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“(...) Se achar que precisa voltar, volte!
Se perceber que precisa seguir, siga!

Se estiver tudo errado, comece novamente.
Se estiver tudo certo, continue.

Se sentir saudades, mate-a.

Se perder um amor, n&o se perca!

Se o achar, segure-o! (...) ”

Fernando Pessoa
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RESUMO

Actualmente, um dos grandes desafios é desenvolver novos transportadores farmacoldgicos que permitam potenciar o
efeito de farmacos intensamente utilizados na prética clinica, ao mesmo tempo que se diminuem os seus efeitos nocivos. A
Nanotecnologia tem-se mostrado uma area promissora no desenvolvimento de novos sistemas de transporte de farmacos,
tendo efeito quer sobre a sua farmacocinética quer sobre a sua biodistribuicdo. As propriedades fisico-quimicas destas
particulas conferem-lhes toda a sua actividade bioldgica, pelo que quanto mais completa for a sua caracterizacdo, mais
rapida sera a sua optimizacdo e modificacdo. As nanoparticulas preparadas a partir de lipidos solidos tém sido intensamente
estudadas, comparativamente a outros sistemas coloidais, pois sdo facilmente produzidas e a sua dimensdo (100 nm) ja
mostrou ser eficaz em termos de fuga ao sistema fagocitario, bem como para internalizacéo celular. Desta forma, é possivel
aumentar a biodisponibilidade farmacologica, tirando partido de uma libertacdo controlada no espaco e no tempo,
diminuindo-se a ocorréncia de reaccdes sistémicas. Por outro lado, nos ultimos anos, as micelas poliméricas tém surgido
como transportadores promissores, gracas a sua constituicao anfifilica (Pluronic®), podendo ser usadas de forma individual
ou em conjunto com particulas lipidicas. Estas micelas, além de possuirem todas as vantagens de um transportador dito
ideal, propiciam ainda uma modificacdo da fluidez membranar, alterando também mecanismos de apoptose e extrusao ou
resisténcia farmacologica.

O cancro € a segunda patologia com maior taxa de mortalidade a nivel mundial, sendo o principal problema a falta de
terapias alternativas, prendendo os pacientes a uma quimioterapia sistémica classica, que tem associada inimeros efeitos
secundarios. O adenocarcinoma de mama avangado e metastatico tem uma elevada incidéncia no sexo feminino, sendo das
principais causas de morte por neoplasias sélidas. O principal problema associado a este carcinoma da-se ao nivel do subtipo
triplo negativo (ER-/PR-/HER2-), que ndo responde a qualquer tipo de terapia enddcrina, sendo a cirurgia e a quimioterapia
classica a Unica alternativa para estas doentes. Assim, ha uma elevada taxa de mortalidade associada a este tipo de tumor,
sendo recorrente a formacdo de metastases pulmonares e 6sseas que pioram o prognostico e a qualidade de vida.

Neste trabalho pretendeu avaliar-se o efeito terapéutico de novas nanoparticulas lipidicas e micelas poliméricas,
contendo Paclitaxel (um farmaco antimitotico da familia dos taxanos, usado rotineiramente na préatica oncoldgica), sobre
uma linha celular de adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231), aferindo-se também a toxicidade para macr6fagos
peritoneais de rato. Concluiu-se que todas as formulacGes testadas ndo apresentavam toxicidade significativa para as células
fagocitarias e apresentavam valores de 1C50 significativamente inferiores aos do farmaco livre. Uma formulacédo particular,
cuja superficie continha Polietilenoglicol mostrou ser a mais promissora, sendo internalizada de forma eficaz pela célula,
apresentando ainda capacidade de inducéo de apoptose por parte do polimero, o que podera potenciar o efeito terapéutico do
sistema nanoparticulas e farmaco encapsulado. Estudos preliminares em co-culturas de células permitiram concluir que ha
um possivel efeito citotoxico secundario mediado pelos macrofagos tumorais residentes, quando colocados em contacto com
as nanoparticulas desenvolvidas e o desenvolvimento de um modelo animal ectopico ird permitir avaliar o efeito terapéutico
in vivo destas particulas, confirmando ou ndo 0 Seu SUCesso Nos ensaios in Vvitro.

A procura de particulas capazes de encapsular farmacos oncoldgicos potentes, maximizando a sua actividade junto ao
alvo tumoral, é uma area emergente, mas existem ainda muitas lacunas neste tipo de estudos, sendo o principal desafio a
optimizacg&o e a producdo de um transportador capaz de aumentar o prognostico terapéutico, melhorando a qualidade de vida

dos doentes oncologicos e conferindo uma ampla escolha de opg¢des terapéuticas alternativas.

Palavras-chave: Nanotecnologia; Solid Lipid Nanoparticles (SLN); Micelas Poliméricas; Cancro da mama; Sistemas de

entrega de farmacos (DDS).
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ABSTRACT

Nowadays, one of the major challenges is to develop new drug delivery systems that can enhance the effect of drugs
already widely used in the clinic, while diminishing their side effects. Nanotechnology has risen as a promising area in
pharmacological delivery systems, as it allows a higher pharmacokinetic and biodistribution. The physicochemical
properties of these particles are responsible for its overall biological activity, being their complete characterization very
important for a faster and more efficient optimization and modification. Nanoparticles prepared from solid lipids have been
thoroughly studied, comparing to other colloidal systems, and are easily produced. Their small size (100 nm) is responsible
for an efficient escape from phagocytic cells, as well as cell internalization. Thus, these particles are responsible for higher
drug availability, allowing a controlled drug release in spatial and time context, while decreasing systemic reactions. On the
other hand, polymeric micelles have also been suggested as promising drug vehicles and their most important feature is an
amphiphilic matrice (Pluronic®), which can be used individually or together with lipid nanoparticles, forming a hybrid.
These micelles have all the advantages conferred to other drug delivery systems as well as the possibility of altering cell
membrane fluidity and modification of intracellular processes of apoptosis or drug exclusion and resistance.

Cancer is the second leading cause of death worldwide and the lack of alternative therapies maintain patients’
dependent on a classic chemotherapy which is associated to many side effects. The most incident form of cancer amongst
women is the advanced and metastatic breast cancer, being responsible for a high death rate in this population. The main
problem is due to a triple negative cell subtype (ER-/PR-/HER2-), that responds poorly to endocrine therapies, thus surgery
and systemic chemotherapy are the only treatment options for these patients. Hence this disease has a high death rate,
mainly due a large lung and bone metastatic rate, worsening prognosis and quality of life.

This study intends to contribute for the evaluation/achievement of a therapeutic effect of new lipid nanoparticles and
polymeric micelles containing encapsulated Paclitaxel (an antimitotic drug from the taxane family, routinely used in clinical
oncology), using a breast cancer cell line (MDA-MB-231), as well as their toxicity for peritoneal rat macrophages. It was
concluded that all formulations had little or no significant toxicity for the phagocytic cells and presented significantly lower
IC50 values, when compared to the free drug. A particular formulation, containing a modified surface with polyethylene
glycol, seemed very promising in terms of drug delivery, as it was efficiently internalized by the cells, and had an apoptosis
capacity, potentiating the pharmacological value of the nanoparticle system. Preliminary studies with a cell co-culture,
showed a possible secondary toxicity induced by local tumor macrophages, when incubated with nanoparticles. In addition,
the developed ectopic mouse model will be important for a complete evaluation of the overall therapeutic efficiency of the
new particles, confirming or not the successful results obtained in vitro.

The search for new delivery systems, able to encapsulate potent drugs, and maximizing their activity in proximity with
the tumor target, is an emerging domain. However, there are still many gaps concerning these studies, and the main
challenge is to optimize and produce a vehicle capable of increasing the therapeutic prognosis, while improving the patients’

life quality, hence, expanding their therapeutic options.

KEYWORDS: Nanotechnology; Solid Lipid Nanoparticles (SLN); Polymeric Micelles; Breast Cancer; Drug delivery
systems (DDS).
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Introdugao

1. Nanotecnologia

1.1 —Breve introducdo e perspectiva historica

A nanotecnologia define-se como a producdo e modificagdo de materiais, dispositivos e sistemas de dimensdes da
ordem do(s) nanometro(s) (1 a 100 nm, geralmente). Esta tecnologia permite a modificacdo e optimizacdo das propriedades
fisicas, quimicas e biologicas das particulas e, portanto, tem uma aplicacdo vasta nas areas da Medicina, Farmacologia,
Electronica, Quimica, etc. [Ochekpe, et al. 2009]. Os componentes destas particulas podem ser de origem organica e/ou
inorgénica e, consoante 0 método de formulacdo usada na sua producdo, podem obter-se sistemas de variadas formas
(esférica, em forma de concha ou ramificada), dimensdes, diferentes propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas. A
nanotecnologia tem-se mostrado promissora, sendo usada como meio de diagndstico ou terapéutica e, recentemente, com
uma co-funcdo de ambos. Obtém-se, assim, diferentes tipos de nanoparticulas (NP’s), tais como: nanosuspensdes e
nanocristais, nanoparticulas lipidicas sélidas, nanotubos, nanoparticulas poliméricas (nanoesferas e nanocépsulas),
nanoparticulas metalicas ou ceramicas, podendo também considerar-se os liposomas e os dendrimeros (Fig. 1). A
nanobiotecnologia € uma area recente que deriva da nanotecnologia, mas com aplicacdo especifica as Ciéncias da Vida,

sendo intensamente explorada na area da transporte de farmacos [Hu, et al. 2012; Kayser, et al. 2005; Yih, et al. 2006].

W)

& {J Reprecentam diferentes firmacos

Figura 1. Diferentes transportadores usados em nanomedicina aplicada ao transporte de
farmacos, sendo alguns ja utilizados em terapia clinica e pré-clinica: a) liposomas;
b) micela polimérica; c) conjugado unimeros-farmaco; d) dendrimeros; e) nano
emulsdo ou SLN (adaptado de: Hu, et al. 2012).

Este campo tem sido amplamente estudado, principalmente na area dos Drug Delivery Systems (DDS), pois permite
ultrapassar varios problemas associados ao farmaco livre, que serdo mencionados mais a frente. Apesar de ser considerada
uma ciéncia recente, a nanotecnologia ou nanobiotecnologia ja era utilizada no século 1X pelos gregos, uma vez que
nanoparticulas de ouro e prata eram usadas nos vasos de ceramica para produzir um efeito brilhante e decorativo [Singh, et
al. 2011]. Em 1857, Michael Faraday foi o primeiro a descrever as propriedades das particulas com dimensdes na ordem do
nanodmetro e, finalmente, no inicio do século XX, Paul Ehrlich prop6s o conceito de “Bala Magica”. Esta consistia numa
particula transportadora de farmacos para um alvo especifico, com um tamanho pequeno o suficiente para ultrapassar
diversas barreiras fisioldgicas e celulares. Desta forma, a biodisponibilidade do farmaco seria aumentada, diminuindo-se 0s
possiveis efeitos secundarios associados a sua forma livre. Nas décadas de 1950 e 1960, esta area teve uma progressao
notoria, tendo sido primeiramente reconhecida a sua importancia num discurso de Richard Feynman (“...there is plenty of
room at the bottom. ), que focou as vantagens da manipulacdo de materiais de nano dimensfes e a sua vasta aplicacao.

Ainda nesta época, destacou-se o Professor Peter Paul Speiser, que se pensa ter sido o pioneiro da nanotecnologia aplicada a
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Biofarmacia. A sua equipa desenvolveu beads de poliacrilamida para administracédo oral e, mais tarde, focou o seu trabalho
em microcapsulas, desenvolvendo, por fim, as primeiras nanoparticulas para transporte de farmacos e vacinas. Todavia,
apesar deste rapido desenvolvimento da area, foi apenas em 1974 que Norio Taniguchi, um investigador de Téquio, usou o
termo “Nanotecnologia” para se referir aos materiais de pequeno tamanho. Em 1980, Eric Dexler publicou o primeiro artigo
cientifico desta area, revolucionando toda a nanotecnologia [Kreuter 2007; Ochekpe, et al. 2009; Singh, et al. 2011]. O final
do século XX e inicio do século XXI ficaram marcados pelo desenvolvimento de nanoparticulas capazes de transportar de
forma direccionada farmacos, macromoléculas e vacinas, para um determinado tecido ou célula, sempre com o objectivo de
minimizar os efeitos toxicos do componente especifico (Fig. 2). Foram ja efectuados varios estudos ao nivel da aplicacao de
nanoparticulas no transporte de substancias antineoplasicas e farmacos antivirais ou antibacterianos, sendo a aplicacdo mais

promissora o transporte de componentes nano através da barreira hematoencefalica [Kreuter 2007].

PEGylated
Lipozome 1990

N .
%
7% Furst liposome-

bazed siIRNA
delrvery m 2001

Liposome and

-s's 1’4__‘/:' ?
s

rug delivery in 2 g \
1960s ; B,

1980

Fust polymer-

Controlled-

Long cirenlaling Fust largeted
o pl'lth]l'ed i ! - PEGA-PEG ) release delivery of gnRNA Dendiimetsome
dendm_ner o =3 ; nanoparticle 1994 microchp el}tex'gd ihmcal R cscabed
e m 1999 trials in 2008 in 2010

: Dmg delivery Fisst olinical study of  Clo-delivery of
First targeted by microneedle a targeted polymer-  dimgs and siRNA
liposome in 1998 Polynmiersone g conjugate 2002 to treat multi-dmg

m

1999

i

| resistance in 2008

First controlled drug conjugate
release polymer approved by the g :
“PRINT" technigque
sy8 A wm 1990
mazglell(?lefg{dea R Doxil | oved used o encapsulale
hiitenetlac oxil approve At < 2005
in 1976 bv FDA in 1995 bioactive agents 2005

Figura 2. Escalas do desenvolvimento temporal da area da nanotecnologia associada ao transporte de farmacos, proteinas, ADN,
ARN, etc.. Destacam-se alguns dos acontecimentos marcantes da histdria da nanotecnologia (retirado de Shi, et al.
2010).

Como ja foi mencionado, € na area dos DDS que a nanotecnologia se mostra em franco e activo crescimento. Espera-se
que o mercado global das NP’s associadas a Medicina/Farmacologia, cresca entre 70-160 biliGes de dolares até 2015 [Shi, et
al. 2010]. Desde do uso de liposomas nos anos 60 até hoje, a nanotecnologia ou, mais concretamente, a nanomedicina tem
tido aplicacéo a nivel terapéutico para diversas patologias, como dispositivos na investigacdo e ainda a nivel de diagnostico
e imagem. Surgiu entdo o conceito de “teranodstico”, em que a NP é usada numa estratégia terapéutica, aliada ao diagnostico
in situ e ainda o uso de mais do que uma substancia encapsulada para a coentrega de farmacos [Parveen, et al. 2012; Shi, et
al. 2010; Sinha, et al. 2006].

Estatisticamente, estima-se que existem cerca de 363 produtos com potencial em nanomedicina. Destes, 38 ja foram
aprovados e os restantes encontram-se em fase de investigacdo ou em fase clinica. Estes produtos sdo utilizados na
terapéutica de patologias como o cancro, doencas cardiovasculares, doencas inflamatorias/imunitarias, doengas
degenerativas, etc.. e, ainda, em imagiologia médica [Etheridge, et al. 2013]. Em termos clinicos, os exemplos mais

conhecidos passam pela aprovagdo da FDA nos anos 90 do Doxil® [Barenholz 2012] e Daunoxome® (liposomas pegilados,
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contendo Doxorubicina (Dox) e Daunorubicina, respectivamente) para o tratamento do sarcoma de Kaposi e do Abraxane®
[contendo Paclitaxel (Ptx) encapsulado em nanoparticulas associadas a albumina] para a terapia de cancro da mama
metastatico. Na Europa, temos o exemplo do Myocet®, um liposoma ndo-pegilado que encapsula Dox [Cho, et al. 2008;
Farrell, et al. 2011; Haley, et al. 2008; Parveen, et al. 2012]. Apesar deste aparente sucesso, esta area ainda tem diversas
limitacdes e a optimizacio de muitas formulacdes é crucial para que se passe a fase seguinte. E importante salientar que a
passagem de uma simples teoria a utilizacdo préatica de um novo produto é algo que requer muito trabalho, tempo e, por isso

mesmo, bastante dispendioso, pelo que se torna necessario criar um plano a longo prazo [Etheridge, et al. 2013].

1.1.1 - Vantagens e Limitacdes

Os principais objectivos da utilizacdo de nanoparticulas na area dos DDS consistem no controlo das dimens@es da
particula, bem como da sua constituicdo quimica e caracteristicas fisicas e bioldgicas, de modo a conseguir um transporte
eficiente e libertacdo controlada do farmaco. Assim, na preparacdo de transportadores de dimensdes do nandmetro, devem
ter-se em conta pardmetros como: o diametro médio (dm), propriedades intrinsecas do farmaco, carga/caracteristicas de
superficie do transportador, biocompatibilidade, biodistribuicdo, toxicidade e possivel inducdo de reaccGes imunoldgicas

(antigenicidade) [Mohanraj, et al. 2006]. Deste modo, este tipo de particulas vai possuir multiplas vantagens, tais como:

v" multidisciplinaridade, em que se alia a estrutura/funcdo de biomoléculas com a aplicagio em areas como a
biotecnologia, terapia génica, transporte de farmacos, imagiologia, biossensores e biomarcadores [Ochekpe, et al. 2009;
Panyam, et al. 2003];

v" devido ao seu tamanho e a possivel manipulacdo deste, estas particulas conseguem chegar a areas profundas do
organismo, tirando partido da via endocitica celular e ultrapassando estruturas anatomicas como a barreira
hematoencefalica, epitélio da pele, capilares pulmonares e tumores [Efeito de Permeabilidade e Retencdo (EPR)]
[Ochekpe, et al. 2009; Panyam, et al. 2003; Rawat, et al. 2006; Sahoo, et al. 2003; Shi, et al. 2010];

v permitem o encapsulamento de diversas moléculas como siRNA, ADN, proteinas e, ainda, de farmacos;

v/ a sua producdo e manipulacdo, em termos de tamanho e componentes bioquimicas, permite aumentar o tempo de
circulacdo, pois ndo sdo reconhecidos pelo sistema fagocitario mononuclear (MPS), e aumentar a sua especificidade
para o alvo;

v' em termos de transporte de farmacos ha um aumento da sua solubilidade, proteccdo da sua degradacdo via
encapsulamento, maior biodistribuicdo, especificidade e libertacdo constante e controlada do farmaco, diminuindo a
citotoxicidade e a dose, alterando-se assim o perfil farmacocinético e de administracdo [Rawat, et al. 2006; Shi, et al.
2010];

v" 0s novos transportadores permitem reformular farmacos antigos com menores custos do que a descoberta de novas
moléculas. A reformulacdo leva a uma minimizagdo dos efeitos secundarios de farmacos livres e, consequentemente, a
uma maior aderéncia por parte dos doentes, reduzindo-se 0s custos associados a satude. Aumenta também o tempo da
propriedade farmacologica em termos de patente [Hughes 2005; Ochekpe, et al. 2009; Sahoo, et al. 2003].

Todavia, apesar de todas estas vantagens, esta tecnologia inovadora tem também algumas limitacdes, sendo o principal
objectivo ultrapassar estes problemas. Devido ao pequeno tamanho das particulas, a sua manipula¢do durante a producéao
pode tornar-se dificil formando-se agregados, o que pode levar a uma limitacdo na eficiéncia de incorporacdo (EI) do
farmaco, bem como rebentamento da particula [Mohanraj, et al. 2006; Rawat, et al. 2006]. Apesar destas particulas
mostrarem indmeras vantagens, em termos de circulagdo e chegada a locais de dificil acesso, isto pode tornar-se um

problema, pois sabe-se que nestes locais, estes transportadores tém a capacidade de provocar reacgdes inflamatorias
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indesejadas. Ja foi observado o desenvolvimento de diversas patologias a nivel gastrointestinal, pulmonar, cardiovascular,
sistema nervoso periférico (entrada de nanoparticulas ao nivel dos axonios) e ainda a nivel cerebral. O maior desafio actual é
0 desenvolvimento de transportadores eficazes, capazes de atravessar a barreira hematoencefalica para tratamento de
tumores, com o minimo de efeitos inflamatorios locais [Surendiran, et al. 2009]. Actualmente, é de grande interesse
ultrapassar o problema destas particulas poderem transportar pequenas moléculas que, apds ultrapassarem a membrana

celular e nuclear, possam vir a provocar danos genéticos irreversiveis e mutacdes [Rawat, et al. 2006].

1.1.2 — Propriedades das nanoparticulas e sua actividade bioldgica

Tendo em conta este tipo de tecnologia de transporte de farmacos, os parametros mais importantes e que mais
influenciam o processo sdo: o tipo e as dimensdes do sistema, a sua carga, propriedades de superficie, interac¢cdo com
proteinas do soro/MPS e a internalizacdo do transportador. Estes parametros vao ser importantes para determinar a eficacia
terapéutica do sistema, ou seja, capacidade de incorporacdo do farmaco e o modo como ocorre a sua libertacdo e, ainda, toda
a farmacocinética, biodistribuicdo e actividade fisioldgica [Dobrovolskaia, et al. 2008; Fadeel, et al. 2010; Moghimi, et al.
2000; Mosqueira, et al. 2001].

i. Potencial zeta

As propriedades referentes a superficie da NP sdo também importantes para determinar o seu percurso bioldgico,
influenciando a sua interaccdo com determinadas proteinas e componentes do soro e do sangue, bem como a sua
internalizacdo celular. Em termos de carga de superficie, temos o potencial Zeta do sistema', que pode originar uma
particula cationica ou anionica. Este factor reflecte o potencial eléctrico da particula e é influenciado pela sua composicao
em termos de material do transportador, bem como dos farmacos ou componentes que foram encapsulados. Foi demonstrado
que particulas com um potencial acima de -30 mV e abaixo de +30 mV sdo mais estaveis em suspensdo e apresentam menor
agregacao. Demonstraram que particulas neutras apresentam menores taxas de opsonizacdo relativamente a particulas
altamente carregadas [Swami, et al. 2012]. Estes dados foram confirmados por um estudo de Xiao et al. (2011) que avaliou
o efeito de particulas com o mesmo tamanho, mas cargas diferentes, quando incubadas com macrofagos de ratinho. Os
resultados mostraram que particulas com um potencial muito negativo ou muito positivo eram facilmente internalizadas
pelos macrofagos, tendo o ensaio de hemolise confirmado a alta imunogenicidade de particulas cationicas [Xiao, et al.
2011]. O tipo de proteinas adsorvidas difere com a carga de superficie, sendo particulas cationicas responsaveis pela ligacao
a proteinas do soro (por exemplo, albumina) e particulas anidnicas facilmente opsonizadas por IgG. NP’s altamente
hidrofobicas sdo mais facilmente retiradas da circulacdo, sendo a estratégia de utilizacdo de PEG e outros polimeros
hidrofilicos na superficie de DDS importante para a sua funcionalizacdo. As particulas devem, portanto, apresentar uma
superficie neutra ou relativamente negativa, por forma a ndo interagir com o sistema imunitario ou com proteinas do soro,
garantindo uma actividade biologica maxima [Aggarwal, et al. 2009]. Assim, a estabilidade in vivo de diferentes NP’s, o seu
tempo de circulacdo e farmacocinética, sdo factores determinados pela carga do DDS [Mohanraj, et al. 2006]. As técnicas

mais usadas para determinar o potencial Zeta de particulas sdo: espectroscopia de correlacdo de fotbes (PCS — Photon

! potencial Zeta - quase todos os materiais macroscopicos ou particulados em contacto com um liquido adquirem uma carga eléctrica na sua superficie. A carga
liquida na superficie da particula influencia a distribui¢do de ides na sua vizinhanga, aumentando a concentracdo de iGes de carga contraria junto a superficie. Deste
modo, forma-se uma dupla camada eléctrica na interface particula-liquido. Num campo eléctrico cada particula e os ides que Ihe estdo mais fortemente ligados
movem-se como um todo e o potencial no plano de cisalhamento entre esse todo e 0 meio circundante designa-se por potencial Zeta. Quando uma camada de
macromoléculas é adsorvida a superficie da particula, ela move o plano de cisalhamento para longe da superficie e altera o potencial Zeta. Assim, este potencial é
funcdo da carga de superficie da particula, de qualquer camada adsorvida na interface com o meio e da natureza e composi¢do do meio que a rodeia. O potencial Zeta
pode ser usado para prever e controlar a estabilidade de suspens6es ou emulsdes coloidais. Quanto maior este potencial, mais provavel é que a suspensao seja estavel,
pois as particulas carregadas repelem-se entre si e essa forca supera a tendéncia natural para a agregagao.
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correlation spectroscopy), dispersdo dinamica de luz (DLS — Dynamic Light Scattering) [Fadeel, et al. 2010; Jones, et al.
2009; Mohanraj, et al. 2006].

ii. Dimens0es (diametro médio)

Tendo em conta as dimensdes do sistema, a ordem de grandeza do nandmetro tem mostrado inimeras vantagens

comparativamente ao micrometro, pois tem um maior nimero de alvos terapéuticos [chegada a locais como a pele (camada
epitelial), pequenos capilares, axonios e capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica]. Um estudo especifico
comparou a influéncia do tamanho na internalizacdo celular, tendo-se concluido que 1 um de nanoparticulas resultou numa
internalizacdo cerca de 2,5 vezes maior que 10 um de microparticulas em células da linha Caco-2 [Panyam, et al. 2003].
Esta ordem de grandeza afecta também a libertacdo do farmaco, uma vez que particulas mais pequenas tém uma maior area
de superficie e, portanto, uma libertagcdo mais rapida e com risco de agregacao do sistema. Por outro lado, particulas maiores
permitem um maior rendimento de encapsulamento e uma libertacdo mais lenta, mas com elevada hipotese de
reconhecimento pelo sistema MPS. E, assim, importante obter uma nanoparticula de dimensdes pequenas, mas com elevada
estabilidade, algo que pode ser bastante dificil em termos de biotecnologia [Mohanraj, et al. 2006].
As técnicas mais usadas para determinar o tamanho das particulas formuladas séo: espectroscopia de correlacdo de fotbes
(PCS — Photon correlation spectroscopy), dispersédo dindmica de luz (DLS — Dynamic Light Scattering), tal como para o
potencial Zeta, com posterior confirmacdo por Microscopia Electrénica de Transmissdo (TEM) ou de varrimento (SEM-)
[Fadeel, et al. 2010; Mohanraj, et al. 2006].

iii. Tempo de circulacéo e biodistribuicao

Um factor importante associado ao tamanho e as propriedades de superficie destes transportadores é o seu tempo de
circulacdo. Sabe-se que um dos maiores problemas para particulas de pequenas dimensfes é a sua rapida eliminacdo do
sistema circulatorio via macréfagos ou, mais concretamente, pelo sistema MPS e a interaccdo com componentes do
soro/sangue [Dobrovolskaia, et al. 2008; Mosqueira, et al. 2001]. O reconhecimento da-se maioritariamente através de
componentes especificos a superficie do transportador (opsoninas) que sdo adicionadas, pois 0 organismo reconhece este
sistema hidrofébico como estranho. Assim, o sistema é fagocitado pelos macrofagos, sendo as particulas encaminhadas para
o figado, pulmdes, medula ¢ssea e baco. Uma das tentativas de fuga a este sistema é a modificacdo da superficie do sistema
terapéutico. No entanto, se o alvo a tratar for o sistema MPS pode optar-se por um sistema hidrofobico mais simples, que
seja efectivamente fagocitado, por exemplo, patologias hepaticas e pulmonares, enquanto para outros alvos é necessario
diminuir esta opsonizagdo (estas propriedades encontram-se sumariadas no Quadro 1). Assim, para aumentar o tempo de
circulacdo in vivo, procede-se a associa¢do de polimeros/surfactantes hidrofilicos a superficie do sistema ou usa-se PEG
[Hans, et al. 2002; Mohanraj, et al. 2006].
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Quadro 1. Propriedades de NP’s que influenciam a opsonizagéo e adsor¢do de proteinas. Efeito de diferentes revestimentos sobre a biodistribuicao
de particulas (adaptado de: Aggarwal, et al. 2009).

Adsorcéo de proteinas

Prevencéo de

Propriedades das NP’s Observagao/efeito Revestimento  (comparagdo com NP’s  biodistribuicdo via
sem revestimento) RES (in vivo)
L NP’s neutras t€ém menor .
Carga de superficicie L PEG Menor Sim
opsonizagao.
Influéncia na taxa de
opsonizacao e no tipo de Poloxamero N/A Sim
Hidrofobicidade proteina adsorvida (tém Dextrano Menor N/A
menor tempo de _
circulagio que NP’s Poliassorbato N/A N/A
hidrofilicas).
. Influenci nti Pluronic F127
ramanromorologil - tUEEE S SRS | e A
curvatura de superficie proteina: ’ Poli (6xido de Menor N/A
mas nao o tipo. et”eno)

Este polimero possui propriedades fisico-quimicas proprias, tendo uma baixa toxicidade e imunogenicidade. O PEG cria

uma camada hidrofilica ou hidratada, cujas ramificacdes a tornam flexivel, diminuindo a interaccdo da particula com

proteinas do soro, bem como a opsonizacdo dessa NP [Mosqueira, et al. 2001]. Quanto mais densa e maior for a cadeia de

PEG, mais eficaz sera o sistema relativamente a sua actividade bioldgica. Isto porque uma cadeia menor forma uma

conformagao tipo “cogumelo”, onde as cadeias de PEG estdo muito proximas da superficie do transportador, mantendo uma

certa proximidade e interaccdo da NP com o meio envolvente. H4 medida que se aumenta o tamanho da cadeia de PEG

formam-se ramificacGes que se estendem para fora da superficie do transportador (configuracdo “brush”) (Fig. 3),

protegendo-o0 contra interaccdes ndo-favoraveis [Owens, et al. 2006; Swami, et al. 2012]. Concluindo, em termos de

dimensdes, o nanotransportador deve ser da ordem dos 100 nm, de modo a poder ultrapassar o problema da fagocitose, ter

um tempo de circulagdo mais longo e, ainda, penetrar em determinados locais do organismo, tais como tumores e outros,

como acima mencionado [Cho, et al. 2008; Swami, et al. 2012]. As NP’s podem ainda apresentar diferentes morfologias que

também afectam o tamanho, carga e internalizacdo da particula [Fadeel, et al. 2010; Torchilin 2001].

Figura 3. Esquema ilustrativo das configuragdes de PEG na superficie de uma NP polimérica. Em (a), observa-se uma baixa
densidade de cobertura de PEG, formando-se uma configuragdo tipo “cogumelo”, onde as cadeias se encontram proximas
da superficie do polimero. Em (b), observa-se a configuragido “brush”’, em que as cadeias de PEG se estendem a partir da
superficie, formando-se uma camada hidrofilica muito densa (retirado de: Owens, et al. 2006).
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iv. Superficie do transportador: direccionamento bioldgico

A terapia convencional oncoldgica, apesar de ter melhorado a percentagem de sobrevivéncia dos doentes, apresenta
ainda diversos efeitos nefastos e é pouco selectiva em termos de células tumorais. Aposta-se cada vez mais na introducéo de
novas formulacBes com capacidade de transporte de farmacos, tirando partido de diferentes vias de administracdo, com
doses inferiores e um transporte mais selectivo para o alvo terapéutico. Este processo de entrega activa baseia-se nas
modifica¢bes da superficie do DDS, permitindo uma optimizacdo do transportador e uma maior especificidade para um
determinado alvo [Brannon-Peppas, et al. 2004]. Podem associar-se anticorpos, pequenas proteinas, glucidos e determinados
ligandos especificos (transferrina, folato, etc.) de modo a alterar a biodistribuicdo e farmacocinética do transportador, sendo
uma estratégia amplamente explorada nas novas terapias antineoplasicas [Sinha, et al. 2006]. As NP’s simples ja conseguem
tirar partido do efeito de EPR de tumores sdlidos (transporte passivo), havendo uma acumulacdo do farmaco cerca de 10 a
100 vezes superior a uma administracdo do farmaco livre. Tendo isto em conta, é facilmente previsivel que um transporte
activo, apds uma modificacdo eficiente do transportador, ird facilitar ndo s6 a chegada ao tumor, mas uma maior taxa de
internalizacdo e acumulacdo farmacoldgica no citoplasma [van Vlerken, et al. 2006].

Uma estratégia de direccionamento amplamente usada é a conjugacdo de anticorpos na superficie do transportador.
Estas moléculas sdo proteinas com peso molecular de cerca de 150 kDa, que permitem reconhecer antigénios especificos de
células tumorais, aumentando a internalizacdo selectiva do transportador. Alguns anticorpos usados na clinica estdo
resumidos no trabalho de Chari (2007) e Brannon-Peppas (2004) [Brannon-Peppas, et al. 2004; Chari 2007].

a. Bevacizumab (Avastin®)

Uma terapia muito estudada em oncologia € 0 uso de compostos antiangiogénicos. A angiogénese define-se
como o processo de formacdo de novos vasos sanguineos e é importante para a renovacdo e reparagdo de células endoteliais,
bem como para a chegada de nutrientes e oxigénio a locais confinados de tumores. Isto torna-se importante, quer para a
proliferacdo tumoral, quer para a metastizacdo. O factor de crescimento vascular do endotélio (Vascular Endotelial Growth
Factor - VEGF) é o principal modulador deste processo, promovendo a formacéo de vasos sanguineos e linfaticos, enquanto
expressa, também, proteinas anti-apoptéticas como a Bcl-2 e Al [Shojaei 2012]. Este factor é sobrexpresso em diversos
tumores (pulmédo, mama, gastrointestinal, colorectal e carcinoma do ovario) in situ, sendo a expressao variavel entre tumores
e dentro do mesmo tumor. Foi em 1993 que se observou pela primeira vez que um anticorpo monoclonal de ratinho anti-
VEGF humano, tinha um efeito antiangiogénico potente e em 1997, através de uma mutagénese dirigida, procedeu-se a
“humanizagdo” deste anticorpo (~93% humano e ~ 7% ratinho), desenvolvendo-se o Bevacizumab (Beva) [Ferrara, et al.
2004; Gerber, et al. 2005]. Este composto foi aprovado em 2003 pela Food and Drug Administration — FDA, como um
farmaco antiangiogénico com o nome de Avastin® (Genentech Inc). Apesar de ter sido aprovado para a primeira linha de
tratamento de cancro colorectal, dada a elevada expressdo de VEGF noutros carcinomas, ja existem imensos estudos onde se
usa Beva como coadjuvante da quimioterapia [Brannon-Peppas, et al. 2004; Wang, et al. 2004]. No entanto, a taxa de
sobrevivéncia geral com a utilizacdo deste composto tem tido resultados controversos, havendo ainda alguma davida sobre a
verdadeira eficacia terapéutica deste composto, comparando com monoterapias de outros farmacos como o Paclitaxel (Ptx) e
Docetaxel, tendo a FDA removido a licenca de utilizacdo do Beva em terapias oncoldgicas combinadas [Johnston 2011].

Existem dois receptores de VEGF principais: 0 VEGFR-2 e VEGFR-1, sendo 0 mecanismo do segundo ainda pouco
conhecido. De acordo com a literatura, o Beva exerce a sua funcgéo inibindo e neutralizando o efeito do VEGF sobre 0s seus
receptores, no entanto este ndo provoca uma lise celular directa, pelo que se coloca a hipotese de que ndo havera interac¢do

deste farmaco com os receptores, mas sim sequestro do VEGF soluvel e impedimento da sua ligacdo aos respectivos
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receptores [Wang, et al. 2004]. Os tumores sdo conhecidos por possuirem um endotélio hiperpermeavel e mal estruturado,
que limita a accdo de agentes citotoxicos. Este farmaco provoca a normalizacdo, diminuicdo da densidade e fluxo do
endotélio tumoral (estudos em xenoenxertos de modelos animais), havendo alteracdo da permeabilidade do tumor e
consequente reducdo da neoplasia [Gerber, et al. 2005; Salvador, et al. 2008]. Tendo em conta a pequena porcao de
anticorpo derivado de ratinho, seria de esperar alguma reaccdo imunitaria perante a administracdo de Beva, todavia, um
estudo efectuado na espécie Macaca fascularis (macaco) provou a seguranca clinica deste farmaco, ndo havendo reaccéo
sistémica. Quando usado com outros agentes terapéuticos, ndo ocorre alteragdo farmacoldgica destes por parte do Beva,
concluindo-se entdo, que este inibidor angiogénico € promissor como molécula de direccionamento, aumentando a
internalizacdo do DDS, tendo um perfil clinico seguro (dose maxima de 50 mg/kg) e pode resultar como possivel adjuvante
terapéutico [Ferrara, et al. 2004; Gerber, et al. 2005; Xu, et al. 2008].

v. Internalizagéo do transportador

A principal vantagem na utilizagdo de NP’s, como transportadores farmacoldgicos, é a possibilidade de ndo s6
direccionar o farmaco para o alvo de interesse, mas também facilitar a internalizacdo desse mesmo farmaco, de modo a
diminuir a dose e efeitos secundarios associados a uma administracdo terapéutica convencional e frequente. No entanto, a
entrada na célula e o percurso intracelular de muitos transportadores ainda é um pardmetro limitado e pouco conhecido [Xu,
et al. 2013]. O percurso biologico de um farmaco é determinado por factores ja mencionados anteriormente, como as
dimensoes, forma, carga, distribuicdo, eliminacdo e metabolismo. A encapsulacéo eficiente em DDS permite melhorar as
propriedades farmacologicas e fisico-quimicas de um farmaco, aumentando a sua concentracdo junto do tumor e,
consequentemente, a probabilidade deste ser internalizado pelas células. Consoante a natureza do transportador (polimérico,
lipidico ou inorganico), este pode explorar diferentes vias de internalizacdo e taxas de libertacdo do farmaco. As principais
vias envolvidas na entrada de NP’s nas células passam pela via endocitica, dependente e independente de claterina,
ocorrendo internalizacdo via endocitose, fagocitose ou pinocitose e posterior encaminhamento da particula para a via
endocitica e libertacdo intracelular do farmaco (Fig. 4). Esta capacidade de entrar na célula, aliada a uma possivel inibicao
da glicoproteina-p (P-gp), torna-se vantajosa para ultrapassar o problema da resisténcia de células tumorais a determinados
farmacos (Multidrug resistance — MDR) [Serpe 2007].
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Figura 4. Esquema representativo das varias vias de internalizacdo possiveis para as nanoparticulas (A) e posterior
percurso intracelular (B) (adaptado de: Panyam, et al. 2003).

10

—
| —



Introdugao

A fagocitose e macropinocitose (endocitose de fase liquida) envolvem o encapsulamento de meio extracelular por
extensOes especificas da membrana. As particulas reconhecidas tém, normalmente, cerca de 500 nm e s&o reconhecidas apos
opsonizacdo ou adsorcdo proteica. Estes processos de internalizacdo sdo efectuados por células especificas, como o0s
macrofagos, mondcitos e fibroblastos. A macropinocitose € importante para obter concentragfes farmacoldgicas de NP’s
junto dos tumores com EPR [Jones, et al. 2009; Watson, et al. 2005]. A endocitose mediada por claterina (por ex:
pinocitose) permite a entrada de moléculas atraves de receptores especificos na membrana, ja que sdo encapsulados em
vesiculas com revestimento de claterina (proteina presente na membrana). Estas vesiculas seguem a via endocitica
(ocorrendo acidificacdo gradual) para organitos intracelulares, tais como o endosoma primario e, por fim, o lisosoma, dentro
do qual decorre alteracdo do conteudo vesicular. Este processo ocorre essencialmente para particulas a volta dos 100 nm e é
a via de internalizagdo melhor descrita e preferencial para a entrada de virus, bactérias e muitas NP’s [Jones, et al. 2009;
Watson, et al. 2005; Xu, et al. 2013]. Por fim, existe ainda a endocitose independente de claterina ou mediada por caveolina
ou caveolae, que € a proteina integral maioritaria de invaginacdes da membrana (60-80 nm de diametro). Estas proteinas
oligomerizam-se em estruturas tipo hairpin, que formam rafts lipidicas com alto teor em colesterol. Este mecanismo existe
maioritariamente em células musculares, endoteliais, fibroblastos e adipdcitos, mas ndo ocorre em neurénios e leucocitos
por exemplo. Ha evidéncias de que as vesiculas internalizadas por este mecanismo seguem 0 MesMO percurso que as
vesiculas de claterina, mas pensa-se que a sua localizacdo intracelular ocorre em endosomas especificos, denominados de
caveosomas, que possuem pH neutro e sdo responsaveis pelo processo de transcitose [Xu, et al. 2013]. A avaliacdo da via
envolvida na entrada do farmaco € importante para antever a sua internalizacdo celular e eficacia terapéutica. Assim, existem
diversas técnicas como a microscopia confocal, de fluorescéncia ou electrénica que, por utilizacdo de sondas fluorescentes,
de inibidores especificos (disponiveis comercialmente) ou alteracdo de temperatura, permitem realizar estudos de

internalizacdo celular ap6s incubacdo com o transportador desenvolvido (Fig. 5) [Sahay, et al. 2010; Watson, et al. 2005].

ER Clathrin Caveolae Golgi Lysosomes Early endosomes
ER fragker Blye-White DsRed-Leg GFP-gaveqlin-1 anti-giantin Alexg-§50-dexiran anii-EEA-1

Figura 5. Imagens obtidas, por microscopia de campo largo, de células epiteliais de pulmdo humano (A49), ap6s marcagdo com
sondas especificas de varios organitos intracelulares (adaptado de: Watson, et al. 2005).

Apos a explicacdo anterior, é facil prever que as propriedades fisico-quimicas da particula, como o tamanho, carga e a
natureza quimica do transportador, sdo factores importantes para determinar o modo de internalizagdo da NP. As particulas
deverdo ter cerca de 100 nm, de modo a tirar partido do efeito EPR e aumentar a sua internalizacao celular. Por outro lado,
particulas cationicas tendem a ser mais facilmente internalizadas do que particulas anionicas ou neutras, mas isto vai
depender do direccionamento do transportador que se pretende e da prépria natureza da célula. As particulas carregadas
positivamente parecem entrar via endocitose mediada por claterina, sendo algumas NP’s, como o Doxil®, internalizadas
preferencialmente via caveolina, devido a carga negativa. H4 que contrabalancgar o efeito da carga para tentar minimizar a
sua fagocitose e concentrar a NP junto do alvo tumoral [Sahay, et al. 2010]. Tendo em conta o tipo de transportador,
polimérico ou lipidico, ja existem evidéncias de que a via preferencial de entrada destas NP’s ¢ a endocitose mediada por
claterina. As micelas poliméricas podem existir na forma micelar agregada ou em unimeros. Ha estudos que indicaram que

as micelas entram preferencialmente por endocitose mediada por claterina, enquanto 0os unimeros entram via caveolina
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seguindo um percurso intracelular até a mitocondria, onde podem exercer varias funcdes. Estes copolimeros exercem efeito
sobra a propria membrana (alterando a sua fluidez) e ainda sobre a P-gp, caracteristicas importantes no seu efeito terapéutico
e na libertacdo do farmaco, que serdo exploradas posteriormente neste trabalho [Panyam, et al. 2002; Sahay, et al. 2010;
Sahay, et al. 2008]. Por ultimo, também as NP’s feitas a partir de lipidos s6lidos (Solid Lipid Nanoparticles — SLN) entram
essencialmente pela via mediada por claterina, podendo, em certos casos, haver envolvimento de macropinocitose. Apesar
desta via ser preferencial na entrada de SLN e no seu reencaminhamento para o lisosoma, a carga, dimensdes e natureza das
celulas envolvidas poderdo alterar este percurso, pelo que se torna necessario caracterizar e avaliar a internalizagdo de cada

formulacéo especifica [Martins, et al. 2012].

vi. Libertagéo controlada de farmacos

A terapia convencional farmacoldgica estd muitas vezes associada a uma elevada dose terapéutica e a
administracdes muito frequentes, o que acarreta efeitos secundarios indesejaveis e menor adesao a instituicdo da terapéutica.
Neste sentido, surgiu o conceito de libertacdo controlada de farmacos, que consiste num sistema que promove a proteccao
do farmaco, aumentando o seu tempo de circulacdo e que, por alteracdo de propriedades desse transportador, permite uma
maior especificidade em termos de alvo, libertando o fa&rmaco de forma controlada. Deste modo, € possivel diminuir a dose e
a frequéncia de administracdo potenciando a terapia antineoplasica, com menores efeitos sistémicos (Fig. 6) [Farrell, et al.
2002].
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Figura 6. Figura representativa de um perfil de administracdo convencional e de libertacdo
controlada de um farmaco (adaptado de: Farrel, et al. 2002)

Actualmente, investe-se muito na obtencdo de substancias antineoplasicas, com o menor numero de efeitos secundarios,
que possam actuar de forma sinergistica e em associagdo com NP’s ditas “inteligentes”, que permitem libertar o farmaco de
forma precisa, consoante a variacdo de factores tais como: temperatura, pH, pressdo, caracteristicas eléctricas/mecanicas,
etc. e cuja superficie se encontra modificada e associada a receptores, anticorpos e lipidos/glucidos que permitirdo um
reconhecimento especifico da célula tumoral a tratar. Desta forma, sera possivel conciliar um diagnostico do tumor bem
como a sua terapia, o dito “terandstico” [Sinha, et al. 2006].

Apo6s um encapsulamento eficiente de um farmaco, a sua libertagdo pode efectuar-se de diversas formas, sendo a
solubilidade, modo de encapsulamento (por conjugacdo quimica ou encapsulamento fisico) e a constituicdo do sistema
transportador (polimeros biodegradaveis, co-polimeros anfifilicos ou lipidos, etc.), factores importantes na determinacédo do
seu perfil de libertacdo [Kedar, et al. 2010]. Tendo em conta uma matriz polimérica, a libertagdo do farmaco pode dar-se por
difusdo através da matriz, erosdo ou degradacdo do sistema e turgescéncia do transportador apds um estimulo. No caso dos
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polimeros biodegradaveis, a libertacdo da-se por erosdo através da hidrélise de géis, solubilizacdo da matriz ou clivagem
quimica dos polimeros constituintes do sistema transportador por enzimas especificas. Em relacdo a solubilizacdo da matriz,
esta pode dar-se por erosdo na massa no caso dos sistemas hidrofilicos, pois a velocidade de penetracdo da agua elevada
ocorrendo fendas e desintegracdo do sistema; ou por erosdo superficial, no caso de sistemas hidrofdébicos, pois sendo a
velocidade de penetracdo da dgua baixo a erosdo comeca a superficie e o polimero reduz o seu tamanho [Gopferich 1996].
Os sistemas que respondem a estimulos, libertam o seu conteldo por intumescimento ou enrugamento e apds aumento
ou diminuigdo do tamanho do sistema, o farmaco ira difundir ou sair ap6s a sua desintegracao. Este ultimo processo é algo
que esta a ser explorado recentemente, pois estd associado a nanoparticulas de uma geracdo mais evoluida, permitindo
controlar de forma eficaz, no tempo e no espaco, o farmaco de interesse [Sharma, et al. 2011]. Quando a NP envolve
copolimeros, ou seja, micelas poliméricas, 0 mecanismo de libertacdo € um pouco mais complexo e ainda nao estd
completamente elucidado. Pensa-se que a libertacdo do farmaco se pode dar no espaco intracelular apds a desintegracdo da
micela em unimeros, havendo difusdo passiva do farmaco hidrofobico através da bicamada; ou ocorre internalizacdo da
micela intacta e ap0s entrada no lisosoma, ocorre a clivagem do polimero e dissociacdo do farmaco que se liberta para o
citoplasma. Ambos 0s mecanismos sdo vantajosos, pois permitem utilizar menores doses farmacoldgicas, uma vez que ha
uma grande acumulacdo do farmaco no interior da célula. Adicionalmente, se a primeira hipotese for plausivel, ha ainda a
possibilidade dos unimeros entrarem por endocitose mediada por caveolina, podendo alterar a fluidez membranar e inibir a
P-gp por deplecdo de ATP da célula (inibicdo do efluxo de farmaco) [Chen, et al. 2008; Cho, et al. 2010; Kwon, et al.
1996]. Todavia, para poder alterar o perfil de libertacdo do farmaco, é possivel modificar a superficie da micela, recorrendo
ao entrecruzamento de cadeias poliméricas, de modo a alterar o estado quimico e fisico da particula. Um estudo efectuado
para determinar o tempo de libertacdo de Doxorubicina indicou que para micelas de copolimeros intercruzados, com um
estado mais rigido, a libertacdo do farmaco era retardada de forma significativa. Assim, o perfil de libertacdo depende ndo s
do tipo de micela, mas também do seu estado fisico [Kedar, et al. 2010]. Por fim, as particulas lipidicas (SLN), podem ser
formadas a partir de diferentes lipidos sélidos a temperatura ambiente, pelo que terdo temperaturas de transicdo de fase
diferentes. Desta forma, dependendo do tamanho, da viscosidade e do estado fisico do lipido, a matriz pode ter um
comportamento mais sélido ou liquido, modulando a libertacdo do farmaco do seu interior. SLN com caracteristicas mais
solidas tendem a retardar a libertacdo do farmaco, enquanto uma maior mobilidade lipidica da matriz (fase liquida) permite
uma difusdo eficaz do farmaco. Portanto, consoante 0 método de producdo e a constitui¢do lipidica das NP’s, é possivel

modular o seu perfil de libertagdo por alteracéo das cadeias de acidos gordos [Mihlen, et al. 1998; Uner, et al. 2007].

vii. Actividade in vitro

Cada nova formulacdo de um determinado sistema de entrega apresenta caracteristicas fisico-quimicas Unicas que,
juntamente com a via de administracdo escolhida [endovenosa (i.v.), dérmica, pulmonar ou per 0s], apresentara propriedades
farmacologicas e toxicoldgicas diferentes. Aposta-se, entdo, na area da nanotoxicologia, onde se estabelecem protocolos
meticulosos de caracterizacdo das formula¢des desenvolvidas, tendo em conta as propriedades das NP’s, mencionadas
anteriormente, de forma a antever a estabilidade, possivel agregagdo e actividade biologica de um novo DDS. O que se
pretende efectuar s@o estudos variados de toxicidade e citotoxicidade, de forma a torna-las, um dia, em protocolos rotineiros,

coerentes e padronizados [Jones, et al. 2009].
Apds uma avaliacdo das caracteristicas inerentes a cada formulacéo, é necessario proceder a observacdo do seu possivel
efeito in vitro, usando culturas primarias de células ou linhas celulares, que se encontram disponiveis e facilmente obtidas

através da American Tissue Type Culture Collection ou ATCC. Os estudos de nanotoxicidade podem ser efectuados com
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células fagociticas (macrdfagos), neuronais, endoteliais, epiteliais, hepaticas e provenientes de linhas celulares tumorais. A
escolha do modelo celular a utilizar é feita de acordo com o tipo de actividade bioldgica que se pretende e com o ensaio a
efectuar. Durante este processo, é necessario justificar a escolha, tendo em conta que uma linha celular obtida pela ATCC
pode estar contaminada ou ndo possuir as caracteristicas do fenotipo celular de origem. Desta forma, procede-se muitas
vezes a utilizacdo de culturas primarias, no entanto é necessario balancear as controvérsias éticas associadas ao sacrificio
animal, custos e as vantagens relativamente a utilizagdo de uma linha celular secundéaria [Jones, et al. 2009]. Este tipo de
ensaio in vitro é extremamente importante para obter informacfes mecanisticas (dose, tamanho ideal, eficiéncia de
reactividade celular), relativamente a formulacdo desenvolvida, e ao realizar ensaios de biocompatibilidade, toxicidade,
reactividade e internalizacdo celular, que poderado dar uma ideia prévia do possivel efeito terapéutico de uma determinada
NP [Feng, et al. 2003]. No entanto, o principal problema no desenvolvimento de novos DDS vem do facto das células
coexistirem em tecidos, onde a comunicacéo intracelular e o cruzamento de vias de sinalizacdo é um factor predominante
em termos fisioldgicos, algo que pode ndo ser correctamente aplicado/avaliado em células cultivadas. Além do mais,
dependendo da via de administracdo, o transportador ira encontrar diversas barreiras biolégicas como a linfa, sangue,
sistema imunitario etc., que ndo estdo presentes em estudos feitos em ensaios celulares. Torna-se entdo importante passar de
um modelo 2D, limitado em termos de comunicacdo e comportamento biolégico, para modelos com maior complexidade
celular, que possam mimetizar de uma forma mais precisa o efeito terapéutico de um DDS. Para isto, recorre-se a posterior
utilizacdo de modelos animais (ensaios in vivo) e co-culturas celulares, pois muitos ensaios in vitro falham quando
comparados com estudos mais complexos em organismos vivos, pondo em causa a validacdo e correlacdo dos resultados

obtidos para o transportador formulado [Fadeel, et al. 2010].

a. Macréfagos

As células estaminais hematopoiéticas existem na medula 6ssea, onde se diferenciam em células precursoras
de vaérios constituintes do sangue e sistema imunitario. Um exemplo sdo os mondcitos, células com uma capacidade de
fagocitose moderada que contém lisosomas primarios no seu interior, tendo um efeito proinflamatério ao libertar
determinadas citoquinas [interleucina 12 (I1L-12), factor de necrose tumoral (TNF-a), etc.]. Estas células circulam durante 1
a 3 dias e depois movem-se para os tecidos onde amadurecem, formando células com alta capacidade fagocitaria
(pseuddpodes desenvolvidos e fagolisosomas): os macrofagos [Geiser 2010]. Estes existem maioritariamente em 0rgaos
como figado, pulmdes, bago e nddulos linfaticos, tendo também a capacidade de infiltrar tumores, exercendo um papel de
primeira defesa, essencial para a eliminacdo de diversos agentes patogénicos [Ahsan, et al. 2002]. Em suma, os macré6fagos
sdo células inatas do sistema imunitario, tendo um papel de defesa contra agentes patogénicos; reparacdo de tecidos; séo
proinflamatdrios apos a infiltragdo tumoral, recrutando células imunitérias e libertando citoquinas especificas; no entanto os
macrofagos associados a tumores (TAM) podem exercer um papel fundamental na progressdo e metastizacdo tumoral
[Almouazen, et al. 2012].

Como ja foi mencionado, os macrofagos exercem uma funcdo importante quando se trata do reconhecimento e
sequestro de NP’s. Isto pode tornar-se uma barreira, quando o alvo terapéutico ndo sdo os 6rgéos alvo destas celulas. Assim,
é necessario proceder a alteracBes de superficie do transportador, de modo a evitar a rapida eliminagdo pelo MPS ou, se a
terapia passa pela chegada a 6rgdos como o figado, bago, pulmdes, etc., hd que potenciar o reconhecimento das particulas
pelos macrdfagos [Ahsan, et al. 2002; Dobrovolskaia, et al. 2008]. Todas estas caracteristicas, aliadas a elevada resisténcia,
indice fagocitico e elevado tempo de circulacdo destas células, tornam-nos a primeira linha de contacto de novos DDS. No

entanto, é necessario ter em conta que, apesar de constituirem um sistema celular interessante (pois mantém-se em cultura
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durante um certo periodo de tempo, se suplementados correctamente), sdo células com um indice de proliferacdo baixo ou
nulo, quando mantidas em culturas in vitro [Mauel, et al. 1971; Santos, et al. 2008]. Muitas das culturas secundarias, que
sdo comercializadas podem ndo mimetizar correctamente a estrutura e funcdo bioldgica destas células, pois apds o seu
isolamento (efectuado a partir de varios locais anatdmicos de rato) sdo transfectados e cultivados. O Unico problema que se
coloca prende-se com o sacrificio animal, devido a factores éticos. No entanto, € necessario avaliar a coeréncia de um estudo
e 0 seu custo, quando se trata de escolher o protocolo mais correcto e se o problema ético se sobrepde a estes parametros
[Jones, et al. 2009]. Existem diversos protocolos usados para o isolamento de macréfagos de rato ou ratinho, sendo este
processo descrito mais a frente neste trabalho [Zhang, et al. 2008; Zhou, et al. 2006]. A avaliacdo da nanotoxicologia de
novos DDS é um factor importante a determinar antes de se proceder a ensaios biologicos mais complexos. Os macrofagos
constituem um sistema responsavel pelo contacto directo de particulas estranhas ao organismo, podendo realizar-se ensaios
de citotoxicidade nestas células, permitindo antever o possivel efeito das NP’s sobre outras linhagens celulares (a partida
menor toxicidade para células ditas normais) e células tumorais (uma elevada citotoxicidade). Concluindo, € importante
proceder a uma caracterizacdo extensa da toxicidade primaria das NP’s, de modo avaliar o seu sucesso como agentes

terapéuticos tumorais em situacgdes fisioldgicas [Jones, et al. 2009; Lanone, et al. 2009].

b. Co-cultura

E conhecido que as neoplasias ndo vivem ou sobrevivem como identidades isoladas, sendo o ambiente
tumoral envolvente um factor de elevada importancia para a progressdo tumoral. Existem diferentes tipos de células ndo
tumorais que compdem o microambiente neoplasico, sendo as células endoteliais, os fibroblastos e os macréfagos os
componentes maioritarios. Os capilares sanguineos sao importantes na irrigacdo tumoral para fornecimento de nutrientes e
oxigénio e sdo o caminho preferencial para a metastizacdo. J& os fibroblastos sdo importantes para dar suporte fisico ao
tumor, pois sdo responsaveis por segregar a matriz extracelular [Leek, et al. 2002]. Um factor importante que esta sempre
associado a patologia do cancro é a inflamacédo. O recrutamento de mondcitos e macrofagos para estes locais é mediado pela
hipoxia e factores segregados devido a oncogenes ou danos celulares. Os macréfagos tém um duplo comportamento, tendo
propriedades anti-tumorais e pro-tumorais, que ja foram demonstradas num estudo in vitro [Hauptmann, et al. 1993]. Como
ja foi mencionado anteriormente, os macréfagos derivam dos mondcitos e a sua polarizacdo € determinada pelas citoguinas
presentes no ambiente. A activacdo classica destas células da-se por citoquinas do tipo 1 (Thl) (ex: interferdo-y,
lipopolissacarideo bacteriano e TNF-a) e a activacédo alternativa (M2) € induzida por citoquinas Th2, como as interleucinas
4 e 13 (IL-4 e IL-13), bem como o factor de estimulacéo de coldnias de macréfagos (macrophage-colony stimulating factor
- M-CSF) [Ding, et al. 2012; Leek, et al. 2002]. Estas células imunitarias podem entdo inibir a progressao neoplasica,
sinalizando o recrutamento de linfécitos T, que tém a capacidade de induzir a apoptose da célula tumoral. Por outro lado,
quando o ambiente tumoral permite a formacéo dos ditos macrofagos associados a tumores (Tumor-associated macrophages
— TAM), h& uma secrecdo de factores como o VEGF e vérias citoquinas que promovem a angiogénese e posterior
progressdo e metastizacdo tumoral (Fig. 7) [Lamagna, et al. 2006; Lewis, et al. 2006]. Existe entdo uma forte correlagdo
positiva entre a inflamacéo e a angiogenese e, consequentemente, um mau prognaéstico tumoral. Varios estudos indicam uma
forte infiltracdo de macrdéfagos em tumores da mama e pulméo, prostata e colon, havendo uma elevada expressdo de

citoquinas por parte destes carcinomas, associadas ao fen6tipo M2 [Chen, et al. 2005; Ono 2008].
Estas evidéncias mostram o qudo importante € simular um ambiente fisioldgico, quando se esta a desenvolver um novo
transportador terapéutico. Tendo em conta a possivel interaccdo de NP’s com os macrofagos e posterior recrutamento e

infiltracdo destes em tumores como da mama (neoplasia modelo deste trabalho), torna-se necessario simular as interacgoes e
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Figura 7. Diferentes fun¢es dos macrdfagos em termos de microambiente tumoral. Podem
adquirir um fendtipo inflamatério (M1), contribuindo para a morte tumoral ou um
fenétipo angiogénico (M2), havendo uma maior progressdo da neoplasia (retirado
de: Lamagna, et al. 2006).

0 contacto celular bioldgico que existem nestas células. Assim, os estudos in vitro sdo completados com co-culturas de
macrofagos e células tumorais [Dong-Le Bourhis, et al. 1997; Soma, et al. 2000]. Existem alguns estudos de linhas celulares
da mama co-cultivados com macro6fagos, tanto com contacto celular directo como com separacdo fisica das células, que
provam o envolvimento da inflamacdo na angiogénese, na progressdo e maior capacidade de invasdo tumoral [Dong-Le
Bourhis, et al. 1997; Hagemann, et al. 2004]. Neste contexto, surgiu também a hipo6tese de uma possivel alteracdo deste
comportamento, quando as células fossem incubadas com NP’s terapéuticos. Segundo a literatura, uma co-cultura de
macréfagos com células tumorais, posteriormente incubadas com um farmaco livre ou encapsulado em NP’s, mostrou uma
maior citotoxicidade mediada pelo farmaco encapsulado do que na forma livre. Este aumento da capacidade terapéutica
pode ser devida a accdo dos macrofagos associados aos tumores que, apos a fagocitose dos NP’s do meio envolvente, séo
activados e medeiam uma citotoxicidade secundaria, onde ndo s6 segregam citoquinas que sinalizam a morte celular, mas
libertam as particulas farmacoldgicas por exocitose, contribuindo para uma maior acumulacéo destas junto ao alvo tumoral.
H& assim uma maior correlacdo com o ambiente biolégico, sendo os estudos in vitro indicadores da possivel ac¢do
terapéutica das particulas ap6s administracdo in vivo [Al-Hallak, et al. 2010; Soma, et al. 1999; Soma, et al. 2000; Yang, et
al. 2011].

viii. Actividade in vivo

A transducdo e desenvolvimento de modelos tumorais em ratinhos & um processo altamente utilizado em estudos
biolégicos e morfolégicos tumorais e, ainda, para a formulacdo de novas terapias oncologicas. Mais do que obter um
resultado positivo frente a uma linha celular priméaria ou secundaria, torna-se importante compreender e reproduzir essa
eficicia terapéutica em modelos animais que se possam assemelhar, de certa forma, a reaccdo bioldgica obtida com tumores
humanos [Kim, et al. 2006]. Um modelo animal bastante usado € a estirpe Balb/C nude, um prototipo experimental que
possui uma aplasia congénita do timo, sendo imunodeficiente para linfocitos T, e tendo um fendtipo sem pélo. Estes ratinhos
ndo sdo completamente neutros em termos imunoldgicos; com cerca de trés/quatro semanas de idade tém uma
imunodeficiéncia maxima, sendo o periodo ideal para o estudo de muitas linhas celulares, no entanto, é com a idade de seis e
oito semanas que este modelo é mais utilizado. Todavia, é necessario ter em atencdo que nesta fase estes ratinhos sao

capazes de expressar determinadas imunoglobulinas e tém reactividade das células NK (Natural killers), responsaveis pelo
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reconhecimento e disseminacdo de muitas células tumorais e suas metastases. Tendo em conta estas caracteristicas, estes
animais necessitam de uma acomodacdo propria com separacdo fisica directa de outros animais que sejam timo-
competentes, devido a sua alta susceptibilidade a infeccGes [Kozlowski, et al. 1984; Sharkey, et al. 1984]. Um estudo
realizado com adenocarcinoma de colon, que apos transplantacdo neste modelo proliferou de forma eficiente, levou ao uso
regular deste ratinho como modelo in vivo. Estudos iniciais deixaram davidas acerca da eficacia de proliferacdo de alguns
tumores neste protétipo, mas ao longo do tempo estes tém-se mostrado eficazes quer como modelos ortotépicos, em que 0
tumor humano é injectado no local de origem tumoral, quer como modelo ectdpico (xenoenxerto), em que o tumor é
injectado num local diferente da origem como por exemplo intraperitoneal ou subcutaneamente. Estudos mais recentes,
também evidenciaram algum sucesso na formacdo de metastases quer a partir do local da transplantacédo, quer por injeccéo
directa na cauda da veia, havendo disseminagdo sistémica das células tumorais. Os tumores formados apresentam as mesmas
caracteristicas histolégicas e propriedades bioquimicas do tumor humano, revelando alguma fiabilidade nos resultados
posteriormente obtidos. Constitui um modelo vivo e dinamico, apesar de ser caro e necessitar de condi¢bes estéreis
especificas [Fleming, et al. 2010; Kozlowski, et al. 1984; Price, et al. 1990].

Consoante o tipo de terapia a aplicar, é extremamente importante escolher um modelo reprodutivel e, quando possivel ja
descrito, de modo a tirar o maior partido dos ensaios bioldgicos, que se mostram demorados e caros. No caso das
nanoparticulas, existem diversas vias de administracdo ja descritas, sendo este um factor importante quando se esta a
desenvolver o modelo animal. Varios estudos indicaram ja que mais que o modelo em si, as proprias caracteristicas das
células injectadas e o seu local de transplantagdo influenciam muito o sucesso da proliferacdo tumoral em ratinhos. No caso
de algumas linhas celulares de mama (importantes para este trabalho), a maior taxa de sucesso (100% dos ratinhos nude
injectados) provém de uma injeccdo directa na gordura da mama, sendo o volume tumoral monitorizado por palpacdo da
glandula, contrariamente a uma injeccdo subcutanea que tem uma taxa de sucesso inferior a 50% [Price, et al. 1990]. No
entanto, esta Gltima técnica € bastante mais simples e facil de monitorizar sem recurso a imagiologia, sendo usada como um
modelo preliminar em avaliagBes terapéuticas. E necessario também ter em conta o sucesso de metastizacio, pois estas s&o
responsaveis por cerca de 80% das mortes por carcinomas. A via endovenosa é a mais utilizada para inducdo de tumores
secundarios. No caso de adenocarcinoma de mama torna-se dificil ter um modelo que repliqgue completamente o perfil
metastatico, mas linhas celulares triplamente negativas como a MDA-MB-231, tém mostrado alta capacidade de
metastizacdo pulmonar, quando administrada subcutaneamente ou por via endovenosa [Fleming, et al. 2010; Fraker, et al.
1984; lorns, et al. 2012; Tester, et al. 2004].

1.2 — Sistemas de veiculacédo de farmacos

Existem diversos tipos de nanoparticulas, que tém caracteristicas e fun¢Ges proprias. As NP’s podem classificar-se em
dois tipos: organicas (nanosuspensdes e nanocristais, nanoparticulas lipidicas solidas, nanoparticulas poliméricas,
nanotubos, liposomas e dendrimeros) e inorganicas (nanoparticulas metalicas e ceramicas) [Singh, et al. 2011]. Os materiais
constituintes destas particulas podem ser naturais (ex: proteinas e polissacarideos) ou sintéticos [ex: poli(acido lactico)
(PLA), poli(acido glicolico) (PGA) e o copolimero poli [(Acido lactico)-co—(acido glicdlico)] (PLGA) ]. Os materiais
naturais ndo tém sido muito utilizados, pois variam bastante em termos de pureza e apresentam, por vezes, estruturas
ramificadas, o que poderia comprometer a associacdo de um farmaco na nanoparticula. Ja os materiais sintéticos sao
amplamente usados, pois possuem elevada biocompatibilidade e biodegradabilidade, o que facilita ndo s6 o transporte do
nanotransportador ao longo da via fisioldgica, como também minimiza a sua acumulacéo e toxicidade, dado que se degrada

facilmente por mecanismos fisiol6gicos comuns. Estes materiais permitem, igualmente, variar componentes como a
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hidrofobicidade e hidrofilia da nanoparticula, o que vai facilitar o encapsulamento de um determinado farmaco, pois permite
manipular a sua solubilidade [Hans, et al. 2002].

Apesar da existéncia de uma grande variedade de sistemas de transporte de farmacos, € necessario definir um objectivo,
por forma a desenvolver uma formulacdo com funcgéo activa. Como ja foi mencionado, os primeiros transportadores a ser
utilizados foram os liposomas. Estes sdo geralmente classificados como vesiculas esféricas constituidas por varios tipos de
lipidos ndo-toxicos e colesterol, que envolvem um ndcleo aquoso onde se podem dissolver e transportar diferentes
componentes (farmacos, sSiRNA, DNA, etc.). Podem ser modificados na superficie para aumentar o seu tempo de circulagéo
[utilizando-se, por exemplo, o polimero hidrofilico poli[(etileno glicol) - (PEG)] ou especificidade para o alvo e, portanto,
sdo bons transportadores de farmacos, pois permitem alterar o seu perfil farmacocinético, bem como a sua
biodisponibilidade. Tendo em conta a sua constituicdo lipidica, sdo também biocompativeis e ja demonstraram algum
sucesso nas areas da Biologia, Medicina e Bioquimica, tendo-se mostrado promissores no transporte e libertacdo controlada
de farmacos antineoplasicos [Haley, et al. 2008; Rawat, et al. 2006; Yih, et al. 2006]. No entanto, estes sistemas ainda sdo
conhecidos pela baixa taxa de transfec¢ado e actividade bioldgica e o futuro reserva ainda muito trabalho e estudo em termos
de formulacdo e optimizacdo [Feng, et al. 2003; Sharma, et al. 1997]. Estas limitacfes levaram a procura de sistemas
alternativos, tendo surgido o conceito de NP’s poliméricas. Estas particulas sdo compostas por polimeros sintéticos,
mencionados anteriormente, que sdo biocompativeis e biodegradaveis (rapidamente metabolizados pelo ciclo de Krebs e
excretados pelo organismo [Panyam, et al. 2003]. Consoante 0 método de formulacdo, podem produzir-se nanoesferas ou
nanocapsulas. No primeiro caso, o farmaco encontra-se disperso pelo nucleo e matriz polimérica, enquanto no segundo o
farmaco esta localizado somente no ndcleo, envolvido por uma cépsula polimérica, bem definida. Devido ao seu pequeno
tamanho e elevada capacidade de encapsulamento, estes transportadores tornam-se vantajosos no sentido em que entram
facilmente na célula pela via endocitica, libertando-se o farmaco de uma forma progressiva e controlada. Isto permite ainda
ultrapassar o problema de MDR, apresentado por muitas células tumorais [Parveen, et al. 2012; Sahoo, et al. 2003]. Um
bom exemplo deste tipo de veiculo é o Abraxane®, mencionado anteriormente. No entanto, também apresentam algumas
limitacBes, tais como uma possivel citotoxicidade de alguns polimeros sintéticos, a rapida remocdo da circulacdo por
macrofagos do MPS e, ainda, a falta de métodos eficazes para uma producdo rapida e em larga escala em termos industriais
[Kayser, et al. 2005; Rawat, et al. 2006].

Alternativamente, existem dois tipos de particulas que se tém destacado quer pela variedade de vias de administracédo e
elevada biocompatibilidade, como no caso das NP’s feitas a base de lipidos ou SLN, quer pela sua facilidade de producéo,
elevado tempo de circulacdo e biodisponibilidade, como no caso das micelas poliméricas (MP’s). Assim, estes serdo

mencionados com mais pormenor [Mehnert, et al. 2001a; Parveen, et al. 2012; Wissing, et al. 2004].

1.2.1 — Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (SLN)

Este tipo de nanotransportadores surgiu no inicio dos anos 90, como uma alternativa aos transportadores coloidais
tradicionais (nanoemulsdes, liposomas, nanoesferas, etc.). A entrega especifica de farmacos continua a ser uma tarefa ardua
no campo da Farmacologia e, mais que o desenvolvimento de novos farmacos ou a sua optimizacao, é necessario procurar
alternativas viaveis que permitam melhorar o seu efeito terapéutico, ao nivel de um transporte eficiente, acompanhado de
uma libertagdo controlada no espaco e no tempo. As SLN apresentam dimensdes entre 50 a 100 nm, sendo,
maioritariamente, constituidos por lipidos sélidos a temperatura ambiente. Consistem num nucleo hidrofobico envolvido por
uma monocamada lipidica, estando o farmaco dissolvido no nucleo ou disperso na matriz lipidica. Este tipo de nanoparticula

é ndo-toxico (biocompativel) e retine caracteristicas dos liposomas com as nanoparticulas poliméricas. Assim, as SLN’s
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foram desenvolvidas para serem aplicadas a nivel parentérico, pulmonar e déermico e a Nanobase® foi a primeira formulacéo
de SLN aprovado pela FDA. Estas NP’s mostram-se eficazes em termos de terapia génica e, através da utilizacdo de lipidos
cationicos para a sua formulacdo, j& foi possivel obter graus de transfec¢do e expressdo génica semelhantes ao uso de
liposomas cationicos mas com menor toxicidade, sendo agentes de transfeccdo ndo-virais bastante promissores [Kayser, et
al. 2005; Rawat, et al. 2006].

Apesar da existéncia de inimeros transportadores coloidais estes apresentam ainda muitas desvantagens, sendo as SLN
constituidas por lipidos solidos a temperatura ambiente, estabilizados por surfactantes, formando-se uma matriz lipidica
solida capaz de incorporar diversos farmacos. Estas NP’s permitem aumentar a biocompatibilidade, solubilidade de
farmacos hidrofébicos, aumentar a especificidade e uma libertacdo mais controlada, sendo um sistema bastante estavel
[Sailaja, et al. 2011].

Existem diversas técnicas usadas na preparagdo das SLN’s, sendo a homogeneizagéo a alta pressao (a frio ou quente) e a
preparacdo a partir de micro emulsbes as mais utilizadas em termos de producdo em escala (Muller 200). Segundo a
literatura, as caracteristicas inerentes a estas particulas estdo dependentes do processo usado na sua preparacdo, das
condicdes em gue sao preparadas, do tipo de lipido incorporado, tipo de surfactante usado, do comportamento cristalino da
matriz e, ainda, das condi¢des de armazenamento. Observou-se, entdo, que a presenca de estados polimérficos e de uma
cristalinidade variada da matriz eram algumas limitagBes destas particulas, afectando quer a sua eficiéncia como
transportador, quer a prépria incorporacdo e libertagdo controlada do farmaco [Mehnert, et al. 2001a; Wissing, et al. 2004].
Os lipidos devem ser escolhidos pela sua variedade em termos de tamanho da cadeia hidrofdbica e as proprias caracteristicas
fisico-quimicas que, como ja foi mencionado, sera importante na determinacdo das caracteristicas das nanoparticulas e na
composi¢do da matriz. Os surfactantes devem ser produtos aprovados em termos clinicos e sdo importantes para aumentar a
estabilidade do produto final e minimizar a formacdo de agregados, que podem alterar o tamanho e carga da particula e,
consequentemente, a sua actividade bioldgica [Muhlen, et al. 1998].

Um factor importante no desenvolvimento de SLN’s é a sua caracterizagdo em termos dos parametros ja mencionados
anteriormente. Uma caracteristica Unica deste tipo de transportadores é muito importante para avaliar a sua estabilidade final
como produto e, apds armazenamento, 0 seu comportamento térmico (temperatura de fusdo e indice de cristalinidade). Estes
parametros sdo avaliados pela técnica da calorimetria diferencial de varrimento (Differential Scanning Calorimetry — DSC),
que permite obter informagdes acerca do estado fisico e térmico da amostra, pois mede o ganho ou perca de energia sob a
forma de calor de uma determinada amostra, em funcéo da temperatura [Dubey, et al. 2012]. O estado cristalino da amostra
é importante no perfil de libertacdo do farmaco encapsulado, havendo uma relagdo inversa entre o grau de cristalinidade dos
lipidos e a mobilidade do farmaco [Wissing, et al. 2004]

Em suma, varios estudos foram ja efectuados com este tipo de particulas e uma avaliacdo pormenorizada das suas
caracteristicas fisico-quimicas € uma area extensa no ambito do desenvolvimento de novos DDS. As sdo NP’s bem
toleradas, permitem uma internalizacdo celular via endocitose e uma maior acumulagdo do farmaco no interior da celula,
ultrapassando o problema de MDR. Uma grande vantagem associada a estes sistemas é a sua aplicacdo a nivel de varios
sistemas de administracdo, sendo amplamente estudado para ultrapassar a barreira hematoencefalica, tendo-se também
mostrado eficaz em termos de terapia e diagnostico de micrometastiza¢Ges a partir de cancro da mama, pois sao sistemas
altamente linfotrépicos, tendo uma elevada especificidade para os nddulos linfaticos. A sua utilizacdo individual ou por

hibridizacdo polimérica € uma promessa em termos de nanotecnologia aplicada a terapéutica oncoldgica.

19

—
| —



Introdugao

1.1.2 — Micelas Poliméricas

As nanoparticulas designadas de micelas poliméricas foram inicialmente propostas pelo grupo de Bader, et al.
(1984) [Bader, et al. 1984; Jones, et al. 1999], mas a sua introducdo como possiveis DDS s6 foi introduzida no inicio dos
anos 90 [Kazunori, et al. 1993]. Estes tipos de NP’s tornaram-Se muito promissoras na Ultima década, sendo os seus
polimeros usados inicialmente como potenciadores da libertacdo de farmacos ou como surfactantes para alterar a morfologia
e outras propriedades de diferentes NP’s. Assim, ja existem inimeros sistemas nos quais se solubilizaram diversos farmacos
e se obteve uma melhor eficacia terapéutica, comparativamente ao farmaco livre ou outros DDS. Como este tipo de micelas
comecgou a mostrar inUmeras vantagens quando associadas a estes materiais, pensou-se na sua utilizacdo individualmente e
aplicacdo na area da Farmacologia. Este tipo de sistemas rapidamente se tornou muito promissor e as suas propriedades e
vantagens estdo muito bem resumidas num trabalho de Torchilin (2001) [Torchilin 2001]. As micelas poliméricas podem
dividir-se em dois grupos principais que sdo: as micelas surfactantes de baixo peso molecular e as micelas poliméricas.
Dentro do primeiro grupo temos o exemplo de Vvarios tipos de surfactantes comerciais como o Cremophor® EL (usado como
solubilizador de Taxol®) e poliassorbatos (ex: Tween® 80). O Cremophor® E tem uma elevada capacidade de solubilizagdo
de farmacos pouco sollveis em A&gua, mas estdo-lhe associados diversos efeitos secundéarios como reacgdes de
hipersensibilidade e activacdo do complemento, bem como nefro e neurotoxicidade. Comparativamente, o Tween® 80 ja tem
uma actividade bioldgica/farmacoldgica inferior, no entanto é um dos surfactantes mais utilizados na dispersao e formulacao
de novos veiculos de transporte de farmacos, devido ao seu elevado perfil de seguranca clinica. O que caracteriza a
formacdo de micelas € o factor da Concentracdo Micelar Critica (CMC). Somente acima deste valor é que 0s unimeros
poliméricos se associam em estruturas micelares, sendo a sua estabilidade em solugdes diluidas e a viscosidade do sistema
determinadas por este parametro. No caso dos surfactantes 0 CMC ¢é bastante elevado, pelo que estes se dissociam
rapidamente quando diluidos, pondo em causa a estabilidade do sistema em situacdes fisioldgicas. As micelas poliméricas
tém sido amplamente estudadas e sdo estruturas com um CMC mais baixo (cerca de 1000 vezes inferior aos surfactantes de
baixo peso molecular), sendo bastante mais estaveis e apresentando maior actividade biolégica comparativamente aos
surfactantes mencionados. Este tipo de micelas pode ser formado a partir de co-polimeros anfifilicos, que se micelizam
espontaneamente em solventes organicos, formando estruturas ramificadas de uma camada externa de um polimero
hidrofilico e um nacleo de um polimero hidrofébico [Garrec, et al. 2004].
As micelas poliméricas formadas a partir de co-polimeros anfifilicos tém surgido, na ultima deécada, como DDS
promissores, principalmente na area da Oncologia, tendo uma aplicacdo vasta no transporte de proteinas, material genético e
farmacos hidrofdbicos (Tabela 1) [Kedar, et al. 2010; Kwon, et al. 1996; Letchford, et al. 2007; Nishiyama, et al. 2006].
Um tipo de micelas que tem sido amplamente usado sdo os Poloxameros (Polox), que sdo constituidos por tri-blocos de
polimeros sintéticos hidrofilicos [Poli(6xido de etileno) — PEO] e hidrofdébicos [Poli (6xido de propileno) - PPO). A formula
geral destas micelas é dada por PEO 2, — b-PPO , — b-PEO . Este tipo de polimeros € comercializado com o nome de
Pluronic®, havendo diferentes tipos, consoante o tamanho e peso dos blocos que os formam. Desta forma, é possivel
escolher diferentes tipos de poloxameros, consoante a formulagéo e efeito biolégico pretendido [Adams, et al. 2003; Kedar,
et al. 2010; Moghimi, et al. 2000].

A micelizacdo destas NP’s da-se de forma espontanea, quando os polimeros sdo colocados num solvente orgéanico,
sendo o seu método de produgdo bastante simples, barato e rapido, comparativamente a outros tipos de NP’s [Letchford, et
al. 2007]. Esta auto-organizacdo das micelas € um processo reversivel e dependente da termodindmica da solucdo. Em
concentragdes baixas, 0s blocos micelares existem na forma de unimeros e a partir da CMC ocorre a diminuic¢do da entropia

do sistema (devido a organizacdo molecular do solvente). Posteriormente, h4 agregacdo dos blocos em micelas e um
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sucessivo aumento da entropia, favorecido pelas interac¢fes hidrofébicas entre os polimeros. As micelas que se formam
apresentam um tamanho ideal entre os 5-100 nm e uma CMC de 107-10° M em solugdo aquosa. As principais técnicas
envolvidas na producdo deste tipo de transportadores sdo a dissolucdo directa numa solucdo aquosa, para polimeros com
elevada solubilidade em &gua, e 0 método de evaporacao do solvente, para polimeros mais hidrofobicos e maximizacao do
encapsulamento de farmacos lipofilicos, com posterior reidratacdo do filme polimérico [Cho, et al. 2010; Gaucher, et al.
2005].

Tabela 1. Co-polimeros usados no transporte de diferentes compostos. Efeito citotoxico e na internalizagdo celular
para diferentes linhas celulares, comparativamente aos compostos na sua forma livre (adaptado de Adams,
et al. 2003 e Garrec, et al. 2004).

Classe o Composto o o
o Blocos poliméricos Comentario Referéncia
Polimérica encapsulado
Doxorubicina,
Vinblastina, Aumento da citotoxicidade do farmaco
Polox 235 (P85) Daunorubicina, ~ Chcapsulado . vs - farmaco ivre - fajaknov, etal,
[adenocarcinoma do ovario 1996]
Metotrexato, (SKOV-3) e sub-cultura MDR]
Cisplatina
Fuoresceina, Taxol, N )
o Aumento da permeabilidade do farmaco
Polox 235 (P85) Etoposidio, (adenocarcinoma de c6lon humano [Batrafgggj etal
Acido Valproico ~ €aco-2)
?9 Maior eficacia terapéutica associada a
S Polox 407/D-o. -Tocoferil  Acido gambogico ~Uma  maior  internalizagdo  celular  [Saxena, etal.
5 polietilenglicol emcancro da mama 2012]
o MDR com inipig_éo de P-gp
Polox 188/Poli (4cido I\_/Iauor E:ltotox[udade, mgerna_thagao e [Yan, etal.
- L libertagdo do farmaco, apos adicao do :
lactico-co-glicolico) - i .
polimero micelar 2010]
PLGA .
Docetaxel (adenocarcinoma de mama MCF-7)
Maior  citotoxicidade in vitro
P123 (hepatocarcinoma HepG2 e melanoma i j, et al. 2011]
B16), bem como alta inibi¢cdo tumoral
in vivo
_ Formacdao de poros e libertagdo [Lamagna, etal.
Poli (e- Paclitaxel controlada do farmaco das  2006; Ma, et al.
caprolactona)/Polox188 micelas/inibicdo de P-gp e MDR em  2007; Yuan, et
cancro da mama al. 2010]
. g Oligo (metacrilato de o Libertacdo controlada do farmaco para [Inoue, et al.
o € ) o . Doxorubicina . )
O S metil)/Poli (acido acrilico) administracao oral 1998]
o

Estas estruturas podem ter varias morfologias [Torchilin 2001], sendo a mais comum uma esfera com constituicdo
ramificada, onde os polimeros hidrofilicos se organizam de forma a contactar com a superficie externa e compactar o0s
residuos hidrofébicos no seu interior, onde, posteriormente, se dissolvera o farmaco aplicado (Fig. 8). Nao séo consideradas
NP’s solidas, mas sim composi¢fes de unimeros que estdo em constante equilibrio dindmico [Letchford, et al. 2007].

Os blocos de PEO sdo importantes para criar uma estabilidade estérica para minimizar a ligacdo de opsoninas e
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Figura 8. Bloco co-polimérico Pluronic® (A) e micela com farmaco encapsulado (B) (adaptado
de Batrakova, et al. 2008).

proteinas do soro [Adams, et al. 2003], permitindo uma baixa taxa de fagocitose por parte do MPS e um maior tempo de
circulacédo do transportador, tendo uma accédo semelhante a residuos de PEG, que forma uma camada hidratante e repulsiva a
volta da nanoparticula, que aliada ao pequeno tamanho e alta curvatura da superficie do sistema, aumenta de forma
significativa 0 seu tempo de circulagcdo. Assim, o maior comprimento de PEO influenciara o tamanho, carga (maior
densidade de PEO associada a menor potencial zeta), conformacédo e adsor¢do do sistema, havendo um maior tempo de
circulacdo e menor indice fagocitario [Dunn, et al. 1997; Goppert, et al. 2005]. Segundo a literatura, os liposomas de longa
circulacdo (pegilados) apresentam um tempo de circulacdo superior (T1, > 48 h), comparativamente as micelas poliméricas
(T12< 24 h). No entanto, o facto de as MP’s terem uma maior acumulagdo tumoral, comparativamente aos liposomas, ¢ uma
taxa de fagocitose bastante inferior, juntando todas as outras vantagens associadas a estes transportadores, fazem das micelas
uma boa escolha quando se trata de novos DDS [Dunn, et al. 1997; Nishiyama, et al. 2006; Redhead, et al. 2001]. A porcéo
hidrofébica determinara a solubilidade do farmaco e o tamanho da sua cadeia vai influenciar a CMC. O comprimento € a
proporcdo dos blocos hidrofilicos vs hidrofébicos determinam a capacidade de formar estruturas micelares, bem como a sua
conformacéo. Quanto maior a porc¢do hidrofébica, mais favorecida é a micela em solucdo (e menor o CMC), sendo a por¢éo
hidrofilica um destabilizador desta estrutura [Kedar, et al. 2010]. A principal caracteristica que tem atraido as atencfes para
este tipo de transportadores é a capacidade dos Pluronic® alterarem a fluidez da membrana celular, interferirem com
processos intracelulares de apoptose e serem responsaveis pela deplecdo de concentragdes intracelulares de ATP, inibindo
transportadores membranares de efluxo de farmacos (P-gp) e contribuindo para uma inibicdo da MDR (Fig. 9) [Batrakova,
et al. 2008; Kedar, et al. 2010].

Em termos de libertacdo do farmaco, o que se pretende € evitar uma alta concentracdo deste no sangue, minimizando 0s
efeitos secundarios, quando comparado com a injecgdo i.v. do farmaco livre. Assim, as MP’s tém mostrado capacidade de
libertar o farmaco incorporado de forma lenta e gradual, permitindo um tratamento oncoldgico mais controlado, junto do
tumor alvo. A libertacdo depende ndo s6 do tamanho da micela, mas tambem da sua constituicdo polimérica e da quantidade
de farmaco que é encapsulado. Assim, a estrutura micelar pode apresentar uma estrutura mais rigida que impede uma
libertacdo brusca do farmaco ou mais liquida, para uma maior difusdo deste. Pensa-se que o farmaco pode difundir
directamente através das cadeias poliméricas, apos dissociacdo da micela em unimeros ou apos internalizacdo do sistema
pela célula tumoral. Concluindo, um transportador modificado na superficie permite uma libertacdo controlada e activa do

farmaco junto do seu alvo [Kedar, et al. 2010; Kwon, et al. 1996].
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Figura 9. Diversos efeitos provocados pelas MP’s em células MDR. 1) Incorpora¢do das micelas na
membrana e alteracdo da sua fluidez; 2) indugdo da deplecdo de ATP; 3) inibicdo dos
transportadores de efluxo de farmacos; 4) libertacdo de citocromo C pela mitocondria; 5)
aumento dos sinais pro-apoptoticos na célula; 6) inibicdo do mecanismo de destoxificagdo
glutatido/glutatido s-transferase; 7) inibicdo da sequestracdo de farmacos por vesiculas
citoplasmaticas (adaptado de: Batrakova, et al. 2008).

A estabilidade das micelas poliméricas é determinada por varios factores, que ja foram mencionados, sendo os estudos
mais recentes feitos de modo a optimizar formulacdes ja existentes e que ja se mostram eficazes como sistemas de entrega
de farmacos [Miller, et al. 2013; Redhead, et al. 2001].

A titulo de conclusdo, este tipo de veiculo tem inimeras vantagens comparativamente a outros sistemas de entrega, pois
apresenta um tamanho ideal de cerca de 5-100 nm que lhes permite infiltrar tumores pelo EPR, atravessar a barreira
hematoencefalica e minimizar o seu reconhecimento pelo sistema MPS. Desta forma, sdo reconhecidos pelo seu elevado
tempo de circulacdo, tamanho ideal para maior internalizacdo celular, uma maior biodisponibilidade e solubilidade de
farmacos hidrofobicos, aliado a uma baixa toxicidade [confirmada pela avaliagdo das condi¢cBes hepaticas, renais e dos
principais 6rgdos, apos injec¢do endovenosa (i.v.) das MP’s] e eficiente excrecdo renal dos polimeros sintéticos que 0s
constituem (Fig. 10) [Kazunori, et al. 1993; Kedar, et al. 2010].

MPS
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Figura 10. Esquema representativo das vantagens associadas aos sistemas poliméricos em termos de
acumulacdo tumoral e excrecdo renal (retirado de Jones, et al. 1999).
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2. Cancro

2.1 — Caracteristicas da patologia

Uma das patologias em que a aplicacdo destes nanotransportadores bioconjugados se mostrou promissora € o cancro.
Esta doenca caracteriza-se por uma proliferacdo e vascularizacdo descontrolada e pela capacidade de invasdo celular
(metastizacdo), tendo, portanto, associada uma elevada taxa de mortalidade a nivel mundial.

O cancro é a segunda causa de morte do século XXI, (sendo a primeira as doencas cardiovasculares) e é uma das
patologias mais complexas e preocupantes na Medicina actual. A estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
prevé a morte de cerca de 84 milhdes de pessoas entre 2005 e 2015, endo as neoplasias com maior taxa de diagnostico (em
2008) o cancro do pulmao (1,61 milhGes de pessoas), cancro da mama (1,38 milhdes de pessoas) e cancro colorectal (1,23
milhdes de pessoas). As neoplasias do pulmdo, estbmago e figado sdo as que apresentam maior taxa de mortalidade
[Danhier, et al. 2010; Ferlay, et al. 2010]. Apesar da existéncia de terapias com maior especificidade tumoral e menor
toxicidade (o que podera melhorar muito a qualidade de vida de doentes com esta patologia), a terapéutica tem-se mantido
de certa forma estacionaria nos ultimos 30 anos, baseando-se na terapia convencional quimica e/ou radiacdo, bem como na
cirurgia [Farrell, et al. 2011]. A remocéo cirrgica de um tumor sélido e do tecido envolvente é das primeiras opcoes de
tratamento quando a localizacdo e tamanho da neoplasia o permitem. No entanto, este procedimento ndo elimina
metastizacOes e € ineficaz contra tumores ndo-solidos. Adicionalmente, um estudo de Shapiro e Fungman (1957) mostrou a
ineficicia das terapias convencionais quando usadas individualmente, sendo a multiterapia, ou seja, a combinacédo de ciclos
de quimioterapia, radioterapia e imunoterapia (ap0s cirurgia ou nao), uma escolha assertiva [Feng, et al. 2003; Gu, et al.
2007].

A quimioterapia define-se como a terapéutica quimica de uma determinada patologia e ¢ amplamente usada no
tratamento de neoplasias. Este conceito surgiu nos anos 50, com a utilizacdo do gas mostarda durante a segunda guerra
mundial, observando-se o seu efeito em termos de inibicdo do crescimento celular. A sua aplicacdo clinica comecou nos
anos 60 e ja existem diferentes agentes aprovados e rotineiramente usados na clinica como farmacos de primeira op¢do em
Oncologia (Paclitaxel, Doxorubicina, Fluoruracil, Cisplatina, Tamoxifeno, etc.) [Peer, et al. 2007]. No entanto, esta
terapéutica continua a ter imensas desvantagens, pois 0Ss agentes quimioterapéuticos convencionais sdo bastante
inespecificos, tendo uma elevada toxicidade e resultando numa dose subterapéutica, devido a baixa acumulacdo tumoral. Os
doentes sacrificam a sua qualidade de vida e bem-estar, tendo-se muitas vezes resultados praticos pouco eficazes, pois estes
agentes requerem tratamentos frequentes com doses elevadas, criando-se o problema de MDR para muitos farmacos que,
por vezes, apresentam uma farmacocinética ineficaz. Ha, portanto, toda uma davida clinica envolvida na escolha entre uma
dose elevada que tenha algum efeito terapéutico, associado a diversos efeitos secundarios e ao dano de tecidos ndo-tumorais
(medula ossea, figado, tracto gastrointestinal, por exemplo), e a escolha de uma dose subterapéutica com menor efeito
toxico, mas possivel ineficacia clinica. Todavia, a quimioterapia €, sem duvida, um mercado multimilionario, ocupando
cerca de 48% das vendas da industria farmacéutica, rendendo bilides de ddlares anuais [Chabner, et al. 2005; Danhier, et al.
2010; Feng, et al. 2003; Wong, et al. 2007].

O cancro caracteriza-se por uma proliferacdo celular desregulada, pois ocorrem mutacGes ao nivel dos genes que
codificam a proteina supressora tumoral (proteina Rb) e a proteina de reparacdo tumoral (p53) [Qureshi, et al. 2011]. Apesar
de existirem ainda algumas lacunas no conhecimento sobre a formagdo e metastizacdo de neoplasias, sabe-se que ha uma
contribuicdo de factores externos como o tabaco, radiacdo e compostos quimicos e ainda de factores internos, como
predisposicdo genética, alteracBes hormonal e do sistema imunitario. Pode haver uma contribuicdo individual ou em

conjunto destes factores para a carcinogénese, demorando até 10 anos para que uma simples mutacdo pontual leve ao
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desenvolvimento de uma célula tumoral. As alteragdes mais proeminentes ao nivel das células tumorais, comparativamente
ao tecido normal e que sé&o amplamente explorados na terapia, sdo a morfologia da vascularizagdo, metabolismo/pH e ainda

o desenvolvimento de resisténcia a determinados farmacos, como por exemplo o Paclitaxel [Feng, et al. 2003].

2.1.1 — Morfologia do sistema endotelial
Estas células proliferam e dividem-se de forma descontrolada, formando uma massa tumoral com elevadas

exigéncias metabdlicas, que tornam o meio envolvente escasso em nutrientes e, por vezes, em oxigénio, levando a morte das
células sas envolventes. Assim, ha uma elevada vascularizacéo destes tecidos, o que contribui ainda mais para a sua rapida
proliferacéo, pois o tumor tem facil acesso a todos os componentes essenciais ao seu crescimento. Além de uma potenciagdo
do processo de formacdo e novos vasos sanguineos, ha também uma alteracdo na morfologia da arvore vascular tumoral. A
arvore vascular é heterogénea, havendo zonas de necrose e zonas de elevada vascularizacdo. Os seus endotélios apresentam
poros entres as células vizinhas, que podem variar entre os 10 e os 1 000 nm. Este fendmeno foi denominado de EPR e
permite uma maior acumulacdo de transportadores farmacoldgicos no espaco intersticial do tumor. Assim, em termos de
arvore vascular, 0 microambiente tumoral caracteriza-se por ter uma extensa angiogénese, auséncia de tecido muscular liso,
poros nos endotélios, alteracdes do fluxo sanguineo e uma drenagem linfatica ineficiente, que promovem uma elevada
pressdo intersticial e consequente retencdo de fluidos (Fig. 11) [Alexis, et al. 2008; Danhier, et al. 2010; Feng, et al. 2003].

Para proliferar o tumor necessita de espaco, libertando proteases para 0 meio, que hidrolisam a matriz extracelular,
permitindo a sua extravasao para o tecido endotelial e rapida relocalizacdo pelo organismo (metastizagdo), sendo uma fase
bastante delicada e progressiva da doenca. Concluindo, é uma patologia cronica, grave, com elevadas exigéncias
terapéuticas, pelo que actualmente se desenvolve um enorme esforco tecnico-cientifico para procurar novas formas de
neutralizar estas células com a maior comodidade e menor toxicidade para o doente, apostando-se hum aumento da sua
qualidade de vida aliada a um possivel aumento da taxa de sobrevivéncia [Brannon-Peppas, et al. 2004; Danhier, et al.
2010].

Blood vessel

Endothelial cell
R o R a O Nanocarrier
5 .:;‘"""’.‘,' T
Fibroblait%

= J_‘__--"’ /
MacrophagT@ Lymph vessel

Figura 11. Diferencas morfolégicas de um tecido normal e de um tecido neoplasico, responsaveis pelo efeito da permeabilidade e
retencdo. (A) Tecido normal que contém vasos endoteliais lineares e sem defeitos, sendo as células epiteliais mantidas por
estruturas de conexao. As fibras de colagénio, fibroblastos e macréfagos encontram-se na matriz extracelular. (B) Tecido
cancerigeno, cujos vasos endoteliais contém defeitos morfoldgicos, tendo uma maior quantidade de macro6fagos e fibras de
colagénio no espaco extracelular e um sistema linfatico escasso ou com drenagem alterada (Danhier, et al. 2010).
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2.1.2 — Metabolismo, pH e metastizacao

As células neopléasicas conseguiram evoluir de forma a sobreviver e adaptar-se ao ambiente envolvente, tirando partido
deste para induzir a sua angiogénese e consequente metastizacdo. Este microambiente tumoral é definido pela remodelacéo
celular do tumor, suas alteragdes metabolicas, organizacdo da matriz extracelular e recrutamento de varios factores
inflamatorios e células do sistema imunitario [Swartz, et al. 2012]. Apesar destas células terem um pH intracelular
semelhante aos tecidos normais, o seu metabolismo proprio deu aso a um abaixamento do pH extracelular que anda a volta
do 6,0 e 7,0. Esta caracteristica provém da alta taxa glicolitica, associada as células cancerigenas sujeitas a baixos niveis de
oxigénio (hipoxia), como é o caso de células localizadas numa zona mais central ou nuclear do tumor. No entanto, sabe-se
que esta taxa glicolitica é também explorada em condic¢des aerdbias, sendo esta condi¢do designada por efeito de Warburg.
Esta teoria define que os tumores ndo tiram partido de uma metabolizacdo completa de glicose e produzindo lactato em vez
de didxido de carbono. Isto advém do facto destas células possuirem mutacdes ao nivel das enzimas mitocondriais, como a
ATP sintase (tendo um desacoplamento da fosforilagdo oxidativa) e enzimas chave como a sucinato desidrogenase e
fumarato hidratase, que s@o essenciais para uma progressdo do metabolismo glicolitico ao nivel do ciclo de Krebs. Como o
consumo de glicose nestas células é bastante eficaz, a sua oxida¢do completa poderia levar a uma producdo de ATP que
superasse a demanda energetica do tumor. Mais do que obter energia, estas células necessitam de uma constante manutencéao
de cofactores enziméaticos como o NAD+, para manter a elevada taxa glicolitica e, ainda, da biomassa disponivel para uma
rapida e eficiente divisdo e proliferacdo celulares. Isto pressupde uma constante reciclagem de nicotinamida pela conversdo
de piruvato e lactato, bem como da glicose-6-fosfato desviada para o metabolismo das pentoses-fosfato, que permite a
formacdo de intermediarios para a sintese de ADN [Danhier, et al. 2010; Feron 2009]. Este desvio metabdlico leva a uma
superproducéo de lactato que, sendo libertado para 0 meio, provoca um abaixamento de pH, contribuindo para a formacéo
de um microambiente acidico que se tem tornado vantajoso em termos de sobrevivéncia tumoral. Estudos ja evidenciaram
que estas condicBes sdo importantes para a degradacdo da matriz extracelular (por induzir a actividade de proteinases do
meio e revelar toxicidade para as células normais envolventes), por promover a angiogénese e inibir a resposta inflamatoria.
Em suma, a evolugdo tumoral permitiu a sua rapida adaptacdo e criacdo de um microambiente propicio a sobrevivéncia
neoplésica, permitindo a sua constante imortalizacdo e proliferacdo celular, aliada a uma facil metastizacdo promovida pelo
efluxo de protdes/lactato. O pH acidico extracelular € um factor chave para uma invasao local de células tumorais quer in

vitro, quer in vivo [Estrella, et al. 2013].

2.1.3 - MDR

Uma outra caracteristica das células tumorais a salientar é a sua resisténcia a determinados farmacos, como por
exemplo o Paclitaxel, que se designa por MDR [Wang, et al. 2011]. Esta resisténcia pode surgir devido a uma redugéo
ineficaz do tumor ou a uma reincidéncia apds quimioterapia. Uma proteina membranar muito conhecida e que funciona
como um agente activo de extrusdo de farmacos é a glicoproteina-p. Esta proteina foi descoberta em 1976 e rapidamente
associada a uma diminuicdo intracelular de farmacos, por um mecanismo dependente da hidrélise de ATP (transporte activo
primario). No entanto, as células apresentam apenas dois genes para codificar a Pg-p, existindo muitos mais, associados a
uma baixa eficacia da quimioterapia. Certas células tumorais contém, ainda, transportadores da familia das MRP
(“Multidrug Resistance -Associated Proteins”), que estdo presentes na membrana celular e funcionam como transportadores
anionicos que fazem extrusdo do farmaco que se encontra no interior da célula. A glicoproteina-p, pertencente a classe
MRP2, ¢é responsavel pela diminuicdo da concentracdo de farmacos no interior do tumor, contribuindo para a sua resisténcia.

Um estudo em que se inibiu a sequéncia que codifica este transportador, numa linha celular de hepatécitos, demonstrou uma
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maior sensibilidade das células perante varios agentes quimioterapéuticos, indicando o seu envolvimento na MDR de
neoplasias [Borst, et al. 2000]. Este mecanismo de MDR é multifactorial, pois associado a este mecanismo de efluxo podera
haver alteracdo de enzimas como a topoisomerase, glutatido-s-transferase, etc. e ainda a concentragcdo do farmaco em
vesiculas intracelulares acidicas, que sdo degradadas ao nivel de lisosomas [Haley, et al. 2008; Serpe 2007]. Além de
factores associados a quimica tumoral, também a sua morfologia e arvore vascular estdo envolvidas na resisténcia a agentes
quimioterapéuticos. Pondo de parte o tumor em si, é importante considerar que todas as barreiras fisioldgicas envolvidas na
via de administracdo do farmaco, bem como a sua biodistribui¢do e excrecdo, constituem também pardmetros importantes
qguando se avalia o efeito terapéutico ou a sua resisténcia por parte da neoplasia [Vauthier, et al. 2003]. A MDR é uma
componente importante a considerar, quando se pensa em novas terapias para o cancro, tendo-se mostrado a nanotecnologia
muito promissora nesta area. Estas particulas permitem ndo s6 uma internalizacdo pela via endocitica das particulas,
evitando a sua acumulacdo em vesiculas, mas também a retengdo no lisosoma e associacao a transportadores membranares,
aliada a componentes matriciais que podem ter propriedades anti-MDR (ex: Poloxameros) [Batrakova, et al. 2008; Kwon, et
al. 1996].

2.2 — Cancro da mama

Entre mulheres, o cancro da mama continua a ser o carcinoma mais frequente, tendo uma elevada incidéncia e a maior
taxa de mortalidade a seguir a neoplasia do pulmdo. Em 2008 foram diagnosticados 1,38 milhfes de novos casos desta
patologia e em 2012 previu-se a morte de quase 400 000 mulheres, devido a cancro da mama agressivo e invasivo. Esta
patologia pode variar consoante a etnia, situacdo demografica, predisposicdo genética da mulher e a sua idade. Cerca de 10 a
15% de todos os carcinomas da mama afectam mulheres com idade inferior a 35 anos e cerca de 40% destes casos envolvem
uma pré-disposicdo genética que pode derivar de uma mutacdo genética dos genes BRCAL/BRCA2 (3-8% de todos 0s
casos), que geram proteinas essenciais em mecanismos de reparacao de ADN [Lux, et al. 2006; Ma, et al. 2013]. Apesar da
sua elevada incidéncia, é das neoplasias que inclui a possibilidade de rastreio, feito pela propria mulher ou em termos
clinicos, sendo a mamografia uma técnica imagiol6gica que tem vindo a aumentar a probabilidade de deteccdo precoce desta
patologia, diminuindo a taxa de mortalidade. Todavia, a metastizacdo associada a este carcinoma continua associado a um
mau prognastico, tendo elevados indices de mortalidade que se devem essencialmente ao problema da resisténcia a farmacos
recorrentes na clinica oncoldgica ou ineficacia do tratamento devido a elevada heterogeneidade e possiveis subtipos
celulares deste carcinoma [Al-Hajj, et al. 2003; Tanaka, et al. 2009]. Apesar de 95% das neoplasias de mama terem origem
epitelial, estes carcinomas sé@o conhecidos por terem uma elevada heterogeneidade celular, sendo classificados de acordo
com um fenotipo dominante em termos histopatoldgicos, moleculares e de expressdo génica [Al-Hajj, et al. 2003].

Diversas linhas celulares mantidas em cultura, derivadas de diferentes massas celulares de carcinoma de mama,
associadas a varios modelos in vivo ja utilizados e descritos, permitiram identificar diferentes marcadores e caracteristicas
histopatoldgicas e bioquimicas que permitem diferenciar a heterogeneidade deste tecido e prever o0 seu comportamento face
as terapias existentes [Lacroix, et al. 2004]. Assim, foi possivel restringir a classificacdo molecular em trés subtipos
celulares, que apresentam diferentes respostas terapéuticas, sobrevivéncia e capacidade de metastizacdo. Estes fenotipos
incluem entdo um perfil luminal que inclui células que sobrexpressam receptores de estrogenio (células positivas para este
receptor - ER+) e marcadores epiteliais como a E-caderina, células do tipo basal que inclui para além do perfil ER+,
sobrexpressao de receptores para o factor de crescimento epidérmico (HER2+) e, por fim, células do tipo triplo negativo que
ndo expressam receptores hormonais de estrogénio ou progesterona nem o HER2 [Johnston 2011; Tomaskovic-Crook, et al.
2009]. Cerca de 60% dos carcinomas de mama sao positivos para os trés tipos de receptores (HER2+, ER+ e progesterona -
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PR+), sendo uma pequena fracgdo destes tumores (15%) ricos em células triplo negativas, sendo a mutacéo do gene BRCA1
responsavel por grande parte destes carcinomas. As celulas da mama em estado ndo-patogénico possuem um fenétipo do
tipo epitelial, expressando diversos factores associados a este tipo de células e o0s subtipos neoplasicos que mantém este
fenotipo acabam por ndo ser tdo agressivos ou invasivos, tirando a sobrexpressdo do receptor HER-2 que agrava o
prognostico [Chen, et al. 2009]. No entanto, apesar de estar ainda em discussdo, pensa-se que o principal problema
associado ao carcinoma de mama e que lhe confere a elevada heterogeneidade e variada resposta terapéutica é a capacidade
das células alterarem o seu perfil molecular e genético, expressando um fenétipo caracteristico do tecido mesenquimatoso
ou basal (existéncia de marcadores como a N-caderina, vimentina e laminina), cujo principal problema é a capacidade de
degradar a matriz extracelular a induzir a progressdo tumoral. A esta mudanca fenotipica da-se o nome de transicao epitelial-
mesénquima (EMT) e pode ser o principal responsavel por um caracter mais agressivo da neoplasia da mama e sua
capacidade de reincidéncia, com menor resposta a quimioterapia [Katz, et al. 2011; Tomaskovic-Crook, et al. 2009].

Os tratamentos primarios para neoplasias da mama envolvem a intervencdo cirargica, radiacdo e terapias adjuvantes
hormonais/enddcrinas, imunoterapia ou quimioterapia sistémica [Fernandez, et al. 2010]. As células triplo positivas sdo
menos agressivas, pois respondem de forma eficaz a terapias hormonais combinadas. O farmaco mais comum no tratamento
deste tipo de tumor envolve analogos do estrogénio como o Tamoxifen ou inibidores de enzimas envolvidas na sintese de
hormonas androides como os inibidores da aromatase. O Tamoxifen tem-se mostrado eficaz em termos de aumento da
sobrevida dos doentes e 5 anos de terapia adjuvante deste farmaco com taxanos ou alcaldides ja consegue reduzir a taxa de
mortalidade em cerca de 31% [Abbasalipourkabir, et al. 2010; Johnston 2011; Tanaka, et al. 2009]. Dentro deste subtipo, ha
um caso particular de neoplasias que expressam mais receptores HER-2, que sdo responsaveis por activar cascatas
intercelulares de proteinas cinases envolvidas nas vias RAS/MAP, que estimulam a proliferacéo e a sobrevivéncia celular. O
tratamento mais comum para este tipo de tumor envolve a imunoterapia com um anticorpo (Trastuzumab) direccionado para
o0 receptor HER-2. Terapias combinadas de Paclitaxel com Docetaxel também se tém mostrado promissoras no que se refere
a disseminacao destes tumores, aumentando a eficacia terapéutica em relacdo a monoterapia destes farmacos de 40% para
61% [Chen, et al. 2009; Fernandez, et al. 2010; Tanaka, et al. 2009].

As células do ultimo subtipo (ER-, PR- e HER-2-) incluem os tumores do tipo basal, com perfil mesenquimatoso,
altamente invasivo e com resposta ineficaz a terapias enddcrinas, pois ndo hd um marcador especifico para este tipo de
carcinoma. A primeira linha de escolha para tratar este tipo de cancro da mama baseia-se em regimes de quimioterapia
usando taxanos ou alcaloides que, apesar de aumentarem a sensibilidade das células ao farmaco, acabam por ter, quando
associados, doses consideradas suboptimas, com resultados clinicos pouco significativos a longo prazo. Desta forma, ocorre
uma maior taxa de reincidéncia local e sistémica, acompanhada de um maior indice de metastizagdo (para o pulmé&o, 0ssos e
cerebro) [Chen, et al. 2009; Tanaka, et al. 2009]. Tendo em conta a recente relacdo deste fenotipo tumoral com mutacées ao
nivel dos genes BRCA, envolvidos em mecanismos de transcri¢ao, regulacdo e reparacdo homdéloga de cromosomas, tem-se
vindo a estudar a sensibilidade destas células a agentes causadores de lesdes no ADN, como a inibicdo das PARP
[Polimerase de Poli (ADP-ribose)]. Até a data nenhum destes agentes foi aprovado para uso clinico recorrente, mas ensaios
clinicos tém mostrado alguma promessa como agentes oncolédgicos para doentes com este fenotipo tumoral, negativo para os
diversos receptores [Telli, et al. 2010]. A metastizacdo é responsavel pela elevado indice de mortalidade associado a este
carcinoma e, apesar do sucesso terapéutico contra este tipo de progressdo tumoral ter vindo a aumentar nos ultimos anos
(gracas a introducdo de inibidores de aromatase de terceira geragdo e possiveis terapias direccionadas), o tempo de
sobrevivéncia associado a este estadio da doenca € somente de 18 a 24 meses e apenas 20% das doentes sobrevivem aos 5
anos que sucedem o primeiro diagndstico [Fernandez, et al. 2010; lorns, et al. 2012].

Apesar de existirem inimeras terapias proeminentes em fase clinica [Fernandez, et al. 2010], a nanotecnologia surgiu

28

—
| —



Introdugao

como uma possivel alternativa terapéutica que podera potenciar o efeito de farmacos classicos que ja mostraram efeitos
clinicos relevantes face a neoplasias de mama mais agressivas [Wong, et al. 2006]. Como ja foi mencionado, este tipo de
transportadores, quando devidamente formulados, permitem um maior direccionamento farmacoldgico associado a doses
terapéuticas que sdo mantidas apds uma libertacdo controlada e uma internalizacéo eficaz da NP, que diminui a ocorréncia
de insensibilidade a quimioterapia ou MDR. Ja existem alguns transportadores, aprovados ou em ensaios clinicos
promissores, para uso na pratica oncoldgica contra carcinoma avancado de mama, como o Abraxane®, uma NP que contém
Ptx (aprovada pela FDA em 2005) (que permitiu aumentar a internalizacéo e a biodisponibilidade do Taxol®, minimizando
os seus efeitos secundarios) e o Myocet (aprovado no Canada e Europa para tratamento de cancro da mama metastatico) que
é um liposoma semelhante ao Doxil®, ndo-pegilado. Em termos de significado clinico, este transportador tem a mesma
eficacia que o Doxil®, mas com menores efeitos toxicos e maior e mais rapida libertacdo do farmaco encapsulado [Schutz,
et al. 2013; Wang, et al. 2013].

2.3 — Terapia antineoplasica

A quimioterapia e a radioterapia convencionais, apesar de neutralizarem as células tumorais, estdo associadas a elevadas
doses terapéuticas que provocam efeitos citotdxicos para as restantes células do organismo e estdo muitas vezes associadas
ao desenvolvimento de resisténcia ao tratamento escolhido. O desenvolvimento de novos farmacos € um processo demorado
e extremamente dispendioso, sendo a procura de novas vias de administracdo e a formulacdo de novos transportadores
direccionados uma forma mais barata e eficaz de optimizar farmacos existentes, potenciando-se o seu efeito terapéutico
enguanto se minimizam os seus efeitos secundarios [Feng, et al. 2003]. Como ja foi abordado neste trabalho, existem
inimeros tipos de nanotransportadores, cuja manipulacdo da superficie e fisico-quimica permite obter uma maior
especificidade e aumentar a biodisponibilidade do farmaco com uma menor dosagem. A nanotecnologia permite tirar partido
de uma terapia tumoral passiva, devido a morfologia particular das neoplasias ou de uma terapia activa que permite uma
maior eficacia terapéutica. Ha que ter em conta que, de modo a tirar partido de uma entrega activa eficaz, existem diversas
barreiras passivas a ser ultrapassadas [Alexis, et al. 2008; Feng, et al. 2003]. A terapia baseada no direccionamento é
definida pelos cientistas e oncologistas como um mecanismo realizado por um agente farmacoldgico, que actua sobre uma
molécula/alvo especifico ou numa via de sinalizacdo bioldgica, causando a regressdo da neoplasia ou a sua disseminacao.
Algumas das terapias existentes baseiam-se no tratamento hormonal (cancro da mama e préstata), no uso de pequenos
inibidores de enzimas ou proteinas, farmacos pro-apoptéticos, agentes antiangiogénicos e, ainda, na terapia combinada com
anticorpos [Alexis, et al. 2008; Ross, et al. 2004].

2.3.1 — Terapia de alvo passivo

Tendo em conta os diversos alvos terapéuticos, a nanobiotecnologia representa uma terapia por processos passivos e
activos. O processo passivo tira partido das caracteristicas fisico-quimicas do transportador e das propriedades inerentes as
células tumorais, tal como a sua elevada vascularizacdo, drenagem linfatica disfuncional e uma elevada retencdo de fluidos
no seu espaco intersticial [Gu, et al. 2007; Misra, et al. 2010]. Estas caracteristicas tornam o tecido epitelial anormal, com
um espacamento celular de cerca de 400 a 600 nm. Assim, existem NP’s que possuem um efeito de permeabilidade e
retencdo induzidos, isto é: o transportador extravasa rapidamente atraves do tecido endotelial do tumor e, como este tem um
sistema linfatico pouco desenvolvido, ocorre uma maior acumulacdo do farmaco no interior do tumor, diminuindo a dose
inicial do mesmo. Alguns estudos ja indicaram que apesar de este processo ndo ser o direccionamento ideal, apresenta uma

acumulacdo de sistemas transportadores, cerca de cem vezes superior, comparativamente a outros tecidos, [Byrne, et al.
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2008; Gu, et al. 2007].

Existem mais duas formas de terapia passiva que tiram partido do microambiente tumoral e uma terceira que consiste na
administracdo local do farmaco. Em relagcdo ao microambiente o que acontece é que o sistema de transporte de farmacos
usado tem caracteristicas intrinsecas que lhe permitem beneficiar de alteracdes de pH do meio (no caso dos tumores um
meio acidico), meio redox e presenca de certas enzimas do tumor. Desta forma, o sistema mantém-se estavel até chegar ao
tumor alvo e somente se degrada a pH acidico ou ap6s hidrolise por determinadas metaloproteinases, por exemplo,
libertando o seu contetido terapéutico. Neste caso, temos o0 exemplo de liposomas sensiveis a pH, que se mantém estaveis a
pH fisioldgico, sendo a sua degradacdo e consequente libertacdo do farmaco induzida pelo abaixamento do pH ao longo da
via endocitica (via preferencial de internalizacdo destes sistemas) [Misra, et al. 2010]. A administracdo local de farmacos
consiste numa injeccdo intratumoral, sendo uma técnica que evita a circulagdo do farmaco, diminuindo, portanto, o risco de
toxicidade, mas é bastante invasiva e requer quantidades elevadas do farmaco. Todavia, este processo tem as suas
desvantagens pois, dependendo das caracteristicas do sistema transportador e das células tumorais em si, este

direccionamento passivo pode ndo ser suficiente para atingir uma concentragdo terapéutica eficaz [Sinha, et al. 2006].

2.3.2 — Terapia de alvo activo

O alvo neoplésico ideal € definido como uma macromolécula que é sobrexpressa em células malignas, mas inexistente
nas restantes células, havendo uma acumulagdo selectiva do farmaco somente no tumor, minimizando-se os efeitos tdxicos
sistémicos. Deveria ser uma molécula facilmente isolada e quantificada em amostras de doentes oncoldgicos, com elevada
correlacdo com o prognastico clinico [Gu, et al. 2007; Ross, et al. 2004]). Em termos de alvos tumorais temos, por exemplo,
certas proteinas/glacidos e receptores (por ex: transferrina, folato e estrogénio), que sdo sobrexpressos nestas células e que
podem ser associados a superficie do transportador - designados de sistemas ternarios - permitindo uma maior especificidade
terapéutica [Misra, et al. 2010]. Como ja foi mencionado, existem actualmente inimeros anticorpos aprovados pela FDA e
que estdo em estudo associados a novos transportadores antineoplasicos. Estes anticorpos foram modificados, sendo
completamente humanizados ou sdo quimeras (utiliza-se somente uma cadeia Unica do fragmento do anticorpo inicial).
Tornaram-se entdo moléculas facilmente estabilizadas ap6s ligacéo ao transportador e com uma resposta imunolégica muito
inferior [Alexis, et al. 2008; Ross, et al. 2004]. Um outro alvo terapéutico bastante promissor é o tecido endotelial do tumor,
usando farmacos antiangiogénicos associados a nanoparticulas direccionadas para este tecido, tenta-se neutralizar o tumor
bloqueando o fornecimento de nutrientes e oxigénio. A angiogénese € um processo crucial para a proliferacdo tumoral e
requer a sinalizacdo de diversos factores angiogénicos libertados pelas células tumorais. Desta forma, este constitui um alvo
importante na terapia tumoral, uma vez que a utilizagdo de sistemas transportadores de farmacos antiangiogénicos que
inibem a libertacdo de factores como o VEGF (factor de crescimento vascular endotelial), metaloproteinases e factores de
crescimento de fibroblastos e plaquetas se tém mostrado importantes para diminuir a vascularizagdo tumoral [Brannon-
Peppas, et al. 2004; Byrne, et al. 2008; Gerber, et al. 2005].

O processo activo é bastante vantajoso, comparativamente ao passivo, pois detém uma maior especificidade terapéutica.
Modifica-se a superficie dos sistemas de transporte de modo a que eles interajam com o seu alvo especifico. Existem estudos
realizados com sistemas cuja superficie contém um aglomerado de glacidos direccionados contra a lectina encontrada na
superficie tumoral (estratégia que requer optimizacdo, pois a lectina existe a superficie de outras células); contra varios
receptores como folato; hormonais como estrogenio e progesterona (no caso do cancro da mama) e ainda receptores de
lipoproteinas. Uma nova classe de ligandos sdo os aptameros, pequenas sequéncias de cadeia unica de ADN ou ARN, que
ndo sdo imunogénicos, sendo facilmente sintetizados e modificados com producdo e larga escala. A sua elevada
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especificidade ja mostrou potencialidade terapéutica em termos de estudos in vivo [Alexis, et al. 2008; Byrne, et al. 2008]
Desta forma, ha libertacdo do f&rmaco somente nas célula a tratar, minimizando os efeitos secundéarios e permitindo também
tirar partido de uma maior internalizagdo dos sistemas, ultrapassando-se o problema da MDR. Em suma, investe-se cada vez
mais na nanotecnologia que combine uma libertacdo controlada no espaco e no tempo de farmacos ja utilizados na terapia
antineoplasica convencional (por ex: doxorubicina e taxanos, como o Paclitaxel), para potenciar a sua farmacocinética e
biodistribuicdo [Gu, et al. 2007].

2.3.3 — Paclitaxel

O Taxol® (Bristol-Myers Squibb — BMS, Nova lorque) é o farmaco anticancerigeno com mais sucesso clinico na terapia
oncologica. Em 1999 a venda deste farmaco rendeu cerca de 1,5 biliGes de ddlares e, apesar da diminuicdo deste valor em
2006 e 2007 (devido a expiracdo dos periodos de patentes e desenvolvimento de medicamentos genéricos), continua a ser
um dos farmacos de escolha para o tratamento de varios tipos de neoplasia e as suas vendas rendem cerca de 1 bilido de
dolares, actualmente. E um diterpeno da familia dos Taxanos, com a formula molecular C47Hs;NOy4, sendo composto por
trés sistemas de anéis, cada um com a sua fun¢do (Fig. 12) [Malik, et al. 2011]. Este farmaco foi desenvolvido a partir de
Paclitaxel que é um produto natural, extraido pela primeira vez da casca e das agulhas do teixo do pacifico em 1960. E
amplamente usado na clinica para o tratamento de cancro da mama, ovério, pulmao, colon, bexiga, mieloma mdltiplo e

sarcoma de Kaposi, tendo sido aprovado pela FDA em 1992 [Fonseca, et al. 2002; Mandal, et al. 2009; Nie, et al. 2011;

Figura 12. Estrutura quimica do farmaco Paclitaxel (retirado de: Zhang, et al., 2005).

Yoncheva, et al. 2012; Zhang, et al. 2013]. Apesar do seu grande sucesso clinico, este farmaco apresenta algumas
desvantagens, tais como um elevado peso molecular (MM=854 Da), baixa solubilidade em agua (= 0,3-1 pg/ml), tempo de
vida curto (cerca de 5,8 horas) e o facto de ser substrato para a P-gp (desenvolvimento de MDR) e para o citocromo P-450
(uma enzima essencial para a destoxificacdo hepatica). Para ultrapassar o problema da solubilidade, as formulacdes
comerciais de Paclitaxel consistem numa infuséo endovenosa de etanol e 6leo de castor polioxietilado ou “Cremophor EL”
(1:1, v/v). Todavia, € necessario um volume de cerca de 26 ml de “Cremophor EL” para solubilizar 0 Ptx (por injeccao/por
doente), tendo este associados inumeros efeitos secundarios, tais como neuro e nefrotoxicidade e reacgdes sistémicas (por
vezes fatais), devido a sua interaccdo com proteinas do soro [Cline, et al. 2013; Fonseca, et al. 2002; Yoncheva, et al. 2012;
Zhang, et al. 2010]. Este composto é um inibidor mitético potente e, contrariamente a muitos farmacos antineoplasicos,
contribui para a estabilizacdo dos microtibulos do citoesqueleto, impedindo a progressdo normal do ciclo celular [Zhang, et
al. 2013].

Os microtubulos séo o terceiro elemento constituinte do citoesqueleto, sendo formados por heterodimeros das proteinas o
e B tubulina. Sdo importantes para determinar a morfologia celular, o seu movimento, transporte de vesiculas intracelulares e

no processo de divisdo celular ou mitose. Estes dimeros podem despolimerizar ou polimerizar, estando os microtdbulos
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sujeitos a ciclos de montagem e desmontagem muito rapidos. Ambos os tipos de tubulina séo capazes de ligar moléculas de
GTP, que sdo responsaveis por mediar o processo de hidrélise para o prolongamento ou encurtamento dos microtubulos. Isto
é determinado pela taxa de tubulina associado a GTP, comparativamente a sua hidrolise. Se o nimero de dimeros de GTP se
mantiver superior a taxa de hidrolise ocorre prolongamento da cadeia heterodimérica, se, por outro lado, a hidrélise de GTP
for mais rapida ocorre o encurtamento e dissociacdo de tubulina. Esta permuta de ciclos de crescimento e encurtamento de
microtubulos designa-se por instabilidade dindmica e o controlo deste processo é extremamente importante para a formacao
e contraccao do fuso mitdtico e para uma segregacdo cromosémica correcta [Amos 2000; Amos 2004; Cooper 2000; Jordan,
et al. 2004]. A estrutura e a dinamica dos microtibulos encontram-se esquematizadas em seguida (Fig. 13). A actividade
antineoplasica do Ptx deve-se essencialmente ao anel A, a cadeia aminica lateral, ao grupo benzoila do carbono 2 e ao anel
de oxetano. O grupo acil-amida do carbono 13” mantém a sua actividade e o hidroxilo (carbono 2) potencia o efeito anti-
tumoral. O Ptx consegue infiltrar-se no microtibulo através de pequenas aberturas da sua estrutura, onde ganha acesso ao

o C

Hydrolysis \GIP cap

b-tubulin a-tubulin

Figura 13. Imagens representativas da estrutura dos microtibulos (A) formados a partir de dimeros de o e § tubulina e da sua
dindmica instavel (B e C). A imagem b representa a situacdo em que ha elevada concentracdo de moléculas de
tubulina com GTP, havendo adigéo sucessiva de novos dimeros e crescimento da cadeia, pois mantém-se um cap-
GTP, que inibe a hidrolise. J& a imagem C, representa a situacdo em que a taxa de hidrolise supera o nimero de
moléculas associadas a GTP, havendo uma rapida dissociacdo do microtibulo (adaptado de The Cell: A
Molecular Approach. 2nd edition; 2000).

seu interior e se liga ao grupo aminico terminal da B-tubulina. Com isto, ocorre uma mudanc¢a conformacional da tubulina
(por um mecanismo ainda desconhecido), tendo esta maior afinidade para novas moléculas de tubulina vizinhas, o que leva a
uma polimerizacdo e estabilizagdo da sua estrutura. Este processo ocorre mesmo na auséncia de GTP, um factor importante
na dindmica destes constituintes celulares, e pensa-se que ha uma relagcdo estequiométrica de 1:1 entre o Ptx e as moléculas
de tubulina, sendo uma baixa concentracdo deste farmaco bastante eficaz na estabilizagcdo dos microtibulos. Ocorre entédo
uma inibicdo da dindmica instvel dos microtibulos, havendo uma organizacdo incorrecta do fuso mitético e cessacdo do
processo de divisdo celular. Prevé-se que este farmaco actue num passo tardio da fase G2 ou no inicio da mitose (fase M),
estabilizando os microtubulos do citoesqueleto, promovendo a sua polimerizacéo e alongamento, o que impede a progressao
do ciclo celular [Chen, et al. 2001; Jordan, et al. 2004; Malik, et al. 2011; Mandal, et al. 2009; Zhang, et al. 2013].

As caracteristicas inerentes ao Ptx levaram a realizagdo de diversos estudos in vitro e in vivo, de modo a determinar o
perfil dose/resposta deste farmaco. Este composto apresenta um perfil de accdo muito proprio, sendo o seu efeito terapéutico
dependente da dose administrada, do tempo de exposicdo e da fase do ciclo celular em gque se encontram as células. Um
estudo realizado em clonogénicos de oito linhas celulares diferentes mostrou que o efeito do Ptx se observa passado 24 h de
exposicao, para concentracdes mais baixas do farmaco (cerca de 10-50 nm), sendo este efeito observavel ao longo de 72 h
de exposicdo. No entanto, para concentrages acima dos 10 000 nm ocorreu uma certa sobrevivéncia por parte das células, o
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que pode dever-se ao efeito da solucdo de Taxol ou a prépria MDR adquiridas pelas células. Concluiu-se, ainda, que este
farmaco s6 tem efeito em células que se encontrem numa fase exponencial ou proliferativa e ndo numa fase plateau, dado o
seu efeito ao nivel mitdtico [Liebmann, et al. 1993].

Dado o elevado sucesso deste farmaco, existe actualmente um problema grave associado a sua extrac¢do e producdo.
Sabe-se que sdo necessarias cerca de 3 000 teixos do pacifico para extrair cerca de 1 Kg de Paclitaxel, sendo que 2,5-3 g
deste composto sdo usados no tratamento de cada doente oncoldgico. A procura de alternativas como a producéo sintética ou
criacdo de bioreactores microbianos esta actualmente em curso, de modo a evitar o esgotamento deste farmaco [Malik, et al.
2011]. Uma outra alternativa é aumentar a solubilidade deste farmaco, de modo a aumentar o seu indice terapéutico,
minimizando também os efeitos secundarios da sua formulacgéo i.v. Inimeros veiculos formulados a partir de SLN, micelas
poliméricas, liposomas, dendrimeros, etc. ja se encontram em fase clinica, havendo inclusive um pequeno niimero de NP’s
que incorporam Ptx j& comercializado. O Opaxio® (polimero conjugado a Ptx), o Abraxane® (nanoparticulas de albumina
com Ptx incorporado), o Lipusu® (liposomas de Ptx injectaveis) e o Genexol-PM® (micela polimérica de Ptx) sdo alguns dos
transportadores existentes na clinica como alternativas vantajosas & classica administracdo de Taxol® [Yoncheva, et al.
2012; Zhang, et al. 2010; Zhang, et al. 2013]. Estas possiveis alteracdes da farmacocinética do Ptx sdo importantes para
ultrapassar o problema de solubilidade deste farmaco, tendo-se o exemplo de uma formulagdo micelar contendo Paclitaxel,
gue consegue aumentar a sua solubilidade de 1 ug/ml para 5 mg/ml, permitindo um rendimento de encapsulacdo maior
[Wan, et al. 2013]. Aliado a esta vantagem, ha ainda a possibilidade de conjugar as propriedades apoptoticas dos
copolimeros e a capacidade de uma libertacdo controlada no espaco e no tempo, conferido por muitas NP’s, de modo a
ultrapassar o problema do MDR (aumentando o efeito terapéutico com menores doses), potenciando o efeito do Ptx, tendo

em conta a sua dependéncia temporal [Soga, et al. 2005; Yoncheva, et al. 2012; Zhang, et al. 2013].

3. Objectivos

Os objectivos deste trabalho passaram por avaliar a citotoxicidade de formulacGes de nanoparticulas lipidicas, ja
produzidas anteriormente pelo grupo da Prof® Doutora Mafalda Videira, e comparar o seu efeito com novas formulagdes de
micelas poliméricas e hibridos de nanoparticulas contendo ambas as matrizes (polimérica e lipidica). Estas nanoparticulas
foram produzidas com Paclitaxel encapsulado e devidamente caracterizadas, pretendendo-se determinar a sua toxicidade
perante macrofagos peritoneais de rato, a sua eficacia terapéutica in vitro numa linha celular de adenocarcinoma de mama
(MDA-MB-231) e uma co-cultura de ambas as células. Por fim, iniciou-se o desenvolvimento de um modelo animal
ectdpico, tendo-se como objectivo final, mas preliminar, iniciar a avaliacdo da eficacia bioldgica destes novos sistemas

alternativos de transporte de Paclitaxel para tratamento oncolégico de cancro da mama.
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Materiais e Métodos

1. Producéo e Caracterizacao de diferentes formulacBes de nanoparticulas

1.1 — SLN:

Este trabalho esta integrado num projecto financiado pela Fundagdo para a Ciéncia e Tecnologia, intitulado “siRNA
incorporation in a lipid/micelle-based nanocarrier as a strategy to restore E-cadherin expression and eradicate advanced
breast cancer metastatic phenotype” (Projecto FCT: PTDC/SAU-FAR/120453/2010) e que foi realizado em parceria com o
grupo da Prof? Doutora Mafalda Videira, do iMed/Faculdade de Farmécia da Universidade de Lisboa.

As SLN (1%) e SLN (1%), com Paclitaxel (25 ug/ml) encapsulado, foram produzidas por uma técnica de
emulsificacdo/solidificacéo previamente descrito [Videira 2008] e foram gentilmente cedidas pelo grupo da Prof® Doutora

Mafalda Videira para realizar os ensaios de citotoxicidade.

1.2 — Micelas Poliméricas:

a. Preparacéao

100 mg de Pluronic® F68 (MM=8350 g/mol, Sigma-Aldrich, P1300) (Fig. 14) foram dissolvidos em 10 ml de
cloroférmio [grau analitico, estabilizado com etanol (Sigma, CL0201)]. Esta preparacdo foi dividida para 8 baldes de
diluicdo de fundo redondo (cerca de 1 ml em cada) e selados com parafilme. Procedeu-se a vortexacdo durante cerca de
5 min para assegurar uma homogeneizacdo correcta da solucdo. As nanoparticulas foram produzidas por um método de
evaporacdo de solvente, previamente descrito [Saxena, et al. 2012; Torchilin 2001], usando um rota vapor com uma bomba
de vacuo a 78 kPa, agitacdo de 270 r.p.m., &gua do banho (80°C) e uma coluna de refrigeracdo a cerca de 8°C. O baldo de
diluicdo é correctamente encaixado no agitador e imerso na agua do banho, durante cerca de 15-20 min. ApGs evaporacao

total do cloroférmio o fundo do baldo torna-se baco, indicando precipitacdo e solidificacdo de um filme polimérico. Este
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Figura 14. Estrutura quimica dos poloxameros. Sao constituidos por uma zona central hidrofébica (PPO)
e duas extremidades hidrofilicas (PEO). No caso do Pluronic® F68, n=75 unidades de PEO e
m=30 unidades de PPO (adaptado de: Sezgin, et al. 2006).

filme foi posteriormente reidratado (para obter a solu¢cdo micelar), com diferentes solugdes, de modo a determinar a
influéncia desta solucdo sobre o tamanho e carga das nanoparticulas formadas. Aos respectivos balbes de diluicdo
adicionaram-se 2 ml de uma solugdo de PBS [Phosphate Buffer Saline, 137 mM de NaCl (Sigma, S7653, 10 mM de
NaH,PO, (Sigma, S5011) e 1,8 mM de KH,PO, (Sigma, P0662)], Tween 80 (0,5%) [1,081 kg/l, Allied Signal, 61361), uma
solucdo de SLN (1%) e uma solucdo de SLN (1%) as quais se adicionaram 40 pl (500 pg/ml) de Avastin® (25 mg/ml,
gentilmente cedido pelo AIBILI, Coimbra), submetendo-se ao vortex, durante 10 min para promover a formacéo das
micelas. Esta fase € determinante em relacdo a algumas propriedades fisicas das particulas, que poderdo vir a influenciar a
sua actividade bioldgica. Ha indicacdo de que a temperatura, a agitacdo e o tempo envolvido na sua produgdo séo factores
envolvidos na alteracdo das suas caracteristicas inerentes [Cho, et al. 2010]. No fim do procedimento, todas as solugdes

micelares apresentavam uma concentracédo final de 5 mg/ml.
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b. Determinacdo do didmetro medio e do potencial zeta

O diametro médio de nanoparticulas € importante quer na avaliacdo da sua estabilidade, quer para determinar o seu
comportamento ou adaptabilidade a via de administracdo utilizada. As caracteristicas fisico-quimicas das varias
formulacBes, com e sem farmaco encapsulado, foram determinadas e comparadas entre si.

De modo a efectuar uma caracterizacdo total das particulas (determinacdo de dm e do indice de polidispersao - IP),
utilizou-se a espectrofotometria de correlagdo de fotGes [Photon Correlation Spectroscopy - PCS; Autosizer Malvern
Instruments 1V (Reino Unido)] a temperatura de 25°C, tendo-se diluido as particulas em agua desionizada (1:1). Esta técnica
baseia-se na incidéncia de um laser de Hélio-Néon (A = 633 nm), tendo uma polarizacao e angulo de dispersao previamente
estipulados (173°), sobre a amostra a estudar. Posteriormente, faz-se a detecgédo da intensidade de luz dispersa causada pelo
movimento das particulas [Berne, et al. 1976]. Esta técnica, contrariamente a difraccdo laser, € uma boa ferramenta para
avaliar nanoparticulas, mas ndo particulas de maior tamanho, tendo um limite de deteccdo até cerca de 3 um [Muller, et al.
2000].

A carga de superficie, traduzida pelo potencial zeta, € um parametro que reflecte a carga da particula, que neste caso
tera o contributo da matriz, do agente tensioactivo ou surfactante (usado na estabilizacdo do sistema coloidal) e da sua
interaccdo com o meio envolvente. A sua avaliagdo torna-se importante, de modo a prever a estabilidade da nanoparticula,
sendo que, a partida, particulas com potenciais elevados terdo uma menor tendéncia para agregar. No entanto, é necessario
averiguar este valor e garantir que ele mantém a particula em circulacdo e com uma chegada e internalizacdo eficaz em
termos de alvo biol6gico, como ja foi mencionado anteriormente neste trabalho [Martins, et al. 2011]. Este parametro foi
medido, ap0s diluicdo das amostras em 1 ml de PBS (1:10) [Phosphate Buffer Saline, 137 mM de NaCl (Sigma, S7653),
10 mM de NaH,PO, (Sigma, S5011) e 1.8 mM de KH,PO, (Sigma, P0662)], usando um célula electroforética a qual se
aplicou um campo eléctrico de 15,24 V/cm [Zetasizer Nano ZS, Malvern (Reino Unido)]. Escolheu-se o PBS como solucéo
de leitura, pois o aparelho ¢é bastante sensivel a alteracdes de pH, sendo este tampdo adequado para manter a coeréncia da

experiéncia. Os resultados de cada experiéncia foram expressos em termos da média + SEM.

2. Ensaios in vitro

Antes de passar para um modelo animal propriamente dito, é necessario proceder a uma avaliacdo in vitro da
citotoxicidade do transportador/farmaco desenvolvidos. Desta forma, procedeu-se a avaliacdo da citotoxicidade do sistema
escolhido perante macrofagos peritoneais de ratos e, ainda, para uma linha celular de adenocarcinoma de mama (MDA-MB-
231). A citotoxicidade para linhas celulares teve como referéncia o farmaco Taxol® (forma comercial do Paclitaxel)
(6 mg/ml, adquirido a Bristol-Myers Squibb Farmacéutica S.A, Portugal), amplamente estudado, por forma avaliar uma
maior ou menor eficacia do transportador desenvolvido face a terapias ja existentes. A viabilidade foi calculada tendo em
conta pogos controlo, sem qualquer tipo de tratamento. Procedeu-se ainda a avaliacdo da toxicidade das nanoparticulas
vazias, também perante ambos 0s tipos de células, tendo como referéncia o Avastin®, pois este foi o anticorpo de escolha

para um possivel direccionamento do transportador desenvolvido.

2.1 — Estudo de citotoxicidade para macrofagos peritoneais de rato
Sendo os macrdfagos a primeira linha de defesa do sistema imunitario serdo as ceélulas de primeiro contacto das
nanoparticulas, pelo que se torna necessario avaliar a toxicidade deste sistema para estas células. Os macrofagos sao
amplamente usados para testar novos sistemas terapéuticos e o seu isolamento a partir da cavidade abdominal €

relativamente simples, obtendo-se um ndmero razoéavel de células residentes (tipicamente entre 0,5-1 x 10° macréfagos/rato)
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[Zhang, et al. 2008]. Para isto, é necessério isolar macréfagos peritoneais de rato, proceder a contagem de células que foram
plaqueadas (de modo a aferir o volume de suspensdo necessario aos restantes ensaios) e, por fim, avaliar a citotoxicidade do

sistema terapéutico formulado.

a. Animais

Ratos machos adultos (+ 400 g) da estirpe Wistar [produzidos por Charles River (Espanha)] foram mantidos em
gaiolas numa sala com condicdes apropriadas [temperatura de 26°C e uma humidade relativa de 30%, tendo acesso livre a
agua e dieta (ad libitum)]. Os estudos foram realizados de acordo com a legislacdo europeia transposta para a legislacéo

nacional sob a autorizacdo da comissao de ética.

b. Isolamento e “cultura” de macroéfagos peritoneais de rato

O procedimento usado baseia-se num protocolo ja estabelecido na Unidade de Biofisica e Biomatematica da
Faculdade de Medicina de Coimbra [Santos 2002], optimizado do método de Wier [Wier 1973]. O animal foi sacrificado por
overdose anestésica via cloroformio [grau HPLC (High-performance Liquid Chromotography) > 99.0% (Sigma, CL0201)]
numa tina de vidro. De seguida, o rato foi esterilizado com etanol 75% (Merck, 107017) e colocado em decubito dorsal, em
condicGes estéreis, dentro da cAmara de fluxo laminar, previamente esterilizada durante a noite com u.v. Com uma seringa
de 10 ml e agulha de calibre 25G*5/8 [todas as seringas e agulhas foram adquiridas a BD PlasticK (Espanha) e a Terumo
(Alemanha), respectivamente], injectaram-se 30 ml de tampao fosfato isotonico PBS 0,1 M [Phosphate Buffer Saline, 137
mM de NaCl (Sigma, S7653), 10 mM de NaH,PO, (Sigma, S5011) e 1,8 mM de KH,PO, (Sigma, P0662)] na zona
abdominal do rato, com o bisel virado para cima, tendo o cuidado de n&o atingir nenhum 6rgdo ou vaso sanguineo. A zona
abdominal foi massajada suavemente durante cerca de 1 min, seguindo-se a recolha de macréfagos residentes da zona
inguinal com seringa de 1 ml e agulha 19G*1, para tubos Falcon estéreis de 15 ml (Corning pg, 430791), previamente
identificados. Este processo foi repetido de forma a recuperar o maior volume possivel de PBS injectado, tendo o cuidado de
ndo perfurar vasos saguineos ou o inestino para ndo haver contaminacgdo da suspenséo. O volume recolhido foi registado e as
suspensdes colocadas em gelo picado. As amostras obtidas foram centrifugadas a 1 100 r.p.m, a 4°C, durante 10 min, sendo
0 sobrenadante obtido descartado dentro de outra cdmara de fluxo laminar. O pellet, contendo a suspensdo celular, foi
ressuspendido em 1 ml de meio de cultura RPMI-1640 [Roswell Park Memorial Institute - 10,4 g/l, Aldrich, R6504),
suplementado com Penicilina-Estreptomicina 1% (GIBCO, 15240), L-glutamina 1% (200 mM, GIBCO, 25030-081) e soro
bovino fetal 10% (FBS — Sigma, F-7524), designado de agora em diante de meio RPMI-1640 completo.

Para determinar a viabilidade celular, utilizou-se 0 método de exclusdo do corante Azul de Tripano ou Tripan Blue dye
Assay [Coder 2001], que é um técnica simples de microscopia Optica, baseada no facto de celulas viaveis possuirem uma
membrana intacta, excluindo o corante. Assim, esta técnica permite distinguir as células viaveis ndo-coradas das células nao
viaveis, coradas de azul. No entanto, no caso dos macrofagos, como sdo células com capacidade fagocitaria foi necessario
ter em atengdo que todas as celulas, quer viaveis quer mortas coram de azul. A diferenca é que as celulas mortas
apresentavam uma membrana comprometida ou mesmo rebentada. Dentro da cdmara de fluxo laminar, retiraram-se 10 ul de
cada amostra para eppendorfs (microtube 1,5 ml, SARSTEDT, 72.690) estereis, aos quais se adicionaram 10 ul de Azul de
Tripano (0,4%, Sigma-Aldrich), colocando-se cada amostra numa camara de Neubauer (previamente limpa) para contagem
por microscopia oOptico de contraste de fase (Nikon, Eclipse TS 100). O numero total de células viaveis foi calculado

recorrendo a equacéo 1 [Fonseca, et al. 2002]:

? Directiva 2010/63/EU, SPCAL - http://www.spcal.pt/site/index.php?target=showContent&id=9&id_lingua=1&menu=15&id_pai=6
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N° de células viaveis
- 100
N° total de células

Células Viaveis (%) = Equacao 1

Apdbs a contagem, plaquearam-se cerca de 2 ml da suspensdo celular em placas de 6 pogos (SARSTEDT, 83.1839),
devidamente identificadas, que foram mantidas numa incubadora [Binder, Shel lab CO2, 06-10960] a 37°C com uma
humidade relativa de 95% e atmosfera de 5% de CO..

c. Avaliacdo da toxicidade de NP’s vazias

O plaqueamento de macréfagos permitiu remover outros tipos de células, ou seja, possibilita a aderéncia destas
celulas em oposicdo a glébulos vermelhos/plaquetas que ficam em suspensdo. Passadas 4 a 5 horas retirou-se todo o meio de
cada poco, lavando-se com PBS para remover células/detritos em suspensdo. De seguida, procedeu-se a raspagem dos
macréfagos, usando um raspador estéril (Corning inc., Costar®, 353087) e recolheu-se a suspensdo para um tubo falcon
estéril de 15 ml (Corning pq, 430791). A suspensdo foi centrifugada a 1 000 r.p.m, durante 10 min a 4°C para sedimentar 0s
macrofagos. Descartou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 1 ml de RPMI 1640 completo, para proceder a
contagem de células, pelo método descrito anteriormente. Deste modo, foi possivel aferir o volume de suspensdo necessario
aos restantes ensaios que foram efectuados.

Cerca de 5x10* células foram semeadas em placas de 96 pocos (Corning inc., Costar®, 3516), com meio RPMI-1640
completo e incubadas a 37°C com uma humidade relativa de 95% e atmosfera de 5% de CO,. As células aderiram durante 4
h e foram incubadas com diferentes volumes/doses de nanoparticulas vazias (2,5; 6,25; 12,5; 25 e 50 pl) e Avastin®-Beva
(1,25; 3,13; 6,25; 12,5 e 25 pg/ml), durante 24 e 48 h. E de notar que os macrofagos sdo células que ndo proliferam in vitro,
sendo importante mudar o seu meio com frequéncia, de modo a evitar morte celular acentuada. Desta forma, mudou-se o
meio dos pogos controlo (sem tratamento), para manter a reprodutibilidade dos diferentes tempos de incubagdo, em termos
de célculo de viabilidade celular. Para determinar a viabilidade celular, utilizou-se um método colorimétrico (MTT)
desenvolvido por Mosmann em 1983 [Mosmann 1983]. Este composto é um sal de tetrazdlio (de cor amarela e soltvel em
agua), que é convertido em cristais de formazan (insolUveis e de cor purpura) por células metabolicamente activas, gracas a

acgdo da enzima mitocondrial sucinato desidrogenase (Fig. 15).

Tetrazollum Formazan

Figura 15. Conversdo do sal de tetrazolio em cristais de formazan (adaptado de Scudiero, et
al., 1988).

Os cristais sdo posteriormente solubilizados por adicdo de um solvente organico e a absorvancia (570 nm) da solucdo
contida nos pocos € avaliada e convertida em percentagem de células viaveis [Scudiero, et al. 1988]. Nos intervalos de
tempo designados, aspirou-se o contetdo dos pocos e adicionaram-se 135 ul de meio novo e 15 ul de MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) [5 mg/ml em

PBS esteril, (Sigma — Aldrich, M 2128) e incubou-se durante 3 horas nas condi¢es ja referidas. Por fim, voltou-se aspirar o
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conteddo dos pocos e adicionaram-se 150 ul de uma solugdo de isopropanol acido [HCI - acido cloridrico 37% fumante
(Sigma, 258148) em isopropanol (Sigma, 278475)], de modo a provocar a disrupcdo membranar para a libertacdo e
solubilizacdo dos cristais. A leitura da absorvancia foi efectuada por um espectrofotometro microElisa SLT [SLT spectra
lab-instruments, ref:F039002, Austria] a 570 nm com uma absorvancia de referéncia de 620 nm [Fonseca, et al. 2002;
Santos, et al. 2008]. A percentagem de viabilidade/sobrevivéncia celular foi expressa tendo como referéncia as células
controlo (Equacdo 2) [Fonseca, et al. 2002]:

Abscélulas teste

Viabilidade Celular (%)= x 100 Equacéo 2

Scélulas controlo

Os resultados de cada experiéncia foram expressos em termos da média + SEM, tendo-se realizado duplicados para cada

experiéncia independente (n=2).

2.2 — Efeito citotoxico frente a linhas celulares tumorais
Tendo-se avaliado a toxicidade do material que constitui o transportador, torna-se necessario ver o efeito dessas mesmas
amostras de nanoparticulas com e sem o farmaco encapsulado, em relacdo a linhas celulares hiperproliferativas que, apesar
de ndo mimetizarem correctamente o ambiente biologico, sdo essenciais para uma previsdo do efeito terapéutico do agente

anticancerigeno a ser desenvolvido.

a. Linha celular tumoral (MDA-MB-231)

Apesar de existirem inameros modelos de linhas tumorais hiperproliferativas para o estudo de tumores humanos, a
variante MDA-MB-231 foi a escolhida para este trabalho. Esta linha foi previamente adquirida a8 ATCC [Manassas, VA
(cat# HTB-26)] e um tubo destas células criopreservadas foi gentilmente oferecido pelo grupo da Prof? Doutora Mafalda
Videira. Estas células sdo do tipo epitelial, derivadas de uma efusdo pleural de adenocarcinoma de mama metastatico,
estabelecido pela primeira vez em 1973, de uma mulher caucasiana de 51 anos que havia sofrido uma mastectomia lateral
radical [Cailleau, et al. 1974]. Tém uma forma de p53 mutante e sdo consideradas triplamente negativas, pois ndo expressam
receptores de estrogénio, progesterona nem HER2 (receptor para factor de crescimento hormonal epidérmico), sendo
portanto independentes de qualquer estimulacdo hormonal [Cailleau, et al. 1978; lorns, et al. 2012; Pozo-Guisado, et al.
2002]. Comparativamente a outras linhas celulares de mama, esta é particularmente tumorgénica, formando
adenocarcinomas pouco diferenciados de grau Il em ratinhos nude, havendo evidéncias de que a sua tumoregenicidade
pode derivar de uma expressao particular de metaloproteinases (que Ihes confere uma elevada capacidade de invaséo), sendo
o local preferencial de alojamento pos-metastizagdo o pulméo [Tester, et al. 2004]. Em termos morfologicos estas células do
tipo aderente podem apresentar-se com uma forma esférica, granular e fusiforme, formando mesmo aglomerados celulares
(Fig. 16) [Cailleau, et al. 1974].
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Figura 16. Imagem de células MDA-MB-231, numa zona de
confluéncia, obtida por microscopia éptica de contraste
de fase (ampliacdo 200 x) (Nikon eclipse TS 100,
251051, Japéo)

b. Manutencao e cultura celular

A linha celular epitelial humana MDA-MB-231 foi propagada de acordo com o protocolo de rotina e cultivada em
condicBes estéreis em frascos de 75 cm? (SARSTEDT, 831811) em meio RPMI-1640 completo + MEM [Non-essential
Amino Acid Solution (Sigma-Aldrich, M7145) e incubadas a 37°C com uma humidade relativa de 95% e atmosfera de 5% de
CO,. A sua manutencdo (remocdo do meio consumido e adi¢cdo de meio novo, previamente suplementado) foi realizada de
2/3 vezes por semana, sendo a sua passagem (apds confluéncia de cerca de 70/80%) efectuada apos adi¢do de 3 ml de
tripsina-EDTA a 0,25% (Gibco, 25200). As células foram colocadas na incubadora, durante cerca de 5 min (pois a
temperatura 6ptima de actuacdo da tripsina é 37°C), acelerando-se a reaccdo enzimatica que permite desagregar as células e
observou-se ao microscépio Optico de contraste de fase. Quando as células se encontravam em suspensao, adicionaram-se
cerca de 3 ml de meio RPMI-1640 novo, para inibir a accdo da enzima e recolheu-se a suspensdo para um tubo falcon de
15 ml (Corning pq, 430791), centrifugando-se a 1 100 r.p.m, durante 10 min a 4°C, para sedimentar o pellet celular sem
tripsina ou contaminantes. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 5 ml de meio de cultura RPMI-1640
completo + MEM, colocando-se a suspens&o num novo frasco de cultura de 75 cm?®,

c. Avaliacdo do efeito citotoxico de NP’s vazias e NP’s-Ptx

Cerca de 2x10* células (cuja vibilidade minima devera ser de 90%) foram semeadas em placas de 96 pocos
(Corning inc, Costar®, 3516) em meio RPMI-1640 completo e incubadas a 37°C com uma humidade relativa de 95% e
atmosfera de 5% de CO, As células aderiram durante 24 h e foram incubadas com diferentes concentracdes de
nanoparticulas com Paclitaxel (Ptx) encapsulado (0,42; 1,04; 2,08; 4,17 e 8,33 ug/ml) e Taxol® (1,25; 3,13; 6,25; 12,5 e
25 pg/ml) durante 4, 8, 24, 48 e 72 h. Tal como para 0s macrofagos, também se avaliou o efeito das nanoparticulas vazias,
usando as correspondentes doses em termos de volume (2,5; 6,25; 12,5; 25 e 50 pl) e Avastin®- Beva (1,25; 3,13; 6,25; 12,5
e 25 ug/ml), durante 24, 48 e 72h. Apds o periodo de incubacéo, os pogos foram aspirados e lavados com PBS, para remover
as celulas ndo-aderentes e a solucdo farmacoldgica, e adicionaram-se 135 ul de novo meio RPMI-1640 completo + MEM
[Non-essential Amino Acid Solution (Sigma-Aldrich, M7145) e 15 ul de reagente para efectuar o teste de MTT, durante 3 h
a 37°C. De seguida, os pogos foram novamente aspirados e adicionaram-se 150 ul de uma solugéo de isopropanol &cido para
disromper a membrana e dissolver os cristais de formazan. A absorvancia desta solucdo foi medida por um
espectrofotometro microElisa SLT [SLT spectra lab-instruments, ref:F039002, (Austria)] a 570 nm, tendo como referéncia

620 nm e, mais uma vez, a percentagem de viabilidade celular foi expressa em termos de células controlo.
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2.2.1 - Estudos de Internalizacdo de nanoparticulas para a linha celular tumoral
a. Avaliacio da internalizacdo de NP’s por Microscopia Confocal
Para monitorizar a internaliza¢do das NP’s, incubadas com uma linha celular tumoral, utilizaram-se protocolos
modificados da literatura [Mandal, et al. 2009; Yan, et al. 2010]. As formulacdes de SLN (1%) e SLN-PEG (1%) foram
marcadas com a sonda lipofilica DiL (dialcilcarbocianina). Estas particulas foram novamente produzidas por um método de
emulsificacdo/solidificacdo, ja mencionado e gentilmente oferecidas pelo grupo da Prof?® Doutora Mafalda Videira do iMed,
Lisboa.

Plaquearam-se 2 x 10*células MDA-MB-231 em laminas de vidro, previamente colocadas em caixas de 12 pocos
(Corning inc. Costar® 3336) com 300 pul de meio RPMI-1640 completo + MEM [Non-essential Amino Acid Solution
(Sigma-Aldrich, M7145). As células aderiram durante 24 h e foram posteriormente incubadas com 50 pl de SLN-DiL, SLN-
PEG-DiL, SLN-Ptx-DiL e SLN-Ptx-PEG-DIL a 37°C durante 0, 30, 60 e 120 min. Mais uma vez, usaram-se COmo pogos
controlo células MDA-MB-231 sem qualquer tipo de tratamento.

Apbs os intervalos de tempo referidos, o meio de cultura foi retirado e os pocos foram lavados com 1 ml de PBS frio
[137 mM de NaCl (Sigma, S7653), 10 mM de NaH,PO, (Sigma, S5011) e 1,8 mM de KH,PO, (Sigma, P0662)], para retirar
marcacdo ndo-especifica ou sondas que ndo foram internalizadas. As células foram, posteriormente, fixadas com 1 ml/poco
de uma solucdo fria de metanol/acetona (1:1) (Sigma-Aldrich, 32213 e 34850, respectivamente) durante 10 min a
temperatura ambiente e novamente lavadas com 1 ml de PBS frio. De modo a diferenciar estruturas celulares para
determinar a localizacdo de nanoparticulas internalizadas, as células foram marcadas com 800 ul (5 ug/ml) de Hoechst
33258 [2- [2-(4-hidroxiphenil)-6-benzimidalzolil]-6- (1-methil-4-piperazil)-benzimidazole] (Fig. 17) (Invitrogen, H3569),
10 mg/ml) em solugdo aquosa, durante 5 min & temperatura ambiente no escuro (cobriram-se as caixas com papel de
aluminio). Esta sonda esta bem descrita e € amplamente usada em estudos bioquimicos, sendo a sua principal funcdo a
marcacdo de nlcleos celulares. Estudos de caracterizacao e cristalografia indicaram que esta sonda se liga aos cromosomas,

especificamente aos pares de adenina e timina do sulco menor da dupla hélice de ADN [Saito, et al. 2004].

Iz
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Figura 17. Estrutura quimica do corante nuclear Hoescht 33258
(retirado de Saito, et al. 2004).

Ap0s a marcagdo, as células foram, novamente, lavadas com PBS frio, de modo a retirar o excesso de marcagdo/sonda e
procedeu-se a lavagem das lamelas de vidro, para observac¢ao ao microscopio confocal. Com o auxilio de uma pinga, retirou-
se cada lamela com suspensdo celular marcada, colocando a face com células aderentes virada para baixo sobre a Iamina de
vidro e montadas/seladas com DPX para preparagdes histologicas (Sigma-Aldrich, 44581). Por fim, observaram-se as
laminas usando um microscépio confocal (Zeiss LSM 710) e as imagens foram processadas usando o software Carl Zeiss
(ZEN, Blue Edition). As nanoparticulas marcadas com DiL apresentavam fluorescéncia de cor vermelha e os nucleos
celulares, marcados com Hoechst, cor azul. Os espectros de excitagdo/emissdo do DiL e do Hoechst foram 549/565 e
591/618, respectivamente. Todas as experiéncias foram realizadas em duplicado, tendo o respectivo controlo (marcados

somente no nucleo) para os diferentes intervalos de incubacdo designados (n=2).
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E de notar que as laminas podem ser guardadas a 4°C, a fluorescéncia é muito forte, mas deve ser conservada no frio e

No escuro.

b. Estudo quantitativo da internalizacéo celular de nanoparticulas

Para quantificar a eficiéncia de internalizagdo das NP’s adaptou-se um protocolo descrito anteriormente [Yan, et
al. 2010]. Plaquearam-se 2 x 10*células MDA-MB-231 em 300 ul de meio RPMI-1640 completo + MEM, numa caixa de
96 de fundo preto (Corning inc, Costar®, 3842). As células aderiram durante 24 h e foram incubadas com 50 pl de SLN-DiL,
SLN-Ptx-DiL, SLN-PEG-DIL e SLN-PEG-Ptx-DiL, durante 2 h e com 100 pl das respectivas formulagdes durante 2 e 4 h.
No final dos tempos de incubacdo, o meio foi removido e os pocos foram lavados trés vezes com 50 ul de PBS frio,
adicionando-se, posteriormente, 50 ul de Triton X-100 (0,5%) (Merck, 108643) em 0,2 N de NaOH (Merck, 109137) para
lisar a membrana das células. A fluorescéncia foi medida usando um leitor de placas (Synergy HT, Biotek®) com uma
excitacdo de 530/20 nm e uma emissdo de 590/30 nm. Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado (n=3), tendo-se
como referéncia, para o calculo da eficiéncia de internalizagdo, os po¢os controlo (células sem qualquer tipo de tratamento

Ou marcagéo).

c. Avaliacdo da percentagem de apoptose

A apoptose é definida como a morte celular programada que é importante para a manutencdo da homeostasia
celular. E caracterizada por alteracdes morfoldgicas especificas como a assimetria membranar (provocada pela translocac&o
e exposicdo da fosfatidiliserina (PS) no folheto externo da membrana plasmatica), condensacdo do nucleo e citoplasma e
clivagem internuclear do ADN. E um processo regulado, que pode ser sinalizado por factores externos, que envolve a
activacdo de proteinas especificas (caspases) ou por um mecanismo interno, iniciado pela libertacdo de factores pro-
apoptoticos pela mitocondria. Ja a necrose é definida por uma morte celular pronunciada, caracterizada por danos extremos
da membrana com disrupcéo dos organitos intracelulares e do material genético. Muitos farmacos anticancerigenos tém a
capacidade de induzir morte celular por um mecanismo de apoptose ou por disrupg¢do do ciclo celular [Span, et al. 2002;
Yuan, et al. 2010].

De modo avaliar a percentagem de apoptose das células MDA-MB-231, ap0ds tratamentos especificos com formulacgdes
de NP’s, procedeu-se ao ensaio da dupla marcacédo celular com anexina V/iodeto de propideo (PI) [Biosciences 2011]. Cerca
de 5 x 10° células MDA-MB-231 foram incubadas em frascos de 25 cm® SARSTEDT, 83.1810) com 5 ml de meio RPMI-
1640 completo + MEM e incubadas a 37°C com uma humidade relativa de 95% e atmosfera de 5% de CO,. As células
aderiram durante 24 h e foram incubadas com os respectivos valores de 1C50 para SLN-Ptx (3,8 ng/ml) e SLN-Ptx-PEG
(0,3 ng/ml), durante 24 h. Recolheu-se o sobrenadante para diferentes falcons de 15 ml e as células foram lavadas com 3 ml
de PBS. Posteriormente, adicionaram-se 2 ml de tripsina-EDTA a 0,25% (Gibco, 25200), para quebrar a aderéncia celular e
as suspensdes foram recolhidas para tubos falcon contendo os respectivos sobrenadantes. A suspenséo foi centrifugada a
2 000 r.p.m, durante 5 min a 4°C (para depositar células viaveis e ndo-viaveis), o sobrenadante foi descartado e as celulas
ressuspendidas em 2 ml de PBS. Procedeu-se a uma nova centrifugagdo a 2 500 r.p.m, durante 5 min a 4°C e adicionaram-se
100 pl de tampéo de ligacdo [Annexin Binding buffer 10x, suplementado com 2,5 mM de CaCl,, (BD Biosciences, 131109).
De seguida, adicionaram-se 2,5 ul de AnexinaV em APC (1,0 ml; BD Biosciences, 550475) e 2 ul de Pl (2ml, BD
Biosciences, 131109) e homogeneizou-se a solu¢do num vortex. As células foram diluidas em 400 ul de tampdo de ligagéo e
a solugdo foi mantida no escuro, a temperatura ambiente, durante 15 min para garantir a marcacdo, sem se perder a

fluorescéncia. As amostras foram posteriormente quantificadas por citometria de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson).
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2.3 — Co-cultura

De modo a estabelecer um microambiente in vitro que se aproxime ao ambiente biologico, iniciaram-se estudos
preliminares de citotoxicidade frente a uma co-cultura de macrofagos e células MDA-MB-231. No inicio deste trabalho,
mencionou-se a elevada infiltragdo de macrofagos em tumores da mama e pulméo, sendo que estes podem ndo s6 ter um
duplo papel na morte ou proliferacdo do tumor, mas também influenciar o efeito terapéutico de nanoparticulas colocadas no
microambiente tumoral. Sendo assim, testaram-se as condi¢cdes mais favoraveis para a cultura celular destas células em
conjunto e realizaram-se alguns estudos iniciais de citotoxicidade, bem como da possivel influéncia de macrofagos na

viabilidade de células tumorais, na auséncia e presenca de NP’s.

a. Estudo de condicdes de plaqueamento e manutencao celular

Segundo a literatura ha uma propor¢do de cerca de 10 macréfagos por cada célula tumoral, no entanto, para
garantir um ndmero suficiente de células foram plaqueados cerca de 5x10%/ml macréfagos isolados da zona peritoneal de
rato, pelo protocolo descrito anteriormente, e cerca de 1,3x10%/ml células MDA-MB-231, num total de 2 ml em caixas de 6
pocos (SARSTEDT, 83.1839). De modo a testar quais as melhores condi¢des de manutencdo celular da experiéncia,
decidiu-se variar 0 meio de cultura celular, bem como 0 modo como as células seriam colocadas em cultura. Numa caixa de
6 pocos, colocou-se uma suspensdo contendo 1,3x10%/2 ml de células MDA-MB-231, uma suspensdo contendo uma mistura
de macréfagos e células (nas concentragdes referidas acima) e uma suspensdo contendo somente 5x10%/2 ml de macréfagos,
respectivamente nos poc¢os 1, 2 e 3, usando meio RPMI-1640 completo + MEM. Na 22 fila, procedeu-se exactamente a uma
cultura de células equivalente a descrita acima, nos poc¢os 6, 7 e 8, respectivamente, foi somente efectuada a cultura em meio
HAM F10 [HAM F10 Nutrient Mix (Invitrogen, 11550-043), com HEPES e vermelho de fenol (500 ml), suplementado com
10% FBS. E de notar que os pocos contendo somente a suspensdo celular MDA-MB-231 ou somente macréfagos foram
incubados durante 24 h e 4 h (respectivamente), a 37°C com uma humidade relativa de 95% e atmosfera de 5% de CO, para
garantir a adesdo celular. Apés este periodo, adicionou-se a suspensdo contendo 5x10%/ml de macréfagos aos pogos 1 e 4 ou
a suspensdo contendo 1,3x10*/ml de células tumorais, aos pocos 3 e 6. No caso da suspensdo mista, esta foi preparada em
simultaneo, tendo sido incubada durante 24 h, nos pocos 2 e 5. Estas condi¢des encontram-se resumidas na Fig. 18.

Por fim, 24 h apds incubacgdo de todas as condi¢des, removeu-se 0 meio de cultura de cada pogo e as células foram
lavadas com 2 ml de PBS, para remover células ndo-aderentes. Adicionaram-se 900 ul de meio novo, RPMI-1640 completo
e F10, consoante o0s pogos, e 100 ul de MTT, incubando-se durante 3 h a 37°C. Removeu-se novamente 0 meio e adicionou-
se 1 ml de isopropanol acido para dissolver os cristais de formazan e a absorvéncia foi medida usando um leitor de placas

(Biotek® Synergy HT) a 570 nm com referéncia de 620 nm.
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Meio completo RPMI 1640

Meio completo HAM F10

' =Pogos 1,4: Células MDA-MB-231
aderiram 24h + Macrofagos;
= Pogos 2,5: Células MDA-MB-
231 + Macrofagos (suspensdo
mista), células aderem em
conjunto;
> Pogos 3,6: Macrofagos aderiram
| 4h+ Células MDA-MB-231.

Figura 18. Esquema representativo da experiéncia de co-cultura. As células MDA-MB-231 e macr6fagos,
foram semeadas em dois meios de cultura diferentes: meio RPMI 1640 completo (evidenciado
pela cor rosa) e meio HAM F10 (evidenciado pela cor azul). Trés condi¢des diferentes foram
testadas, de modo a optimizar o processo de plagueamento da co-cultura: células tumorais que
aderiram durante 24 h ao qual se adicionou, posteriormente a suspensdo de macrofagos;
macrofagos que aderiram durante 4 h ao qual se adicionou, posteriormente a suspensao
celular; e uma suspensdo mista em que ambas as células aderiram em conjunto.

b. Avaliacio do efeito citotéxico de NP’s-Ptx
Tendo-se averiguado as melhores condicdes de cultura celular, procedeu-se a avaliacdo da citotoxicidade das
formulagdes SLN-Ptx e SLN-Ptx-PEG, comparativamente ao farmaco livre Taxol®. Cerca de 1,3x10* células MDA-MB-
231, 5x10* macréfagos e uma suspensdo mista, foram plagueadas em caixas de 48 pogos (Corning inc., Costar®, 3548) em
2 ml de meio RPMI 1640 completo + MEM. As células foram incubadas durante 24 h, a 37°C com uma humidade relativa
de 95% e atmosfera de 5% de CO,, para garantir a adesdo celular. De seguida, removeu-se 0 meio e as células foram
incubadas com SLN-Ptx, SLN-Ptx-PEG (4,17 e 8,33 ug/ml) e Taxol® (12,5 e 25 pg/ml), num volume final de 250 ul de
meio RPMI-1640 completo + MEM, durante 24 e 48 h. No final dos respectivos periodos de tratamento, removeu-se 0 meio
de cada poco e adicionaram-se 225 ul de meio de cultura novo e 25 ul de MTT e incubou-se durante 3 h a 37°C. Por fim,
adicionaram-se 250 ul de isopropanol acido (Sigma, 278475) e mediu-se a absorvancia de cada pog¢o usando um
espectrofotometro microElisa SLT [SLT Spectra lab-instruments, F039002 (Austria)] a 570 nm, tendo como referéncia
620 nm.
Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado (n=3) e a percentagem de viabilidade celular foi expressa em
termos de média + SEM, tendo em conta as células controlo MDA-MB-231, macréfagos ou co-cultura, sem qualquer tipo de

tratamento e plaqueados em pocos independentes.

2.4 — Estudos in vivo

De modo a completar os estudos anteriores e permitir uma maior fiabilidade e reprodutibilidade do efeito terapéutico
das varias formulagdes testadas, procedeu-se a um estudo preliminar num modelo animal. Tal permitiu ajustar as melhores
condicOes para testar, posteriormente, a eficacia terapéutica in vivo das NP’s que mostraram melhores resultados nos estudos
em linhas celulares, descritos anteriormente.

O trabalho realizado no ambito deste projecto vem completar um estudo realizado com SLN’s para terapéutica de uma
neoplasia associada a células ndo-pequenas do pulmé&o, sendo este altamente infiltrado por metastizacbes provenientes da
mama [Videira 2008]. Tendo isto em conta, torna-se necessario testar o efeito terapéutico destas particulas perante um
adenocarcinoma sélido de mama e, ainda, micrometastases com esta origem. Assim, procedeu-se a um ensaio in vivo de
modo a prever qual o melhor protocolo para a produgdo de metastases e de um tumor solido para um teste preliminar da

eficcia terapéutica destes novos sistemas.
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a. Animais

6 ratinhos Balb/C nu/nu, fémea (6-8 semanas de idade, =~ 19/20 g) e 6 ratinhos Balb/C, fémea (6-8 semanas,
~ 22 g) [produzidos por Charles River (Espanha)] foram mantidos em gaiolas e condi¢des estéreis especificas, tendo acesso
livre a 4gua e dieta (ad libitum), a uma temperatura de 26°C e uma humidade relativa de 30. Os estudos foram realizados de
acordo com a legislacéo europeia transposta para a legislacdo nacional, sob a autorizacéo da comissédo de ética’.

b. Preparacdo das células tumorais para injeccéo
A linha celular MDA-MB-231 foi cultivada em frascos de 75 cm? (SARSTEDT, 831811) em meio RPMI-1640
completo + MEM e incubadas a 37°C com uma humidade relativa de 95% e atmosfera de 5% de CO,. Quando as células
atingiram um estado de confluéncia de 70%, descartou-se 0 meio contendo células mortas em suspensédo e adicionaram-se
cerca de 3 ml de tripsina-EDTA a 0,25% (Gibco, 25200). As células foram colocadas na incubadora, durante 5 min e
observaram-se ao microscopio éptico de contraste de fase para garantir que todas as células se encontravam em suspensao.
Para inibir o efeito da enzima, adicionaram-se cerca de 3 ml de meio RPMI-1640 novo e a suspensdo foi recolhida para um
tubo falcon de 15 ml (Corning pg, 430791), centrifugando-se a 1 100 r.p.m, durante 10 min a 4°C, para sedimentar o pellet
celular sem tripsina ou contaminantes. Descartou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet em 1 ml de meio novo.
Retiraram-se 10 ul de amostra para um eppendorf e adicionaram-se 10 ul de Trypan Blue, para proceder a contagem das
células num hemocitometro, descrito previamente.
Preparam-se 6 injeccdes com cerca de 3,2 x 10° células MDA-MB-231, que foram ressuspendidas em 0,3 ml de PBS,
para inoculacdo dos ratinhos Balb/C nu/nu; e mais 6 injeccdes com cerca de 5 x 10° células MDA-MB231, que foram
novamente ressuspendidas em 0,3 ml de PBS, para inoculacdo dos ratinhos Balb/C. Todas as inoculagdes/injeccdes foram

usadas dentro de uma hora ap0s a sua preparacao.

c. Desenvolvimento de um modelo animal ectdpico e monitorizacédo tumoral

12 ratinhas da estirpe Balb/C (entre eles 6 fémeas atimicas) foram anestesiadas na veia da cauda, usando uma
injeccdo com uma mistura 3:1 de Cetamina injectavel (Ketalar® 50 mg/ml, Pfizer, 8278907) e Clorpromazina i.m.
(intramuscular) [Largactil® 0,5% (25 mg), Laboratérios Vitéria, 44)], para promover a anestesia e o relaxamento muscular
do animal. As injeccBes de 0,3 ml de células MDA-MB-231 (cerca de 3,2 x 10° para os ratinhos atimicos e 5 x 10° células
para o0s ratinhos timo-competentes) foram inoculadas subcutaneamente no flanco/coxa direito de cada ratinho, usando uma
seringa de 1 ml com uma agulha de calibre 25G*5/8.

Todos os animais foram monitorizados para o desenvolvimento tumoral, tendo-se efectuado palpacédo directa na zona da
inoculagdo. Os animais foram pesados cerca de duas/trés vezes por semana, tendo-se mais 4 ratinhos aos quais nao se
injectaram células tumorais que foram usados como controlo de peso. O volume tumoral foi medido, usando uma craveira
digital, considerando-se duas medidas tumorais diferentes (horizontal e vertical) e o volume foi calculado usado a formula
V=ab?/2, em que a=medida do didmetro maior e b=medida do didmetro mais curto [Abbasalipourkabir, et al. 2010]. Aos
animais, que entretanto sucumbiram ao desenvolvimento tumoral ou que foram eventualmente sacrificados no final da

experiéncia, retiraram-se 0s tumores para avaliacdo histolégica.

® Directiva 2010/63/EU, SPCAL - http://www.spcal.pt/site/index.php?target=showContent&id=9&id_lingua=1&menu=15&id_pai=6
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2.5 — Anélise estatistica

Os resultados foram apresentados em termos de média + SEM. A andlise estatistica foi realizada usando o teste One-
way ANOVA, complementado com o teste de comparacdo mdultipla de Tukey para a avaliacdo significativa dos valores de
IC50, calculados usando uma regressdao nao-linear (GraphPad Prism 5.0 Software). Em termos de comparacao de grupos e
das diferentes formulagdes, e da avaliacdo da variancia ou possivel interaccdo entre as diferentes doses e tempos de
incubacdo, recorreu-se ao teste Two-way ANOVA com um pos-teste de Bonferroni. (GraphPad Prism 5.0 Software).
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1. Producéo e caracterizaciao das NP’s formuladas

De modo a perceber-se a actividade bioldgica e a estabilidade de um novo transportador farmacoldgico € necessario
proceder a sua caracterizacdo fisico-quimica. As micelas poliméricas foram preparadas por uma simples técnica de
evaporacao de cloroférmio, seguida da reidratagdo do filme polimérico com diferentes solugdes. Tanto o processo de
evaporacao, temperatura de banho e tempo de evaporacdo influenciam a formacdo do filme polimérico, como as
caracteristicas da solucao de hidratacdo e a homogeneizacdo da solucdo final. As solugdes finais contendo o Poloxamer 68
apresentavam algumas diferencas interessantes, apesar de todas terem sido produzidas sob as mesmas condicdes de
temperatura, volume de cloroférmio e homogeneizagdo durante a formacéo do filme micelar. Os filmes foram reidratados
com PBS, uma solugdo tampéo (apresentando um aspecto transparente e limpido) e com um surfactante ndo-ionico: o Tween
80 (0,5%) que, apesar da presenca de alguma espuma durante o processo de vortexacdo (devido a presenca do detergente),
apresentava um aspecto macroscopico semelhante a solucdo contendo PBS. Por outro lado, apés a reidratacdo com uma
solucdo previamente preparada de NP’s de lipidos solidos contendo o anticorpo Bevacizumab, observou-se uma certa

turbidez associada a solucéo (Fig.19).

Figura 15. Aspecto final das formulagdes de nanoparticulas produzidas pelo método da
evaporacdo do solvente. O aspecto final das preparacfes é fungdo quer da
natureza do material utilizado na producdo da matriz polimérica, quer da solucdo
de hidratacdo utilizada. Na imagem é possivel observar, da esquerda para a
direita, formulages reidratadas com uma solucdo de SLN-Beva, Tween (0,5%)
e PBS (pH 7,4). A solucdo contendo SLN-Beva apresentava turbidez, sendo as
restantes transldcidas.

Estas solugbes foram posteriormente caracterizadas em termos de didmetro medio e carga de superficie, usando as
técnicas de espectroscopia de correlacdo de fotdes e de medicdo da condutividade eléctrica. As formulagdes apresentaram
diferencas significativas em termos de tamanho, quando comparadas as formulacdes de SLN-Polox 68, com e sem Beva,
relativamente as micelas simples de Polox 68 (p <0,05). As formulagdes de NP’s produzidas a partir de um hibrido
lipido/polimero apresentaram um tamanho medio relativo de cerca de 100 nm [SLN-Polox 68 (114,57 + 0,86 nm) e SLN-
Polox 68-Beva (112,67 + 4,66 nm)]. Os indices de polidispersdo obtidos foram muito semelhantes para ambas as
formulacGes (cerca de 0,24%), indicando a producdo de populacbes homogéneas estaveis, ao invés de aglomerados de
particulas. Ambas as formulag6es foram reidratadas com Tween 80 (0,5%). Relativamente as micelas poliméricas anfifilicas
simples, produzidas a partir do Pluronic F68, foi possivel concluir que o dm obtido apresentava valores semelhantes, quer a
hidratagdo tenha sido com o surfactante ndo-ionico (253,65 + 9,95 nm) ou com o tampéo fosfato (230,75 + 3,15 nm). O
indice de polidispersdo foi diferente para as condi¢des de hidratagdo mencionadas, mas este ndo se apresentou significativo
entre as micelas poliméricas simples. Todavia, este valor de disperséo foi significativamente diferente, principalmente para a

solucdo de PBS, relativamente as formulagfes contendo matriz lipidica (IP=0,789 + 0,106 %, p<0,05), indicando uma
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tendéncia para a formacao de populagGes heterogéneas. A confirmar este resultado, os gréaficos obtidos apés reidratacdo com
PBS indicavam a formacdo de particulas de grande dimensdo e altamente dispersas na solucdo, com tendéncia para a
formacdo de aglomerados micelares (dados ndo apresentados). A reidratacdo com Tween 80 permitiu uma maior
estabilizacdo da micela, apresentando um indice relativamente mais baixo (0,436 + 0,026%),comparativamente a solucédo
anterior. Quanto a carga de superficie, avaliada pelo valor do potencial zeta, ndo variou de forma significativa entre as
diversas formulagdes, tendo um valor médio de -5,36 mV. Os valores relativos as dimensdes, indice de polidisperséo e
potencial zeta das diversas solu¢bes produzidas encontram-se resumidos no Tabela 2.

As SLN simples e/ou pegiladas ja se encontravam caracterizadas e apresentavam um dm, IP e potencial zeta

semelhantes ao SLN-Polox 68 e SLN-Polox-Beva.

Tabela 2. Caracterizacéo fisico-quimica das particulas produzidas. Valores do diametro médio (dm), indice de polidisperséo (IP), e do potencial zeta
(&) das diferentes formulagdes de micelas poliméricas e NP’s de lipido/polimero. Os valores foram obtidos por PCS (dm) e apds medicéo
da condutividade electroforética (&), a 25°C, tendo-se avaliado diferentes solugdes de hidratagdo. Os valores representam a média +
SEM, n=3, One-way ANOVA. *p <0,05, comparativamente a SLN-Polox 68 e SLN-Polox 68-Beva; ###p <0,001, comparativamente a
SLN-Polox 68, SLN-Polox 68-Beva e Polox 68 (Tween 0.5%).

Formulagéo dm (nm) IP (%) | & (MV)
SLN-Polox 68 114,57 £ 0,86 0,237 +£ 0,005 -2,31+0,09
SLN-Polox 68 -Beva 112,67 + 4,66 0,249 + 0,003 -4,33+0,17
Polox 68 (Tween 0.5%) 253,65 + 9,95 0,436 £ 0,026 -5,63 £ 0,12
Polox 68 (PBS, pH 7.4) 230,75 £ 3,15 0,789 +0,106™ -9,09 + 0,48

2. Avaliagao da toxicidade das NP’s para macrdofagos peritoneais de rato

As propriedades fisico-quimicas inerentes a novas formulacGes sdo importante para modular a sua actividade biol6gica,
no entanto, uma das caracteristicas associadas a um transportador farmacolégico eficaz é a sua ndo-toxicidade para as
células ditas normais ou ndo-tumorais, ou seja, a sua biocompatibilidade. Esta propriedade é conferida pelos materiais ou
moléculas constituintes da matriz interna e externa das nanoparticulas e ja existem diversos polimeros e lipidos aprovados
para tal utilizacdo, sendo os triacilglicer6is usados na producdo de SLN, o PEG e os poloxameros exemplos desses
materiais.

Os macrdfagos sdo a primeira linha de defesa contactada por qualquer solugdo injectavel, sendo estas celulas boas
indicadoras de toxicidade primaria ou sistémica de novas particulas. Estas células foram incubadas com as varias
formulagdes de NP’s, usando-se diferentes diluigdes das mesmas durante 24 e 48 h (Fig.20).

Para cada tempo de incubac&o individual ndo existiu uma interaccao significativa entre a formulacéo usada e a dose de
nanoparticulas (p=0.12), no entanto a dose contribuiu para cerca de 84% da variancia total dos resultados obtidos (p <0,001).
Quando as experiéncias foram consideradas conjuntamente o factor tempo contribuiu para que existisse uma interac¢do
significativa entre os dois parametros (p=0,0017), sendo a dose, uma vez mais, a condi¢do maioritaria para as diferencas
observadas. Apoés incubacdo de 24 h foi possivel observar que ndo existiam diferencas significativas entre as varias
formulages testadas (considerando a mesma dose) até a dose intermédia de 12,50 ul, ndo havendo reducéo da viabilidade
(~80%). Todavia, para doses mais elevadas (25 e 50 ul) ocorreu uma reducdo drastica da viabilidade celular, até cerca de 40
e 20%, respectivamente. Para a dose de 25 ul as diferengas mais notaveis foram entre as formulagdes de Polox 68 simples e
SLN-PEG, comparativamente a SLN-Polox-68 (p <0,05). Para esta mesma dose e para a dose maxima foi possivel observar

uma diminuicéo geral da viabilidade, tendo-se detectado diferencas significativas comparando as diversas formulacdes entre
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si, considerando as doses mais baixas doses mais baixas (p <0,001, comparativamente as doses de 2,5 e 6,25 ul). A
toxicidade deveu-se entdo a dose especifica de cada formulacdo e ndo ao tipo de formulacdo usada (Fig. 20A). Apos a
incubacéo de 48 h observou-se uma maior reducao da viabilidade mesmo para doses mais baixas, comparativamente as 24 h,
mas mais uma vez esta reducdo so se tornou significativa para doses > 12,5 ul (p variavel consoante as comparagdes
efectuadas, tendo um valor p <0,001 para as doses maximas). Houve interaccao entre as variaveis dose e formulacao, sendo
a dose o pardmetro que mais contribuiu para a reducdo da viabilidade celular. Para a dose intermédia de 6,25 ul, a
formulacdo SLN-Ptx-Beva foi a que mostrou uma maior toxicidade, comparativamente as restantes formulacdes para a
mesma dose (p <0,001). Para 12,5 ul a formulacdo de SLN-Polox 68 ndo mostrou alteracdes a nivel de viabilidade celular,
relativamente as doses inferiores, mas as restantes formulacGes testadas promoveram uma maior toxicidade do que as doses
inferiores [SLN-Ptx, Polox 68 e SLN-Polox 68-Beva (p <0,05); SLN-PEG (p <0,01)]. Tal como para as 24 h foi com as
doses superiores que se obteve maior toxicidade por parte de todas as formula¢Bes, comparativamente as doses mais baixas
(p <0,001, havendo valores igualmente significativos, mas com menor valor de p, comparativamente a dose de 12,5 pl)
(Fig. 20B).
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Figura 20. Viabilidade de macrdfagos peritoneais de rato, ap6s tratamento com diferentes volumes de nanoparticulas vazias. As células foram
incubadas com as mesmas doses (2,5; 6,25; 12,5; 25 e 50 ul), durante 24 h (A) e 48 h (B). A viabilidade celular foi determinada pelo
ensaio de MTT, usando-se células ndo-tratadas como controlo negativo. Os resultados foram expressos como média + SEM, n=2,
Two-way ANOVA. *p <0,05, ***p <0,001, comparativamente a SLN-Polox-68 (24 h) e SLN-Polox 68-Beva (48 h) na mesma dose; #p
<0,05, ##p <0,01, ##H#p <0,001, comparativamente a dose de 2,50 pl e 6,25 pl; +++p <0,001, comparativamente a dose de 12,5 ul; a,
valor estatistico variavel para cada formula¢do, comparando-se com a dose de 12,5 ul (48 h).

Como controlo positivo avaliou-se a possivel toxicidade do anticorpo (Bevacizumab), usado na funcionaliza¢do da
superficie de algumas das nanoparticulas, tendo-se escolhido o0 mesmo volume/dose e periodos de incubacdo. Foi possivel
observar que ndo houve qualquer reducéo significativa da viabilidade celular, quer as 24 h quer as 48 h (p=0,76). Mesmo
nas doses mais elevadas, a viabilidade dos macréfagos manteve-se sempre superior a 80%, ndo havendo toxicidade
associado a esta molécula (dados ndo apresentados). Este facto foi comprovado pelas imagens obtidas por microscopia
oOptica de contraste de fase em que, apos incubacdo com Beva simples ou associado as nanoparticulas, se observou uma

mudan¢a na morfologia das células. Estas adoptaram uma morfologia “estrelada” (Fig. 21A), onde os pseudopodes se
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alongaram de forma evidente, comparativamente a outras formula¢fes onde os macréfagos mantiveram a sua forma esférica
(Fig. 21B).

Figura 16. Imagens de macrdfagos peritoneais de rato obtidas por microscopia Optica de contraste de fase
(ampliagdo 200 x). As células foram incubadas com uma solugdo comercial de Bevacizumab (A) e
com a formulagdo de SLN-PEG (B). Observou-se uma alteracdo de morfologia das células
fagocitarias, quando incubadas com o anticorpo humanizado, comparativamente a formulagdes que
ndo contém esta molécula.

3. Avaliacao do efeito terapéutico para a linha celular MDA-MB-231

De modo avaliar a possivel actividade bioldgica das formulacdes desenvolvidas, tendo em conta que o seu efeito sera na
terapéutica de cancro de mama avangado metastatico, com possivel disseminacdo pulmonar, procedeu-se ao estudo de
toxicidade das particulas vazias e efeito terapéutico das particulas, contendo Paclitaxel encapsulado, para a linha celular de
adenocarcinoma mama tripla negativo — MDA-MB-231. Estes estudos permitiram avaliar a biocompatibilidade e a eficacia
de internalizacdo dos sistemas em compara¢do com células tumorais, de modo a confirmar o potenciamento terapéutico do
novo DDS e, ainda, calcular a concentragdo de nanoparticulas com farmaco encapsulado necesséria para reduzir a
viabilidade celular em 50% (IC50) que, quando comparada a solugdo i.v. de Paclitaxel, permitiu aferir a actividade

bioldgica do sistema.

3.1 — Estudos de toxicidade de nanoparticulas vazias

As células MDA-MB-231 foram incubadas com diferentes concentracdes das diversas formulagfes de nanoparticulas
durante 24, 48 e 72 h. Os factores tempo, tipo de formulacdo e dose utilizada contribuiram de forma extremamente
siginficativa para a variancia total dos resultados obtidos (p <0,0001) e somente as 24 h é que a formulagdo ndo teve um
efeito significativo sobre as diferencas observadas entre os grupos (p=0,45). As 24 h ndo se observaram diferencas entre as
diversas formulacGes usadas, sendo a dose individual de cada formulacdo o Unico parametro que teve influéncia sobre a
viabildade celular. E de notar, no entanto, que para a dose mais baixa, a Gnica formulacdo que nfo contribuiu para a
proliferacéo celular (valores de viabilidade superiores a 100%) foi a SLN-Branco (p <0,001). Na dose de 6,25 pl, este efeito
foi revertido, tendo havido um aumento da viabilidade com a dose mencionada (p <0,001), observando-se o efeito inverso
para a formulagdo de Polox 68 (p <0,05) . Este padrdo manteve-se para a dose intermédia, sendo a Unica diferenca notavel
entre as NP’s testadas ocorrido para as SLN-Polox 68, em que a viabilidade reduziu para cerca de 40% (p <0,001). Mais
uma vez, a variancia maior resulta de doses superiores, sendo a viabilidade foi reduzida de forma significativa (p <0,001).
De um modo geral, concluiu-se que estas diferencas na viabilidade, apesar de serem consideradas significativas
(comparativamente ao limiar da viabilidade de 100%), devem-se essencialmente ao facto de doses baixas terem induzido
proliferacdo celular em cerca de 50% e, mesmo para as doses mais elevadas, a viabildade nunca diminuiu abaixo dos
40/50% (Fig. 22A).
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Figura 17. Viabilidade das células MDA-MB-231 apds tratamento com diferentes volumes de nanoparticulas vazias. As células foram incubadas
com as mesmas doses (2,5; 6,25; 12,5; 25 e 50 ul), durante 24 h (A), 48 h (B) e 72 h (C), tendo-se avaliado também o efeito do
Bevacizumab livre (1,25; 3,13; 6,25; 12,5 e 25 ug/ml), para os mesmos periodos de tempo (D). A viabilidade celular foi determinada
pelo ensaio de MTT, usando-se células ndo-tratadas como controlo negativo. Os resultados foram expressos como média + SEM, n=3,
Two-way ANOVA. * p <0,05, **p <0,01 e ***p <0,001, expressam comparacOes efectuadas entre formulagdes para a mesma dose; ##p
<0,01, ##P <0,001, comparativamente a dose de 2,50 ul e 6,25 ul, somente as 48 h; +++p <0,001, comparativamente a dose de
12,5 ul e °°p <0,001, comparativamente a dose de 2,5 ul.

Relativamente a tempos de incubacdo superiores (48 e 72 h) o factor tempo tornou-se relevante para as diferencas
observadas, sendo a dose individual de cada formulagdo o pardmetro que teve maior impacto na variancia dos grupos,; o seu
efeito mais proeminente observou-se para a incubacdo de 72 h (p <0,0001). Para estes dois periodos, observou-se um efeito
menos acentuado em termos de proliferacao celular, comparativamente ao periodo de 24 h, no entanto até a dose intermédia
de 12,5 ul, a viabildade manteve-se acima dos 60% para a maioria das formulagdes. As diferengas observaram-se mais uma
vez para doses elevadas, sendo as formulagcdes SLN-branco, SLN-Polox 68 e SLN-Polox 68-Beva responsaveis por uma

reducdo muito significativa da viabilidade celular (abaixo dos 10%) para doses intermedias e altas (p <0,001). Todas as
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formulacBes apresentaram um padrdo de toxicidade para estes periodos de incubacéo, excepto o Polox 68 simples que sO
reduziu a viabilidade na dose méxima testada, 50 ul, quer as 48 h quer as 72 h (p <0,001). Para a maioria das doses mais
baixas a variancia obtida para a mesma dose sO se observou exactamente entre o Polox 68 e as restantes formulagdes (Fig.
22B e 22C). Tal como para os macrofagos, avaliou-se a toxicidade da solucdo comercial de Bevacizumab, tendo-se
concluido, mais uma vez, que este anticorpo ndo teve qualquer efeito na reducéo da viabilidade celular (valores superiores a
90%), mesmo para periodos de incubacdo longos. A dose desta molécula ndo influenciou o seu efeito (p=0,06), havendo

somente pequenas variagdes da viabilidade ao longo do tempo (dados nédo apresentados).

3.2 — Estudos de citotoxicidade de nanoparticulas contendo Paclitaxel

De modo a avaliar o possivel efeito terapéutico das varias formulac@es, procedeu-se a incubacdo das células com as
nanoparticulas, devidamente diluidas, durante 4, 8, 24, 28 e 72 h. Apesar das diferentes formulacGes terem apresentado
resultados variaveis, para cada uma individualmente, houve interac¢do significativa entre os factores dose e tempo de
exposicdo ao tratamento, tendo estes um efeito significativo sobre as diferencas observadas entre os varios grupos (p
<0,0001). No caso das SLN-Ptx observou-se que as doses baixas (0,42 e 1,04 ug/ml) e a dose intermédia (2,08 ug/ml) ndo
alteraram de forma significativa a viabilidade celular (viabilidade > 50%). Em contrapartida, doses mais elevadas (4,17 e
8,33 ug/ml) reduziram a viabilidade para cerca de 40% apds 48 h de incubacdo, tendo um efeito significativo,
comparativamente as restantes doses (p <0,001) (Fig. 23A). A formulacdo anterior foi modificada, adicionando-se poli-
etilenoglicol a sua superficie, estdo que é um efeito potenciador em termos de morte celular, pois mesmo em doses mais
baixas provoca uma reducdo significativa a partir das 8 h de exposicdo (p <0,001). Para tempos de incubacdo superiores a
24 h e para as doses mais elevadas, a viabilidade celular foi reduzida para 20%, mantendo-se diferencas significativas para
os resultados entre as 24 h e as 48 h (p <0,001) e mesmo entre as 48 h e as 72 h (p <0,001), observando-se que a morte
celular foi superior a 90% (Fig. 23B). O Polox 68 é um polimero anfifilico que também foi adicionado a formulagdo lipidica
de base e, comparativamente a anterior, apresentou uma reducdo da viabilidade de cerca de 20%, imediatamente para doses
mais baixas e para periodos de incubacdo curtos. Estes tempos de incubacdo nao apresentaram diferencas significativas entre
si, mas a dose comecou a influenciar a morte celular para periodos superiores a 8 h. Para tempos de incubacdo maiores
(24 h), as doses intermédias-altas tiveram um efeito significativo sobre a viabilidade celular (p <0,001), havendo uma
inducdo de cerca de 90% de morte celular (Fig. 23C). Tendo em vista um possivel direccionamento das particulas, estas
foram também modificadas com um anticorpo monoclonal humanizado — Bevacizumab.

A formulacdo SLN-Ptx-Beva ndo apresentou grande variabilidade entre os parametros avaliados, ndo tendo havido
interac¢do entre as variaveis tempo e dose (p=0,089). Para doses até 4,17 pug/ml a viabilidade celular ndo foi muito diferente
e, mesmo para tempos de exposi¢do longos, manteve-se sempre superior a 50%. As diferencas foram notaveis para a dose
méaxima de 8,33 ug/ml que, a partir das 8 h levou a uma reducéo significativa da viabilidade celular (p <0,001) (Fig. 23D). A
formulacéo lipidica base foi totalmente modificada com todas as moléculas ja mencionadas, dando origem a SLN-Ptx-
Polox 68-Beva, que se apresentou como sendo a formulagdo menos eficaz em termos de efeito citotdxico. As doses mais
baixas e a intermédia tiveram um efeito bastante semelhante e constante ao longo do tempo, mantendo-se a viabilidade
celular superior a 50%, mesmo para as doses mais elevadas. A dose maxima foi a que induziu uma morte celular superior,
apresentando uma reducdo de cerca de 40% da viabilidade, a partir das 48 h (p <0,0001). Esta dose, entretanto, esgotou-se,
ndo sendo possivel avaliar o seu efeito para tempos de exposi¢ao superiores a 24 h. De acordo com os dados obtidos, se se
mantivesse a tendéncia observada previa-se que esta dose maxima continuaria a ter o efeito mais proeminente para esta
formulacdo (Fig. 23E). Tal como para as nanoparticulas, também para este farmaco os parametros dose e tempo de

exposicdo, bem como a sua interaccdo, mostraram-se determinantes em termos de efeito terapéutico (p <0,0001).
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Figura 18. Viabilidade das células MDA-MB-231 ap6s tratamento com diferentes formulagdes de nanoparticulas contendo Paclitaxel
encapsulado: SLN-Ptx (A), SLN-Ptx-PEG (B), SLN-Ptx-Polox 68 (C), SLN-Ptx-Beva (D) e SLN-Ptx-Polox 68-Beva (E). As
células foram incubadas com as mesmas concentragdes de Paclitaxel encapsulado (0,42; 1,04; 2,08, 4,17 e 8,33 ug/ml),
durante 4, 8, 24, 48 e 72 h. Usou-se como controlo positivo a solugdo comercial de Paclitaxel livre (1,25; 3,13; 6,25; 12,5 ¢
25 pg/ml), tendo-se incubado as células com esta solucdo para os mesmos periodos de tempo (F). A viabilidade celular foi
determinada pelo ensaio de MTT, usando-se células ndo-tratadas como controlo negativo. Os resultados foram expressos como
média + SEM (Two-way ANOVA) para cada experiéncia das diferentes formulagdes de NP’s (n=3) e para o Paclitaxel (n=6).
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Até as 24 h ndo se observaram diferencas significativas para qualquer uma das doses utilizadas. Somente a partir das 24
h é que a viabilidade celular diminuiu, de forma significativa, e a dose maxima foi responsavel por uma reducéo de cerca de
80% da viabilidade celular ao final de 72 h (p <0,001). Para esta solucéo o tempo revelou-se o factor com maior impacto na
variabilidade dos resultados (sendo responsavel por 65% da variancia total) e as diferencas sdo observadas comparando-se
tempos de exposi¢do mais curtos, relativamente a tempos de exposi¢cdo mais longos (p <0,001), ndo havendo variabilidade
entre as 48 e as 72 h (Fig. 23F). Com os dados obtidos, foi possivel calcular a concentracdo de cada formulacdo capaz de
reduzir a viabilidade celular em 50%. Através de uma regressao linear de cada grafico individual, obtiveram-se os varios
valores de IC50, para as diferentes formulagdes testadas nos diversos periodos de tempo, tendo sido possivel comparar estes
valores com os obtidos para a solucdo de Paclitaxel livre, aferindo-se a potencialidade das novas formulagbes (Tabela 3).
Tendo em conta que a solucdo de Paclitaxel so teve um efeito significativo para periodos de incubacao superiores a 24 h, os
valores de IC50 calculados para este farmaco s6 se encontram tabelados para as 48 h e 72 h. Pela observacdo do Tabela 3,
foi possivel concluir que todas as formulagfes apresentaram valores de IC50 relativamente baixos, tendo a formulacdo de
SLN-PEG o valor significativamente mais baixo (p <0,001). Mais uma vez, a formulacdo que mostrou menor eficacia
terapéutica ou potenciacdo farmacoldgica foi a SLN-Ptx-Polox 68-Beva (IC50=6,42 + 1,52 pg/ml). As 48 h foi possivel
comparar a eficacia terapéutica in vitro de varias formulacdes em relacdo a solucao de farmaco livre, tendo-se concluido que
a formulagdo SLN-Ptx apresentou um valor de IC50 de cerca de metade do valor obtido para o Paclitaxel (1C50=9,12 +
1,58 ug/ml). No entanto, somente as formula¢Ges de SLN-Ptx-PEG, SLN-Ptx-Beva e SLN-Ptx-Polox 68 apresentam valores
significativamente mais baixos (p <0,001), sendo estes 5 (SLN-Ptx-Beva) a 26 vezes (SLN-Ptx-PEG e SLN-Ptx-Polox 68)
inferiores a concentracdo de farmaco livre. Estes valores foram-se tornando progressivamente inferiores a medida que o
tempo de exposicdo aumentou, um facto ja comprovado, anteriormente, pela importancia do tempo de exposi¢do sobre o

efeito terapéutico obtido.

Tabela 3. Valor de IC50 para a linha celular MDA-MB-231 ap06s incubacéo com Paclitaxel livre e diferentes formulagdes de nanoparticulas, durante
24, 48 e 72 h. Os resultados foram expressos como média + SEM (One-Way ANOVA), obtidos apds regressdo ndo-linear dos gréaficos de
viabilidade celular representados na Figura 19 (GraphPad Prism 5.0 Software). * p <0,05, **p <0,01, comparativamente a SLN-Ptx-
Beva; #p <0,05, ##p <0,01, comparativamente a Paclitaxel.

IC50 (ng/mL)

Formulacéo 24 h 48 h 72 h
Paclitaxel - 9,12+ 1,58 4,09+0,74
SLN-Ptx 3,80+ 0,37 3,64 £ 0,56 -

SLN-Ptx-PEG 0,32 £ 0,07 ** 0,35+ 0,26 ## 0,005 £ 0,002 #

SLN-Ptx-Beva 3,25+ 0,47 1,74 £ 0,67 ## 1,56+ 1,14

SLN-Ptx-Polox 68 1,91+ 1,09 * 0,39 + 0,02 ## 0,39+1,06#
SLN-Ptx-Polox 68- Beva 6,42+ 1,52 - -

Mais uma vez, as 72 h as formulacGes apresentaram valores de IC50 muito inferiores ao valor obtido para a solucdo de
Ptx livre (4,09 + 0,74 pug/ml), sendo que até este ponto se considerou a SLN-Ptx-PEG como a formulacdo mais eficaz em
termos de potenciacdo farmacoldgica, tendo apresentado um valor de 1C50 de 5 ng/ml ap6s 72 h de incubagéo (p <0,05,
comparativamente ao farmaco livre).

Para completar os resultados obtidos na Fig. 23 procedeu-se & comparacdo de todas as formulagcdes e respectivas
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diluicGes, para cada periodo de tempo individual. Os resultados obtidos comprovam aqueles ja mencionados anteriormente.
Para periodos de incubacdo mais curtos (4 e 8 h), a viabilidade celular manteve-se acima de 70%, para doses baixas e
intermédias de todas as formulacdes testadas. As principais diferencas comecaram a notar-se para as doses de 4,17 e
8,33 ng/ml, principalmente das formulactes de SLN-Ptx e SLN-Ptx-Polox 68 (p <0,01 e p <0,001), comparativamente a
formulacdo SLN-Ptx-Polox 68-Beva, que ndo manifestou diferencas para qualquer das doses testadas neste periodo de
tempo (viabilidade celular superior a 85%) (Fig. 24A e 24B). A variancia total dos resultados comegou a destacar-se nos
periodos que sucederam as 24 h de incubacdo. Neste periodo, voltaram a se ndo notar diferencas significativas para a SLN-
Ptx-Polox 68-Beva, excepto para a dose maxima, onde a reducéo da viabilidade ja se demonstrou significativa (p <0,001).
As formulagbes SLN-Ptx e SLN-Ptx-Polox 68 mantiveram o seu efeito citotoxico para as células MDA-MB-231,
principalmente para as doses mais elevadas, novamente (p <0,01 e p <0,001), mas a formulacdo que realmente se destacou
neste periodo de incubacdo foi a SLN-Ptx-PEG. Mesmo nas doses mais baixas, esta nanoparticula reduziu a viabilidade
celular em cerca de 50% e nas para doses superiores a 2,08 ug/ml, esta reducéo foi potenciada, reduzindo a viabilidade
celular para cerca de 20% (p <0,001) (Fig. 24C). As 48 h, observou-se um padrdo semelhante ao ja& mencionado para o
periodo de incubacdo anterior, tendo-se concluido que SLN-Ptx-Polox 68-Beva e SLN-Ptx-PEG sédo as formulacGes menos e
mais promissoras deste trabalho, em termos de potencial terapéutico, respectivamente (Fig. 24D). Para o periodo de
incubacdo mais longo testaram-se apenas as formulagdes que mantiveram uma inducdo significativa da morte celular, tendo-
se observado que todas mantiveram a viabilidade abaixo dos 50%. Mais uma vez, somente as formulacGes SLN-Ptx-PEG e
SLN-Ptx-Polox 68 se destacaram em termos de efeitos citotoxicos (p <0,001), sendo que na dose mais elevada induziram a
morte celular em mais de 90%. Neste periodo foi possivel concluir que ambas as formula¢gdes mantiveram um padrdo mais
ou menos semelhante em termos de potencial terapéutico, diferindo apenas para doses mais baixas. Isto podera ser explicado

por ambas terem sido modificadas na superficie com polimeros extremamente hidrofilicos (Fig. 24E).
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Figura 24. Comparacdo do efeito citotoxico das diferentes formulagdes de nanoparticulas contendo Paclitaxel encapsulado, frente a linha celular
MDA-MB-231. As células foram incubadas com as mesmas concentracdes de Paclitaxel encapsulado (0,42; 1,04; 2,08; 4,17 e
8,33 pug/ml), durante 4 (A), 8 (B), 24 (C), 48 (D) e 72 h (E). A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT, usando-se
células ndo tratadas como controlo negativo. Os resultados foram expressos como média + SEM, n=3, Two-way ANOVA. * p <0,05;
**p <0,01 e ***p <0,001, expressam comparacdes efectuadas entre formulacdes para a mesma dose; #p <0,05; ##p <0,01; ###P
<0,001, comparativamente a dose de 0,42 ug/ml e 1,08 ug/ml (as 24 h); +++p <0,001, comparativamente a dose de 2,08 ug/ml e
1,08 ug/ml (as 48 h); a: p <0,001, comparativamente a SLN-Ptx-Beva (0,42; 1,04; 2,08 e 4,17 ug/ml).
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3.3 — Internalizagéo das nanoparticulas

No desenvolvimento de novos DDS torna-se importante conhecer e perceber as suas propriedades fisico-quimicas, pois
todo o processo que envolve a sua eficiéncia de internalizacao e, consequentemente, a sua eficacia terapéutica advém desses
factores. A internalizacdo celular foi avaliada, durante um periodo de 2 h, para 50 ul das formulagbes contendo a sonda
lipofilica DiL, j& mencionada noutro capitulo deste trabalho. Nesta fase do trabalho, avaliou-se somente a internalizacéo de
NP’s de base lipidica, modificadas ou ndo na sua superficie, de modo a avaliar possiveis diferengas e marcaram-se 0S
nucleos das células MDA-MB-231 de modo a efectuar uma identificacdo preliminar do destino intracelular destas particulas.

A avaliacdo qualitativa da internalizacdo das particulas foi efectuada por microscopia confocal. As imagens
demonstraram que aos 0 min de incubacdo a fluorescéncia emitida pelas nanoparticulas era nula, provando a inexisténcia
destas na suspensdo celular. Todas as formulagdes mostraram um aumento da fluorescéncia apds 30 min de internalizacao,
mas a co-localizacdo s6 se tornou nitida para periodos superiores a 1 h, indicando que se tera iniciado uma possivel entrada
na célula (Fig. 25A-D).
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Figura 19. Imagens representativas da internalizacdo de nanoparticulas obtidas por microscopia confocal (ampliagdo 40x), apés
incubacdo das células MDA-MB-231 com SLN-DIL (A), SLN-Ptx-DiL (B), SLN-PEG-DiL (C) e SLN-Ptx-PEG-DiL (D),
durante 0, 30, 60 e 120 min a 37°C. As nanoparticulas foram previamente marcadas com uma sonda lipofilica (DiL),
representada pela cor vermelha e os nlcleos das células foram posteriormente coradas com Hoechst, representado pela cor
azul. As imagens foram obtidas para os diferentes periodos de incubacéo, tendo-se registado imagens individuais e com co-
localizacdo para avaliar a internalizacdo das particulas (n=2). Células ndo-tratadas foram utilizadas como controlo, tendo-se
somente marcado o ndcleo. As setas indicam alteracfes na morfologia nuclear
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Apesar deste padrdo comum entre as diferentes formulagfes existiram algumas variancias entre os resultados obtidos.
Para as formulacdes SLN-Dil (nanoparticula simples de base lipidica) e SLN-Ptx-DiL observou-se alguma fluorescéncia aos
30 min e, comparativamente a marcacdo nuclear, parecia que as NP’s estariam localizadas no citoplasma das células e
muitas na/a volta da zona nuclear (facto observado nas imagens obtidas por co-localizacdo). Para periodos de 1 e 2 h as
NP’s localizavam-se maioritariamente na zona a volta do ndcleo e estes mostravam uma morfologia arredondada
equiparavel ao controlo (Fig. 25A e 25B). As restantes formulagdes foram pegiladas, tendo ou ndo Paclitaxel encapsulado
(SLN-PEG-DIL e SLN-Ptx-PEG-DIiL, respectivamente). Observou-se que mostraram uma fluorescéncia nitida a partir dos
30 min, mas esta era indicativa de uma menor localizagdo celular especifica por parte das NP’s (fluorescéncia mais
dispersa), colocando-se a hipoOtese de que a maioria das particulas ainda se encontrava numa zona extracelular ou
citoplasmatica. Para periodos de incubacdo maiores (1-2 h) a fluorescéncia tornou-se mais concentrada numa zona nuclear,
tal como aconteceu para as formulacGes anteriores, todavia a morfologia celular estava alterada. Apds tratamento com as
formulacBes pegiladas foi possivel observar que, comparativamente ao controlo, os nicleos apresentavam uma morfologia
alterada, tendo reduzido em termos de tamanho, indicando uma possivel fragmentacdo destes (Fig. 25C e 25D).

Para complementar os resultados obtidos por microscopia confocal procedeu-se a quantificacdo da fluorescéncia
relativa, ndo-normalizada, ndo s6 para as condicGes utilizadas na anélise qualitativa, mas também para tentar perceber o
efeito da dose e das particulas na sua eficiéncia de internalizacdo, ja que a via maioritariamente descrita para a entrada destas
particulas serd a endocitica. As células foram entdo incubadas com 25, 50 e 100 ul das vérias formula¢des, durante um
periodo de 2 h que foi o descrito na analise qualitativa, mas também se avaliou a dose maxima para um periodo de 4 h. As
doses mais baixas (25 e 50 ul), ndo mostraram alteracGes significativas de fluorescéncia entre si, indicando uma igual
quantidade de NP’s e velocidade de internalizagdo semelhante para as duas doses.

No entanto, a dose de 50 ul indicou que as formulacdes pegiladas apresentavam uma fluorescéncia significativamente
mais baixa (p <0,01), comparativamente a formulacdo lipidica simples (SLN-DiL) (Fig. 26A). Para a dose maxima 0s
resultados obtidos foram variaveis, tendo havido um aumento significativo da fluorescéncia por parte da formulacdo de
SLN-Ptx-DiL, comparativamente as restantes (p<0,001) e ainda da SLN-DiL, comparativamente as formula¢gdes SLN-PEG-
DiL (p<0,05) e SLN-Ptx-PEG-DiL (p<0,01). Observou-se também que esta dose apresentou um aumento significativo, em
termos de quantidade de fluorescéncia, para as formulagdes SLN-DIL (p <0,01), SLN-Ptx-DiL (p <0,001), SLN-PEG-DiL
(p<0,05) comparativamente as doses mais baixas, enquanto a formulacdo pegilada SLN-Ptx-PEG-DiL ndo apresentou
diferencas significativas em termos de dose (Fig. 26B). Os resultados descritos referem-se apenas ao periodo de incubacéo
de 4 h, no entanto, estudou-se também o efeito do tempo sobre a internalizacdo das particulas. Este factor teve um efeito
significativo em termos de variancia dos resultados (p=0,0008), havendo interaccdo entre este pardmetro e o tipo de
formulacéo testada (p=0,032).

Pela observacéo da figura, concluiu-se que, mais uma vez, a formulacdo pegilada (SLN-Ptx-PEG-DIL) apresenta uma
quantidade de fluorescéncia significativamente mais baixa, relativamente as restantes formulagdes, mesmo as 4 h (p <0,05).

A internalizacdo de todas as particulas diminuiu significativamente, para o periodo mais longo de incubagéo,
principalmente em relacdo a SLN-Ptx-DiL (p<0,001), indicando uma possivel saturacdo dos transportadores membranares
de endocitose (Fig. 26B). Como concluséo geral, € possivel dizer-se que o tipo de formulacao e as suas propriedades fisico-
quimicas influenciam a capacidade e velocidade de internalizacédo celular, sendo a dose e o tempo de exposicao factores que
influenciam a eficicia de entrada das nanoparticulas. A formulacdo modificada na superficie com PEG parece ter uma
velocidade de internalizagdo mais lenta, no entanto esta associada a modificacGes nucleares evidentes, indicadores de uma

fase apoptdtica inicial ou tardia das células MDA-MB-231.
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Figura 26. Quantificagdo da internalizagdo apds incubacéo das células MDA-MB-231 com diferentes volumes de nanoparticulas marcadas
(25, 50 e 100 ul), durante 2 (A) e 4 h (B), medindo-se a intensidade de fluorescéncia (em unidades arbitrarias — u.a.)
correspondente a cada tratamento. Os resultados foram expressos em termos de média = SEM, n=3 (Two- way ANOVA).
*p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001 comparativamente a SLN-DiL e SLN-Ptx-DiL dentro da mesma dose; ###p <0,001,
comparativamente a SLN-Ptx-DiL (100 ul), 2 h; a: valor de p varidvel, comparativamente as doses de 25 e 50 pl.

3.4 — Avaliacéo da percentagem de apoptose induzida por diferentes formulagoes

De modo a complementar/confirmar a hipotese colocada no resultado anterior - de um possivel potenciamento
terapéutico por parte da formulacdo pegilada - avaliou-se a percentagem de apoptose das formulagdes estudadas
anteriormente no ensaio de internalizacdo. Através da técnica de citometria de ligacdo de AnexinaV e exclusdo de iodeto de
propideo foi possivel avaliar o tipo de morte celular, ap6s tratamento com as diversas nanoparticulas. E de notar que devido
a escassez de solucBes de nanoparticulas se utilizaram as respectivas doses de 1C50, correspondentes a cada formulacao,
para um periodo de 24 h, tendo-se obtido resultados que ndo podem ser comparados directamente aos de microscopia
confocal, mas que poderdo ser complementares.

As imagens obtidas por citometria de fluxo (gentilmente cedidas pela Dra. Cristina Gongalves da Unidade de
Bioquimica do IBILI/FMUC — Directora: Prof® Doutora Ana Bela Sarmento) foram quantificadas, obtendo-se a percentagem
de células viaveis (AnexinaV-/IP-), em apoptose (AnexinaV+/1P-), apoptose tardia (AnexinaV+/IP+) e necrose (AnexinaV-
/IP+) apos tratamento com as formulagdes SLN-Ptx- e SLN-Ptx-PEG (Fig. 27). As Figuras 27A, B e C ilustraram que a
fluorescéncia vermelha (associada a ligagdo da AnexinaV a fosfatidiliserina da membrana de células apoptoéticas) foi
aumentando desde do controlo (A) até a formulacdo pegilada (C). Os valores obtidos foram entdo quantificados, tendo
havido uma diminuicdo da viabilidade celular de 90% (controlo) para cerca de 76% para a formulagdo SLN-Ptx e 65% para
a SLN-Ptx-PEG. A morte celular por necrose foi descartada, pois apresentou um valor quase nulo, sendo que a morte celular
por apoptose aumentou de um valor de 1% (controlo) para cerca de 11 e 21% para as NP’s SLN-Ptx e SLN-Ptx-PEG,
respectivamente (Fig. 27D). Para facilitar a interpretacdo dos resultados somaram-se os valores obtidos para a apoptose de
estagio inicial e tardio, tendo-se obtido os valores de percentagem de apoptose total, para cada um dos tratamentos.

Concluiu-se entdo que a formulacdo n&o-pegilada ndo aumentou a taxa de apoptose de forma significativa,
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comparativamente ao controlo, mas a formulacgao pe|gi|ada sim (p <0,05). Este resultado pode entdo confirmar o obtido
anteriormente nas imagens de confocal, justificando a fragmentacdo nuclear obtida apds tratamento com a formulacéo
contendo PEG. Todavia, ndo existiu variancia significativa entre as duas nanoparticulas usadas, em termos de morte celular,
pelo que a dose e 0 tempo de exposicdo pode ndo ser suficiente para comprovar as possiveis diferencas entre estas. Estes
resultados podem entdo fomentar a hipdtese de que SLN-Ptx-PEG podem ter uma entrada mais lenta na célula (resultados
comprovados pela quantidade de fluorescéncia), no entanto pode apresentar um maior efeito terapéutico, pois quando se

encontra no espaco intracelular potencia a morte por apoptose.
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Figura 20. Andlise por citometria de fluxo de células MDA-MB-231 ndo-tratadas, usadas como controlo (A), e células incubadas com 7,6 pl
(3,8 ng/ml) de SLN-Ptx (B) e 0,62 plL (0,32 pug/ml) de SLN-Ptx-PEG (C). Apds a incubagdo a suspensdo celular foi incubada com
AnexinaV e lodeto de Propideo (IP) para distinguir apoptose e necrose, respectivamente. As parcelas obtidas encontram-se
divididas em quatro sec¢des diferentes, estando as células viaveis (AnexinaV-/IP-) representadas no quadrante inferior esquerdo
(azul), as células em apoptose (AnexinaV+/IP-) no quadrante superior esquerdo (vermelho), as células em necrose (AnexinaV-
/IP+) no quadrante inferior direito (verde) e as células em apoptose/apoptose tardia (AnexinaV+/IP+) no quadrante superior direito
(amarelo). Assim, foi possivel averiguar a percentagem de células vidveis e células com diferentes tipos de morte celular, tendo-se
avaliado a percentagem de células em apoptose, induzida pelos diferentes tipos de tratamentos (D). Os resultados foram expressos
como média + SEM, n=2, One-Way ANOVA. *p <0.05, comparativamente ao controlo.

4. Avaliagado da citotoxicidade perante uma co-cultura de macrdéfagos e celulas MDA-MB-231

De modo a mimetizar um ambiente bioldgico, tendo em conta diferentes interaccGes celulares e a presenca de
macrofagos junto de tumores, procedeu-se a optimizagdo de um protocolo preliminar para o cultivo de uma co-cultura, para
posteriormente avaliar quais as diferencas a nivel de efeito citotoxico das diferentes formulacdes, perante uma suspensao
celular mista de MDA-MB-231 e macréfagos peritoneais de rato.
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As células foram cultivadas em diferentes meios celulares (RPMI completo e HAM-F10 completo), tendo-se avaliado
também quais as diferencas que decorriam da cultura em separado das células e adi¢do posterior da outra linha celular ou
preparando uma suspensdo mista, que foi plaqueada simultaneamente. Os resultados obtidos foram varidveis e foi
macroscopicamente visivel que o Poco 2, onde se utilizou 0 meio RPMI e se colocou a suspensao celular mista, era o que
apresentava coloracdo roxa mais acentuada (Fig. 28a). Os restantes pocos onde se colocaram as células separadamente e o
meio HAM-F10 apresentavam coloracGes semelhantes, menos acentuadas que o Poco 2. Para confirmar estes resultados,
mediu-se a absorvancia de cada poco individualmente a 570 nm, tendo-se confirmado o resultado macroscépico. Houve
variancia entre os resultados, sendo que tanto a forma como as células foram plaqueadas, como o meio de cultura utilizado
foram factores cruciais para a viabilidade celular. O pogo 2 foi 0 que apresentou maior viabilidade celular, tendo uma
absorvancia média relativa de 0,6 - significativa comparativamente as restantes condi¢6es (p <0,001). Concluiu-se também
que houve maior sucesso quando a cultura foi em meio RPMI completo, pois para além do poco 2, também o poco 1
apresentou viabilidade significativa relativamente aos restantes pocos (p <0,05 comparativamente aos pocos 3 e 4; p <0.01,
comparativamente aos po¢os 5 e 6).

A cultura celular em meio F10 foi a que apresentou menores valores de absorvancia, pois 0s pogos 4-6, apresentaram
valores relativos médios inferiores a 0.2. Concluiu-se entdo que a melhor forma de preparar a co cultura celular € através de
uma suspensdo mista de cerca de 1:5, em termos de células MDA-MB-231 e macréfagos peritoneais de rato, plagueados em

simultaneo em meio RPMI 1640 completo (Fig. 28).
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Figura 28. Absorvancia relativa medida a 570 nm de uma co-cultura de células MDA-MB-231 e macr6fagos peritoneais de rato, cultivadas em
caixas de 6 pogos, avaliando-se diferentes condicdes de cultura. Cerca de 1,3x10* células MDA-MB-231 foram colocadas a aderir
durante 24 h em meio RPMI completo (Po¢ol) e meio HAM-F10 completo (Pocgo 4), ao qual se adicionaram, posteriormente, cerca de
5x10* macréfagos peritoneais de rato. Por outro lado, plagueram-se primeiramente macréfagos peritoneais de rato, que aderiram
durante 4 h em meio RPMI completo (Poco 3) e em meio HAM-F10 completo (Pogo 6), ao qual se adicionaram posteriormente
células MDA-MB-231. Foi também preparada uma suspensao celular mista que foi plaqueada simultaneamente em meio RPMI
completo (Poco 2) e meio HAM-F10 completo (Pogo 5). A viabilidade celular foi avaliada macroscopicamente (a) e quantitativamente
pelo ensaio de MTT. Os resultados foram expressos em termos de média + SEM, n=1, One-way ANOVA. Este ensaio foi preliminar,
de modo a avaliar quais as melhores condic¢Bes para a co-cultura celular.
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Tendo-se avaliado qual a melhor forma de preparar a cultura celular, procedeu-se a avaliacdo do efeito citotoxico de
diferentes formulacbes perante a co-cultura celular. Utilizaram.se duas doses diferentes das formulacGes SLN-Ptx, SLN-
PtxPEG e Paclitaxel livre, tendo-se incubado as células MDA-MB-231 e macrofagos individualmente, que foram
consideradas controlo negativo. O efeito entre as diversas formulagdes néo apresentou diferencgas significativas entre as duas
doses testadas, quer para as situa¢des controlo quer para a co-cultura. No entanto, no controlo das células tumorais, tal como
ja tinha sido mostrado anteriormente, as formulacdes induziram uma reducéo significativa da viabilidade celular, quer para a
dose de 4,17 ug/ml (p <0,01) quer para a dose de 8,33 ug/ml (p <0,001), comparativamente ao fa&rmaco livre. Este efeito foi
também observado na co-cultura para a dose maxima (p <0,01). A variancia mais proeminente € ao nivel do Paclitaxel livre
que, tanto para o controlo dos macréfagos como para a co-cultura, potenciou uma reducgdo significativa da viabilidade
celular (p <0,001), comparativamente a dose de Paclitaxel (4,17 ug/ml), usada no controlo das células MDA-MB-231 (Fig.
29). Estes resultados permitiriam concluir que pudesse haver um potenciamento do efeito citotdxico por parte do farmaco
livre perante as células tumorais quando na presenca dos macrdfagos, no entanto, devido a presenca de um aglomerado de
células ndo-vidveis nos pocgos de cultura (dados macroscopicos) foi possivel concluir que a morte celular tivesse sido
causada por falta de area de aderéncia da suspensdo celular (estas experiéncias foram realizadas em caixas de 48 pocos,
contrariamente ao protocolo anterior). Estes resultados ndo permitiram tirar qualquer concluséo assertiva acerca do papel das
celulas imunitarias, na presenca do tratamento oncolégico, pelo que a experiéncia devera ser repetida para condicGes de
cultura que permitam uma aderéncia e crescimento celular eficiente, onde somente o farmaco e as NP’s serdo o factor que

contribui para a morte celular.
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Figura 29. Viabilidade das células MDA-MB-231, macréfagos peritoneais de rato e de uma co-cultura de ambas as células, apos
tratamento com as formulagdes SLN-Ptx e SLN-Ptx-PEG (4,17 e 8,33 ug/ml), durante 48 h. Usou-se como controlo
positivo a solucdo comercial de Paclitaxel livre (4,17 e 8,33 ug/ml), tendo-se incubado as células com esta solugdo para o
mesmo periodo de tempo. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT, usando-se células ndo-tratadas como
controlo negativo, para cada condi¢do independente. Os resultados foram expressos como média + SEM, n=3, Two-way
ANOVA. **p <0,01, ***p <0,001, comparativamente ao Paclitaxel da mesma dose e grupo; #p <0,05, ###p <0,001,
comparativamente ao Paclitaxel (4,17 ug/mL) de MDA-MB-231.
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5. Estudos in vivo: avaliacdo do desenvolvimento tumoral

Os estudos in vitro sdo importantes para uma analise inicial e de previsdo do possivel efeito terapéutico de novos
transportadores farmacoldgicos, no entanto, por mais completos que estes ensaios sejam, falham sempre na mimetizacéo de
todas as barreiras e interaccGes bioldgicas e celulares, encontrada pelo transportados qualquer que seja a via de
administracdo. Os modelos animais, principalmente ratinhos da estirpe Balb/C, sdo modelos reprodutiveis, fidveis e de
manutencdo facil, cuja manipulacdo experimental permite tirar conclusdes assertivas acerca do potencial farmacoldgico de
novas terapias oncolégicas. Como ja foi mencionado, neste trabalho elaborou-se, numa fase inicial, o desenvolvimento de
tumores ectopicos subcutaneos de MDA-MB-231 em ratinhos da estirpe Balb/C e Balb/C nude (cujo sistema imunitario se
encontra comprometido).

Os seis ratinhos da primeira estirpe foram injectados subcutaneamente no dorso direito com cerca de 5x10° células
(cerca de mais 2 milhdes de células do que nos ratinhos atimicos), e foram monitorizados em termos de peso e
desenvolvimento tumoral nas semanas que sucederam a inoculacdo. Cerca de uma/duas semanas depois, observaram-se
pequenas saliéncias na zona da inoculagdo, o que a primeira vista indicaria o inicio do desenvolvimento tumoral. Este facto
ndo era esperado, dado que estes animais ndo possuem sistema imunitario comprometido, pelo que se esperava que as
células tumorais fossem disseminadas. Isto realmente veio a comprovar-se, pois a protuberancia observada era apenas uma
reaccdo inflamatoria local, sendo que os animais se mantiveram saudaveis com peso estavel, até ao dia do sacrificio. Os
pulmdes e os ganglios axilares foram recolhidos para posterior andlise histoldgica (ainda ndo efectuada) e o local da
inoculacdo apresentava formacdo de zonas de fibrose, indicadora de uma forte reac¢do inflamatéria (dados néo
apresentados).

Por outro lado, cerca de 3 milhdes de células foram inoculadas subcutaneamente no dorso direito destes animais e 0 seu
peso e o crescimento tumoral foram monitorizados de forma rotineira. Cerca de 16 dias apés a injeccdo das células MDA-
MB-231, os 6 ratinhos apresentavam nédulos ou saliéncias no local da inoculacdo. Estas protuberancias foram crescendo de
forma lenta, mantendo um volume médio de cerca de 100 mm?, até ao dia 30 (Fig. 30A). O peso dos animais foi também
monitorizado, tendo-se observado que neste periodo de 16 dias, houve uma oscilacdo de peso entre 0s varios ratinhos,
possivel indicador de reac¢des inflamatorias (Fig. 30B). Ao fim de 30 dias, apenas o ratinho 2 continuou a mostrar de forma
visivel e palpavel um tumor subcuténeo, cujo volume foi medido até ao sacrificio do animal, cerca de 100 dias apés a
inoculagdo. Este tumor apresentou um volume final de cerca de 7 cm® e uma neovascularizagdo local evidente (Fig. 30C). O
peso deste ratinho manteve-se acima das 24g até ao fim da experiéncia, indicador de que o animal se encontrava saudavel e
sem sinais de morbidade (Fig. 30B).

O animal foi entdo sacrificado, recolhendo-se novamente os pulmdes, ganglios axilares e o tumor subcutaneo para
posterior analise histologica.

Os ratinhos 1, 3 e 4, apresentaram uma reducdo drastica do seu peso cerca de 60 dias apds a inoculacdo e apesar dos
seus tumores cutaneos ndo serem visiveis, estes sintomas eram indicativos de um desenvolvimento tumoral interno (Fig.
30B). Por impossibilidade de iniciar a experiéncia terapéutica por falta de volume de formulacdes, estes animais foram
sacrificados, pois ja se apresentavam com aspecto mérbido e um peso abaixo das 16g. Os seus pulmdes foram recolhidos,
apresentando uma morfologia macroscépica heterogénea de cor acastanhada e pouco volumosos (como que colapsados),
comparativamente a pulmdes de ratinhos normais (dados nao apresentados). Estes factores podem ser indicadores da
presenca de metastizacfes pulmonares, algo bastante comum para as células de adenocarcinoma de mama que foram
inoculadas. Tal como para os restantes animais, também os ganglios linfaticos a os nodulos internos junto ao local da

inoculagdo foram recolhidos para posterior analise histolégica. Os ratinhos 3 e 4, apresentaram ainda uma pequena
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protuberancia sélida interna, na zona da inoculagdo, indicativo de que o pequeno tumor externo que se desenvolveu
inicialmente, pode ter permanecido no local. Todos os animais apresentavam uma vascularizacdo mais desenvolvida desde
da zona de inoculacdo, por todo o flanco direito do animal. Por fim, eventualmente sacrificaram-se os ratinhos 5 e 6, cujo
peso se manteve normalizado e os animais com aspecto saudavel. Os tecidos e 6rgdos mencionados foram novamente
recolhidos, havendo uma menor diferenciacdo celular do que nos animais anteriores, pelo que macroscopicamente nao foi
possivel aferir a presenca de metastizacdes. Posteriormente, serdo necessarias analises histologicas que permitam tirar
conclusdes acerca do tipo de células presentes nos tecidos e confirmar a presenca de metastases pulmonares. Estas
diferencas, o desenvolvimento de tumores locais e a disseminacdo tumoral podem ter sido devidas ao local atingido pela
injeccdo da suspensdo celular, havendo a entrada de células directamente na corrente sanguinea ou linfatica ao invés de

permanecer num local dérmico.

A
— B
o™
0.5
5 30
S o4}
5 )
£ o3t Q 25
S B
g 0.2 o
= o 2
= 2
o 01
: . t
E 0 J 15 1 1 1 1 1
15 20 25 30 0 20 40 60 80 100
Dia Dia
-o- Rato1-# Rato2 -« Rato 3
-o- Rato1-#- Rato2 -~ Rato 3
-
e 8r
o
J
o ‘
E /
[3°]
g .
L . /
BT A
<)
: ¥
- 2 ' 4
2 g
3 [ ]
> 90 120

-#- Rato 2

Figura 21. Monitorizacdo do desenvolvimento de tumores subcutdneos num modelo animal atimico Balb/C nude. O volume tumoral foi avaliado de
forma qualitativa, apés injeccdo subcutanea de 3 x 10° células MDA-MB-231, no flanco/coxa direito de seis ratinhos, durante cerca de
12 semanas. Todos os animais desenvolveram pequenas protuberancias macroscdpicas, no entanto estas deixaram de ser visiveis apds 30
dias, indicando a possivel formacdo de mestastizagdes internas (A). Os ratinhos foram também monitorizados de forma rotineira em termos
de peso (para 0 mesmo periodo de tempo), sendo este importante para correlacionar o possivel desenvolvimento de tumores internos (B).
Somente 0 rato 2 manteve um tumor subcutdneo macroscopicamente visivel e palpavel, tendo sido destacado em relagdo aos restantes
animais (C). t indica a morte espontanea ou sacrifico dos respectivos animais. Os resultados apresentados sdo preliminares, ndo havendo
animais suficientes para a criacdo de grupos de estudo, sendo somente uma tentativa de iniciacdo e optimizacdo de um protocolo de modelo
animal ectopico.
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O desenvolvimento de novos transportadores farmacoldgicos € uma area emergente dos Ultimos anos, apresentando
muitos casos de sucesso a nivel de ensaio pré-clinicos e clinicos, havendo alguns ja aprovados e comercializados. As
particulas produzidas a partir de lipidos solidos tém-se destacado devido ao grande nimero de vantagens como a
biocompatibilidade, baixo custo de producéo e reprodutibilidade e, ainda, a maior eficacia de internalizacéo e proteccdo do
farmaco encapsulado [Mehnert, et al. 2001b]. Recentemente, também as micelas poliméricas produzidas a partir de
copolimeros anfifilicos se tém revelado vantajosas, quer quando utilizadas como cosurfactantes quer individualmente. Estes
polimeros de nome Pluronics®, sdo essencialmente conhecidos pela sua capacidade de sensibilizar a membrana de células
tumorais e alterar diversos mecanismos intracelulares envolvidos na resisténcia a farmacos e ainda mecanismos de morte
celular programada [Kabanov, et al. 2002]. Neste trabalho, desenvolveram-se diferentes nanoparticulas cuja principal
diferenca se colocava exactamente na constituicdo base da sua matriz. Como em qualquer experiéncia que envolva novos
DDS, é extremamente importante, numa fase inicial, caracterizar estas particulas, de modo a antever qual o seu possivel
efeito bioldgico. As propriedades como as dimensdes e a carga de superficie de nanoparticulas séo factores chave para o
modo como estas sdo internalizadas pela célula, como se comportam perante as barreiras bioldgicas existentes e,
consequentemente, influenciam todo o seu efeito terapéutico.

As formulagdes desenvolvidas basearam-se em NP’s de base lipidica sélida (SLN), as quais se adicionou PEG (SLN-
PEG) ou que foram posteriormente modificadas com Poloxamer 188 (Pluronic® F68) (SLN-Polox 68). Estas sdo as
formulacGes base, adicionando-se também a micela polimérica simples (Polox 68), todas sem direccionamento bioldgico.
Existiu ainda uma Gltima formulacéo a qual se adicionou o anticorpo anti-VEGF Bevacizumab (Polox 68-Beva e SLN-Polox
68-Beva). As primeiras NP’s, constituidas por lipidos s6lidos, provieram de um trabalho anterior ja desenvolvido pelo grupo
da Profé Doutora Mafalda Videira, encontrando-se ja optimizadas e caracterizadas e tendo apresentado valores de dm pelos
100 nm e uma carga potencial de cerca de -2 mv. Segundo a literatura, este é o tamanho ideal para qualquer particula
utilizada no campo da Farmacologia, de modo a tirar o maximo partido das vias de internalizacdo celular e, ainda, escapar
ao reconhecimento pelo sistema fagocitario O método de producdo utilizado é essencial na determinacdo das propriedades
intrinsecas da particula, sendo, no caso das SLN, a homogeneizacdo a alta pressdo, 0 método que permite uma menor
dispersdo em termos de dm das particulas, reduzindo o tamanho das particulas e homogeneizando a preparacdo de forma
eficiente. No entanto, este método envolve varios passos, como a determinacdo da quantidade/percentagem de lipidos
usados na preparacdo das nanoparticulas, a escolha do surfactante (que permite reduzir a tensdo superficial e facilitar a
particdo das particulas) e, ainda, as caracteristicas fisicas do sonicador, tais como a velocidade de rotacéo e a temperatura de
fusdo dos lipidos usados [Mehnert, et al. 2001a; Muller, et al. 2000; Wissing, et al. 2004]. Todos estes factores contribuem
para uma ampla variacdo das caracteristicas das particulas formadas e para a sua estabilidade a longo prazo. O método
utilizado para a producédo das SLN baseou-se numa homogeneizagéo a alta pressao, que foi optimizado pela Prof® Doutora
Mafalda Videira no ambito do seu projecto de doutoramento, tendo-se obtido as particulas com as caracteristicas ja descritas
anteriormente [Videira 2008]. Concluiu-se, ainda, que a adicdo do polimero hidrofilico PEG ndo alterou de forma
significativa as propriedades fisicas do sistema, podendo este tornar-se vantajoso relativamente a NP lipidica simples, por
aumentar o seu tempo de circulagdo [Kaul, et al. 2002; Owens, et al. 2006; Yang, et al. 2007].

Decidiu-se testar ainda as SLN modificadas com outro tipo de polimeros e ver também qual o comportamento da
micelizacdo espontanea dos polimeros da familia dos poloxameros. Todas estas formulagcdes foram produzidas por um
método de evaporacdo de cloroférmio, seguido da reidratacdo com diferentes solugdes, para a formacdo do filme lipidico
final. O Polox 68 foi entdo reidratado com solugdes contendo Tween 80 (0,5%), PBS (pH=7,4), uma solucdo de SLN e

SLN-Beva. O aspecto macroscopico destas solucdes foi variavel: as solugbes contendo Tween 80, PBS e SLN apresentaram
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um aspecto translucido, enquanto a solugdo que continha o anticorpo tinha um aspecto turvo. Isto pode dever-se a presenca
do anticorpo que ndo é mais do que uma proteina, o que acaba por conferir alguma densidade a solucéo final. Todas estas
solucdes foram caracterizadas em termos de carga de superficie e diametro medio, tendo-se obtido os valores finais
representados no Tabela 2. As formulacdes de SLN-Polox 68 e SLN-Polox 68-Beva ndo apresentaram diferencas
significativas entre si, tendo um tamanho e carga de superficie semelhante aos obtidos para as particulas de base lipidica
simples e com PEG. Este facto pode ser justificado de acordo com dados da literatura, em que os poloxameros sao muito
utilizados como cosurfactantes que adsorvem a superficie de matrizes lipidicas (devido as suas caracteristicas anfifilicas),
estabilizando as particulas e conferindo uma maior homogeneizacao do sistema [Xiao, et al. 2011; Yan, et al. 2010]. Seria
de esperar que o anticorpo, sendo uma proteina com elevado peso molecular, pudesse destabilizar o sistema, no entanto,
como ndo houve alteracdo das suas propriedades, foi possivel concluir que esta se conseguiu ligar de forma eficiente pela
extremidade Fc, ao grupo polimérico superficial. Ocorreu uma reestruturacdo da particula, o que permitiu acomodar a
ligacdo do anticorpo [Kocbek, et al. 2007]. Isto pode ser vantajoso, na medida em que se mantiveram as propriedades
biologicas das formulagBGes simples, permitindo uma comparacdo eficaz em termos de modificagdo de superficie e
direccionamento biol6gico. As principais diferencas notaram-se ao nivel da produgdo das micelas poliméricas simples
(Polox 68), que se reidrataram quer com um surfactante comum (Tween 80) quer com tampdao fosfato. Ora, seria de prever
que houvesse diferencas, quer entre estas duas situacoes, quer ao nivel destas micelas, comparativamente as formulagoes ja
discutidas neste trabalho. Este facto foi confirmado: as micelas poliméricas simples apresentaram alteracdes significativas
ao nivel do didmetro médio (cerca de 250 nm, com um indice de polidispersdo > 0,4) e houve um ligeiro aumento da sua
carga de superficie final. Estas diferencas deveram-se essencialmente ao tipo de reidratacdo que foi feita: no caso de se
utilizar um surfactante ndo-idénico ocorreu uma reducdo da tensdo superficial, o que facilitou quer a particdo de particulas
para tamanhos nanomeétricos quer a sua estabilizacdo (ndo houve variacdo significativa da carga de superficie) [Mehnert, et
al. 2001a]. Desta forma, o Tween 80, apesar de gerar particulas de tamanho superior as SLN - com um indice de
polidispersdo que indica fraca homogeneizacdo do sistema e existéncia de aglomerados poliméricos de diferentes tamanhos -
ndo provocou diferencas tdo proeminentes como no caso da solucdo de PBS. A solucdo tampdo gerou particulas de elevado
didmetro médio e com um indice de polidispersdo inaceitavel (> 0,7). Os dados obtidos ap6s medicdo do diametro, ndo
apresentados neste trabalho, indicavam a existéncia de varios picos, reveladores da existéncia de uma populagdo
heterogénea de micelas de diferentes tamanhos. Tudo isto pode dever-se ao racio existente entre Poli (6xido de etileno) e
Poli (6xido de propileno) no polimero final, que medeiam a micelizacdo e a estabilidade da micela . O Polox F68 é bastante
hidrofilico, apresentando uma propor¢do maior de polietileno, conferindo, teoricamente, um valor de CMC (concentracéo
micelar critica) mais elevado, o que contribui para uma menor estabilidade e capacidade de micelizacdo espontanea por
parte do polimero. Deste modo, havera ligacdes inespecificas entre os unimeros da solucdo e formacgédo de aglomerados
supermoleculares [Goppert, et al. 2005; Sezgin, et al. 2006; Torchilin 2001]. Concluiu-se, entdo, que o método usado na
producdo destas particulas necessita de ser optimizado, quer a nivel de sonicacdo quer a nivel da quantidade de polimero
usado e tipo de surfactante. Uma das caracteristicas mais importantes na producdo de micelas poliméricas, ja referido para o
polimero escolhido, € o valor de CMC. Ate a data este valor ndo foi definido para estas particulas (para este método de
producdo particular), sendo bastante importante para antever a concentracdo polimérica necessaria para promover uma
micelizacdo eficiente, reduzindo-se a probabilidade de agregacdo e aumentando a estabilidade geral do sistema,
principalmente em ambiente bioldgico onde, apos diluicdo infinita, estas se poderiam destabilizar em unimeros (principal
limitacdo das micelas poliméricas) [Torchilin 2001; Wei, et al. 2009]. Em suma, as formula¢Ges contendo SLN tém
propriedades concordantes com as experiéncias descritas na literatura, apresentando um tamanho ideal como transportadores

farmacoldgicos. O potencial Zeta define, teoricamente, que quanto mais elevado for (+ 30 mv) menor seria a agregacao das
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particulas, mas é necessario ter em conta o objectivo do trabalho e a aplicacdo das particulas, bem como analisar o efeito
geral do tamanho vs carga de superficie. Apesar de uma carga de superficie elevada estar associada a uma maior
estabilidade, de modo a diminuir a opsonizacao e, consequentemente, prolongar o tempo de circulacdo, € necessario manter
uma carga de superficie perto do valor nulo, resultados conseguidos para as formulacdes produzidas [How, et al. 2011;
Wissing, et al. 2004].

O principal objectivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade e o possivel efeito terapéutico das varias formulagdes
desenvolvidas, com vista a uma aplicacdo pratica para o tratamento de cancro da mama avancado e metastatico. Tendo em
conta que uma das primeiras barreiras bioldgicas e linha celular que entra em contacto com as particulas séo as células do
sistema reticuloendotelial, ou seja, os macrofagos, procedeu-se a avaliagdo da biocompatibilidade destes componentes para
este tipo de células. Pela observacdo da Fig. 18 observou-se que, de um modo geral, as formula¢bes se comportaram de
forma semelhante, sendo a toxicidade significativamente superior para as doses mais elevadas de 25 e 50 ul e,
consequentemente, ha uma reducdo da viabilidade celular com o aumento do tempo de exposicdo. Os macrofagos séo
células especializadas na fagocitose de particulas estranhas ao organismo, sendo estas internalizadas e degradadas ao nivel
de lisosomas secundarios. O que se pode concluir a partir dos dados obtidos é que a toxicidade derivada das altas doses de
nanoparticulas pode ndo ter estado associada ao material em si (considerando que teoricamente tanto os lipidos constituintes
das SLN como os polimeros anfifilicos sdo matérias certificados como ndo-toxicos e biocompativeis), mas sim a uma
saturacdo do sistema fagocitario e lise dos lisosomas [Ahsan, et al. 2002; Castelli, et al. 2005; Miller, et al. 1996; Scholer,
et al. 2001]. As imagens obtidas por microscopia éptica de contraste confirmaram a hipdtese anterior, estas células estavam
sobrelotadas de NP’s no seu interior e o resultado que mais se destacou foi a alteragdo morfolégica que ocorreu nos
macrofagos, apds tratamento com as particulas que continham o anticorpo de superficie. Os macréfagos passaram de uma
morfologia arredondada para uma com pseuddpodes alongados, o que € indicativo de uma activacao celular por parte da
ligacdo do anticorpo a superficie destas células [Ferrara, et al. 2004; Salvador, et al. 2008]. Tendo em conta os valores de
IC50, obtidos numa fase posterior deste trabalho, foi possivel concluir que a dose aplicavel se devera essencialmente ao
efeito farmacoldgico do Paclitaxel e ndo a toxicidade por parte dos sistemas transportadores.

A toxicidade foi também averiguada para a linha celular de adenocarcinoma de mama e ha estudos que indicaram que as
matrizes das nanoparticulas (principalmente Poloxameros) acabam por ser ligeiramente mais toxicas para células normais do
que para células tumorais [Wei, et al. 2009]. Neste trabalho obtiveram-se resultados semelhantes aos obtidos para 0s
macrofagos em termos de comportamento dose/tempo. Para doses mais elevadas a toxicidade foi significativamente superior
(p <0,001) e este facto tornou-se mais proeminente para tempos de exposi¢cdo maiores (72 h). Todavia, ao contrario dos
macrofagos em que a viabilidade se manteve a volta dos 80% para as doses mais baixas, no caso das células tumorais as
formulagGes contribuiram para uma proliferacdo celular em cerca de 50%. Sabe-se que os lipidos utilizados na producéo de
SLN’s sdo acidos gordos biocompativeis, que podem ser metabolizados pelas células para obter energia, este facto podera
ter contribuido para uma inducédo da proliferagéo celular, apds internalizacdo das particulas [Castelli, et al. 2005; Wissing, et
al. 2004]. Em relacdo ao polimero anfifilico, h4 evidéncias de que para doses baixas, devido a capacidade de sensibilizacéo
membranar e alteracdo da sua fluidez, este pode interagir com a membrana das células tumorais, aumentando a sua
permeabilidade para os nutrientes e factores existentes no meio de cultura, promovendo o seu crescimento. Estes polimeros
sdo, inclusivamente, usados como suplementos em meios de cultura celulares [Bentley, et al. 1989; Kabanov, et al. 2002;
Melik-Nubarov, et al. 1999]. Em contrapartida, para doses muito elevadas a toxicidade destas particulas torna-se evidente,
algo que pode ser causado por uma intensificacdo do metabolismo celular que, por acidificacdo excessiva do meio, podera
levar a morte celular. Este facto pode correlacionar-se, por exemplo, com as observaces mostradas na Fig. 20: a formulacéo

que exerce maior toxicidade e de uma forma mais rapida (menores periodos de incubacdo) ¢ a SLN-Polox 68. Estas
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particulas tinham uma constituicdo mista, havendo um efeito duplo por parte quer dos lipidos quer do polimero. Houve,
assim, um aumento do metabolismo basal das células, possivel saturagdo lisosomal e uma maior reducdo da viabilidade
celular. No caso das formulacGes que contém o Polox 68, a morte celular para doses elevadas de NP’s pode também ter
estado relacionada com o facto de haver alteracdo de mecanismos intracelulares associados, por exemplo, a producéo de
ATP, indugéo de apoptose celular e inibigdo de mecanismos de destoxificagéo celular [Batrakova, et al. 2008; Zhang, et al.
2011b]. Por fim, é necessario destacar o Polox 68 que, contrariamente a formulacdo anterior, foi a que exerceu um efeito
toxico mais tardio. Isto pode dever-se a existéncia de uma heterogeneidade micelar da solucgéo e, devido ao maior tamanho
das particulas, que estas tenham mais dificuldade em entrar nas células, havendo apenas efeito por parte de alguns unimeros
que possam existir na solucao.

A avaliacdo do efeito terapéutico destas formulagbes foi efectuada usando uma linha celular de adenocarcinoma de
mama, tendo capacidade metastatica com disseminagdo preferencial para o pulméo. Os ensaios realizados tiveram como
objectivo averiguar qual o IC50 de cada dose, para diferentes periodos de exposicao e comparar os valores obtidos com a
solucdo de Paclitaxel livre. Este farmaco foi escolhido por ser uma terapia oncolégica usada como primeira linha de escolha
para terapéutica de cancro da mama em estagio avancado, tendo a sua solucdo comercial um sem numero de efeitos
secundarios. Tornou-se entdo necessario, nos Ultimos anos, procurar forma de minimizar estes efeitos, aumentando, no
entanto, o potencial terapéutico deste farmaco antimitético [Danhier, et al. 2009; Wei, et al. 2009]. Estudos anteriores
mostraram que mais do que a dose utilizada, o tempo de exposicdo das células ao Paclitaxel é determinante para o seu efeito
terapéutico. Assim, somente células proliferativas, em fase G2/M, séo capazes de responder de forma eficaz a esta molécula.
Os resultados obtidos neste trabalho estdo em concordancia com este facto, tendo o Paclitaxel reduzido apenas de forma
significativa a viabilidade celular (< 50%) a partir das 24 h de incubacao (Fig. 21F) [Liebmann, et al. 1993; Nakayama, et
al. 2009; Zhang, et al. 2011b].

As restantes formulagdes foram diluidas de forma apropriada, de modo a poder-se observar o efeito terapéutico, durante
0 mesmo periodo de tempo que para o farmaco livre. De uma forma geral, uma vez mais, doses mais elevadas e periodos
mais longos resultaram numa reduc¢do mais acentuada da viabilidade celular. Todavia, existiram variancias significativas
entre as diversas formulacdes. Para periodos curtos a formulacdo contendo Bevacizumab teve algum efeito na reducdo da
viabilidade (principalmente para doses mais baixas), talvez devido a ligacdo de alguns receptores VEGF na superficie
celular. No entanto, o seu efeito manteve-se praticamente inalterado para qualquer uma das doses testadas, ao longo do
tempo. Este resultado pode ndo mimetizar correctamente o efeito in vivo obtido pelo direccionamento biolégico, conferido
por esta molécula. Estudos anteriores mostraram que o efeito notorio deste agente antiangiogénico se da in vivo, tendo
mostrado algum sucesso na inibicdo tumoral de modelos animais, pois liga-se essencialmente a receptores VEGF existentes
na superficie de células endoteliais. Apesar do padrdo de expressdo de mRNA in situ para estes receptores ser elevado em
células de adenocarcinoma, este efeito podera ndo ser observavel in vitro, uma vez que ndo ocorre desenvolvimento
endotelial e ha somente uma pequena expressdo de VEGF solGvel [Salvador, et al. 2008; Wissing, et al. 2004]. As 8 h as
formulagbes que mais se destacaram foram as de SLN-Ptx e SLN-Ptx-Polox 68, com caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes, como ja foi mencionado anteriormente. Estas particulas parecem ter sido internalizadas de forma eficaz pela
celula. No entanto, devido ao ligeiro atraso na reducéo da viabilidade celular, que s6 voltou a tornar-se significativa as 48 e
72 h, parece haver influéncia no modo ou perfil de libertagdo do fa&rmaco por parte destas particulas, que é feito de uma
forma mais gradual entre as 8 e as 48h. Isto pode dever-se quer a um atraso na degradacédo das particulas por parte do Polox
68 - pois ja foi mostrado que estes polimeros tém a capacidade de atrasar a degradacdo de matrizes lipidicas [Olbrich, et al.
1999] - quer (para doses mais elevadas) a um efeito toxico das proprias matrizes constituintes das nanoparticulas. No
entanto, ndo se coloca de parte a possivel quimo sensibilizacdo dos poloxdmeros e o seu efeito adjuvante com o Paclitaxel
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[Zhang, et al. 2010]. Por fim, a formulacdo que mais se destacou a nivel de potencial terapéutico foi SLN-Ptx-PEG. Estas
particulas s6 mostraram uma reducgdo significativa (p <0,001) para qualquer uma das doses testadas a partir das 24 h,
indicando um atraso na sua internalizacdo, mas um efeito terapéutico iminente mal esta se encontre no citoplasma da célula
[Owens, et al. 2006; Yang, et al. 2007]. Estes resultados foram posteriormente confirmados pelo célculo do IC50,
concluindo-se mais uma vez que as NP’s apresentaram uma eficicia terapéutica comparativamente ao farmaco livre,
funcionando como transportadores promissores em termos de entrega de Paclitaxel. Todavia, apesar do IC50 ser
significativamente inferior, comparativamente ao Paclitaxel, para todas as formulacGes excepto SLN-Ptx (3,64 +
0,56 pg/ml), a Unica cujo valor de IC50 diminuiu de forma significativa com o tempo foi SLN-Ptx-PEG. Esta formulacéo
obteve uma dose terapéutica de 5 ng/ml, cerca de 800 vezes inferior ao valor obtido para o Paclitaxel as 72 h (4,09 +
0,74 ug/ml). Estes resultados correlacionam-se com diversos estudos anteriores que afirmam a importancia da
nanotecnologia no aumento da biodisponibilidade e farmacocinética de terapias oncoldgicas classicas [Fonseca, et al. 2002;
Mandal, et al. 2009; Yoncheva, et al. 2012; Zhang, et al. 2013]. Em suma, a SLN-Ptx-PEG aparentou ser a melhor
formulacdo, com elevado potencial terapéutico, comparativamente ao Paclitaxel livre.

Para complementar os resultados anteriores, procedeu-se a avaliagdo da internalizacdo das NP’s. Segundo dados
prévios, a via de entrada de transportadores com um tamanho médio de 100 nm é a via endocitica, mediada por claterina.
Este é o caso, quer para as micelas poliméricas (na forma polimerizada ou unimérica) quer para as NP’s de lipidos sélidos
[Martins, et al. 2012; Sahay, et al. 2010; Sahay, et al. 2008]. Procedeu-se ao estudo da eficiéncia de internalizacdo para as
formulacGes de SLN-Ptx e SLN-Ptx-PEG, bem como dos seus equivalentes vazios, pois neste ponto do trabalho averiguou-
se que a formulacdo pegilada seria aquela com maior efeito terapéutico. O seguimento intracelular destas particulas foi
conseguido através da marcacdo das nanoparticulas com uma sonda lipofilica, DiL, e através da marcacdo nuclear das
células MDA-MB-231 com Hoecsht. Tal como ja tinha sido mostrado anteriormente, ha uma dependéncia temporal e de
dose relacionada com a internalizacdo das particulas, que pode ser quantificada e avaliada pela quantidade de fluorescéncia
emitida pelas particulas [Danhier, et al. 2009; Panyam, et al. 2002]. Pela observacdo das imagens obtidas por microscopia
confocal foi possivel concluir que todas as particulas se encontravam dispersas pelo citoplasma da célula 30 min apés a
incubacdo, aumentando esta fluorescéncia até as 2h. As formulagdes SLN-DiL e SLN-Ptx-DiL apresentaram um padrao
semelhante, com uma elevada fluorescéncia e co-localizacdo nuclear para ¥ h, tendo os nicleos uma morfologia normal,
comparativamente ao controlo. Por outro lado, SLN-PEG-DiL e SLN-Ptx-DiL, também apresentaram um padrdo semelhante
entre si, mas distinguiram-se das formulagdes anteriores por provocarem segmentacao e fragmentacao nuclear, indicativo de
um estagio avangado de apoptose, posteriormente confirmado por citometria de fluxo [Danhier, et al. 2009; Kaul, et al.
2002]. A quantificacdo de fluorescéncia avaliada para 2 e 4 h, com diferentes doses de nanoparticulas, indicou que existe um
aumento da internalizacdo e, consequente, fluorescéncia para 100 pL, as 2 h. Todavia, para a mesma dose e um periodo de
4 h, ocorreu uma reducéo significativa da fluorescéncia de todas as particulas, o que pode ser explicado pela presenga de um
elevado numero de particulas, podendo ter provocado uma saturacdo dos transportadores vesiculares associados a via
endocitica. H& assim uma dependéncia em termos de tempo e quantidade de particulas presentes [Ahsan, et al. 2002;
Castelli, et al. 2005; Mdller, et al. 1996; Scholer, et al. 2001; Wei, et al. 2012]. Estes resultados estdo também
correlacionados com o0s obtidos por microscopia confocal, indicando uma entrada mais rapida por parte das SLN e SLN-Ptx,
relativamente as formulacGes pegiladas que, de uma forma geral, apresentam sempre uma fluorescéncia relativa
significativamente inferior.

A percentagem de apoptose avaliada por citometria de fluxo foi um ensaio preliminar para tentar confirmar as
diferengas observadas nos resultados obtidos anteriormente. Segundo a literatura, 0 PEG é um derivado dos polimeros

anfifilicos designados de Poloxameros, podendo também modificar determinadas fungdes intracelulares, havendo indicios
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de inducdo de apoptose por este polimero (mecanismo ainda desconhecido) [Goppert, et al. 2005; Roy, et al. 2001; Zhang,
et al. 2011a]. Dado o ndmero reduzido de formulagdes nesta fase do trabalho, este ensaio foi efectuado usando a dose
correspondente ao IC50 das NP’s de base lipidica simples e pegiladas as 24 h. Os resultados obtidos permitiram concluir que
de facto, o PEG, juntamente com o Paclitaxel, podera estar envolvido em mecanismos de inducgédo de apoptose (segmentacao
e fragmentacdo nuclear), sendo esta percentagem significativamente mais elevada do que o controlo. Assim, esta particula
parece ter um impedimento estéreo inicial devido & elevada hidrofilia e peso molecular do polietileno glicol [Kocbek, et al.
2007; Yang, et al. 2007]. No entanto, estando num espaco intracelular, parece libertar o farmaco de forma rapida, numa fase
inicial, mantendo o seu efeito terapéutico gradual a partir desse ponto. Seria importante averiguar qual o perfil de libertacéo
do farmaco encapsulado por esta nanoparticula, aferindo-se assim o seu comportamento como transportador farmacoldgico a
longo prazo.

Em qualquer trabalho de desenvolvimento de nanoparticulas € necessario tentar antever o seu efeito sobre a linha
celular que corresponde a futura aplicacdo terapéutica do sistema. No entanto, a actividade in vitro raramente se correlaciona
de forma directa com o comportamento biolégico dos transportadores. Assim, de forma a complementar os resultados
obtidos, procedeu-se a avaliacdo do efeito terapéutico das formulagdes perante uma co-cultura de macréfagos e células
tumorais e, ainda, ao desenvolvimento de um modelo animal ectdpico para dar inicio a estudos preliminares in vivo. Sdo
poucos os estudos realizados até a data envolvendo co-culturas de macrofagos com determinadas linhas celulares, no
entanto, estd mais do que descrito que estas células imunitérias sdo altamente infiltrativas nestes tecidos malignos, podendo
alterar o seu comportamento de acordo com o microambiente existente. S&o assim conhecidas por terem uma dupla funcao
em que, consoante o estado de activacdo M1 ou M2 - descrito na parte introdutéria deste trabalho - podem disseminar
células tumorais ou auxiliar na sua proliferacdo [Chen, et al. 2005; Hagemann, et al. 2004; Lewis, et al. 2006]. Os estudos
realizados baseiam-se sempre numa co-cultura separada fisicamente, em que sdo utilizadas caixas de cultura onde existem
dois compartimentos separados por uma membrana porosa (Transwells), no entanto, neste trabalho pretendeu-se tentar
perceber quais as diferencas terapéuticas perante uma cultura mista com macréfagos e células MDA-MB-231, plaqueadas
directamente, em simultaneo [Al-Hallak, et al. 2010; Ding, et al. 2012; Yang, et al. 2011].Primeiramente testaram-se varias
condicdes de cultura diferentes em que as células foram plaqueadas em conjunto ou de uma forma faseada, tendo-se
concluido que a maior viabilidade celular foi obtida para 0 meio de cultura RPMI completo quando a suspensdo mista foi
plaqueada em simultaneo. Tal pode ter sido devido somente a uma questéo de area de adesdo celular, sendo que ao colocar a
suspensdo mista no poco de cultura ambos os tipos celulares tém a mesma area disponivel, aumentando-se a probabilidade
de cada tipo de célula aderir de forma eficiente. Contrariamente, nos casos em que se colocaram primeiro as células
tumorais ou os macrofagos peritoneais, ao colocar o outro tipo de célula horas depois da adesdo das primeiras queira haver
uma maior competicdo das células ja aderentes, contribuindo para uma menor viabilidade celular. Estando as condic¢des de
cultura definidas, procedeu-se a avaliacdo do efeito terapéutico de algumas formulag¢6es de nanoparticulas sobre esta cultura
celular mista. No entanto, € necessario ter em conta que a cultura de células foi efectuada em caixas de 48 pogos, 0 que
podera ter comprometido de algum modo os resultados obtidos. Pela observacao da Fig. 27, foi possivel concluir, tal como
para os restantes ensaios de citotoxicidade, que as doses mais altas, quer das NP’s quer do Paclitaxel livre, sdo responsaveis
por uma elevada reducdo da viabilidade celular (nas células individuais) e no caso da linha celular tumoral o efeito
terapéutico das NP’s foi significativamente maior, comparativamente ao farmaco livre. As diferencas observadas entre 0S
efeitos provocados pelo farmaco livre e pelos sistemas transportadores ao nivel das células vs macrofagos, pode dever-se ao
tipo de mecanismo de internalizacdo (endocitose e fagocitose, respectivamente), ao facto de terem sido plaqueados cerca de
5% mais macréfagos para 0 mesmo volume final (no caso da menor eficiéncia por parte das nanoparticulas) e, ainda, um

maior efeito do farmaco livre, talvez por uma maior difusdo deste através da membrana dos macrofagos, que podem ter
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funcionado como reservatorios do farmaco activo, libertando-o para o meio envolvente [Hauptmann, et al. 1993; Soma, et
al. 2000]. Estas células foram tomadas como controlo, sendo o efeito relevante para este estudo aquele provocado na co-
cultura. Os resultados obtidos ndo foram conclusivos, pois, apesar da toxicidade mediada pelo farmaco livre ter sido
significativa em relacdo a dose de 4,17 ug/ml, usada no controlo de células tumorais, este efeito ndo foi exclusivo para a co-
cultura. Estudos anteriores destacaram uma possivel toxicidade secundaria mediada por macro6fagos apds a sua activacgao por
nanoparticulas, tendo estes a capacidade de libertar o fArmaco encapsulado por exocitose para o espago intratumoral,
funcionando como ceélulas anti-tumorais [Al-Hallak, et al. 2010; Soma, et al. 1999; Yang, et al. 2011]. Este efeito ndo foi
reprodutivel neste estudo e, tendo em conta o aparecimento de aglomerados celulares nos pogos de cultura, a toxicidade
pode dever-se somente a uma menor area de adesdo, bem como a um pequeno volume total do poco, e inducdo de morte
pelo elevado numero de células encontradas em suspensao (dados ndo apresentados). Em suma, estes ensaios deverdo ser
repetidos para frascos de cultura com maior area volumétrica, podendo também experimentar-se, numa primeira fase, os
protocolos descritos na literatura baseados numa separacao fisica das células.

Os ratinhos nude sdo amplamente usados como modelos animais para terapia oncoldgica, tendo sido a escolha para um
desenvolvimento preliminar de um modelo in vivo ectdpico de cancro de adenocarcinoma de mama. Muitos estudos
indicaram as varias diferencas obtidas na eficacia do desenvolvimento tumoral, que depende de factores tais como o local de
injeccdo, o numero de células inoculadas, a agressividade e as préprias caracteristicas da linha celular e, ainda, no caso de
carcinomas dependentes de hormonas, da presenca ou auséncia de suplementos hormonais [Fleming, et al. 2010; Price, et al.
1990]. E aceite que o modelo ortotépico, apds injeccdo na gordura da mama, sera o mais reprodutivel e de crescimento mais
rapido, no entanto a monitorizacdo é mais dificil e a propria injeccdo tem de ser acompanhada de um pequeno procedimento
cirtrgico. No entanto, este parece ser o melhor modelo para o adenocarcinoma de mama soélido, tendo ainda alguma
capacidade metastatica ao nivel dos ganglios linfaticos e pulmdo. Por outro lado, uma injec¢do na veia da cauda, apesar de
ainda gerar alguma controvérsia em termos de sucesso de obtencdo de tumores, revelou alguma eficacia na formacdo de
micrometastases pulmonares. O modelo subcutdneo é bastante simples de executar e reprodutivel, sendo facilmente
monitorizado macroscopicamente e por palpacdo, tendo-se revelado capaz de formar tumores sélidos de tamanho aceitavel,
com possibilidade de ocorréncia de metastizacdo dos locais proximos e ainda a nivel pulmonar.Este trabalho correlaciona-se
com os dados da literatura, tendo-se desenvolvido um modelo baseado na injeccdo subcutanea de células MDA-MB-231.
Obteve-se um sucesso de 3/6 ratinhos em termos de desenvolvimento de tumores sélidos visiveis (internos ou externos), no
entanto os restantes parecem ter desenvolvido, a longo prazo, metastizacfes pulmonares agressivas, comprovadas pela
rapida perda de peso e aspecto depauperado dos animais. Os tumores atingiram volumes macroscopicamente palpaveis apos
duas semanas da inoculacdo, o que esta de acordo com a literatura [lorns, et al. 2012; Tester, et al. 2004]. No entanto,
apenas um manteve o seu crescimento visivel e mensuravel externamente e os restantes proliferaram de forma interna. O
modo como a injec¢éo foi efectuada podera ter influenciado a entrada de células ao nivel endotelial (via linfatica), causando
uma maior taxa de metastizagdo, comparativamente a tumores solidos. Todavia, apesar de numa fase preliminar ser
interessante iniciar o efeito terapéutico intraperitoneal, seguindo-se macroscopicamente a variacdo do volume tumoral
solido, numa fase posterior podera também ser importante estudar a capacidade de metastizacdo pulmonar, demonstrada por
esta linha celular. Isto porque as formulacdes lipidicas de maior sucesso neste trabalho tém caracteristicas linfotropicas,
tendo mostrado sucesso na disseminagdo de micrometastases pulmonares e de mama, ao nivel do sistema linfatico [Torchilin
2001; Videira 2008].
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A Nanotecnologia é uma area emergente com perspectivas promissoras em termos de optimizacdo e melhoramento de
terapias oncoldgicas existentes. Com este trabalho concluiu-se que a caracterizacdo completa das particulas formuladas é o
primeiro passo para tentar antever o seu sucesso terapéutico. E necessario formular particulas cujas dimensbes e carga
permitam ndo s6 um encapsulamento eficiente do farmaco em questdo, mas também tenham a capacidade de se manter em
circulacdo tempo suficiente para que o transportador possa chegar ao alvo ¢ seja por ele internalizado. As NP’s formuladas
neste trabalho apresentaram, em termos gerais, caracteristicas compativeis com uma boa actividade bioldgica,
principalmente aquelas produzidas a partir de lipidos solidos, algo que se podera dever a anterior optimizacdo do seu
processo de fabrico. Em contrapartida, as micelas poliméricas sdo intensamente descritas na literatura como potenciais
transportadores farmacol6gicos, no entanto, individualmente e neste trabalho ndo se mostraram téo eficazes como quando
conjugadas com o sistema lipidico. De um modo geral, as particulas mostraram um efeito terapéutico eficaz, facto concluido
a partir dos valores de IC50 obtidos, que foram significativamente inferiores para quase todas as formulacgdes,
comparativamente ao Paclitaxel livre.

SLN-Ptx-PEG mostrou ser a melhor formulacéo obtida, apresentando uma elevada capacidade de internalizagéo celular,
aliada a um possivel potenciamento da inducdo da apoptose pelo préprio polimero constituinte, havendo um efeito
terapéutico adjuvante. Este facto, juntamente com a constante associacdo do Polietileno glicol para aumentar a
biodistribuicdo de transportadores farmacoldgicos, podera indiciar um sucesso desta NP em termos de actividade bioldgica
in vivo. Em suma, as particulas desenvolvidas neste trabalho e a avaliacdo da sua eficacia terapéutica confirmaram os dados
da literatura, relativamente a potencialidade de novos sistemas farmacolédgicos, sendo um processo relativamente barato e
rapido, em termos de optimizacdo de terapias oncoldgicas classicas, descartando-se 0 processo moroso que constitui o
desenvolvimento de novos farmacos. Todavia, esta area apresenta ainda muitas limitacfes e o estudo e caracterizacdo
completa de novas particulas € um processo demorado, mas obrigatério para se produzir o dito transportador ideal. Apesar
do elevado investimento nesta area nos Ultimos 10 anos, a verdade é que sdo poucos 0s transportadores que passaram as
fases pré-clinica e clinica, havendo ainda muita reticéncia por parte dos organismos reguladores na aprovacdo e
comercializacdo de muitos destes sistemas. E necessério constituir grupos cientificos multidisciplinares que permitam uma
completa caracterizagdo de NP’s, a avaliagdo da sua seguranca clinica e da sua capacidade terapéutica perante diferentes
linhas celulares e, ainda, em modelos bioldgicos mais reprodutiveis.

Futuramente, pretende-se tentar superar as lacunas deste trabalho no que diz respeito ao conhecimento e caracterizagéo
fisico-quimica das particulas. Em termos de dimensdes e carga parece haver concordancia entre estas propriedades e uma
actividade biologica eficaz, no entanto é necessario perceber o modo como o farmaco é encapsulado e qual o seu perfil de
libertacdo ao longo do tempo. Uma simples tecnica de dialise, aliada uma quantificacdo por HPLC, permitiria avaliar estas
propriedades, confirmando-se ou nédo a possivel libertacdo controlada de Paclitaxel por parte destes transportadores. Seria
importante incidir sobre a optimizacdo das micelas poliméricas, testando-se diferentes técnicas de produgdo ou alterando as
condicBes utilizadas na técnica de evaporagdo do solvente. Tanto o surfactante como as condi¢Ges de sonicacdo e
temperatura, além da quantidade de polimero usado, sdo factores que alteram os pardmetros fisico-quimicos destas
particulas.

Para complementar os estudos de toxicidade, seria importante avaliar a activacdo do sistema complemento e
percentagem de hemolise induzida pelas particulas vazias e, ainda, efectuar estudos de biodistribui¢cdo de modo a antever a
localizagdo das particulas no ambiente biologico. Por fim, mais do que uma avaliagdo in vitro, € cada vez mais notoria a
importancia de avaliar efeitos terapéuticos em diferentes condicdes celulares e fisioldgicas. Neste trabalho, iniciaram-se

estudos de citotoxicidade sobre uma co-cultura, no entanto, apesar dos resultados indicarem um possivel efeito citotoxico
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secundario dos macréfagos quando incubados com a linha celular cancerigena e as respectivas NP’s, foi clara a necessidade
de optimizar este protocolo, usando-se condi¢Ges que permitam uma boa aderéncia celular e volume de meio. Este problema
técnico podera ser ultrapassado utilizando-se caixas de cultura com maior area de aderéncia, ou, alternativamente frascos de
cultura. Este tipo de ensaios sdo uma forma complementar para avaliar o comportamento das particulas num ambiente em
que a comunicagdo e mobilidade de diferentes celulas estdo presentes, avaliando-se ndo s6 0 seu comportamento perante
diferentes estruturas celulares, mas também a capacidade de ultrapassar diferentes barreiras biologicas. Deste modo, é facil
concluir que é mais seguro passar-se para estudos em modelos animais, tendo-se j& um background completo e
complementar em termos de eficacia terapéutica.

Dado as caracteristicas linfotropicas dos lipidos utilizados na producdo destas particulas, a sua utilizacdo para a
disseminacdo de micrometéstases pulmonares podera ser um aspecto importante a estudar. Mais do que avaliar o efeito
terapéutico sobre a uma linha celular de adenocarcinoma de mama, seria interessante repetir este protocolo para uma linha
celular de carcinoma de pulmao, tentando antever qual o potencial terapéutico destes transportadores para diferentes tipos
celulares.

Em conclusdo, este trabalho foi mais um complemento para o0s imensos estudos ja existentes ao nivel do
desenvolvimento de novos transportadores farmacologicos, mostrando a capacidade terapéutica promissora das SLN e
algum efeito potenciado quando estas sdo associadas a polimeros hidrofilicos. Mais do que uma inibicdo ou disseminacéo
tumoral eficaz, é necessario investir em terapias que prolonguem o tempo de sobrevivéncia e a qualidade de vida dos

doentes oncoldgicos, estabelecendo-se um maior leque de opc¢des em termos terapéuticos.
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