composi¢cao dos magnetolipossomas desenvolvidos
neste estudo.

Tabela 8 — Formulagdes lipossomais desenvolvidas.

Concentragao
Formulagao
PC (mM) Col (mM) PEG (mM) PEG-AF (mM) Doxo (mg)
LipoPegMag 64mM 32mM 50 - -
LipoPegMagVet 64mM 32mM 4,5 0,5 -
LipoDoxoPegMag 64mM 32mM 50 - 2
LipoDoxoPegMagVet 64mM 32mM 4,5 0,5 2

Legenda: Lipo : lipossoma, Doxo: doxorrubicina, Peg: peguilado, Vet: vetorizado, Mag: fluido magnético

ferrita de manganés, PC: fosfatidilcolina, Col: colesterol.

Para a incorporagao do lipidio peguilado nos magnetolipossomas utilizou-se da
técnica de pos-insercdo(NAKAMURA et al., 2012b; USTER et al., 1996). Para isto
dissolveu-se 14 mg de DSPE-PEG em 1 mL de cloroférmio, em um frasco de vidro. O
cloroférmio foi eliminado do sistema sob fluxo de gas nitrogénio. Uma aliquota de 1
mL da formulacgao lipossomal foi colocada em um frasco contendo o lipidio peguilado,
que havia sido previamente preparado. O sistema foi colocado sob agitagao lenta (50
rpm), em agitador orbital, por 24 horas. Ao final, foram obtidas a formulagdo

LipoPegMag, conforme apresentado na Tabela 8.
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Para o magnetolipossoma vetorizado com acido félico foi dissolvido 12,6 mg de
DSPE-PEG e 1,6 mg de DSPE-PEG-AF em 1 mL de cloroférmio, em frasco de vidro.
O cloroférmio foi eliminado do sistema sob fluxo de gas nitrogénio. Depois da extrusao,
foi retirada uma aliquota de 1 mL da formulacao lipossomal. A aliquota foi adicionada
ao frasco com o DSPE-PEG e DSPE-PEG-AF seco. O sistema foi colocado no
agitador orbital por 24 horas, sob agitagcao lenta. Ao final, foram obtidas a formulag&o

LipoPegMagVet, conforme apresentado na Tabela 8.

Todas as formulagdes foram feitas em pelo menos trés lotes diferentes.

6.1.3.4 Encapsulacdo da doxorrubicina no magnetolipossoma com superficie
modificada

Para a encapsulagédo da Doxo, utilizou-se o método de gradiente de pH e ions
aménio (BARENHOLZ, 2001). Neste método, é criado um gradiente, entre a fase
externa (tampéo HEPES pH 7,4) e o interior do lipossoma com tampéao sulfato de
amoénio pH3.0. A Doxo, uma vez no interior dos lipossomas, reage com o sulfato
formando um sal insoluvel (sulfato de doxorrubicina), que precipita no interior da
cavidade lipossomal. Este método de preparo possibilita taxa de encapsulagao
proximo de 93% (HARAN et al., 1993; ZUCKER et al., 2009).

Esta alta taxa de encapsulacéao leva a eliminagao de uma purificacao final, que
tem o objetivo de eliminar o farmaco que nao foi encapsulado na formulagéo
lipossomal.

Para a encapsulacdo da Doxo nos magnetolipossomas com e sem superficie
modificada, a uma aliquota de 1 mL da formulagao lipossomal ja preparada no subitem
6.1.3.3 adicionou-se a 2 mg de cloridrato de Doxo liofilizado, ficando a amostra

mantida por 12 h sob refrigeracéo a 4°C.
6.1.3.5 Distribuigdo de tamanho e indice de polidispersao

O didametro médio e a distribuicdo do tamanho das vesiculas foram
determinadas utilizando-se a técnica de espalhamento de luz em equipamento Zeta
Sizer NanoS (Malvern Isnfruments, Inglaterra). Uma aliquota de 0,05 ml de cada
amostra foi diluida em 1mL de tampao HEPES pH 7,4, a disperséo foi transferida para
uma cubeta que foi inserida no equipamento para a analise da amostra na temperatura

ambiente. Em cada leitura, foi obtido o didmetro médio dos magnetolipossomas (nm)
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e o indice de polidispersao (Pdi), que é a medida da distribuigdo do tamanho dos
lipossomas na dispersao. A analise foi realizada em triplicata, na temperatura de 25°C

e os valores foram expressos como média + desvio-padrao (DP).
6.1.3.6 Nanosight — NTA

A analise de localizac&o de particula (NTA — Nanoparticle Tracking Analysis) é
um metodo usado para analisar em tempo real nanoparticulas em um meio, que se
basea no movimento Browniano das particulas. Este método permite analisar
particulas com tamanho entre 10 nm a 2000 nm. O movimento Browniano realizado
por estas particulas é avaliado em tempo real por uma camera digital cientifica, em
que é cada particula que visualizada é monitorada (rastreada) e através do software
do equipamento faz-se a gravacao do rastreio da particula (LTD; CARR; WRIGHT,
2012). A visualizagao da particula em escala nano € possivel devido a dispersao da
luz quando iluminada por um laser. A intensidade da luz espalhada pela particula é
captada pela camera e 0 movimento monitorado frame a frame. Neste método a taxa
de movimento das particulas esta relacionada ao raio hidrodinAmico equivalente a
uma esfera, calculado através da equacgao de Stokes-Einstein.

Este método permite calcular o tamanho da particula, a concentracdo da
populagdo das particulas de mesmo tamanho, e o potencial zeta da particula. Cada
particula rastreada tem o seu caminho monitorado e a distadncia média percorrida de
cada particula (no eixo x e y) é calculado automaticamente pelo software. A partir
deste valor, & possivel calcular o coeficiente de difusao da particula (Dy), a partir da
viscosidade do meio (n) e o didmetro hidrodindmico (d) e a temperatura (T) e a
espessura do porta amostra. O software fazendo uso da equacao de Stokes-Einstein
(Equacao 20), onde Ks e a constante de Boltzmann (LTD; CARR; WRIGHT, 2012)

calcular o tamanho da particula.

[, ] b KT Equacgéo 20
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6.1.3.7 Eficiéncia de encapsulacao (EE%)

Para calculo de eficiéncia de encapsulacdo, inicialmente, foi realizada a
quantificagdo da Doxo por CLAE, utilizando método ja validado (segao 4).

Para quantificar o total de farmaco, 100 pL de cada formulacéo
(magnetolipossoma peguilado e magnetolipossoma vetorizado) foram transferidos
para baldes volumétricos de 5 mL. Em seguida, foram adicionados 2 mL de metanol
e posteriormente levados a um banho de ultrassom, sem aquecimento, por 20
minutos. Apds esse periodo, os baldes foram aferidos com metanol, para se obter uma
concentragao teorica de Doxo igual a 40 ug/mL. Colocou-se o volume dos balées em
um tubo falcon e levou-se a centrifuga a 2000g por 10 minutos. Cada amostra foi
analisada em triplicata.

Para a quantificacdo da Doxo encapsulada, primeiramente foi necessario
separar a Doxo livre da Doxo encapsulada. Para isto, utilizou-se da técnica de
cromatografia de exclus&do de tamanho utilizando Sephadex® G50. 1 mL da suspensao
lipossomal foi inserido lentamente na coluna de Sephadex, pelas paredes da coluna,
com o intuito de evitar perturbagao da parte superior da coluna. A eluicdo da amostra
aplicada foi feita com tampao HEPES pH 7,4. Apds a aplicacao, fracdes de 1mL foram
coletadas.

Posteriormente, foi feito um pull com os 7 eppendorf que continham as fragdes
dos magnetolipossomas com Doxo encapsulada. 700 uL de cada formulagéo
(magnetolipossoma peguilado e magnetolipossoma vetorizado) foram transferidos
para baldées volumétricos de 5 mL.

Em seguida, foram adicionados 2 mL de metanol e posteriormente levados a
um banho de ultrassom, sem aquecimento, por 20 minutos. Apds esse periodo, 0s
baldes foram aferidos com metanol, a fim de se obter uma concentragao tedrica de
Doxo igual a 40 pg/mL.

Colocou-se o volume dos balées em um tubo falcon e levou-se a centrifuga a
2000g por 10 minutos.

Cada amostra foi analisada em triplicata. O calculo da eficiéncia de

encapsulacédo (EE%) € dado pela Equacgao 21.

massa de doxo encapsulado (mg) 3
E.E.% = — x 100 Equacéo 21
massa de doxo inicial (mg)
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6.1.3.8 Microscopia Eletronica de Transmissao

A amostra de lipossoma com Doxo foi preparada para microscopia eletrénica
de transmissao por crioprocessamento (crio-MET). As imagens foram obtidas em
microscopio Tecnai F20 Twin (FEI, Hillsboro, OR, EUA). A amostra foi preparada
usando protocolo ja estabelecido anteriormente (BANIZS et al., 2014). Para a crio-
microscopia, uma goticula de amostra é colocada na telinha de microscopia e o
excesso de liquido é removido com papel de filtro. Em seguida, utilizando uma haste,
a amostra é imediatamente imersa em etano liquido. A transferéncia para o
microscopio de transmisséo foi feita utilizando um porta-amostra contendo nitrogénio
liquido.

Esta etapa do estudo foi realizada pela Profa. Dra. Eliana Martins Lima em
colaboragao do laboratério Molecular Electron Microscopy Core na Universidade da
Virginia, EUA.

6.1.3.9 Magnetometria de amostra vibrante e calculo da fragao volumétrica

A caracterizagdo magnética foi feita utilizando o magnetdometro de amostra
vibrante (MAV) operado numa faixa de intensidade de campo magnético igual a -20
kOe < H < 20 kOe ( em unidade do CGS) e frequéncia de oscilagdo da amostra igual
a 100 Hz. Para as formula¢des de magnetolipossomas foram utilizadas aliquotas de
60 pyL que foram colocadas no porta-amostra e inseridas no equipamento para a
leitura, obtendo um grafico emu/campo magnético.

A partir do grafico foi possivel calcular a fragdo volumétrica das formulagdes

lipossomais através da Equacéao 18.
6.1.3.10 Magnetohipertemia do magnetolipossoma com superficie modificada

Foi determinada a resposta magnetotérmica para as amostras de
magnetolipossomas com superficie modificada e coencapsulando Doxo. Um
eppendorf contendo 500 pL de magnetolipossoma foi posicionado no interior da
bobina do equipamento de magneto hipertermia. Estabeleceu-se na bobina uma
corrente elétrica alternada de 8,2 A com frequéncia de 334 kHz gerando um campo

magnético de 342 Oe no ponto aonde a amostra estava localizada.
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6.1.3.11 Ensaio de liberagdo do magnetolipossoma por magnetohipertermia

Utilizou-se da técnica de magnetohipertermia para se fazer a liberagado da Doxo
coencapsulada nos magnetolipossomas com superficie modificada. Um eppendorf
contendo 500 puL de magnetolipossoma foi posicionado no interior da bobina do
equipamento de magnetohipertermia. Foi estabelecido na bobina uma corrente
elétrica alternada de 8,2 A com frequéncia de 334 kHz gerando um campo magnético
de 342 Oe no ponto aonde a amostra esta localizada.

Para propdsitos terapéuticos (terapia térmica), a temperatura dever ser mantida
acima de 43°C por um intervalo de tempo da ordem de 20 — 30 minutos (DEWHIRST
et al., 2003; VAN RHOON, 2016). Esperou-se a amostra atingir a temperatura de 43°C
0 que ocorreu por volta de 10 min e logo apds, fez-se o controle do campo com objetivo
de se manter a temperatura por 30 minutos.

Ap0s a aplicagdo do campo, passou-se a amostra pela coluna de cromatografia
de exclusdo de tamanho utilizando Sephadex® G50 para separar a Doxo liberada. 500
ML da suspenséo lipossomal foram inseridos lentamente na coluna de Sephadex,
pelas paredes da coluna, com o intuito de evitar perturbacdo da parte superior da
coluna. A eluicdo da amostra aplicada foi feita com tampéao HEPES pH 7,4. Apés a
aplicagao, fragdes de 500 uL foram coletadas.

Posteriormente, foi feito um pull com os 7 eppendorf que continham as fragdes
dos magnetolipossoma com Doxo que nao foi liberada. Em seguida, congelou-se a
amostra e liofilizou-se para concentrar o volume dos 7 eppendorf.

O p¢ liofilizado foi ressuspenso em volume de 500 pL. Apds, foram transferidos
para baldes volumétricos de 5 mL. Em seguida, foram adicionados 2 mL de metanol
e levados a um banho de ultrassom, sem aquecimento, por 20 minutos.

Apos esse periodo, o volume dos baldes foram completados com metanol.
Colocou-se o volume dos balées em um tubo falcon e levou-se a centrifuga a 2000g
por 10 minutos. Cada amostra foi analisada em triplicata. O calculo da eficiéncia de

encapsulacio é dado pela Equacao 19, apresentada na se¢ao 5.1.3.6.
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6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.2.1 Caracterizagido por FTIR do DSPE-PEG(2000)-Acido Félico

Os espectros na regidao do infravermelho (IV) obtidos do DSPE-PEG(2000)-
NH2, acido fdlico, respectivamente puros e do produto da reagéo estao indicados nas
Figuras 27 a 29. O espectro do DSPE-PEG(2000)-NHz (Figura 27) apresenta uma
banda larga, caracteristica do estiramento de grupos atribuiveis as ligagdes C-O-C
das unidades monoméricas do polietilenoglicol, que aparecem em 1104 cm”,
(CRAPARO et al., 2011; HE et al., 2012). Houve, ainda, uma banda de carbonila de
cetona em 1737 cm™, que aparece em citagdes na literatura como banda
caracteristica para o DSPE-PEG(2000)-NH2 (ABDULLA; TAN; DARWIS, 2010).

Figura 27 — Espectro de FTIR do DSPE-PEG(2000)-NH2 puro.
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Fonte: dados da pesquisa.

No espectro referente ao acido folico (Figura 28) pode-se visualizar a banda
caracteristica do estiramento de grupos carbonila C=0 em 1688 cm™'. Foi possivel
observar também a banda que ¢é atribuida ao anel fenil em 1452 cm™' (VARSHOSAZ
et al., 2014).
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Figura 28 — Espectro de FTIR do Acido Félico puro.
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Com base nestes resultados pode-se verificar que os reagentes estavam puros
e proprios para a utilizagao na reagdo. Com isto os compostos foram utilizados na
reacao e obteve-se o produto DSPE-PEG(2000)-AF. A analise por FTIR foi realizada
para comprovar a ligagao do acido foélico ao DSPE-PEG(2000), sendo que na Figura

29 foi apresentado o grafico do espectro na regiao do infravermelho.
Figura 29 — Espectro de FTIR do produto da reagdo DSPE-PEG(2000)-AF.
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Foi possivel observar bandas caracteristicas de estiramento NH e C=0 do
grupamento —CONH2, em 3440 cm™ e 1638 cm™1. Houve ainda uma banda
relacionada ao —NH2 em 1452 cm'. Desta forma, os dados obtidos indicam a presenca
de interacbes entre as moléculas sugerindo a reagdo entre as duas moléculas
(HEIDARI MAJD et al., 2013; PERES-FILHO et al., 2017).

O rendimento foi calculado como a diferenca do peso de soluto colocado antes
da reacao total para o peso obtido do po liofilizado e o rendimento para esta reagcao
foi de 82%. Peres-Filho et al. (2017) obteve como rendimento 87% para esta reagéo,
que apesar de ser uma reag¢ao que demora-se 78 horas para a obteng¢ao do produto
da sintese. O produto da sintese tem um alto rendimento. Podendo assim ser usado

como um lipidio peguilado vetorizado para o receptor folato.

6.2.2 Caracterizagdao dos magnetolipossomas contendo doxo e com superficie

modificada com acido folico

Os valores de diametro médio, PDI e numero de magnetolipossomas estao
representados na Tabela 9 e os graficos relativos a distribuicdo do tamanho dos
magnetolipossomas estao representados na Figura 30.

Para todas as formulagdes, o didametro médio foi inferior a 200 nm, com cerca
de 90% da distribuicdo de tamanho estando abaixo de 250 nm.

As formulagdes apresentaram valores de Pdl menores que 0,3 o que indica boa
homogeneidade dos sistemas. O Pdl reflete a distribuicdo do tamanho dos
magnetolipossomas e pode variar de 0,0 a 1,0 para sistemas mono e polidispersos,
respectivamente. O didmetro médio dos magnetolipossomas com vetorizagdo foi
ligeiramente superior ao dos magnetolipossomas sem vetorizagdo. A encapsulagao
da Doxo, entretanto, gerou magnetolipossomas de didmetro médio similar aqueles
sem adicdo do farmaco. Para todas as formulagcbes, o numero de particulas se
manteve, devido ao método de preparo. Uma vez que os lipossomas sao extrusados
e somente apds a extrusao que o lipidio peguilado com vetorizagdo e sem vetorizagéo
€ adicionado, ndo muda as caracteristicas dos magnetolipossomas ja preparados.

Essa reproducgao relacionada ao tamanho dos lipossomas foi possivel devido
ao meétodo de extrusdo que € uma forma relativamente rapida de se produzir
lipossomas com populagdes monodispersas de vesiculas unilamelares de tamanho
médio controlado. Uma vez que os lipossomas passam por uma membrana de poro

pré-definida de 100 nm sobre pressao de nitrogénio. Por esses motivos, o método é
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amplamente usado para aplicacbes farmacéuticas e na pesquisa. Uma vez que ao
preparar os lipossomas possuimos vesiculas multilamelares grandes, formadas apés
a hidratagao do filme lipidico, e extrusadas pelo poro da membrana de policarbonato,
elas se reorganizam formando vesiculas menores e de distribuicdo de tamanho mais
estreita apds sucessivas passagens pela membrana, atingindo distribuicao final
comparavel ao tamanho do poro (CAGDAS; SEZER; BUCAK, 2014; PERES-FILHO
et al., 2017; SPERA et al., 2015).

Tabela 9 — Valores de diametro médio, Pdl e numero de particulas dos magnetolipossomas com e sem
superficie modificada com acido félico. Lipossomas foram preparados com 69mM de fosfolipidios
estruturais e na proporgao de diluigdo 1:3 fluido magnético com nanoparticulas magnéticas de ferrita
de manganés recobertas com dextrana para tampéo sulfato de amonio pH 3.0.

Diametro (nm) Pdl Ci)c;r;&gz;t;?%io
LipoPegMag 116 £ 8 0,134 3,8+0,6 E14
LipoPegMagVet 125+ 10 0,201 46 +0,3E14
LipoDoxoPegMag 1217 0,144 25+0,2E14
LipoDoxoPegMagVet 156 + 14 0,103 51+0,5E14

Os resultados foram expressos como média + desvio padr&o. (n = 3).

Vale ressaltar que os magnetolipossomas vetorizados foram obtidos pela
técnica de pds-insergado, onde envolve uma agitagao lenta das vesiculas para que a
ancora lipidica que esta acoplada ao acido félico se insira na bicamada lipidica dos
lipossomas. Dessa forma, ficando posicionada exclusivamente no lado externo ao
magnetolipossoma. Com isto apresentando um tamanho para o diadmetro
hidrodinAmico maior para as formulagbes com vetorizacdo (GAZZANO et al., 2018;
PERES-FILHO et al., 2017).
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Figura 30 — Curvas de distribuicdo de tamanho das formulagdes desenvolvidas apds preparo.
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Fonte: dados da pesquisa. (A) LipoPegMag; (B) LipoDoxoPegMag; (C) LipoPegMagVet; (D)
LipoDoxoPegMagVet.

6.2.3 Eficiéncia de encapsulacao

Para a encapsulagéo, a fase externa do magnetolipossoma esta em tampao
HEPES pH 7,4 enquanto a fase interna do magnetolipossoma continha o tampao
sulfato de amdnio 300 mM pH 3,0.

A doxo é capaz de atravessar a membrana lipossomal por difusdo passiva e
atingir o seu interior aquoso, onde interage com os ions sulfato formando sulfato de
doxorrubicina, que € um sal insoluvel(BARENHOLZ, 2001).

Na Figura 31, mostra-se a representagdo esquematica da encapsulagao da
Doxo nos lipossomas. Com isso, ha geragdo de um gradiente que permite a

encapsulacdo de praticamente toda a quantidade de moléculas de doxo
(BARENHOLZ, 2001).
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Figura 31 - Representagédo esquematica da encapsulagédo da doxo nos lipossomas. No meio externo,
a Doxo esta em equilibrio entre sua forma neutra (doxo) e o sal cloridrato de doxorrubicina (doxo*ClI-
). A doxo livre é capaz de difundir pela membrana lipossomal. No interior do lipossoma, o sulfato de
amonio se dissocia em NH?3 que se difunde pela membrana enquanto os ions H* e SO4% podem
reagir com a doxo, formando sulfato de doxorrubicina (Dox0)2SOa4, que é um solido e precipita no
interior do lipossoma (Barenholz, 2001).

Fase aquosa
intralipossomal

Meio externo

(NH,),S0,

3

2NH, 2NH, + 2H* %= 2NH, + SO,* 2DOX-NH;* + 2CI
/
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Precipitado

Fonte: adaptado (BARENHOLZ, 2001).

A eficiéncia de encapsulagédo (EE%) da Doxo nas formulagdes lipossomais foi
de 92 + 2 % para o LipoDoxoPegMag e 94 + 3 % para o LipoDoxoPegMagVet, com
resultados para a eficiéncia de encapsulagao apresentados na Tabela 10.

Qui et al. (2012) observou uma eficiéncia de encapsulagcao de ~97% para
encapsulagcdo de Doxo juntamente com difosfato de cloroquina que é um farmaco
amplamente utilizado para o tratamento de antimalarica e agentes reumatoides,
porém é considerado téxico quando usado por um prolongado tempo, mas que
recentemente teve novos estudos comprovando a sua eficacia para tumores que
apresentam resisténcia a multiplos farmacos. Os farmacos foram coencapsulados em
uma formulacdo de lipossomas tendo com diametro hidrodindmico dos lipossomas
proximo de 130 nm (QIU et al., 2012).

Em comparagido ao ja comercializado Doxil® que apresenta eficiéncia de
encapsulagcao de 95% para um lipossoma peguilado e de tamanho préoximo a 100 nm
(BARENHOLZ, 2012), nosso lipossoma além de encapsular a Doxo em seu interior
aquoso também torna viavel a coencapsulagdo de particulas magnéticas em seu
interior aquoso. Observando que as NPM nao competem com o farmaco pelo espaco

dentro do lipossoma podendo ser coencapsulados.
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Tabela 10 — Determinagao de eficiéncia de encapsulagédo da doxorrubicina nos magnetolipossomas
pela técnica de gradiente de pH e ions aménio.

Eficiéncia (%)*
LipoDoxoPegMag 92+2
LipoDoxoPegMagVet 94 +3

Fonte: dados da pesquisa. *Os resultados foram expressos como média *+ desvio padrdo. (n = 3).

6.2.4 Microscopia Eletrénica de Transmissao

Um modo eficiente de se obter as caracteristicas dos lipossomas com Doxo
encapsulada em seu interior aquoso é utilizando a técnica de Microscopia Eletrénica
de transmissdo com processamento da amostra por congelamento (Crio-TEM).
Imagens de Crio-TEM de lipossomas foram obtidas a fim de confirmar a encapsulagéo
da DOXO no interior dos lipossomas.

As Figuras 32 A e B sdo imagens de Crio-TEM de lipossomas produzidos pelo
método de hidratagao do filme lipidico seguido por extrusao e gradiente de pH e ions.
Observou-se que foi formado o cristal de Doxo no interior dos lipossomas
comprovando assim que o método escolhido para a producdo dos lipossomas pode
ser utilizado para a coencapsulagdo de NPM e doxo em seu interior aquoso.
Resultados ja apresentados na literatura obtiveram as mesmas caracteristicas ao

encapsular a Doxo em lipossomas (BARENHOLZ, 2012).

Figura 32 — Microscopia de transmissao com crioprocessamento

Fonte: dados da pesquisa.
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6.2.5 Magnetometria de amostra vibrante e calculo da fragao volumétrica

Os magnetolipossomas foram avaliados quanto a magnetizacao de saturagao
e concentragédo de particulas magnéticas por técnica de magnetometria de amostra
vibrante, a partir das curvas de magnetizagdo das formulagbes lipossomais de
magnetolipossoma contendo NPM de ferrita de manganés recoberta com dextrana
coencapsulando doxorrubicina em seu interior aquoso com e sem direcionamento
para o receptor folato.

Os dois graficos apresentados na Figura 33 mostram o comportamento de

curva de magnetizagao.

Figura 33 — Curvas de magnetizagéo especifica. (A) LipoDoxoPegMag; (B) LipoDoxoPegMagVet.
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Fonte: dados da pesquisa.

Através das curvas de magnetizagao foi possivel calcular a fragdo volumétrica
da formulacdo lipossomal através da Equacdo 18. Obteve-se valores de fragao
volumétrica de 0,08% e 0,09% para as formulagdes lipossomais LipoDoxoPegMag e
LipoDoxoPegMagVet, respectivamente, e concentragcdo de NPM de 4,2 e 4,5 mg/mL
para as formulagdes lipossomais LipoDoxoPegMag e LipoDoxoPegMagVet,
respectivamente.

Houve-se valores parecidos ja obtidos em estudos anteriores apresentados
neste trabalho (sec¢do 5.2.4). Verificando assim que mesmo apods a coencapsulagao
da Doxo e a adigdo da vetorizagdo, as propriedades magnéticas das NPM
encapsuladas nos magnetolipossomas se manteve.

Shirmardi et al. (2017) preparou magnetolipossomas com 1-myristoyl-2-
palmitoyl-sn-glycero-3- phosphocholine (MPPC) e diferentes concentragdes de NPM

com tamanho de 3,9nm, neste estudo ele estima que devido ao tamanho das
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particulas, elas podem estar ndo no interior aquoso, mas sim na membrana lipidica
pois devido ao tamanho molécula de MPPC ser de 3 nm estima se que a membrana
lipidica deva ter da ordem de 6,5 nm de espessura. Podendo a NPM esta na
membrana lipidica. Para preparar os lipossomas o mesmo nao utiliza o método de
hidratagcéo de filme lipidico seguido de extrusdo, em seu trabalho utiliza a hidratagao
seguida de sonicag&do conseguindo um tamanho do magnetolipossoma por volta de
32,5 nm e encapsulando em seu interior calceina como farmaco modelo encapsulado
em seu interior (SHIRMARDI SHAGHASEMI; VIRK; REIMHULT, 2017).

Chen et al. (2010) preparou magnetolipossoma com concentragéo de particula
magnética de 0,38 mg/mL e tamanho de particula de 5 nm, os lipossomas apresentam
tamanho proximo de 101 nm, e foram preparados para estudos de liberacdo por
magnetohipertermia, em seus estudos obteve eficiéncia de liberagdo de 80% para o
fluoréforo como modelo de liberagdo (CHEN; BOSE; BOTHUN, 2010).

Apesar de nossa proposta de trabalho seja a coencapsulagdo no interior
aquoso com a Doxo, podemos ter uma previsdo de como o nanocarreador ira se
comportar quanto aos estudos de MH, pois mesmo em concentracdes baixa a
literatura conseguiu produzir lipossomas que possam ser usados para liberar

localmente o antineoplasico.
6.2.6 Magnetohipertemia do magnetolipossoma com superficie modificada

O tratamento por hipertermia magnética tem sido uma promissora alternativa
para liberagao , reducéo e inibicdo de tumores, sendo ja relatada a maior sensibilidade
de células tumorais ao aumento de temperatura (AL-AHMADY et al., 2012; KATAGIRI;
NAKAMURA; KOUMOTO, 2010; SANSON et al., 2011).

Neste sentido, foram realizadas medidas de magnetohipertermia nas
formulagdes lipossomais com aplicagdo de um campo magnético alternado de 342 Oe
com frequéncia de 334 kHz, na temperatura inicial de 25°C, atingindo uma
temperatura maxima de 43°C. Esse limite de temperatura foi ajustado por ser a
temperatura que a literatura reporta como sendo a faixa de temperatura empregada
em hipertermia para causar o inicio da morte celular (ITO; HONDA; KOBAYASHI,
2006; KOSSATZ et al., 2015).

Para cada uma das formulacgdes lipossomais foi utilizado um tempo padrao de
medida de 100 segundos para o calculo do SLP. Ou seja, por meio destes dados

obteve-se a taxa de variacdo temporal da temperatura. A massa de material
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magnético foi obtida pela analise dos dados de magnetometria. Utilizando a Equacgao
19, estimou-se o valor de SLP a partir dos dados extraidos apds a analise das curvas
de temperatura em fungdo do tempo para cada formulacéo.

A Tabela 11 apresenta os dados de SLP para cada formulagao, observou-se
que a variagdo de SLP entra as amostras ndo apresentaram diferenca analise
estatistica significativa. Esta variagcdo n&o foi suficiente para haver diferenca no
aquecimento das formulagdes, com isto, pode-se verificar que a coencapsulagao da

Doxo e a vetorizacao nao altera a eficiéncia de aquecimento da formulacao.

Tabela 11 — Valores de magnetohipertermia de magnetolipossomas com e sem vetorizagdo para o
receptor folato e com ou sem a coencapsulagédo de Doxo.

SLP (W/g)
LipoPegMag 56,1
LipoPegMagVet 55,4
LipoDoxoPegMag 57,3
LipoDoxoPegMagVet 54,9

Fonte: dados da pesquisa.

Analisando a Figura 34 verifica-se que as formulagdes lipossomais atingem a
temperatura de 43°C em 400 segundos, apresentando resultados de aquecimento
para as amostras de magnetolipossomas. Assim, esses dados demonstram que as
NPM encapsuladas nas formulagdes lipossomais preparadas podem ser promissoras

para o uso em magnetohipertermia.
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Figura 34 — Ensaio de magnetohipertermia para as formulagdes lipossomais. O equipamento utilizado
€ o0 modelo nanoTherics™ fabricado pela empresa Magnetherm TM do Laboratério de Fisica Térmica
do IF-UFG. Nas configuragées de campo 342 Oe e frequéncia de 334 kHz.
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Fonte: dados da pesquisa. (linha preta) LipoPegMag; (linha verde) LipoPegMagVet, (linha azul)
LipoDoxoPegMag; (linha vermelha) LipoDoxoPegMagVet.

6.2.7 Ensaio de liberagcao do magnetolipossoma por magnetohipertermia

Um dos focos principais deste trabalho € a liberacdo controlada por
magnetohipertermia de doxorrubicina de magnetolipossomas com direcionamento
para o receptor folato. Para propdsitos terapéuticos, a temperatura dever ser mantida
acima de 43°C e por um intervalo de tempo da ordem de 20 — 30 minutos (DEWHIRST
et al., 2003; VAN RHOON, 2016). Por isto, no ensaio de liberagcdo por
magnetohipertermia aplicou-se um campo magnético AC de 342 Oe com frequéncia
de 334 kHz, esperou-se a amostra atingir a temperatura 43°C e logo apés, fez-se o
controle do campo afim de se manter a temperatura em 43°C e manteve-se a

temperatura por mais 30 minutos, como apresentado na Figura 35 A e B.
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Figura 35 — Ensaio de liberagdo da Doxo por magnetohipertermia. O equipamento utilizado € o modelo
Nanotherics fabricado pela empresa Magnetherm TM do Laboratorio de Fisica Termica do IF-UFG.
Nas configuragdes de campo 342 Oe e frequéncia de 334 kHz.
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Fonte: dados da pesquisa. (A) LipoDoxoPegMag; (B) LipoDoxoPegMagVet.

ApOs a aplicagdo da magnetohipertermia, a formulagao lipossomal foi eluida
pela coluna de Sephadex com intuito de se separar o farmaco que foi liberado pela
técnica de magnetohipertermia. Para efeito de comparacdo uma formulagao
LipoDoxoPegMag sem a aplicacdo de magnetohipertermia foi eluida pela coluna de
Sephadex (Figura 36-A), observou-se que a formulagdo eluida ndo apresentou
coloragcdo avermelhada apds a eluigdo na coluna como observado quando foram
eluidas as formulagdes apds a aplicagdo do campo magnético AC nas formulagdes
lipossomais LipoDoxoPegMag e LipoDoxoPegMagVet (Figura 36 B e C).
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Figura 36 - Cromatografia de exclusdo de tamanho para magnetolipossomas eluido na coluna de
Sephadex G50 antes e apdés Magnetohipertermia. (A) LipoMagPegDoxo sem a aplicagdo de
magnetohipertermia, (B) LipoDoxoPegMag apdés a aplicagdo da magnetohipertermia, (C)

LipoDoxoPegMagVet apés a aplicagao da magnetohipertermia.

Fonte: dados da pesquisa.

Com base em trabalhos na literatura pode-se inferir que a agdo de campo
magnético AC é capaz de promover a liberacdo de farmacos encapsulados em
nanossistemas contendo nanoparticulas magnéticas por agédo de magnetohipertermia
(OLIVEIRA et al., 2013; SANSON et al., 2011). Em sistemas que combinam peptideos
a bicamada lipidicas de magnetolipossomas, a acdo de magnetohipertermia pode
promover a mudanga na conformacgao desses dos lipidios da estrutura lipossomal
aumentando a fluidez da membrana facilitando a liberagdo (AL-AHMADY et al., 2012).
Ja em nanossistemas que apresentam bicamada lipidica, como a utilizada neste
trabalho, o aquecimento proveniente das NPM altera a transicdo de fase dos lipidio
desestruturando a bicamada e liberando o farmaco (KATAGIRI; NAKAMURA,;
KOUMOTO, 2010).

Os valores da liberagdo de doxo por magnetohipertermia nos
magnetolipossomas sao apresentados na Tabela 12. Os resultados mostraram uma

liberagéo de 53% para LipoDoxoPegMag e 54% LipoDoxoPegMagVet.
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No estudo desenvolvido por Hayashi (2014) com nanoparticula de PVA
encapsulando doxo e coencapsulando NPM de ferrita, foram obtidos valores de
liberagao proximos de 60% de farmaco depois de magnetohipertermia com campo
magnético alternado aplicado por 30 min alcangando temperatura aplicada a 44°C,
com configuragdes de frequéncia igual a 230khz e campo magnético AC de 100 Oe
(HAYASHI et al., 2014).

Assim, esses dados demonstram que os magnetolipossomas com NPM e
coencapsulando doxo podem ser promissores para a liberacao controlada da doxo no

sitio alvo.

Tabela 12 — Determinagéo de eficiéncia de encapsulagdo da doxo nos magnetolipossomas pela
técnica de gradiente de pH e ions amoénio.

Concentragdao Concentracdo apos

inicial MH Liberagao
LipoDoxoPegMag 1840 £ 40 pg/mL 984 + 36 pg/mL 53%
LipoDoxoPegMagVet 1870 + 60 ug/mL 1020 + 24 pg/mL 54%

Fonte: dados da pesquisa. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Para todas

as formulagdes utilizou-se n = 3.

A magnetohipertermia € relatada como uma terapia adjuvante ou de
combinacdo no tratamento de diferentes tipos de cancer (KOSSATZ et al., 2015).
Estudos promissores mostram o beneficio notavel com o uso de magnetohipertermia
no tratamento de neoplasia cerebral em camundongos (LEE et al.,, 2011). Os
resultados deste estudo indicaram que apesar da reincidéncia de tumores depois do
tratamento, os animais tiveram uma boa resposta quando comparados ao tratamento
apenas com quimioterapico.

Sendo promissora no auxilio da liberacdo controlada no sito alvo. Diminuindo

assim os efeitos colaterais do farmaco e tendo uma maior eficiéncia terapéutica.
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6.3 CONCLUSOES

O procedimento de sintese da ancora lipidica com acido folico ligado que foi
desenvolvido dentro do nosso laboratério foi bem-sucedido. Os dados da anélise de
espectro de FT-IR indicam a presencga da interacdo entre os compostos analisados.
O rendimento dessa reagao foi entorno de 82%. Podendo assim ser utilizado nos
lipossomas vetorizados para o receptor do acido fdlico.

O diametro médio para os magnetolipossomas preparados neste trabalho foi
de 121 nm para LipoDoxoPegMag e 156 nm para LipoDoxoPegMagVet e o indice de
polidispersdo de 0,144 e 0,103, respectivamente, (sendo verificada sua
monodispersdo). A E.E% foi de 92 e 94 % para as formulagbes lipossomais
LipoDoxoPegMag e LipoDoxoPegMagVet, respectivamente, indicando que os
lipossomas obtidos possuem alta carga de farmaco.

A aplicagdo da magnetohipertermia levou a liberagdo do farmaco em ~ 54%
para ambas as formulagdes. Sugerindo uma potencial aplicagdo terapéutica, podendo
ser comprovar de grande eficiéncia o controle da liberacdo do farmaco por

magnetohipertermia.
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7 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VITRO
71 MATERIAL E METODOS
7.1.1 Material

Linhagem celular B16F10, linhagem celular MCF7, proveniente do Banco de
Célula do Rio de Janeiro (BCRJ, Rio de Janeiro, Brasil), meio DMEN Sigma-Aldrich™),
soro fetal bovino (Sigma-Aldrich™), penicilina (Gibco™), estreptomicina (Gibco™),
garrafa de cultivo celular de 75 cm?, tripsina (Sigma-Aldrich™), EDTA (Sigma-
Aldrich™), RPMI-1640 (Sigma-Aldrich™), microplacas de 96 pog¢os, DMSO (Syn®),

7.1.2 Equipamento

e Estufa umida com atmosfera de 5% de CO2, modelo , marca: , Alemanha;
e Espectrofotdmetro, modelo Multiskan Spectrum, marca: Thermo Scientific,
USA;

7.1.3 Metodologia
7.1.3.1 Linhagem celular e cultivo celular

Foi utilizada duas linhagens celulares B16F10 e MCF7 para investigar a
possivel atividade biolégica das formulagdes propostas. A linhagem B16F10 € de
origem tumoral de melanoma murino com caracteristicas fusiformes e epiteliais. A
linhagem MCF7 é de origem tumoral de adenocarcinoma mamario. As células foram
mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado e 1%
de penicilina e estreptomicina cultivadas em estufa umida com atmosfera de 5% de
CO2 a 37 °C. Foram estabelecidas em garrafas de cultivo celular de 75 cm? na
concentragédo de 5x10° células por garrafa. Para a desagregacéo celular, foi utilizada
tripsina/EDTA (0,25%/0,03%). As manutengdes das linhagens foram realizadas com

o intervalo de um dia.
7.1.3.2 Avaliagao da citotoxicidade pelo método de redugao do sal de tetrazélio— MTT

O método tem como principio a incorporagdo do sal de brometo de 3-(4,5
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio por células viaveis que, em virtude da alta
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atividade metabdlica mitocondrial, sdo capazes de converter o sal incorporado em
cristais de formazan que apresentam uma cor violeta prépria. A conversao é realizada
pela enzima succinato desidrogenase presente em mitocdndrias. Células n&o viaveis
nao sao capazes de converter o sal. Assim, é possivel determinar, de maneira
proporcional, a viabilidade celular quando comparada a um controle (D’ARPA; LIU,
1989).

Apds o desenvolvimento e caracterizacao das formulagdes, o MTT foi escolhido
para estabelecer a citotoxicidade. Para isso, foram propostas duas etapas.

A primeira foi correlacionar concentragao e tempo de exposi¢ao caracterizando,
assim, a citotoxicidade. Ja na segunda etapa, a proposta era estabelecer correlagéo
entre a concentracdo exposta de cada uma das formulacbes com o aumento da
temperatura mimetizando, dessa maneira, a exposicado em um organismo submetido

a magnetohipertermia.
7.1.3.3 Avaliac&o de atividade biologica

Na primeira etapa, foi estudado a linhagem celular MCF7 para as formulagdes
de LipoDoxoPegMag e LipoDoxoPegMagVet, cada uma das formulagdes foi testada
em sete concentragcbes obtidas por diluicbes seriadas a partir da concentragao de
doxorrubicina encapsulada de 1,84 mg/mL e 1,88 mg/mL para as formulagdes
LipoDoxoPegMag e LipoDoxoPegMagVet, respectivamente, (0,0078; 0,156; 0,3125;
0,625; 1,25; 2,5 e 5,0) preparadas em meio RPMI-1640 sem folato. Para a realizagao
desse ensaio, foram usadas microplacas de 96 pocos e foi estabelecida a
concentragdo de 5.000 células por pogo respeitando as margens que foram
preenchidas com meio. Foram realizados trés experimentos independentes sendo
que, para cada concentragao, foram definidas trés replicatas.

Ap0ds 24 horas do plaqueamento da linhagem MCF7, as células foram expostas
as concentragdes de cada formulacdo, pelo periodo de 24 horas. As placas foram
mantidas em estufa umida com 5% de CO2, a 37°C.

Na segunda etapa, foi estudado a linhagem celular B16F10 onde cada uma das
formulagdes foi testada em oito concentracdes obtidas por diluicdes seriadas a partir
da concentragéo de doxorrubicina encapsulada de 1,84 mg/mL e 1,88 mg/mL para as
formulagdes LipoDoxoPegMag e LipoDoxoPegMagVet, respectivamente, (0,0078;
0,156; 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 5,0 e 10%) preparadas em meio RPMI-1640 sem

folato. Foi utilizado o volume equivalente para as formulagbdes se doxo, LipoPegMag
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e LipoPegMagVet. Para a realizagdo desse ensaio, foram usadas microplacas de 96
pocos e foi estabelecida a concentracdo de 5.000 células por pogo respeitando as
margens que foram preenchidas com meio. Foram realizados trés experimentos
independentes sendo que, para cada concentragao, foram definidas trés replicatas.
AplGs 24 horas do plaqueamento da linhagem B16F10, as células foram
expostas as concentragdes de cada formulacéo, pelo periodo de 24 horas. As placas
foram mantidas em estufa umida com 5% de CO2, a 37°C. O desenho experimental

esta ilustrado na Figura 37:

Figura 37— Desenho experimental para realizagao do ensaio de citotoxicidade usando o método de

reducéo do sal tetrazdlio para as formulagdes propostas.
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Apos o periodo de tratamento de 24 horas ambas as células MCF7 e B16F10,
em fluxo laminar, foi adicionado, a cada poco, o volume de 10 uL de solugdo de MTT
a 5 mg/mL e mantidas em estufa de cultivo celular a 37°C por mais 3 horas.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado, e parando a lise celular com isto a
solubilizacdo dos cristais de formazan. Foram adicionados, a cada pog¢o, 100 uL de
DMSO e agitou-se as placas. Por fim, as placas foram lidas em espectrofotdmetro
Multiskan Spectrum Thermo Scientific (RISS et al., 2004).

A citotoxicidade de cada formulacao foi determinada em funcdo da média da
absorbancia das células do controle que s&o tidas como viabilidade de 100%. A
Equacgao 21:

Viabilidade % — Média da absorbancia de cada concentragao Equacio 21
tabtliaade 7o = Média da absorbancia do CC (RPMI) quag

7.1.3.4 Avaliagao da temperatura

Com o intuito de avaliar a influéncia da temperatura na atividade biolégica das
formulagdes, foi proposto um ensaio que comparasse o desempenho destas em
temperaturas diferentes. Para isso, o ensaio foi realizado nas temperaturas de 37 e
43°C. Foram definidos quatro tempos de tratamento - 1; 2 e 4 horas - para avaliar a

cinética da resposta citotdxica na condigéo de hipertermia (Tabela 13).

Tabela 13 - Valores de tempo e temperatura o ensaio experimental para avaliar a influéncia da
temperatura na atividade biolégica das formulagdes.

J:g,':,::& Temperatura
1 hora 2;08
2 horas 2;08
4 horas 2;08

Fonte: dados da pesquisa.

A concentracdo a ser testada foi definida a partir da avaliagao da atividade
citotoxica das formulagbes em linhagem B16F10, na qual foi obtido o valor da
concentracgao inibitéria de 50% da populagao (ICso0) para as condi¢cdes estabelecidas,

como ja descrito no subitem 7.1.3.3.
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Assim, foram usadas microplacas de 96 pog¢os com concentracdo celular
10.000 células por pogo respeitando as margens que foram preenchidas com meio
RPMI-1640 sem folato. Apds 24 horas do plaqueamento da linhagem B16F10, as
células foram expostas as diferentes formulacoes.

As placas foram mantidas em estufa umida com 5% de CO2 pelo tempo e
temperatura estabelecidos. Foram realizados trés experimentos independentes sendo
que para cada formulacao, foram definidas seis replicatas. O desenho experimental

esta ilustrado na Figura 38.

Figura 38 — Desenho experimental para realizagdo do ensaio experimental para avaliar a influéncia

da temperatura na atividade biolégica das formulagdes.
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7.1.3.5 Analise estatistica

Os valores de viabilidade celular foram expressos como média * desvio padrao
das analises realizadas. Os valores de Clso foram calculados por meio de regressao
nao-linear, a partir das curvas de citotoxicidade. Os resultados de viabilidade celular
para os ensaios de variagao de temperatura, por sua vez, foram comparados mediante
analise de variancia (ANOVA) para comparacao entre os diferentes tempos de
incubacao, de modo que o teste “t” de student foi utilizado para avaliar a diferenca
entre as formulacdes avaliadas. As analises supracitadas foram feitas utilizando-se o

software GraphPad Prism 5.0.
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7.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.2.1 Avaliagao de atividade biologica

Apds o tratamento das células de adenocarcinoma mamario MCF7 com as
diferentes formulagdes, verificou-se que todas ocasionaram citotoxicidade de modo

concentragdo-dependente, conforme demonstrado na Figura 39.

Figura 39 - Viabilidade das células de adenocarcinoma da glandula mamaria MCF7 apds exposigdo
as diferentes formulagbes avaliadas. As células foram expostas a concentragdes decrescentes dos
lipossomas (100 — 1,56ug/mL) por 24 horas, de modo que a viabilidade celular foi determinada
utilizando-se o meétodo de redugdo do MTT, mediante a avaliagcdo de trés experimentos
independentes. (Linha preta) — LipoDoxoPegMag — ICso = 4,3 pg/mL, (Linha vermelha) —
LipoDoxoPegMagVet — ICs0 = 4,2 pg/mL.
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Fonte: dados da pesquisa.

A doxo é um agente citotoxico potente usado contra varios canceres resistentes
e metastaticos (YANG et al., 2014). Conforme a Figura 39 permite visualizar, apds a
exposicao as formulagbes contendo doxorrubicina e nanoparticula magnética com

direcionamento ou nao para o receptor folato, foram obtidos valores idénticos para o
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ICs0 (4,2 pg/mL) para as formulagdes LipoDoxoPegMag e LipoDoxoPegMagVet, no
tempo 24h.

Era esperado uma diminuicdo no ICso para a formulacdo com vetorizagao
devido a superexpressao do receptor folato na superficie da célula MCF7, o que nao
foi observado. Com isto é interessante apontar que a literatura apresenta ampla
contradigéo entre autores que afirmam que a linhagem celular MCF7 superexpressa
o receptor folato (LICCIARDI et al., 2010; PAN; FENG, 2009; ZHANG et al., 2012). Em
contrapartida, ha autores que afirmam que essa mesma linhagem apresenta baixa
expressao do receptor folato (BASAL et al., 2009; CHEN et al., 2009; MANSOORI;
BRANDENBURG; SHAKERI-ZADEH, 2010). Fica evidente que ndo ha um consenso
acerca da expressao do receptor folato na MCF7. Diante da controvérsia apresentada
e dos resultados obtidos, também indicativos de que as células MCF7 parecem nao
superexpressar receptor folato, ensaios adicionais foram feitos com a linhagem celular
B16F10.

Apos o tratamento das células de melanoma B16F10 com as diferentes
formulagbes, verificou-se que todas ocasionaram citotoxicidade de modo

concentragdo-dependente, conforme demonstrado na Figura 40.



101

Figura 40 - Viabilidade das células de melanoma murino B16F10 apds exposicédo as diferentes
formulagbes avaliadas. As células foram expostas a concentragbes decrescentes dos lipossomas
(200 — 1,56ug/mL) por 24 horas, de modo que a viabilidade celular foi determinada utilizando-se o
método de redugdo do MTT, mediante a avaliagcdo de trés experimentos independentes. (Linha preta)
— LipoPegMag — ICs0 = 50,0 pg/mL, (Linha vermelha) — LipoPegMagVet — ICso = 12,0 pg/mL, (Linha
azul) — LipoDoxoPegMag — ICso = 4,9 yg/mL, (Linha amarela) — LipoDoxoPegMagVet — ICs0 = 1,0
pg/mL,

120

100 -+
80

60

40

20

Viabilidade celular (%)

o
]

1 10 100
Concentracio (ng/mL)

Fonte: dados da pesquisa.

De acordo com tais resultados, observou-se que dentre as formulagdes,
aquelas providas de funcionalizacdo da superficie com acido fdlico foram as que
demonstraram maior citotoxicidade, tanto para os lipossomas preparados apenas com
o fluido magnético quanto para aqueles preparados com fluido juntamente com a
doxorrubicina.

Além disso, pbde-se observar que a formulacdo contendo doxorrubicina em
conjunto com o fluido magnético foi a que ocasionou maior percentual de morte
celular, uma vez que o valor da Concentracgao Inibitéria de 50% do crescimento celular
(ICs0) foi menor quando comparado ao obtido para os demais lipossomas (Figura 40).

Valores de ICso apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Concentracao Inibitéria de 50% de melanoma murino B16F10 apds exposi¢cao as
diferentes formulagdes avaliadas.

Formulagoes ICs0
LipoPegMag 50,0 pg/mL
LipoPegMagVet 12,0 pg/mL
LipoDoxoPegMag 4,9 pg/mL

LipoDoxoPegMagVet 1,0 pg/mL

Fonte: dados da pesquisa.

Os resultados obtidos corroboram com outros estudos existentes na literatura,
0s quais propuseram o receptor de acido folico como alvo para drug delivey na terapia
do melanoma invasivo.

Em um estudo conduzido por Chen e colaboradores (2017), foi evidenciado que
a vetorizagdo ativa de nanogéis poliméricos com acido félico aumenta
significativamente a internalizacao e o efeito citotoxico da doxorrubicina em células de
melanoma B16F10 que apresenta receptor folato positivo versus receptor folato
negativo apresentado na linhagem celular de adenocarcinoma de pulmao humano
A549 (CHEN et al., 2017).

Em outro estudo, Elkhodiry e colaboradores (2016) compararam o efeito de
micelas poliméricas contendo doxorrubicina e funcionalizadas com acido folico em
células B16F10 e em fibroblastos murinos 3T3. Neste estudo, foi observado que a
vetorizagdo ativa aumentou em 80% a internalizagdo de tais nanossistemas nas
células que expressam o receptor de folato, a qual propiciou um maior acumulo
citoplasmatico do farmaco e, consequentemente, um maior efeito citotdxico
(ELKHODIRY; HUSSEINI; VELLUTO, 2016)

Adicionalmente, o efeito da temperatura na citotoxicidade desencadeada pelos
magnetolipossomas também foi avaliado, visando-se simular as condi¢des celulares
induzidas pela magnetohipertermia apds o tratamento com as formulagbes
lipossomais.

Conforme demonstrado na Figura 41, observou-se aumento da citotoxicidade
em funcao do tempo de tratamento, de modo que para o tempo de 4 horas, observou-

se o maior percentual de morte celular. Paralelamente, notou-se ainda que a
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temperatura também influenciou na atividade das formulagdes, de modo que as
células incubadas a 43°C apresentaram valores menores de viabilidade quando
comparadas as que permaneceram a 37°C. Pela analise do percentual de viabilidade
celular dos controles, observa-se que nao houve morte celular induzida apenas pela
temperatura, ou seja, ambos os controles permanecem com 100% de viabilidade
durante todo o experimento tanto na temperatura de 37°C quanto na temperatura de
43°C. E necessario ressaltar que, embora este experimento tenha sido executado
empregando-se as concentragdes de ICso definidas no ensaio anterior, o tempo de
incubacao das células com as formulagdes foi de, no maximo, 4h, enquanto que para
a determinacéo da concentracao inibitéria 50%, o tempo de incubacao é padronizado
em 24h. Por esta razio, para este ensaio, os percentuais de morte celular ndo atingem
0s mesmos valores do ensaio anterior.

Além disso, observou-se ainda que na temperatura de 43°C, os
magnetolipossomas vetorizados com acido folico demonstraram maior eficacia na
inducdo de morte celular, de modo que no tempo de 4 horas, essa diferenca foi
estatisticamente significativa. Tal resultado confirma o encontrado para o ensaio de
citotoxicidade, no qual a vetorizacdo otimizou a atividade citotoxica dos

nanossistemas avaliados.
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Figura 41 - Viabilidade das células B16F10 apds exposicdo aos magnetolipossomas. Para este

ensaio as formulagdes LipoDoxoPegMag (que esta na concentragdo do ICso 4,9 ug/mL) e

LipoDoxoPegMagVet (concentragdo 1 ug/mL). As células foram incubadas com a formulagdo nos

tempos de 1, 2 e 4 horas, nas temperaturas de 37°C (A) e 43°C (B).
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Fonte: dados da pesquisa. Os resultados foram obtidos mediante avaliagdo de trés experimentos
independentes, utilizando-se o0 método de redugao do MTT. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando

comparado ao controle negativo; #p<0,05 comparado a formulagdo sem vetorizagdo com acido folico.
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8 CONCLUSAO

Nos estudos in vitro com célula MCF7 os magnetolipossomas vetorizados
demonstraram atividade citotoxica equivalente ao magnetolipossoma nao vetorizados,
podendo ser explicado devido a ndo expressdo do receptor folato pela célula.
Contudo, utilizando a linhagem celular B16F10 pode se demonstrar que os
magnetolipossomas vetorizados apresentam maior citotoxicidade quando comparado
aos lipossomas nao alvo especificos. Para esta linhagem celular foi possivel observar
um IC 50, para a DOXO, de 1 ug/mL (80% menor) quando encapsulada em magneto
lipossomas alvo especificos.

Quando associado a temperatura com os magnetolipossomas com superficie
modificada e contendo doxorrubicina encapsulada foi possivel observar, para estes
sistemas, maior citotoxicidade quando comparados aos magnetolipossomas nao alvo
especificos, uma vez que a concentragao de farmaco foi 5 vezes menor. Desta forma,

mostrou um efeito potencializado quando utilizado a magnetohipertermia.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS

Foram obtidos lipossomas com superficie alvo especifica contento particula
magnética coencapsulada com doxorrubicina. Os magnetolipossomas apresentaram
as mesmas caracteristicas de tamanho, distribuicdo de tamanho e eficiéncia de
encapsulagédo que os magnetolipossomas n&o alvo especificos.

Foi demonstrado neste trabalho que o sistema nanoestruturado e alvo
especifico desenvolvido apresenta potencial terapéutico, sendo promissor para ser
empregado no tratamento de tumores, principalmente para aqueles com expressao
aumentada para o receptor folato. A vetorizagao ativa dos magnetolipossomas, além
do direcionamento especifico para estas células tumorais, apresentou maior efeito
citotoxico paras a linhagem de célula de melanoma murino.

E importante enfatizar que a associagéo das estratégias usadas neste trabalho,
hipertermia com os magnetolipossomas vetorizados para o receptor folato e contendo
nanoparticula magnética e doxorrubicina coencapsuladas, apresentou efeito
sinérgico, promovendo maior citotoxicidade para as células tumorais. Sendo assim,
os sistemas desenvolvidos mostram potencial para a terapia do cancer com a

combinagao de diferentes mecanismos antitumorais.
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