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RESUMO

SILVA, A. B. Estudo da encapsulacdo de farmacos antineoplasicos em sistemas
nanoestruturados. Caracterizacdo estrutural e efeito sinérgico de farmacos. 2023. 88f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo,
S0 Paulo, 2023.

Dentro da area da nanotecnologia, 0 sistema drug delivery vem sendo amplamente utilizado,
cujo objetivo é proporcionar uma maior eficacia dos ativos farmacéuticos, podendo envolver
desde uma distribuicdo mais seletiva dentro do organismo até a taxa que as moléculas seréo
liberadas e/ou a atenuacdo dos efeitos adversos provocados. Para isso, 0s ativos S0
encapsulados em nanoestruturas, podendo estas serem de natureza sintética ou natural. Dentre
0S nanocarreadores promissores encontram-se 0S cubossomos, que Sd0 hanoestruturas
complexas capazes de encapsul ar ativostanto hidrofilicos quanto hidrofdbicos. O objetivo deste
projeto foi estudar a encapsulagdo de farmacos antineoplasicos em sistemas drug delivery
contra linhagens celulares, investigando também as alteragbes estruturais sofridas pelos
cubossomos e os efeitos sinérgicos dos farmacos, sendo eles. a doxorrubicina, a cisplating, a
vemurafenibe e a curcumina. As metodologias empregadas para e€lucidar o efeito das
combinagBes dos farmacos, a estruturacdo da nanoparticula e sua citotoxicidade foram: os
estudos de viabilidade celular pds-exposicdo, espalhamento dindmico de luz, potencia zeta,
andise de rastreamento de nanoparticulas, espalhamento de raiosx a baixos angulos,
criomicroscopia eletronica de transmissdo, eficiéncia de encapsulagcdo e ensaio de liberagéo.
Inicialmente os farmacos foram testados isoladamente e em duplas, sendo utilizadas cinco
linhagens celulares, afim de se promover um delineamento aos ensaios futuros. A partir destes
resultados, foi-se optado por manter duas linhagens celulares, a Hela, como representante de
tecidostumorais, e aHaCat, modelo detecido saudavel, devido amenor resisténcia apresentada
por elas. Em relacdo as combinagles entre as drogas, pode-se observar que todas as duplas
formadas apresentaram resultados sinérgicos nalinhagem tumoral, sendo mantida para ostestes
seguintes a combinagdo curcumina e vemurafenibe. Os cubossomos foram sintetizados
eficientemente, sendo produzidos na auséncia de farmacos bem como contendo curcumina e
vemurafenibe. As nanoparticulas apresentaram uma variagdo de didmetro entre 189 + 3nm e
224 + 2 nm, sendo o PDI entre 0,08 e 0,25. A conformagdo do cubossomo foi confirmada
através da criomicroscopia el etrénica de transmissao e pelo espalhamento de raios-x a baixos
angulos, onde foi determinada uma estruturacdo caracteristica de Pn3m. Para a eficiéncia de
encapsulacdo os valores variaram entre 79% de encapsulagéo para a curcumina e 72% para a
vemurafenibe, quando utilizadas isoladamente. No caso da encapsulagdo em dupla, os valores
se converteram para 63% e 53% para a curcumina e vemurafenibe, respectivamente. A
liberag@o das drogas do interior da nanoparticula oscilou entre 1500, 480 e 420 minutos para os
cubossomos de curcumina, vemurafenibe e curcumina + vemunafenibe, respectivamente. Os
testes de citotoxicidade demonstraram que as concentragdes de 0,01 e 0,03 mg/mL foram
capazes de promover uma viabilidade acima de 70%, porém, utilizando estas proporgdes ndo
foi possivel observar resultados significativos. Por fim, 0 sistema se mostrou estével e
homogéneo, sendo capaz de promover aencapsul agdo dos farmacos tanto singularmente quanto
em dupla e, apesar da quantidade de f&rmacos ndo ter sido suficiente para ocasionar ateractes
a0 sistema celular, a execucdo deste trabalho abre portas para que novos estudos sgam
realizados, podendo-se testar diferentes ativos bem como alterando a composicdo da
nanoparticula afim de se reduzir a citotoxicidade.

Palavras-Chave: Antineoplasico; Drug Delivery; Cubossomos; Doxorrubicing; Cisplating;
Vemurafenibe; Curcumina



ABSTRACT

SILVA, A. B. Study of the encapsulation of antineoplastic drugs in nanostructured
systems: Structured characterization and synergistic effect of drugs. 2023. 88f. Dissertacéo
(Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo,
2023.

Within the area of nanotechnology, the drug delivery system has been widely used, whose
objective is to provide greater effectiveness of pharmaceutical active ingredients, which may
range from amore selective distribution within the organism to the rate at which the molecules
will be released and/or the attenuation of adverse effects caused. To achieve this, the active
ingredients are encapsulated in nanostructures, which may be synthetic or natural in nature.
Among the promising nanocarriers are cubosomes, which are complex nanostructures capable
of encapsulating both hydrophilic and hydrophobic active ingredients. The objective of this
project was to study the encapsulation of antineoplastic drugs in drug delivery systems against
cell lines, aso investigating the structural changes undergone by the cubosomes and the
synergistic effects of the drugs, namely: doxorubicin, cisplatin, vemurafenib and curcumin. The
methodologies used to elucidate the effect of drug combinations, the structuring of the
nanoparticle and its cytotoxicity were: post-exposure cell viability studies, dynamic light
scattering, zeta potential, nanoparticle tracking anaysis, small angle x-rays scattering,
transmission electron cryomicroscopy, encapsulation efficiency and release assay. Initidly, the
drugsweretested alone and in pairs, using five cell lines, in order to promote adesign for future
trials. Based on theseresults, it was decided to maintain two cell lines, Hela, as arepresentative
of tumor tissues, and HaCat, amodel of healthy tissue, due to their lower resistance. Regarding
the combinations between the drugs, it can be observed that all the pairs formed presented
synergistic results in the tumor lineage, with the combination of curcumin and vemurafenib
being maintained for the following tests. Cubosomes were efficiently synthesized, being
produced in the absence of drugs as well as containing curcumin and vemurafenib. The
nanoparticles varied in diameter between 189 + 3 nm and 224 + 2 nm, with the PDI being
between 0.08 and 0.25. The conformation of the cubosome was confirmed through transmission
electron cryomicroscopy and small angle x-rays scattering, where a characteristic structure of
Pn3m was determined. For encapsulation efficiency, values varied between 79% encapsulation
for curcumin and 72% for vemurafenib, when used aone. In the case of double encapsulation,
the values converted to 63% and 53% for curcumin and vemurafenib, respectively. The release
of drugs from the interior of the nanoparticle ranged between 1500, 480 and 420 minutes for
the curcumin, vemurafenib and cubosomes with curcumin + vemunafenib, respectively.
Cytotoxicity tests demonstrated that concentrations of 0.01 and 0.03 mg/mL were capable of
promoting viability above 70%, however, using these proportionsit was not possible to observe
significant results. Finally, the system proved to be stable and homogeneous, being able to
promote the encapsulation of drugs both singly and in pairs and, although the quantity of drugs
was not enough to cause changes to the cellular system, the execution of thiswork opens doors
for new studiesare carried out, with the possibility of testing different activeingredients aswell
as changing the composition of the nanoparticle in order to reduce cytotoxicity.

Keywords: Antineoplastic; Drug Delivery; Cubosomes; Doxorubicin; Cisplatin; Vemurafenib;
Curcumin.
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1. INTRODUCAO

1.1. Nanotecnologia

A expressdo “nano” traz em seus primordios referéncias datadas do grego, cujo
significado do prefixo se refere a algo “and” ou demasiadamente pequeno. Em cima deste
conceito, surgiram a nanociéncia e a nanotecnologia, areas de pesguisa que visam o estudo de
peguenas estruturas, moléculas ou &omos que possuam caracteristicas ou propriedades
atrativas para o0 meio cientifico como, por exemplo, de substancias com altos indices de
conducéo el étrica, efeitos magnéticos, hidrossolubilidade, atividade fotocatalisadora ou efeitos
oticos (LUGANI et al., 2018). Tudo isso com o objetivo de aperfeicoar e inovar processos ja
conhecidos, trazendo melhorias e permitindo ao campo académico a possi bilidade de desvendar
questdes até 0 momento desconhecidas (RAMSDEN, 2016).

Dentre as diferentes areas das nanociéncias, uma das que mais se destaca €éa
nanomedicina. Essa vertente, nos Ultimos vinte anos, tem usufruido de inimeros avangos cujo
enfoque principal é otimizar e melhorar a qualidade e longevidade de vida dos individuos, com
aperfeicoamentos no campo dos métodos cirdrgicos e principalmente de tratamentos. Um dos
aprimoramentos de destague € aimplementacdo de sistemas drug delivery, desenvolvidos com
0 objetivo de promover o carreamento de moléculas dentro de diferentes aplicagdes, como
farmacol 6gicas e cosméticas (TRUCILLO, 20214).

1.2. Sistemas para Drug Delivery

O sstemadrug delivery (DD) é umadas vertentes em destaque dentro das utilidades da
nanotecnologia, sua definicdo engloba o ato de administrar e entregar ativos farmacéuticos de
maneira eficiente e de preferéncia ao local destinado (alvo-terapéutico), fator largamente
desgjdvel em terapias quimiotergpicas, reduzindo a toxicidade causada a Orgdos terceiros
durante o tratamento (DANG; GUAN, 2020). De maneira simplificada, o sistema DD consiste
em tornar os medicamentos mais eficazes, podendo envolver desde uma distribuicdo mais
seletiva dentro do organismo até o aumento do intervalo em que as moléculas serdo liberadas
e/ou a atenuagao dos efeitos adversos provocados (BAE; PARK, 2020).

No mecanismo convenciona de fabricagdo de medicamentos, 0s ativos farmacéuticos
sd0 comumente administrados em comunhd com substancias denominadas de excipientes,
podendo estes estar presentes em forma de diluentes, emul sdes, lubrificantes ou estabilizadores
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quimicos, exercendo fungdes de controle de absor¢do ou biodisponibilidade (VILAR et al.,
2012). A partir do uso dos sistemas DD os ativos farmacéuticos passam a ser encapsulados em
nanoestruturas, podendo ser de natureza sintética ou biodegradavel, obrigatoriamente
compativeis com o principio ativo utilizado (BIZERRA; SILVA, 2016), sua composi¢do pode
variar entre polimeros e particulas lipidicas, emulsdes, membranas, hidrogéis, dendrimeros e
outros complexos macromoleculares (TRUCILLO et al., 2020b). Dentre essas diferentes
nanoparticulas, destacam-se 0s cubossomos, uma aternativa promissora dentro do campo do
DD (MALHEIROS et al., 20214).

1.3. Cubossomos

Cubossomos sd0 nanoparticulas utilizadas como sissema DD com o objetivo de
promover o carreamento de ativos farmacéuticos. Sua estrutura € composta por um surfactante
ndo-i6nico, usualmente o F-127 (Figura 1a), em adicdo com algum tipo delipidio (AVANTIKA
et al., 2020), como o fitantriol (Figura 1b) e a monoleina (Figura 1c) (MALHEIROS et al.,
20214a). Esses lipidios sdo formados por duas regides distintas. uma cabeca hidrofilica e uma
cauda hidrof6bica, composta por uma ou mais cadeias de hidrocarbonetos.

Figura 1 — Representacdo da estrutura molecular do surfactante F-127 (A), do fitantriol (B) e

da monoleina (C).
FONTE: Umar et al. (2022, p. 5).
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Devido a esta composi¢éo lipidica, as moléculas do cubossomo se agregam em virtude
do efeito hidrofobico. Esse efeito ocorre devido a diferenca de polaridade entre a &gua e as
cadeias de hidrocarbonetos que, quando colocadas em contato, as moléculas de agua que
circundam a cauda do lipidio formam redes organizadas, diminuindo a entropia e
consequentemente aumentando aenergialivre do sistema. Pararecuperar aentropiaperdida, as
moléculas de agua adsorvidas precisam ser liberadas, existindo duas maneiras para se realizar
esse objetivo: sgja pelaadsorgdo de moléculas lipidicas a umainterface, seja por associagdo de
cadeias de hidrocarbonetos de diferentes moléculas. O resultado dessa reacéo € a estruturacéo
de um sistema geral de baixa energia, pois quando as caudas de diferentes moléculas lipidicas
se associam, as cabegas hidrofilicas se aproximam gerando, consequentemente, um efeito de
afastamento entre Si. Muitos parametros podem interferir nesta associagcéo molecular, como a
pressdo, 0 pH, atemperatura e a composi¢éo lipidica do sistema (por exemplo em misturas de
lipidios) (OLIVEIRA et al., 2022). O resultado deste mecanismo de associagdo resulta em uma
nanoparticula formada por uma bicamada lipidica continua altamente curvada, organizada em
uma estrutura tridimensional cubica (AVANTIKA et al., 2020).

Essa estruturagdo cubica pode ser apresentar de trés maneiras distintas, a forma
primitiva (também denominada de Im3m), a diamante (Pn3m) e a giroide (la3d), sendo as
estruturas mgoritariamente formadas a primitiva e a diamante. Um ponto que deve ser
mencionado é que a formagdo Im3m surge com a adi¢cdo do pluronic F-127, sendo que, sem
este componente o diagrama de fases de ambos os lipidios seria formado pelas estruturas 1a3d
ePn3m (BARRIGA et al., 2018). Astrés diferentes estruturas i dentificadas podem ser descritas
em termos de duas redes tridimensionais de hastes interconectadas de maneira mutua, sendo
também desconectadas. Na |a3d, as hastes estdo ligadas coplanarmente em arranjo 3 por 3,
interconectadas de maneira mitua e desconectadas, sendo que cada rede € quiral, e as duas séo
imagens espel hadas. Na Pn3m, as hastes estéo tetraedricamente unidas em um arranjo 4 por 4,
formando estruturas de canais de dgua semelhantes a uma estrutura de diamante. Ja na Im3m,
as hastes estdo unidas cubicamente em um arranjo 6 por 6, representando a estrutura mais
simétrica entre as trés (LOTIERZO, 2021). Essas caracteristicas fisicas fornecem aos
cubossomos a capacidade de encapsular tanto ativos hidrofilicos, dentro dos canais de &gua
e/ou lumen das regides lipidicas, quanto moléculas hidrofébicas ou lipofilicas, nas éreas
lipidicas (MALHEIROS et al., 20214).

Asvantagens da utilizacdo dessas nanoparticulas sdo provenientes do seu efeito protetor
em relacdo a possiveis danos fisicos ou quimicos que os ativos venham a sofrer no organismo,
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além da possibilidade de promover o envio dos medicamentos para um tecido especifico e o
controle dos niveis de liberagdo do famaco (GABALLA et al., 2020).

1.3.1. Producdo dos Cubossomos

A sintetizagdo dos cubossomos pode seguir dois protocolos diferentes, o protocolo de
top down e o de bottom up (Organograma 1). Ambas as técnicas se baseiam na dispersdo do
composto lipidico em excesso de &gua, porém os protocol os se diferenciam namaneira que esta
mistura é preparada (CASTRO, 2018b).

Organograma 1 — Métodos Top Down e Bottom Up.
FONTE: Adaptado de Malheiros, 2018.

1.3.1.1. Protocolo Bottom up

O protocolo de bottom up, também conhecido como o método de dilui¢cdo com solvente,
€ atécnica que envolve a dispersdo da mistura dos componentes lipidicos, o estabilizante e um

hidrétopo em excesso de dgua com aminima utilizaco de energia externa, sendo que para esta
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sintese a utilizacdo de um hidrétropo, cuja funcdo é aumentar a solubilidade de compostos
hidrofébicos em agua é crucial (GABALLA et al., 2020).

Neste método, o lipidio solubilizado, normalmente em @&cool, é gotgado
compassadamente na solugao aquosa contendo o estabilizante. Os cubossomos sintetizados por
este mecani smo sdo comumente menores, quando comparados atécnicade top down, ndo sendo
necesséria a utilizagdo de grandes quantias de energia para que estas pequenas particulas se
agreguem compondo cubossomos maiores (MALHEIROS, 2018).

Por ndo se utilizar de grandes fontes energéticas, este método é compativel com
materiais termossensivels, sendo este outro ponto diferencial. Além disso, por ser umatécnica
gue promove a distribuicdo mais homogénea do estabilizante por toda a solucéo, a amostra se
apresenta um tempo maior de estabilidade, sendo o melhor método para 0 escalonamento
industrial (SIVADASAN et al., 2023).

Umas das desvantagens deste método se faz referente a aplicagdes biol 6gicas, devido a
possibilidade de existir solventeresidual presente na amostra, podendo assim aumentar o efeito
citotoxico perante atestesin vitro ein vivo (BARRIGA et al., 2018).

1.3.1.2. Protocolo Top Down

O protocol o de top down consiste narealizagdo de dois passos principais. Primeiramente
émisturado o lipidio ao estabilizador diluido, formando assim um agregado viscoso. A segunda
parte consiste em se utilizar de fontes de adta energia para dispersar o composto e formar as
nanoparticulas, esta fonte de energia pode ser oriunda de um homogenei zador de alta presséo
ou um sonicador. Por esta técnica requerer atas fontes de energia, a sua escalonabilidade
industrial acaba ndo sendo possivel, além disso, compostos termossensiveis, como agentes
biol 6gicos, peptideos e proteinas requerem maior atencéo (GABALLA et al., 2020).

Uma das vantagens deste método é o fator de reprodutibilidade, mostrando-se um
protocolo capaz de sintetizar amostras estaveis e homogéneas, aém disso, por ndo se utilizar
de solventes organicos, como ocorre no Bottom Up, esta metodologia ndo demanda cautela
guanto aos ensaios biol6gicos (BARRIGA et al., 2018).

1.4. Drug Délivery e o Tratamento de Céncer

O cancer é a segunda maior causa de fatalidades na populagdo mundia, sendo seu
tratamento proporcionado através de medicagdes quimioterapicas cujo objetivo € acarretar no
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bloqueio da multiplicagdo das células cancerigenas ou extingui-las. Um ponto relevante a ser
mencionado € a falta de especificidade que as moléculas antitumorais possuem em relacéo as
células cancerigenas, sendo aquelas atraidas por tecidos que possuam uma replicacdo répida,
grupo que inclui tanto componentes cancerosos quanto tecidos saudaveis que promovem esta
funcéo. Esse fator faz com que tecidos saudével s também sejam lesionados durante o protocolo
medicamentoso, trazendo importantes efeitos adversos que devem ser considerados (HOSSEN
et al., 2019).

Atua mente, novos mecanismos e protocol os terapéuticos vém sendo utilizados para o
tratamento do cancer, como € 0 caso da imunoterapia, fototerapia, hormonioterapia ou
intervencdes cirdrgicas, porém, a quimioterapia ainda persiste como o método de escolha na
maioria dos quadros. A utilizacdo dos sistemas DD dentro da nanotecnologia vem crescendo
em relacdo a utilizagdo de quimioterdpicos, a fim de reduzir as problematicas que esta
terapéutica acarreta (TANG et al., 2021). Com 0 uso de mecanismos de nanoencapsulacéo €
possivel promover areducéo dos efeitos adversos ocasionados pela quimioterapia e aumentar
a eficiéncia medicamentosa, além de possibilitar umaliberacdo dos ativos de maneira continua
e controlada sobre as células tumorais malignas (EDIS et al., 2021). Nanomateriais como 0s
lipossomos, polimeros, dendrimeros, nanoparticulas magnéticas, dentre outros, vém sendo
testados como carreadores de quimioterdpicos, cujo objetivo primordial € a promocéo de uma
especificidade em relacéo as células cancerigenas (YU et al., 2019).

1.5. Farmacos para Tratamentos Quimiotergpicos

Existem indmeros ativos utilizados dentro dos protocolos medicamentosos para
neoplasias, sendo exempl os de ativos amplamente utilizados e/ou pesquisados. adoxorrubicina,
avemurafenibe, acisplatinaeacurcumina. A problemética para estes compostos convencionai s
sd0 seus fatores limitativos, como o surgimento de graves efeitos colaterais como, nausea,
vomito, fadiga, perda de cabelo e, em quadros mais graves, 6hito (EDIS et al., 2021).

1.5.1. Doxorrubicina (DOX)
A doxorrubicina (DOX) (Figura 2) € um dos ativos quimioterapicos mais amplamente

utilizados para o tratamento de enfermidades cancerigenas severas, sua aprovacao pelo “Food
and Drug Administration Authority” (FDA) foi instaurada no ano de 1974. Desde entéo, este



24

farmaco vem sendo empregado em protocolos terapéuticos de cancer de mama, linfoma,
leucemia linfocitica aguda e cancer de bexiga (UPADHYAY et al., 2020).

Figura 2 — Esquematizagdo da estrutura da doxorrubicina.
FONTE: Ajzashokouhi et al. (2020, p. 6).

Quimicamente, sua obtencdo € redizada através da metabolizacdo da bactéria
Streptomyces peucetius (UPADHYAY et al., 2020). Mesmo sendo umamedicacdo amplamente
disseminada no meio clinico, seu emprego traz inimeros efeitos indesgaveis, incluindo
irritagoes de pele, émese, perda de cabelo, lesdo tecidual no local de inoculagéo do composto,
resisténcia ao quimioterdpico, inflamacfes bucais e, em casos mais severos pode chegar a
evolucdo de quadros anafiléticos e danos a tecidos higidos (AJZASHOKOUHI et al., 2020).
Além disso, este medicamento possui como uma das caracteristicas que limitam sua utilizagdo
o coeficiente dose-dependente em quadros de cardiotoxicidade, fato ja observado devido a
lesbes citologicas em mitocondrias e reticulos sarcoplasmaticos das células cardiacas
(DANMAIGORO et al., 2018). Em outras paavras, a cardiotoxicidade deste ativo pode
promover desde quadros leves e subclinicos até ocorréncias mais severas agudas e cronicas,
chegando a casos de apresentacéo de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC). Quadros mais
agudos podem ser observados por meio de eletrocardiogramas (ECG), cujas ateraces variam
entre reducdes de complexos QRS, taquicardias e batimentos supraventriculares prematuros
(SONGBO et al., 2019).

A utilizagdo desta mol écul a, tanto em neopl asias hematol 6gi cas quanto solidas, propicia
uma reducdo da progresséo tumoral juntamente com fatores inibidores de divisdo celular, ndo
sendo ainda totalmente claros os mecanismos envolvidos na sua fun¢do. Este farmaco néo
possui a capacidade de penetragdo da barreira hematoencefalica, iniciando sua incumbéncia
adentrando por difusdo passivaas membranas celulares, fator possivel devido a suaestruturagcéo
lipofilica, o que permite um répido teor de disseminacdo pelos tecidos adjacentes. Uma vez

internalizada, amoléculapossui a habilidade de se inserir no acido desoxirribonucleico (DNA),
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sendo capaz de proporcionar seus atributos. Seu mecanismo de inducéo a apoptose é complexo,
tendo como pontos principais a aglutinacdo juntamente com as enzimas nucleares, como € a
caso da topoisomerase | e Il, culminando em um processo de citotoxicidade e,
consequentemente, proporcionando falhas nas estruturas de DNA durante as fases de G e G2
do processo de divisdo celular. Além disso, a apoptose programada e sintese e liberacdo de
radicaislivres, precursores de lesdes em membrana celular e DNA, incluem seus efeitos durante
o0 tratamento contra a neoplasia. Sua metabolizag&o ocorre por via hepética, sendo eliminada
do organismo através da liberacdo da bile, fezes e urina (FRANCO et al., 2019).

1.5.2. Vemurafenibe (VEM)

A vemurafenibe (VEM) € uma medicagao quimioterapica amplamente utilizada para o
tratamento de quadros neopl asicos de melanoma metastético ndo ressecavel (MAXIMOVA et
al., 2020), sendo este o tipo mais agressivo de neoplasias cuténeas e de nimeros mais elevados
de mutagdo dentre as demais enfermidades neoplasicas (GOEY et al., 2019).

Sua utilizacdo teve inicio em 2011 gragas a liberacdo concedida pelo FDA, enquanto na
unido europeia ocorreu em 2012, em consequéncia da aprovagdo da European Medicines
Agency in Europe (MAXIMOVA et al., 2020), sendo este o primeiro inibidor BRAF aprovado
para procedimentos de tratamento, o protocolo terapéutico inclui doses diarias, frequentemente
duas vezes ao dia (BID), podendo ser utilizada como medicac&o Unica ou concomitante a outro
ativo, como é o caso das associagdes com inibidores de MEK (GOEY et al., 2019).

Seu mecanismo de agdo envolve realizar ainibi¢cdo da adenosina-trifosfato de maneira
competitiva, ligando-se seletivamente a proteina BRAF portadora da mutacéo V600E, esse
mecanismo proporciona a inibicdo da cascata de fosforilagcdo da via das proteinas quinases
ativadas por mitégenos (MAPK) e, consequentemente, tornando possivel a estagnacdo do
crescimento tumoral, devido a interrup¢do causada durante a fase G: de divisdo celular
(FERNANDES, 2018).

A taxade resisténcia a droga € um dos fatores limitativos do emprego daVEM (Figura
3), podendo gerar quadros de recidivas poucos meses depois de sua primeira administragéo,
aém disso, efeitos adversos podem ser observados durante o seu uso, incluindo
fotossensi bilidades, irritaces e enfermidades napele, como o queratoacantoma, hiperqueratose
e carcinoma de células escamosas, sendo estas originadas devido a resposta clinica apresentar
um carater limitado, muitas vezes transitorio, proveniente de resisténcias adquiridas ou
intrinsecas (FERNANDES, 2018).
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Figura 3 — Esquematizagdo da estrutura da vemurafenibe.
FONTE: Cordeiro (2019, p. 23).

1.5.3. Cisplatina (CIS)

A cisplatina (CIS) (Figura 4) € um agente citotdxico largamente utilizado nos dias
atuais, suas indicagdes incluem quadros de neoplasias de ovério, testiculo, bexiga, Utero,
pulmao, tumores de pescoco e cabega (ARAUJO, 2019), cervical, esdfago e lingua. Esta droga
de base metdlica foi a primeira desta composi¢do descoberta com funges quimiotergpicas
capaz de promover protocolos tanto curativos quanto de carater paliativo, seu uso pode ser
administrado como monoterapia nos quadros de tumores solidos ou outros ativos também
podem ser combinados dentro do protocolo (CHEN; CHANG, 2019a).

Figura 4 — Esquematizagdo da estrutura da cisplatina
FONTE: Adaptado de Araljjo (2019, p. 18).

Suadescricao data de 1844, sendo liberado como medicagéo pela FDA apenasem 1978,
revolucionando inimeros prognésticos até entdo considerados letais. Seu efeito citotoxico é
resultante de ligagOes juntamente com a cadeia de DNA, proporcionando ligagdes intra e
intercadeias que induzem alteragles estruturais e, consequentemente, inibem atranscricéo e a
replicacdo deste material genético, induzindo a morte programada das células neoplésicas.
Juntamente com este mecanismo, 0 ativo proporciona a formagdo de radicais livres, a

diminuicdo dos mecanismos de defesa antioxidantes e a ativagdo da cascata das caspases,
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culminando em um quadro de apoptose. Estes efeitos atingem tanto as células neoplasicas
quanto alguns tecidos higidos do organismo, trazendo grande toxicidade sistémica (ARAUJO,
2019).

Quadros de diarreia, anorexia e émese podem ser caracteristicos devido ao seu ato
efeito sobre o sistema gastrointestinal, toxicidade hematol 6gica pode ser identificada devido
alteracbes em diversas linhagens hematopoiéticas, como € o caso das variedades linféides,
mieloides e eritroides, a ototoxicidade € outro parametro muito observado nos casos de efeitos
adversos deste tipo de protocolo, sendo relatados na anamnese queixas envolvendo vertigem,
zumbido e perda de capacidade auditiva. A nefrotoxicidade foi um fator extremamente
relevante dentro do coeficiente limitante de sua implementac&o nos protocol os de tratamento,
trazendo quadros de lesdo tubular aguda e outros danos renais (ARAUJO, 2019).

Casos de resisténcia ap ativo proporcionam uma grande barreira a efetividade do
mecanismo curativo da droga, ndo sendo facilmente definidos os indices que podem ser
observados para culminar nesta situagdo. Alguns fatores estdo envolvidos para que esta
resulténcia sgja atingida, podendo ser citados coeficientes como a reducdo do acumulo da
medicacdo no interior celular durante o protocolo de tratamento, desenvolvimento de aumento
de reparos aos danos do DNA e ainativagdo citosolica da cisplatina (ALDOSSARY, 2019).

1.5.4. Curcumina (CUR)

A curcumina (CUR) (Figura5) é um componente natural oriundo da Curcuma longaL.,
sendo este caracterizado como um fitoquimico polifendlico amplamente empregado dentro da
medicina chinesa e ayurvédica, sua aplicabilidade varia desde atividades antineoplasicas, anti-
inflamatorias, antioxidantes, imunomodul ador, hepatoprotetor, nefroprotetor, antiprotozoarios,
antimicrobianas, antivirais até sua utilizagdo em protocolos terapéuticos para doencas
degenerativas como a doencas de Parkinson, Alzheimer e esclerose, enfermidades
cardiovasculares e diabetes (MENDONCA, 2012).

H.CO >~ PN OCH,
O L,
Figura 5 — Esgquematizagdo da estrutura da curcumina.

FONTE: Mendonca (2012, p. 17).
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O mecanismo de agdo envolvido durante a contencdo da perpetuagdo do tecido
neoplésico envolve mecénicas de inibicdo de multiplicagdo celular, atuando sobre diversos
fatores de transcricéo, e promogdo da apoptose (ALVES et al., 2019).

Além de sua implementagdo nos protocolos de quimioterapia e quimioprevencdo, a
curcumina ainda se mostrou relevante nos processos de redugcdo da quimiorresisténcia,
mecanismo amplamente problematico quando tratamos de medicagdes antineoplasicas, esta
funcéo € obtida através da destruicdo de células tumorais quimiorres stentes, em partes devido
a inibicdo das vias metabolicas que levam a resisténcia ao tratamento. Este fator torna ainda
mais interessante a suaimplementagdo tanto em protocol os i solados quanto em associagdo com
outros farmacos (COLLINO, 2014).

A associagdo da curcuminacom outras medi cagdes qui mioterpicas tem se tornado cada
vez mais usua dentro dos protocolos terapéuticos dos pacientes oncol 6gicos. Sua utilizacdo
juntamente com a cisplatina tem apresentado nUmeros promissores no quesito de redugdo do
crescimento celular, mesmo nos quadros onde a cisplatina foi utilizada em subdoses,
possibilitando a reducdo dos efeitos adversos proporcionados pelo farmaco. A utilizacdo
juntamente com a doxorrubicina e outras medicagdes como a vincristing, o paclitaxel e a
oxaliplatina exercem um efeito sinérgico em relagcdo a sensibilizacdo de células cancerosas de
diversos tipos de neoplasias (MENDONCA, 2012).

Embora seus efeitos dentro da terapéutica sgjam inimeros, a aplicabilidade da
curcumina no ambiente clinico é limitada, sendo a baixa biodisponibilidade e,
conseguentemente, os infimos valores de concentragcdo plasmética por administragdo oral um
dos fatores mais relevantes neste quesito, parametro que se da devido a baixa absorcéo
promovida pelo trato gastrointestinal (ALVES et al., 2019), seguida de uma biotransformacéo
e eliminacéo rgpida (MENDONCA, 2012).

1.5.5. Efeito Sinérgico entre Farmacos

A combinagdo entre diferentes medicagOes tem sido amplamente utilizada dentro da
guimioterapia, buscando explorar a susceptibilidade de diferentes vias moleculares envolvidas
na patogénese da enfermidade e, também, dos diversos mecanismos de agdo de cada medicacéo
utilizada de maneiraindividual (DUARTE; VALE, 2022).

Essas combinagdes podem acabar gerando trés tipos diferentes de interagdo entre os
componentes, podendo ser classificadas em: aditivas, antagonistas e sinérgicas. A interagdo
aditiva é obtida quando dois ativos distintos sdo utilizados em conjunto e 0 seu efeito éigua a
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somatéria dos mesmos utilizados de maneira singular. A interagdo antagonista ocorre quando
o efeito dos compostos somados € inferior aos resultados dos mesmos sendo utilizados
sozinhos, estetipo deinteracdo € comumente observado em quadros de competicdo pelo mesmo
sitio de ligacdo. Por fim, a sinergia é definida pelo aumento do efeito dos compostos em
somatéria em comparagdo com quando utilizados solo (CHEN et al., 2021c).

Existem inimeros trabalhos que descrevem a presenca de efeitos sinérgicos entre
farmacos, podendo citar entre cisplatina e curcumina (TSAI et al., 2011) (BECIT et al., 2020),
cisplatina e doxorrubicina (JIN et al., 2020) (WU et al., 2017) e doxorrubicina e curcumina
(KARAVASILI et al., 2019) (GUO &t al., 2020).

1.6. Linhagens Celulares

As linhagens celulares sdo elementos cruciais dentro do campo da pesquisa de
medi camentos e nanoparticul as, sendo possivel através detestesin vitro estabel ecer e descobrir
inimeras informagdes e mecanismos de interagdo com 0 organi SMo Vivo, ndo necessitando, em

um primeiro momento, desta exposi¢éo (SOUZA, 2019).

1.6.1. Linhagem MDA-MB-231

O cancer de mamafoi estimado, em 2020, como 0 segundo tipo de cancer mais comum
no globo, sendo caracterizado como 0 mais comum dentro da comunidade feminina. Além
disso, seus nimeros atingiram a casuistica como a quintamaior causa de 6bitos na classificacéo
geral das mortes por neoplasia, sendo a causa mais frequente entre as mulheres com cancer em
regides menos desenvolvidas e a segunda causa de morte por cancer em regides mais
desenvolvidas (IARC, 2020).

No Brasil os nUmeros indicam que o cancer de mama seria a neoplasia mais comum
entre as mulheres, ndo levando em consideragcdo os de pele ndo melanoma, e também € o que
causa mais mortes por cancer em mulheres (INCA, 2022). Este tipo de neoplasia € considerado
como multifatorial, podendo envolver fatores reprodutivos, comportamentais, bioldgicos,
genéticos, enddcrinos e de estilo de vida (SILVA, 2020a). Sua classificagdo ocorre a partir do
tecido de origem epitelial no revestimento interno dos ductos ou |6bul os damama, podendo ser
limitante ou invasivo. Além disso, sua classificagdo pode conter assinaturas moleculares,

geralmente diagnosticados com base na auséncia ou presenca de trés receptores. o receptor 2
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do fator de crescimento epidérmico humano (HER2), receptores de progesterona (PR) e os
receptores de estrogénio (ER) (TUBARAO, 2017).

A linhagem MDA-MB-231 € uma das linhagens celulares de cancer de mama mais
comumente empregada dentro de estudos experimentais in vitro. Sua origem é de um
adenocarcinoma mamario humano extraido de uma paciente caucasiana de 51 anos de idade, e
que apresenta ateragdes numeéricas em seu caridtipo, dém de demonstrar uma tripla
negatividade em relacdo aos receptores ER, PR e HER2, caracteristica que demonstra elevado
grau de agressividade (SILVA, 2020Db).

1.6.2. Linhagem NIH 3T3

A realizag8o de testes dos mai s diversos interesses em culturas celulares tém se tornado
um habito cadavez maisusual dentro do campo dapesquisa, sendo os fibroblastos embrionérios
de rato (MEF) os tipos mais comumente empregados, devido a sua isolagéo facilitada e seu
rendimento abundante (PARK et al., 20214a).

Os fibroblastos sdo células caracterizadas por sua multifuncionalidade, participando
desde processos de reparacdo tecidual e cura, até mecanicas de sustentagdo e sintese de
componentes. Devido a sua ampla aplicabilidade, estas cdlulas estdo dispostas em diversas
regides do organismo higido e, muitas vezes, participando de processos deletérios ao sistema,
como € o caso das heoplasias. Nestes casos, os fibroblastos contribuem com aregido estromal
do tumor ocupando papel de grande relevancia como fator evolutivo dos tecidos neoplésicos.
Este coeficiente se d& pela alta taxa de resposta que os fibroblastos possuem a exposi¢éo frente
afatores de crescimento, mecénica também utilizada pelas células tumorais (SINGHAL et al.,
2016).

1.6.3. Linhagem HelLa

A linhagem Hel a (Figura 6) foi a primeira linhagem celular imortalizada humana,
material proveniente de um cancer cervical uterino, sendo que, para a obtencédo destas células
a paciente Henrietta Lacks passou por um processo de remocéo de dois pequenos fragmentos
do colo uterino. Essalinhagem jafoi amplamente utilizada como organismo para diversostipos
de ensaios, como testes de citocinese e endocitose, estudos de clonagem, fertilizac8o,
guimioterapia, testes durante o desenvolvimento da vacina de poliomielite, mapeamento
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genético, além de ser utilizada na descoberta e classificagdo funcional dos genes envolvidos na
mitose (HONGBAO, 2017).

Figura 6 — Imagem microscopica da linhagem HelLa.
FONTE: Arquivo pessoal.

Umas das caracteristicasjadeterminadas destalinhagem é o fato de seu cari6tipo possuir
em média de 76 a 80 cromossomos, enquanto uma célula normal possui 48, concluindo que a
Hel a possui uma mutacdo significantemente grande. Esta mutagcdo esta associada a presenca
do papilomavirus humano, responsavel por quase todos os quadros de cancer cervical. A
presenca do DNA vird introduzido na célula hospedeira leva a sintetizacdo de proteinas que
inativam a proteina p53, cuja funcéo é prevenir mutaces e supressdo de tumor (LYAPUN et
al., 2019).

1.6.4. Linhagem HaCat

A culturacelular e ostestesin vitro sdo cruciais para possibilitar o conhecimento sobre
o efeito detécnicas, biomateriais e substancias, devido a capacidade de observacéo de possivels
efeitos citotdxicos e ateracbes no crescimento celular. Para que isso sgja possivel a utilizacdo
de linhagens celulares saudaveis se faz necesséria dentro do campo da pesquisa (SOUZA,
2019).

A HaCat, queratindcito epidérmico humano, se trata de uma linhagem celular derivada
de células da periferia distante de um melanoma humano. Tratam-se de células de facil
proliferacéo que ndo possuem a capacidade de formac&o de neoplasias in vivo (ZEIDLER,
2012).

1.6.5. Linhagem HT-29
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A HT-29 é uma linhagem de adenocarcinoma colorretal humano que é comumente
utilizada em estudos sobre fatores de necrose tumoral (TNF), além disso, seu emprego em
model os para a diferenciagcdo de células intestinais e células provenientes do cancer colorretal
também sdo grandemente observados na literatura (WILSON; BROWNING, 2002).

Essas cdlulas, quando expostas a indutores especificos, podem se tornar capazes de
expressar marcadores tipicos de linhagens celulares intestinais distintas, diferenciando-se ao
longo de diferentes linhagens que se assemelham aquelas encontradas no epitélio intestinal
saudavel, sendo assm consideradas células multipotentes, semelhantes as células-tronco da
cripta intestinal, devido a esta caracteristica, essas células tém sido empregadas como um
vitromodel o para o estudo de diferenciacéo e proliferacéo de células-tronco intestinais (PARK
et al., 2018b).

1.7. Técnicas de Caracterizacdo

A caracterizagcdo de nanoparticul as se apresenta como um desafio presente no meio dos
nanomateriais, sendo dependente de uma serie de técnicas especificas, devido a sua
complexidade referente ao tamanho e manipulacdo de amostra. Dentre as técnicas utilizadas
podemos citar: espalhamento dindmico de luz (DLS), potencial zeta, andlise de rastreamento
de nanoparticulas (NTA), espectroscopia no ultravioletalvisivel (UV-VIS), criomicroscopia
eletronica de transmissdo (Crio-TEM) e espalhamento de raios-x a baixos angulos (SAXS)
(LOTIERZO, 2021).

1.7.1. Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)

O espalhamento de luz (DLS) é uma técnica baseada no espalhamento de luz visivel
através da interagdo de um feixe de luz monocromético (LASER) com uma amostra, e €
amplamente utilizada para anadlise das dimensdes de particulas em suspensdo, quando essas
possuem didmetros Dy < 1um (JA et al., 2023).

A funcéo de autocorrelagdo mede a flutuagdo na intensidade de espelhamento em um
dado angulo (que em geral, mas ndo necessariamente, € de 90°). O decaimento desta fungdo de
autocorrelagdo em funcéo do tempo esta relacionado com o coeficiente de difusdo transacional
das particulas em estudos, inseridas. A funcdo de autocorrelacdo da intensidade espalhada
dada por:
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@I+ 1]
9(2)(‘1' T) = W

onde 7 € o tempo de atraso, I(t) € aintensidade de espalhamento medida no detector do

equipamento em um dado tempo e g é o modulo do vetor de onda de espalhamento definido
como 0 modulo da diferenca do vetor de luz incidente K, com vetor de onda dispersado K;:
|5| = |K, — K;| e adotando que as particulas do sistema possam ser consideradas esféricas, €

possivel obter 0 seu didmetro hidrodindmico Dx. A dindmica de espalhamento pode ser
derivada da funcdo de autocorrelacdo, dada pela ja bem conhecida relacéo de Stokes-Einstein
(KNYSH et al., 2023):
_ kgT

6mnrD

Dy

As medidas de DL S devem ser realizadas com amostra numa solu¢céo homogénea, com baixa
turbidez e em diversas concentragbes com o objetivo de se evitar erros de interpretacéo nos
dados (JA et al., 2023).

1.7.2. Potencial Zeta

O potencia zeta € definido como o potencial e€étrico no plano hidrodindmico de
cisalhamento da particula em estudo, ou sgja, logo apds a camada de Stern (FIGURA 7). Por
exemplo, vamos supor uma particula coloidal carregada negativamente, como ilustrado na
figura 9, imediatamente em contato com esta particula negativa, existirdo ions positivos
fortemente ligados a€ela. Estes ions se encontram nachamada camadade Stern eirdo se deslocar
juntamente com a particula. O potencial zeta é definido, entdo, como o potencial elétrico ao
final da camadaibnica que rodeia a particula em estudo (MUNEER et al., 2023).
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Figura 7 — Esquematizagdo das grandezas envolvidas em uma medida de potencial zeta.
FONTE: Castro (2018b, p. 53).

De um ponto de vista mais pragmatico, o potencial zeta depende ndo somente da
superficie da particula, mas também do meio dispersante como, por exemplo, do pH, forca
iGnica e temperatura, ja que sua medida esta diretamente relacionada a estabilidade de um
sistema coloidal. E consenso na literatura da &rea que sistemas coloidais com valores de
potencia zeta da ordem de || > 30mV sdo ditos estaveis, ja que sua agregacdo é dificultada
pela existéncia de um potencial eletrostatico repulsivo entre as particulas (LOTINA et al.,
2023). Vae a pena ressaltar que a grandeza fisica realmente medida neste experimento néo é
propriamente o potencial zeta, mas sim a chamada mobilidade eletroforética, uz. Em poucas
palavras, aplica-se um campo €l étrico constante na solucéo e as particulas, dependendo de sua
carga efetiva, se deslocam para um dado eletrodo (obviamente sempre o de sinal oposto ao da
particula). Utilizando entdo um feixe laser e o efeito doppler (variagdo dafrequénciadeluz em
funcdo da existéncia de uma velocidade ndo nula de uma particuld) mede-se a velocidade
escalar dessas particulas (em unidades de ums). A mobilidade e etroforética entdo é definida

através da razéo: up = % f(ka), onde f (ka) € a chamada funcdo de Huckel e € definida de

acordo com aforgaidnica do meio (representada pelo inverso do comprimento de Debye, k) e
matematicamente como: f (ka) = 1.5 parasistemasem que f (ka) >>1 ou ainda, f (ka) = 1.0
para sistemas em que (ka) < 1. A mobilidade eletroforética é definida como a razéo entre a
velocidade escalar de uma particula e o campo elétrico externo aplicado a solugdo (CASTRO,
2018b).

1.7.3. Andise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

A andlise derastreamento de nanoparticulas (NTA) € umatécnicade caracterizacdo que
se utiliza da dispersdo de luz ocasionada pela presenca de particulas em uma dispersdo, sendo
seu intervalo de avadiacdo de 30 a 1000nm, fator dependente do indice de refragdo das
nanoparticulas (FILIPE et al., 2010) (RASPANTINI, 2018).

A técnica faz uma combinacdo entre uma camera de dispositivo de carga acoplada
(CCD) com uma microscopia de espalhamento de luz a laser, o que resulta na possibilidade de
poder acompanhar as nanoparticulas unitariamente, analisando individualmente o movimento
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browniano de cada nanoestrutura presente na dispersdo e, através de software especifico,
correlacionar 0 movimento apresentado com o tamanho da particula (LOTIERZO, 2021).

O NTA vem como um complemento para as medidas obtidas pelo DLS, pois aém de
conseguir produzir pegquenas gravagoes de curta duracéo (entre 30 e 60 segundos), sendo
coletada uma média de 30 quadros por segundo. Esta técnicatraz como uma de suas vantagens
a possibilidade de analisar solugdes coloidais contendo agregados ou até particulas maiores
(GOMES, 2019).

1.7.4. Espectroscopia no Ultravioleta/Visivel (UV-VIYS)

A espectroscopia UV-VIS é umatécnica capaz de promover estudos sobre as interacoes
que ocorrem entre a radiacdo e a matéria, esta técnica consiste na irradicagdo com luz visivel
e/ou luz ultravioleta uma amostra que contenha regifes cromoforas, induzindo assm a
transi¢Bes el etroni cas dentro da molécula (BATISTA, 2010).

Essas transi ¢coes el etronicas se déo pel o fato dos el étrons que se encontram nas ligacoes
covalentes podem transitar entre diferentes nivels energéticos, sendo observado que quando
ocorre uma absor¢do apropriada de energia os el étrons se tornam excitados, passando de seu
nivel fundamental de energia para uma orbital de energia mais elevada. Através desse tipo de
interacdo, a espectroscopia consegue medir as variagcbes energéticas que ocorrem em uma
amostra quando a mesma emite ou absorve frequéncias de radiagcdo eletromagnética e, através
destes dados conseguir correlacionar as flutuagoes de |uz absorvida com a estrutura molecular
da substéncia (SANTOS, 2011).

1.7.5. Criomicroscopia eletronica de transmissdo (Crio-TEM)

A técnica de Criomicroscopia el etronicade transmissdo (Crio-TEM) permite aobtencéo
de imagens de alta resolugdo a partir de amostras biol gicas preservadas em gelo amorfo, nela
€ possivel obter detalhes da morfologia interna do sistema bem como sua estrutura
tridimensional (CASTRO, 2018b).

No microscopio, a amostra retida na solugdo congelada é bombardeada com el étrons
gue passam através de uma lente magnética e registram maltiplas cépias das imagens de
projecdo da molécula (ou nanoparticula), suspensas em orientacBes aeatorias no filme
vitrificado. No caso dos cubossomos, atécnicafoi utilizada para confrontar os dados de SAXS,
e obter maiores informagdes sobre os planos cristalinos (MALHEIROS, 2018b).
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A grande vantagem da Crio-TEM é a ndo fixagdo quimica da amostra, podendo ser
estudada dentro do ambiente fisiol 6gico nativo. Além disso, sem anecessidade da cristalizagéo,
gue trava a amostra em uma determinada posi¢do, as estruturas podem ser congeladas em
diversas conformagdes para permitir que os mecanismos biolégicos sgiam deduzidos
(MALHEIROS, 2018b).

1.7.6. Espalhamento de raios-X abaixos angulos (SAXYS)

O espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS) é uma técnica utilizada para
realizar caracterizagOes estruturais (NARAYANAN et al., 2023) de amostras variando entre 1
e 1000 nm, ndo sendo necessaria a fixacdo do material através de técnicas de cristalizagdo,
vitrificagdo ou mesmo fixagdo quimica, sendo uma coleta de informagdes no ambiente nativo
do material aser analisado (TREWHELLA, 2022).

Baseado na interferéncia de onda, o0 SAXS utiliza informagdes da interacdo entre um
ralo-x monocroméatico e os el étrons da amostra col etadas por um detector, podendo este raio-x
ser de origem de um acelerador sincroton ou ndo. Quando esta interagdo ocorre séo geradas
duas possibilidades distintas: um espahamento eastico ou inelastico. Um espalhamento
inelastico ocorre quando os elétrons da amostra em questdo absorvem O raio-x e
posteriormente, reemitem em ondas com energiainferior ainicial. O espalhamento eléstico por
outro lado conserva a energia de reemissdo igua aenergiainicia incidida naamostra. Paraa
andlise por SAXS, os dados de forca inelastica sGo desconsiderados, por ndo conseguirem
fornecer informagdes sobre a estruturainterna daamostra (VELA; SVERGUN, 2020).

A técnica permite a producdo de padrdes de difracdo que podem ser empregados na
determinac@o do pardmetro de rede do cristal liquido e o grupo espacia de qualquer sistema
gue sgja composto por uma estrutura periédica. Esta periodicidade se faz presente devido aos
planos cristalogréficos, também conhecidos como planos de Bragg, onde cada estrutura
apresenta um padréo de disposicdo entre os planos cristalogréficos, sendo que esta distancia
entre eles pode ser vinculada a cada familia de planos e a distancia de repeticdo das células
unitérias narede cristalina (VELA; SVERGUN, 2020).

Para os cubossomos, 0 SAX S € comumente utilizado paraaandlise dos picos de difracéo
e suas devidas posi¢coes, afim de se encontrar a sSimetria cristalina do sistema e, para estruturas
cristalinas cubicas a base de fitrantiol, seu diagrama de fase (MALHEIROS, 2018b).

Justificativa do projeto
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Nesse sentido, se faz importante arealizacdo de estudos que apresentem alternativas aos
fatores limitantes atuais da quimioterapia. Por isso, justificou-se a realizagdo do presente
projeto, uma vez que a encapsulacdo de farmacos em nanoestruturas permite uma liberacéo
controlada do quimioterapico, possivel mente diminuindo seus ef eitos toxicos em células sadias.
Além disso, 0 presente estudo realizou testes utilizando a associagdo de drogas, umavez que a
poliquimioterapia € capaz de diminuir a resisténcia das células tumorais ao tratamento,
aumentando sua efetividade devido aos efeitos sinérgicos dos ativos.

Vale apenaressaltar que nosso grupo de pesguisa vem, nos Ultimos anos, se dedicando
a0 estudo de sistemas celulares, em especifico ao estudo de citotoxicidades, e em colaboragdo
com diversos outros grupos.
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2. OBJETIVOSE METAS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral da proposta € estudar a encapsulacéo de farmacos antineopl&sicos em

sistemas drug delivery contra células cancerigenas investigando alteracfes estruturais e efeitos

sinérgicos dos farmacos.

2.2. Metas

Para al cangcarmos nosso objetivo, separamos este projeto em algumas metas principas,

descritas abai xo:

221 Metal

222

Estudo do efeito dos fa&rmacos DOX, VEM, CIS e CUR em auséncia das nanoparticulas
em duas linhagens celulares, aHelLa e a HaCat.

A. Verificar a eficiéncia de cada um desses 4 f&rmacos em linhagens tumorais e
também sua toxicidade em células provenientes de tecidos sadios.

B. Evidenciar, em experimentos in vitro, a existéncia, ou ndo, do efeito sinérgico
dos f&rmacos mencionados anteriormente, ou sgja, realizando os experimentos com 0s

farmacos dois a dois.

Meta 2

Testar a capacidade de encapsulacdo de farmacos em cubossomos de fitantriol;
A. Estudar a possibilidade de encapsular os farmacos escolhidos em cubossomos
de fitantriol, investigando a capacidade de encapsulagdo dos cubossomos para esses

farmacos;

2.2.3. Meta3
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. Caracterizar, do ponto de vistaestrutural, o Sistemananoestruturado que se mostrar mais
promissor nas etapas anteriores.
A. Caracterizacdo por 7 diferentes técnicas experimentais, sendo elas: Viabilidade
celular pos-exposi¢ao, espalhamento de raio-X abaixos angulos (SAXS), espalhamento
dindmico de luz (DLS), potencial-zeta, ensaio de liberacdo (EL), eficiéncia de
encapsulacdo (EE), andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) e criomicroscopia

eletronica de transmisséo.
2.2.4. Metad
. Investigar o efeito citotoxico das formulagBes descritas na Meta 2 em linhagens

celulares neoplésicas e também em células saudaveis. Para realizarmos esta etapa do
projeto, realizaremos experimentos in vitro acerca deste efeito citotdxico.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1. Materiais e Equipamentos

3.1.1. Materiais Consumiveis

. Dulbecco’s Modified Eagle’'s Médium - high glucose (D5648) - Sigma-Aldrich®.

. Sodium Bicarbonate (S5761) - Sigma-Aldrich®.

. Phosphate Buffered Saline (P4417) - Sigma-Aldrich®.

o Solugdo Tripsindd EDTA 250mg% (T2077) - Vitrocell Embriolife®.

o Phytantriol (mixed isomers) 3,7,11,15 — tetramethyhexadecane — 1,2,3 — triol (mixed
isomers) (85005560) - Avanti Polar Lipids INC®.

. Soro Fetal Bovino (S0011) - Vitrocell Embriolife®.

o Pluronic F-127 (P2443) - Sigma-Aldrich®.

. Curcumin (C1386) - Sigma-Aldrich®.

. Cigplatin CRS (C2210000) - European Pharmacopoeia Reference Standard®.

. Alcool etilico 99.8° INPM — Itgja

o Agua ultrapuratipo | (Purelab Option) - Elga

. Doxorubicin HCL (D-490-1) - Goldbio®.

. Vemurafenib (V-2800) - LC Laboratories®.

. AlamarBlue (BUF012A) - BIO-RAD®.

o Dimethyl Sulfoxide (D2650) - Sigma-Aldrich®.

o Trypan Blue Stain 0,4% (15250-061) - Gilco®.

o Penicilina/Estreptomicina (P0223) - Vitrocell Embriolife®.

. Ethanol (1.00983.1000) - Merck®.

3.1.2. Equipamentos

o Enspire 2300 - PerkinElmer.

. Zetasizer Nano ZS - Malvern Panalytical.

J Countess™ Automated Cell Counter - Thermo Fisher Scientific.

. Micropipeta Multicanal F1 (8 canais— 30 a300uL) - Thermo Fisher Scientific.



41

. Kit Micropetas Monocanal (1-10uL, 10-100uL, 20-200uL, 0,5-5mL) - Thermo Fisher
Scientific.

o Phmetro de bancada - Sinergia Cientifica.

o Placa Aquecedora com Agitador Magnética C-MAG HS 7 - IKA.

o Rotaevaporador RV 10 digital - IKA.

. Banho de Aquecimento HB 10 digital - IKA.

. Purificador de Agua Purelab Option - Elga.

. Balanga de precisdo AY 220 - Shimadzu.

o Banho Ultratermostatizado Chiller MA184 - Marconi Equipamentos para
Laboratorios.

. Bombade Vé&cuo AK D1 6B - Leybold Trivac.

. NanoSight NS300 - Marvern Panalytical.

. Centrifuga 5810R - Eppendorf.

o Fluxo laminar biolégico Tipo A/B3 - Thermo Scientific.

. Estufa Series |1 Water Jacketed CO: Incubator - Thermo Forma.

. Banho maria com circulagéo | sotemp 2100 Fault - Fisher Scientific.

. Microscopio TMS - Nikon.

o Capela de Exaustéo - Oxicamp.

J Sonicador Dismembrator Model 100 - Fisher Scientific.

o UV-VIS agilent 8453.

3.2. Métodos
3.2.1. Producéo dos Cubossomos
3.2.1.1. Protocolo Bottom up
3.2.1.1.1. Producéo de Cubossomos em Auséncia de Farmaco
Para a sintetizacdo dos cubossomos com a técnica de bottom up descrito na literatura
(AKHLAGHI et al., 2016), o primeiro passo foi a realizacdo da selecdo e higienizacdo dos

materiais e vidrarias necessirias, a fim de garantir que nenhum contratempo ou contaminagéo

ocorresse no meio do procedimento ou que ndo estejam disponiveis para uso. Com 0os materiais
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separados, a proxima etapa foi a pesagem dos componentes necessarios, sendo que no preparo
os solutos escolhidosforam o fitantriol e o pluronic F-127 surfactante ndo-ionico. Os compostos
foram pesados e armazenados em béqueres separadamente nas propor¢des de 25mg de F-127 e
100mg de fitantriol. Terminada esta etapa ambos 0s solutos foram diluidos por seus solventes,
sendo 22,5 ml de &gua destilada para o F-127 e 10 ml de dcool etilico para o fitantriol. O
proximo passo do experimento foi levar as amostras ao banho maria numa temperatura de 45°
C por volta de meia hora ou até o momento da estabilizacdo das temperaturas. Apos essa
estabilizacdo, a solucdo de fitantriol foi adicionada lentamente dentro do béguer contendo a
solugdo de F127. Finalizado o processo de pipetagem do fitantriol, a solucéo foi deixada por
um curto periodo de tempo sob a plataforma agquecida. E perceptivel que ao fim do processo de
pipetagem a solucéo ganha uma coloracdo esbranquicada (Figura 8).

Figura 8 — Solugdo sendo finalizada na plataforma
FONTE: Arquivo pessoal.

A solucdo realocada no bal&o e levada para o rotaevaporador avécuo (Figura9) afim de
reduzir o volume final da solugdo para 5mL, padronizado pelo grupo.

Figura 9 — Solugdo defitantriol e F-127 sendo condensada no rotaevaporador.
FONTE: Arquivo pessoal.
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O processo no rotaevaporador foi realizado sob uma rotagdo de 80 rpm, sendo utilizada
uma bomba de véacuo paratornar o procedimento mais rapido e eficiente. N&o existe um tempo
exato para que sgja atingido o éxito do processo, porém a medida que a amostra condensa é
esperado que se forme uma“linha” de amostra no fundo do bal&o volumétrico.

Apds o término do procedimento, a solugdo foi transferida paraum frasco devidamente
identificado onde a mesma ficard sendo armazenada e, caso 0 volume ndo atinja 0os 5mL
desgjados, o restante pode ser completado com agua ultrapura tipo |. Nos quadros onde a
amostra obtida for maior que 5 ml amesma deve retornar ao rotaevaporador.

3.2.1.1.2. Produgéo de Cubossomos com Farmaco Encapsulado

Para a sintese de cubossomos incorporados com os ativos escol hidos foram previamente
preparadas duas solucdes base defitantriol e F-127, seguindo as mesmas proporgdesjadescritas
na producdo do cubossomo em auséncia de farmaco, 25mg de F-127 e 100mg de fitantriol,
sendo dissolvidas em 22,5 ml de &gua destilada e 10 ml de & cool etilico, respectivamente.

Previamente adilui¢do dos compostos, foram preparadas sol ugdes estoque dos farmacos
diluidos (Tabela 1) em seus respectivos solventes e armazenados. A técnicaescol hida parafazer
aincorporacdo dos farmacos nos cubossomos foi a de co-solubilizacdo, onde uma por¢do desta
solucdo preparada foi adicionada ao fitantriol ja dissolvido.

Farmaco Concentracéo da Solvente
Solugéo Estoque

Curcumina 7 mg/mL Acetona

Curcumina 7 mg/mL DMSO

Tabela 1l — Diluicdo dos farmacos e solventes utilizados na solugdo estoque.
FONTE: Arquivo pessoal.

Da solucéo estoque dos ativos dissol vida em seus respectivos solventesfoi pipetadauma
guantidade e adicionada ao béquer de fitantriol, produzindo ao final do processo cubossomos
com porcentagens de ativos referentes em relagdo amassade PHY, sendo eles: curcumina0,5%
e 1%; vemurafenibe 0,1%, 0,5%, 1% e 5%. Vae ressaltar que os resultados apresentados neste
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projeto sdo referentes somente aos cubossomos de curcumina de 0,5%, pelo fato das amostras
de cubossomo com curcumina 1% terem se mostrado instaveis no decorrer dos ensaios, além
disso, em relagdo aos cubossomos de vemurafenibe foi utilizada majoritariamente a
concentragdes de 1%, devido afatores de melhor eficiéncia de encapsul agéo.

ApoOs a diluicdo, ambos os compostos, fitantriol/farmaco e F-127, foram transferidos
para o banho-maria a45°C por 30 minutos, sendo importante salientar que, apartir do momento
gue os ativos fotossensiveis foram adicionados, as amostras passaram a ser cobertas com papel
aluminio para minimizar o contato com a luz. Apdés o banho-maria, a solucdo de
fitantriol/farmaco foi pipetada na diluicdo de F-127 com auxilio de uma pipeta Pasteur e,
posteriormente, transferida para o rotaevaporador a 80 rpm e banho-maria de 45°C. Com o
término do procedimento, a solucdo foi passada paraum frasco &ambar devidamente identificado
onde a mesma ficara sendo armazenada.

3.2.1.2. Protocolo Top Down

3.2.1.2.1. Producéo de Cubossomos em Auséncia de Farmaco

Para se iniciar a sintetizacdo pela técnica de top down, assim como para a técnica de
bottom up, a organizacdo e higienizacdo dos materiais necessarios € crucial para uma boa
sintetizac&o, minimizando o risco de possiveis contaminactes e imprevistos. Com o material ja
higienizado e seco, 0 proximo passo para a sintese dos cubossomos na auséncia de farmaco foi
a pesagem do fitantriol e do F-127 nas proporgoes de 25mg de F-127 e 100mg de fitantriol.
Apobs a pesagem, o F-127 foi diluido em 5 mL de agua ultrapura tipo | e, juntamente com o
fitantriol, permaneceu em uma chapa aquecedoraa45°C por um periodo de 10 minutos. Passado
0 tempo necess&rio para a estabilizacdo dos compostos, o F-127 diluido foi adicionado ao
fitantriol, podendo assim a amostra ser passada pelo sonicador. Ao final do procedimento, a
aliquota passa a apresentar uma forma leitosa semel hante as amostras sintetizadas pela técnica
de bottom up.

3.2.1.2.2. Producdo de Cubossomos com Farmaco Encapsulado
A producdo de cubossomos com farmaco encapsulado se iniciou com a pesagem do

fitantriol e F-127, seguindo as mesmas propor¢des utilizadas para sintetizacdo do cubossomo
em auséncia de um ativo encapsulado.
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Apés a pesagem, o F-127 foi diluido em 5 mL de &gua ultrapura tipo | e os farmacos
foram adicionados ao fitantriol. Os percentuais dos farmacos sdo em relagdo ao peso de
fitantriol, sendo eles: curcumina 0,5% e 1% e vemurafenibe 0,1%, 0,5%, 1% e 5%.

O proximo passo foi promover aestabilizagdo datemperaturaem uma chapaaguecedora
a45°C por um periodo de 10 minutos, seguido da adi¢do da solucéo de F-127 ao fitantriol. A
etapa seguinte foi a passagem pelo sonicador, podendo este procedimento ser repetido quantas
vezes forem necessdrias até que a amostra se apresente homogénea.

3.2.2. Viabilidade Celular Pés-Exposicdo

Os testes de viabilidade celular foram realizados incialmente com 5 linhagens, sendo
elas: NIH 3T3, MDA-MB-231, HT-29, HaCat e HelLa. Estes ensaios se utilizaram apenas dos
farmacos puros, servindo de base para a selecdo de uma linhagem saudavel e uma linhagem
tumoral para continuar os experimentos, onde as escolhidas foram: a HeLa e a HaCat. As
linhanges foram cultivadas em meio apropriado, dulbecco’ s modified eagle médium (DMEM),
suplementado com 10 % de soro fetal bovino (FBS) e 1% de solucdo de antibidtico
(penicilina/estreptomicina). Os repiques dessas linhagens foram feitos de 1 a 3 vezes por
semana, sendo todas as manipul acBes realizadas em ambiente estéril dentro do fluxo laminar,
com materiais também esterilizados, a fim de propagar qualquer tipo de contaminacdo por
agentes externos (MASSIMINO, 2016).

Em seguida, aproximadamente 10* células (contagem automética utilizando o
Countess™ da Invitrogen) foram adicionadas as placas de cultura celular de 96 pogos, para
promover este processo primeiramente as células incubadas devem ter o seu meio de cultivo
antigo aspirado e uma solugdo de PBS deve ser utilizada para fazer uma lavagem, retirando os
resguicios do meio antigo (SILVA, 2020b). Com a lavagem realizada, o PBS foi aspirado e
uma solucdo de TripsinasEDTA 0,02% foi incorporada as células, dentro de cinco minutos as
células que até entdo estavam aderidas a placa passam a ficar sobrenadantes, devendo esta
solucdo ser passada para um falcon, juntamente com 8 mL de meio, e centrifugada & 300 forca
centrifugarelativa (RCF) por 5 minutos. O meio sobrenadante foi aspirado e umanovaaiquota
de meio adicionada, sendo as células resuspendidas. Uma aliquota dessa solugdo contendo
células foi pipetada e incorporada ao corante trypan blue, sendo este composto internalizado
pelas células mortas. Essa misturafoi depositada em uma camara de contagem do Countess™
e levada a0 equipamento onde teve a sua concentragcdo elucidada (MASSIMINO, 2016). As
concentragOes desejadas foram incubadas a 37 °C em atmosfera contendo 5 % de CO» durante
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24 horas paracrescimento. O meio de culturafoi entdo substituido por um novo meio contendo
diferentes concentragdes das drogas em estudo, seguido de incubacdo por um periodo de tempo
(24 horas) (SILVA, 2020Db).

A viabilidade celular foi avaliada através do teste de Alamar Blue, conforme instrucfes
do fabricante (Thermo Fisher, DAL 1025). Apds o processo de tratamento de 24 horas com as
drogas, elas foram aspiradas e uma solugdo de Alamar Blue & 10% em meio foi adicionada aos
pocos. As placas tratadas permaneceram em incubagdo na estufa por um periodo médio de
quatro horas até a sua andlise no leitor de placas (Figura 10).

Figura 10 — Placa de 96 pocos apds o0 processo de incubagdo do Alamar Blue (esquerda) e a

leitura da placa através do Enspire 2300.
FONTE: Arquivo pessoal.

3.2.3. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

As medidas foram realizadas no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron, LNLS, sendo
utilizado um Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical). A diluicdo de 1:20 ou de 1:100 de
diluente, que no caso das amostras deste projeto foi utilizada a &gua ultrafiltradatipo |.

As configuragdes utilizadas durante o experimento de DL S foram para um dispersante
do tipo agua, seguindo a temperatura de 37° para mimetizar a temperatura corporal humana,
foco da utilizagdo da nanoparticula. O angulo de deteccdo do feixe foi de 173°, sendo o raio
fixado em um ponto exato. As mensuragoes foram de 3 rodadas compostas por 15 corridas.

3.2.4. Potencia Zeta

Asmedidas foram realizadas no Laboratério Naciona de Luz Sincrotron, LNLS, sendo
utilizadaum Zetasizer Nano ZS (Marvern Palytical). A diluicdo utilizadafoi ade 1:18:2, sendo
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as propor¢des de amostra, agua ultrapuratipo | e PBS 1X, respectivamente. As configuracfes
utilizadas foram um dispersante de PBS 10 mM. Asmensuragdes foram de 3 rodadas compostas
por 100 corridas.

3.2.5. Andlise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

A realizag8o dasleiturasfoi promovidano Laboratério Naciona de Biociéncias, LNBIo,
sendo o NanoSight NS300 (Marvern Panalytical). A diluicdo utilizadafoi de 1:7500, o diluente
empregado foi &gua ultrapuratipo | previamente filtrada. As mensuracdes foram de 5 rodadas
de 1 minuto cada

3.2.6. Espectroscopia no ultravioletalvisivel (UV-VIYS)

3.2.6.1. Eficiéncia de Encapsulagéo (EE)

A eficiéncia de encapsulagdo (EE) foi realizada com o objetivo de quantificar
percentualmente a quantidade de farmaco encapsulado no interior do cubossomo, fazendo a
separacdo do farmaco livre através de consecutivas filtrages (JENIFER; UPPUTURI, 2022).

Paraarealizacdo daEE foram utilizados filtros de 30 kDa para o volume de 4 mL, sendo
gue nestes filtros foram dispostos 2,4 mL de cada amostra. Os filtros passaram por quatro
centrifugacfes consecutivas de 10 minutos a 4000 rpm, sendo que entre as centrifugactes
amostras de 100 uL foram coletadas da parte interna do filtro. Além disso, o liquido
desprendido do filtro contendo o farmaco livre também foi armazenado, e o seu volume foi
reposto em &gua ultrapuratipo | na parte internado filtro (WENG et al., 2020).

A Unica excegdo para esta técnica foi a amostra de curcumina 0,5%, pelo fato da
curcumina ndo atravessar o filtro e impregnar na membrana devido a sua alta hidrofobicidade.
Logo, para se determinar a EE das amostras de curcumina o contelido sintetizado foi deixado
sedimentando durante 24 horas e, apés este periodo, uma aliquota foi coletada para andlise.

As aliquotas coletadas da parte interna do filtro e a aliquota da amostra de curcumina
foram diluidas (Tabela 2) em seus respectivos solventes e suas andlises foram feitas com a
utilizagdo do UV-VIS.
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Amostra Diluicdo Solvente
Cubossomo + Curcumina0,5% | 100:900 Acetona
Cubossomo + Vemurafenibe 1% | 100:1000 DMSO
Cubossomo + Curcumina 0,5% + | 100:1000 DMSO
Vemurafenibe 1%

Tabela 2 — Diluicdo das aiquotas durante o ensaio de €ficiéncia de encapsul agéo.
FONTE: Arquivo pessoal.

Para promover a verificagdo das concentragOes através da espectrofotometria foi se
utilizada a absorbancia de 305 nm para a vemurafenibe (D’ ANGELO et al., 2022) e 420 nm a
curcumina (NORONHA et al., 2023). Esses val ores foram comparados com uma curvaanalitica
pré-estabel ecida, utilizando solugdes de 0,0005 mg/mL a 0,05 mg/mL paravemurafenibe e para
curcumina de 0,0005 mg/mL a 0,01 mg/mL. Vale ressatar que ambas as curvas analiticas
apresentaram um R?= 0,99 (AKBAR et al., 2018).

3.2.6.2. Ensaio deLiberacdo (EL)

O ensaio de liberagdo (EL) foi redlizado com o objetivo de se determinar qual a
quantidade de f&rmaco liberada em relagdo ao tempo e também qual o comportamento de
liberac&o deste ativo (JENIFER; UPPUTURI, 2022).

Para a realizagao dos ensaios foram utilizados filtros de 10 KDade 1 mL ede 5 mL,
sendo os filtros de 1 mL utilizados para as amostras de vemurafenibe e
vemuraf enibe+curcurmina, enquanto os filtros de 5 mL para as amostras de curcumina

Para as amostras de vemurafenibe e vemurafenibetcurcumina o filtro de 1 mL teve seu
volume repleto de amostras previamente preparadas, sendo esse, posicionado em um béquer de
50 mL contendo 48 mL de PBS 1X. Em contrapartida, para as amostras de curcuming, o filtro
foi preenchido com umasolugdo de 2 mL de cubossomo+curcuminaa 0,5% adicionado a3 mL
de &gua ultrapuratipo |. Esse filtro preenchido foi a ocado em um béquer de 400 mL juntamente
com uma solucéo de 245 mL de PBS 1X + 0,5% de Tween 80 (D’ANGELO et al., 2022).
Ambos os béqueres preparados paraliberagdo foram deixados sob uma placaaquecedoraa 37°C
e sob agitacéo (ZHANG; FENG, 2006b).
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Antesde seiniciar o experimento, umaporcdo de 100 pL da solucéo de dentro do filtro
foi coletada para se determinar a proporcdo base, devendo estes mesmos 100 plL serem
substituidos com agua ultrapuratipo I. Com esta primeira coleta feita, o sistema foi colocado
sob agitacdo e aguecimento e, permanecereu assim durante as proximas 24 horas.

As coletas de amostragem funcionaram da seguinte maneira, as aliguotas retiradas de
dentro do filtro tiveram o volume constante de 100 pL, sendo pontualmente realizada a
reposicdo de 100 pL de &gua ultrapura tipo I. Em relacdo as coletas realizadas da solucéo
externa ao filtro, as amostragens pipetadas foram de 1 mL, sendo reposto, consequentemente,
1 mL do mesmo PBS 1X + 0,5% de Tween 80 paraaamostrade curcuminae 1 mL de PBS 1X
para as amostras de vemurafenibe e vemurafenibetcurcurmina. Nas primeiras duas horas do
ensaio foram realizadas col etas a cada 10 minutos, sendo gque, terminado este periodo, as coletas
passaram a ser a cada hora.

E valido ressaltar que durante todo o experimento o béquer se manteve tampado com
parafilm e isolado da luz com papel aluminio, mas mesmo com estas cautelas, foi observado
uma reducao do volume final devido aevaporacao, sendo necessério a averiguacdo da perda de
volume e, consequentemente, arealizagdo das devidas corregoes.

As amostragens foram armazenadas em eppendorfs protegidos da luz, sendo estes
posteriormente diluidos na propor¢do de 50:500 de acetona para as amostras de curcuming,
50:300 de DMSO para as amostras de vemurafenibe e 50:500 de DMSO para
vemurafenibe+curcumina. As solucfes foram avaliadas com o auxilio do UV-VIS.

3.2.7. Criomicroscopia el etronica de transmissdo (Crio-TEM)

As andlises por criomicroscopia eetrénica de transmissdo foram realizadas no
Laboratério Nacional de Nanotecnologia, LNNano. Para o ensaio, 3 L da amostra foram
depositados em um grid usando um Vitrobot®, com um tempo de fixacdo da amostra de 20
segundos. Para remover 0 excesso de amostra, foi realizado um processo automatizado de
blotting com umaforcanegativade-3. Apos essa etapa, o grid foi imerso rapidamente em etano
liguido dentro de um ambiente de nitrogénio liquido. Por fim, as grades foram transportadas

em uma caixa com nitrogénio liquido até o momento das medicdes.

3.2.8. Espalhamento deraios-X abaixos angulos (SAXS)
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O egpalhamento de raios-x a baixos angulos foi realizado no Laboratério Nacional
Sincroton da Suécia (MAX 1V), sendo promovidos na linha de luz CoSAXS. As faixas de
energia e comprimento de onda variaram de 5 a 20 keV, respectivamente. A resolucdo de
energiafoi de 2 x 104, e afonte de fétons utilizava um ondulador de vécuo com comprimento
de 2m, comprimento de periodo de 19,3 mm e valor K de 2,2. O feixe focalizado e aresolucéo
espacial foram configurados em um ponto focal de 2 m, com dimensdes do feixe naamostrade
150 x 150 pm, no detector de 30 x 5 um e no tamanho do ponto focal daamostrade 24 x 5 um.
| sso resultou em um fluxo esperado de fétons naamostrade 10*2 @ 12 keV. Um detector Eiger2
4M foi empregado, e as curvas obtidas para o buffer foram subtraidas das curvas obtidas para

as amostras para evitar interferéncias nos dados finais.
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4. RESULTADOSE DISCUSSOES

4.1. Testede Sinergia

Para a realizagdo dos testes de sinergia, nos deparamos com umas das grandes
dificuldades iniciais para o desenvolvimento do projeto, a escolha de umalinhagem celular. O
fato de possuirmos quatro diferentes ativos que, consequentemente, atuam focal mente em
determinados tipos de canceres com diferentes mecanismos celulares de atuacéo foi um dos
desdfios iniciais em questéo pois, devido a essa diversidade, € dificultoso encontrar um tipo
especifico de cancer e, conseguentemente uma linhagem celular, que utilize todas as
medicagdes como protocolo padréo.

Em um primeiro momento, optamos por realizar uma varredura de concentragoes em
trés linhagens ja muito bem estabelecidas dentro do campo da pesquisa, incluindo tanto
linhagens celulares tumorais quanto saudaveis, afim de se determinar o impacto dos protocol os
de tratamento no tecido higido. Foram escolhidas trés concentragdes iniciais para a realizacéo
de experimento

Nesse contexto, o gréfico 1 mostra um ensaio piloto de toxicidade em células sadias, 0s
fibroblastos NIH 3T3, e neopléasicas de cancer de mama dalinhagem MDA-MB-231 e de colon
da linhagem HT-29, em concentragdes crescentes de f&rmacos. Os resultados mostraram um
decréscimo dose-dependente na viabilidade celular de algumas linhagens ap0s tratamento por

24 horas com diferentes concentragdes das drogas.
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Gréfico 1 — Ensaio de viabilidade celular das linhagens saudavel e tumorais.
FONTE: Arquivo pessoal.

Salienta-se que os resultados celulares se basearam na | C50, também conhecida como
concentracdo inibitoria, esse par@metro se baseia na dosagem necessaria para se obter uma
viabilidade celular de 50% do total de células em experimento, preceito amplamente utilizado
para a caracterizacdo de experimentos celulares (LARSSON et al., 2020) (GIRGIN et al.,
2023).

Esse ensaio nos permitiu avaliar a susceptibilidade das diferentes linhagens as drogas
quimiotergpicas de interesse, pardmetro importante na determinacdo de doses e tempo de
tratamento na terapia oncoldgica. Nesses ensaios pilotos, de forma geral, verificou-se que as
células neopl asicas sd0 mais resi stentes a algumas drogas qui mioterpicas, ou sgja, € necessaria
umamaior concentragdo de drogaparaatingir um efeito citotdxico interessante. Essaresisténcia
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se deve as diversas alteraces de metabolismo que ocorrem nas células tumorais que culminam
no seu crescimento acelerado e sua proliferacdo descontrolada, mas que também ateram a
sensibilidade da célula aos quimiotergpicos. Atualmente, essa € a maior limitagdo da
quimioterapia, aliada a crescente toxicidade em células sadias, resultando em importantes
efeitos adversos aos pacientes.

Baseados nos resultados dos primeiros ensaios (Gréfico 1) optamos por testar outras
linhagens celulares tumoral e saudaveis, afim de verificar se outras células apresentariam o
mesmo comportamento e necessitariam de doses mais atas de farmaco, sendo aHelL aeaHaCat
0s objetivos de escolha para 0s novos testes.

Apds a escolha e cultivo das células em questdo, um primeiro ensaio foi realizado para
a determinacdo de I Cso (Gréfico 2), sendo levadas em consideracdo algumas publicagdes para
se estimar possiveis doses, designando-se quatro doses para cada farmaco do projeto. Ostestes
seguiram o padr&o de triplicata para cada condicéo.

A

Gréfico 2 — Definicdo da | Cso dalinhagem HaCat (A) e daHela (B).
FONTE: Arquivo pessoal.
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Apobs os testes, pode-se observar que a linhagem HaCat, queratinécitos humanos, se
mostrou mais sensivel quando comparada a linhagem saudavel NIH 3T3, necessitando de
dosagens menores para a curcumina e doxorrubicina atingirem o seu |C50. Essa caracteristica
nos fez optar por continuar com a linhagem HaCat para os proximos ensaios, afim de se
verificar os danos ocasionados em tecidos mais susceptiveis do organismo ao receber o
tratamento.

A linhagem Hel a demonstrou um comportamento semelhante a HaCat quando tratada
com a curcumina e a vemurafenibe nas mesmas concentragdes. Além disso, esta linhagem
nencessitou de dosagens menores para a doxorrubicina, a curcumina e a vemurafenibe
atingirem o seu | C50, o que despertou interesse para a continuagdo dos estudos com essa célula
Além disso, inimeros estudos utilizam-se da linhagem Hela para estudos com cisplatina
(BECIT et al., 2020) (Y1 et al., 2020), doxorrubicina (HU et al., 2018) (REIS et al., 2021),
vemurafenibe (LAAJALA et al., 2023) e curcumina (BECIT et al., 2020).

Outrainformagdo obtida deste experimento (Gréfico 2) foram as 1C50 de cada umadas
drogas apresentadas para a sua respectiva célula (Tabela 3), sendo estes os resultados
considerados para os demais ensaios celulares.

|
osiom_[1riom._|ougnt

HelLa 40 pg/mL 2 pg/mL | 2 ug/mL 20 pg/mL

Tabela 3 —1Cso das drogas nas diferentes linhagens celulares.
FONTE: Arquivo pessoal.

A partir dos ICsp das amostras foi estipulado 0 1Cz5 €, com estas novas doses foram
realizados os testes seguintes de citotoxicidade, onde cada uma das condigdes foi reproduzida
em quintoplicata, sendo que cada linhagem celular foi cultivada em uma placa petri e deixada
em estufa. Juntamente com os testes utilizando as drogas livres, foi iniciado o protocolo paraa
averiguacdo de possiveis interaces sinérgicas entre os ativos, sendo combinado par a par as
dosagens de | Cos previamente determinadas (Gréfico 3).



Gréfico 3 — Teste de citotoxicidade com | Czs e combinagdes em HaCat (A) e HeL a (B).
FONTE: Arquivo pessoal.

Tabela4 — Viabilidade celular HaCat (Esquerda) e HelL a (Direita).
FONTE: Arquivo pessoal.
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Baseado nos resultados observados, foi possivel determinar que todas as duplas
apresentaram um maior percentual de morte celular quando comparadas aos resultados
atingidos com os farmacos utilizados singularmente na linhagem Hela, sendo um ponto muito
vantg0so para o estudo.

Para a linhagem HaCat, pode ser observado que as duplas CIS+CUR, CIS+VEM e
CUR+VEM mostraram resultados maiores quando utilizadas em combinac&o, sendo também
observado que as células saudaveis se mostraram muito mais sensiveis, quando comparadas as
células tumorais, aos receberem as mesmas dosagens dos protocol os quimioterdpicos. Estes
pontos sdo cruciais para a justificativa sobre a utilizacdo de nanoparticulas para a entrega de
agentes quimioterapicos, umavez que é almejado obter um maior direcionamento, promovendo
aminimizagao dos efeitos adversos e minimizando a atuagdo destes medicamentos em tecidos
sadios.

Ao fina dos experimentos, realizados em quatro ciclos de quintoplicata, optou por
continuar os experimentos com a dupla CUR+VEM, por se tratar de uma combinagdo com
poucos relatos em pesguisa. Além disso, esta dupla é composta por dois ativos com potencial
farmacol 6gico, avemurafenibe que se mostracomo adroga mais recente liberada descrita neste
projeto e acurcumina, um ativo ao qual o interesse vem sido acrescido nos Ultimos anos.

Valeressaltar que, em literatura, jaexiste um estudo que se utilizou dacombinacéo entre
curcumina e vemurafenibe, indicando a CUR como responsavel pela supressdo da proliferacéo
celular, induzindo as células resistentes ao tratamento a apoptose (CHIU et al., 2022). Para a
combinacdo CUR+CIS, ja existem relatos que comprovem a sua sinergia em outros trabal hos
(TSAl etal., 2011) (BECIT et al., 2020), podendo ser observado também paraaduplacisplatina
e doxorrubicina (JIN et al.,, 2020) (WU et al., 2017) e doxorrubicina e curcumina
(KARAVASILI et al., 2019) (GUO &t al., 2020).

4.2. Caracterizagado Cubossomos

A partir da escolha da dupla a ser encapsulada, o préximo passo do projeto foi a
sintetizac8o e caracterizagdo da nanoparticula, tanto o cubossomo branco (sem a presenca de
ativos encapsulados) quanto com os farmacos. Além disso, foram produzidos cubossomos com
as drogas isoladamente bem como em combinacéo afim de se verificar se 0 uso em conjunto

traria possiveis alteragdes quando comparadas com o uso singularmente.
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4.2.1. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Osdados de DL S (Tabela 5) apresentaram uma variagdo de didmetro entre 189 + 3 nm
e 224 + 2 nm para as amostras de cubossomo branco e contendo farmacos encapsulados. Os
val ores obtidos coi ncidem com os encontrados em literatura, existindo trabal hos que descrevem
valores entre 200 a 300 nm para cubossomos a base de fitantriol (ZHAI et al., 2015), outros
gue citam gue 0s mesmos cubossomos podem alcancar a casa dos 500 nm (OLIVEIRA et al.,
2022).

Cubossomo + Curcumina 0,5% 193+ 5 0,12 + 0,04
Cubossomo + Vemurafenibe 1% 227 + 13 0,25+ 0,01
Cubossomo + Curcumina 0,5% +

Vemurafenibe 1% 224 + 2 0,22 + 0,02

Tabelab — DLS amostras de cubossomo.
FONTE: Arquivo pessoal

O PDI das amostras apresentou uma variacao entre 0,08 e 0,25, estando estes valores de
acordo com aliteratura, sendo considerada uma solugdo homogénea para resultados inferiores
a0,4 (VICTORELLI et al., 2022) (BESSONE et al.,2021).

4.2.1.1. Ensaio de Estabilidade

Foi realizado um ensaio de estabilidade para verificar possiveis variagdes de diametro e
PDI da mesma amostra em um periodo de 30 dias (Tabela 6) (Tabela7) corridos e, como pode
ser observado nos resultados, ndo houveram valores discrepantes em relacdo aos nimeros de
referéncia. Além disso, a analise macroscopica das amostras ndo apresentou aglomeragdes ou
sedimentagdes relevantes.

Cub+Cur
0,5%+Vem 1%

Cub Branco Cub + Cur 0,5% Cub+Vem 1%
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| | | |
| | | |

Dia15 250+ 2 221+1 213+ 1 293 + 38
Dia30 27+1 192+1 219+ 2 227+ 2

Tabela6 —DLS (nm) das amostras de cubossomo durante 30 dias.
FONTE: Arquivo pessoal.

Cub+Cur

0 )
Cub Branco Cub+Cur 0,5%  Cub+Vem 1% 0,5%+Vem 1%

| | | | |
| | | | |
| | | | |

Dia15 0,3+ 0,01 0,3+ 0,02 0,2+0,7 0,3+ 0,01

Dia30 0,2+ 0,01 0,2+ 0,02 0,2+ 0,02 0,2+ 0,01

Tabela7 —PDI daamostra de cubossomo durante 30 dias.
FONTE: Arquivo pessoal.

Este processo de estabilidade sefaz crucia parananoparticul as que setenham o objetivo
de utilizagdo bioldgica, pelo fato de que nanocarreadores lipidicos possuem a tendéncia de se
acumular nos tecidos alvo, sendo dependentes de suas caracteristicas fisico-quimicas, como é
0 caso da distribuicdo de tamanho e carga. Logo, uma amostra homogénea se faz vantajosa no
campo do Drug Delivery apresentando caracteristicas de eficiéncia e estabilidade (DANAEI et
al., 2018).

4.2.2. Potencia Zeta

O potencial zeta (Tabela 8) das amostras variou entre -0,02 £ 0,68 mV e -0,5 + 0,33,

confirmando que, a utilizagdo do surfactante F-127 tornou a superficie da nanoparticula néo-
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ionica (ALHAKAMY et al., 2022) e, consequentemente, promova uma repul sdo estérica para
as demais, culminando em um sistema estavel (MALHEIROS, 2018b). Além disso, os valores
dos potenciais dos cubossomos contendo farmacos ndo apresentam umadivergéncia percentual
significativa, demonstrando que os ativos tendem a se localizar na regido mais profunda da
bicamada lipidica (CHANG et al., 2021).

Potencial Zeta(mV)

Cubossomo + Curcumina 0,5% -0,03 + 0,06
Cubossomo + Vemurafenibe 1% -0,5+ 0,33
Cubossomo + Curcumina 0,5% +

Vemurafenibe 1% -0,08 £ 0,25

Tabela 8 — Potencial zeta do cubossomo em auséncia de farmaco.
FONTE: Arquivo pessoal.

Valores de potencia zeta entre -10 mV e +10 mV sdo caracterizados como neutros,
enquanto valores maiores que +30 mV e menores que -30 mV sdo considerados como
fortemente catinicos e fortemente anionicos, respectivamente (CLOGSTON; PATRI, 2011).
Essesvalores, além de fornecerem informacfes sobre a estabilidade do sistema, podem também
auxiliar na determinagdo do tipo de interagcdo que ocorre dentro de sistemas biol 6gicos, como
a absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excregdo (JANG et al., 2008). Particulas neutras
tendem a conseguir interagir com a membrana celular eficientemente afim de cumprir seus
objetivos de liberagdo (KREUTER, 2001) (AUGUSTINE et al., 2020) (ZHANG et al., 2021b),
sendo ainda capazes de promover a reducdo da casuistica de opsonizagdo, alta circulagdo
sanguinea, maior percentual de evasdo ao sistema fagocitario (SALATIN et al., 2014) e

minimizagdo da adsor¢ao de proteinas em sua superficie (BEHZADI et al., 2017).

4.2.2.1. Ensaio de Estabilidade

O potencia zetafoi utilizado para promover uma curva de estabilidade durante 30 dias
(Tabela9) paraas amostras, podendo ser observado que ndo houve ateracles expressivas entre
as medidas. Os resultados também demonstram que os ativos ndo foram capazes de promover



a alteracdo de carga da particula no decorrer no tempo, além de poder ser observado uma

manutencdo da estabilidade dos sistemas.

Cub Branco Cub+Cur 0,5%

Cub+Vem 1%

Dia2 -1,26 + 0,22 -0,02 + 0,55 -1,79+ 0,19 -0,02 +£ 0,23
Dia3 -0,47+0,3 -0,15+ 0,35 -0,23 £ 0,07 -0,15+ 0,39
Dia10 -0,11 + 0,22 -0,84 + 1,09 0,48 + 0,42 -0,17 £ 0,43
Dia15 0,06 + 0,38 -0,97 £ 0,16 -0,81+ 0,26 -1,03 £ 0,12
Dia30 0,14 + 0,49 0,48 + 0,2 0,1+0,21 0,01 + 0,52

Cub+Cur 0,5%
+Vem 1%

Tabela9 — Potenciad zeta das amostras de cubossomos durante 30 dias.
FONTE: Arquivo pessoal.

4.2.3. Criomicroscopia Eletrénica de Transmissdo (Crio-TEM)

A criomicroscopia eletrénica de transmissdo para 0s cubossomos na auséncia de
fa&rmaco (Figura 11) apresentou uma variagdo de tamanho entre 180 nm a 200 nm. Para a
amostra de cubossomo com curcumina 0,5% (Figura 11) apresentou uma variagéo de tamanho
de 200 nm a 220 nm, esses valores sd0 semelhantes aos observados para cubossomos de
fitantriol, sendo descrito uma variagdo de tamanho entre 60 nm e 300 nm (HINTON et al.,
2014). As amostras com vemurafenibe 1% (Figura 11) apresentaram uma variagao de tamanho
entre 220 nm a 240 nm. E, por fim, as nanoparticulas contendo curcumina 0,5% +
Vemurafenibe 1% (Figura 11) demonstraram umavariagdo de tamanho entre 220 nm e 240 nm.
existindo uma discrepancia quando comparado aos resultados observados no DLS. Possivel's
variagOes em relagdo ao tamanho das nanoparticulas podem aparecer, quando comparado 0s
valores a outras técnicas. Esse tipo de distingdo se da devido as diferentes formas de andlise,
sendo que, técnicas como 0 DLS e NTA analisam a amostra como um todo, enquanto o crio-
TEM avalia pequenas populacbes de nanoparticulas isoladas (LUO et al., 2015) (NASR,
GHORAB, ABDELAZEM, 2015).
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Figura 11 — Criomicroscopia eletronica de transmissdo das amostras de cubossomo, (A)
cubossomo branco, (B) cubossomo + curcumina 0,5%, (C) cubossomo + vemurafenibe 1% e

(D) cubossomo + vemurafenibe 1% + curcumina 0,5%.
FONTE: Arquivo pessoal.

Todas as amostras apresentaram uma manutencdo na estrutura externa do cubossomo,
exibindo uma geometria variavel e bordas levemente arredondadas, atributo j& descrito em
literatura como umas das caracteristicas dos cubossomos a base de fitantriol (LOTIERZO,
2021). Outra caracteristica que pode ser observada é a formacao de particulas que diferem da
conformagdo usual dos cubossomos, estruturas semelhantes a vesiculas, atributo descrito em
literatura (CASTRO, 2018b) (MALHEIROS et a., 2021). As imagens também puderam
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demonstrar uma estruturacao interna periodica, sendo posteriormente confirmada com atécnica
de SAXS (HINTON et al., 2014).

A estruturacdo das nanoparticulas também compde um fator crucia nainternalizagéo e
interacd0 com a membrana celular, sendo as nanoparticulas esféricas as que apresentam a
menor eficiénciaem relagdo ainteracdo com sitios ativos celulares, enquanto 0os nanomateriais
estruturados alongadamente exibem maior eficiéncia (SALATIN et al., 2014) (AUGUSTINE
et al., 2020). Os cubossomos, por apresentarem conformacfes geométricas variaveis,
evidenciam-se mais eficientemente quando comparados a nanoparticul as esféricas.

4.2.4. Espalhamento de Raio-X aBaixos angulos (SAXS)

A curva de SAXS (Gréfico 4) para a amostra de cubossomo na auséncia de farmaco
demonstrou picos agudos e bem definidos, evidenciando os picos de Bragg espacados nas
proporcdes de V2: V3: V4: V6: V8: V9: V10 (MATHEWS et al., 2022), caracteristica esta que
sdlienta a formagdo de uma estrutura Pn3m, padronagem ja estabelecida para cubossomos
sintetizados a base de fitrantriol (LOTIERZO, 2021).

Gréfico 4 — Curva SAXS para aamostra de cubossomo em auséncia de farmaco.
FONTE: Arquivo pessoal.
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O SAXS para a amostra de cubossomo com curcumina 0,5% (Gréfico 5) apresentou
grande semelhanca em relagdo aos picos, quando comparada ao cubossomo na auséncia de
farmaco, apresentando também uma estruturagdo Pn3m (LOTIERZO, 2021), além disso, seus
parametros de rede variaram entre 6,87 nm e 6,91 nm, confirmando que a encapsulacdo da

curcuminando foi capaz de promover grandes alteracfes estruturais na nanoparticul a.

Gréfico 5 — Curvade SAXS para amostra de cubossmo com curcumina 0,5%.
FONTE: Arquivo pessoal.

Mesmo ndo existindo grandes alteragbes de estruturagdo, algumas divergéncias
puderam ser notadas através de célculos ja estabelecidos pelo grupo, sendo o aumento do
diametro dos canais de &gua na amostra com curcumina encapsulada o mais relevante, pois este
aumento levaaumamaior proporcgdo entre as particulas de agua em relagdo as lipidicas.

Para a amostra de cubossomo + vemurafenibe 1% (Gréfico 6) também pbde ser
observado uma grande semelhanca entre os picos apresentados, quando em comparagdo com a
amostra de cubossomo branco, sendo possivel a determinagdo atréves dos picos de Braggs de
uma estruturacéo Pn3m (LOTIERZO, 2021). Os parametros de rede se mostraram em 6,91 nm
para o cubossomo + vemurafenibe 1%, demonstrando que a encapsulagdo da vemurafenibe ndo
foi capaz de promover grandes alteracfes estruturais na nanoparticul a.
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Gréfico 6 — Curva de SAXS paraa amostra de cubossomo com vemurafenibe 1%.
FONTE: Arquivo pessoal.

Além da formac&o cubica apresentada por estes cubossomos, pudemos obter outras
informagdes referentes a sua estruturagdo, atraves de célcul os estabel ecidos pelo grupo, sendo
amaisrelevante em relacéo a capaci dade de vemurafenibe de promover aaumento do diametro
dos canais de &gua da nanoparticula e, consequentemente, incitar o aumento da proporgdo entre

as particulas de &gua em relacéo as lipidicas.
4.3.5. Eficiéncia de Encapsulacéo (EE)
4.3.5.1. Cubossomo + Curcumina 0,5%

O ensaio sobre a porcentagem de encapsulagéo para a amostra de curcumina 0,5%
(Tabela 10) foi realizado logo depois do processo de sintese e, levando em consideracéo o valor
de f&rmaco total que foi utilizado e a concentragdo obtida apods a avaliacdo pelo UV-Vis, o

resultado da média da porcentagem de eficiéncia de encapsulacdo para 0 cubossomo

encapsulado de curcuminafoi de 79%.

Amostral 70%
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Amostra 2 85%

Tabela 10 — Ensaio de encapsul agdo para amostra de cubossomo com curcumina 0,5%.
FONTE: Arquivo pessoal.

Em literatura, os valores de eficiéncia de encapsulacdo variam entre 86%
(VICTORELLI et al., 2022) em amostras feitas com cubossomos a base de monooleina e 90%
para amostras onde a curcuminafoi encapsulada em lipossomos a base de lecitina e colesterol
(CHEN et al., 2020b). A variagdo que ocorre neste ensaio se faz presente devido as diferentes
interagdes entre a curcumina e lipideos formadores das nanoparticulas, sendo o foco principal
ainteracdo via pontes de hidrogénio entre o grupo hidroxila da curcumina e a cabega polar dos
lipideos, fator este que também determina a orientagdo da droga dentro da bicamada lipidica
(CHANG et al., 2021).

4.3.5.2. Cubossomo + Vemurafenibe 1%

O ensaio de encapsulagdo das amostras de cubossomo + vemurafenibe 1% (Tabela 11)
apresentaram uma média de 72% de encapsulagcdo em cubossomos. Naliteratura, os valores de
encapsulacdo da VEM variam de acordo com o tipo de nanoparticula estudada, no caso dos
lipossomos, a EE da vemurafenibe se apresenta em torno de 98,9% (ZOU et al., 2018), em
nanoparticulas de 6xido de manganés a sua porcentagem de encapsulacdo foi de 62% (SAVLA
et al., 2014), enquanto em dendrimeros anfifilicos o valor sobe para69% (RUSSI et al., 2023).

Amostra 2

Tabela 11 — Ensaio de encapsul agdo para a amostra de cubossomo com vemurafenibe 1%.
FONTE: Arquivo pessoal.

4.3.5.3. Cubossomo + Vemurafenibe 1% + Curcumina 0,5%
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O ensaio de eficiéncia de encapsulacdo (Tabela 12) foi redizado levando em
consideracdo o vaor de farmaco total utilizado e a concentragéo obtida apds os processos de
centrifugacdo, sendo seu resultado uma média de 63% para a curcumina e 53% para a
vemurafenibe. Quando estes valores sdo comparados as EE dos famacos encapsulados
separadamente percebe-se uma reducdo na eficiéncia de ambos os ativos. Os valores da
curcumina encapsulada singularmente foram de 79%, passando para 63% quando usada
concomitante com a vemurafenibe. No caso da VEM, os valores foram de 72% no seu uso
isolado, passando a ser 53% na dupla. Umas das possiveis hipoteses para esse tipo de resultado
sgja a competicdo entre os dois ativos pelaregido hidrofébica da nanoparticula

Tabela 12 — Ensaio de encapsulagdo para as amostras de cubossomo com vemurafenibe 1% +
curcurmina 0,5%.
FONTE: Arquivo pessoal.

4.3.6. Ensaio de liberacéo
4.3.6.1. Cubossomo + Curcumina 0,5%
Com o ensaio de liberacdo (Gréfico 7) (Figura 12) foi possivel constatar que nos

primeiros 120 minutos ocorreu um crescimento de liberagdo exponencial, atingindo neste
espaco de tempo um total de 43% de liberagdo do ativo encapsul ado.
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Figura 12 — Amostras col etadas durante o ensaio de liberacdo da amostra de cubossomo com

curcumina 0,5%.
FONTE: Arquivo pessoal.

Gréfico 7 — Ensaio de liberac&o da amostra de cubossomo com curcumina 0,5%.
FONTE: Arquivo pessoal.

Entre o tempo de 300 minutos e 360 minutos ocorre outro pico de liberagdo, saltando
de uma porcentagem de 48% para uma liberacdo de 61% ao término dos 360 minutos. Apos
este periodo, 0 mesmo comportamento é observado entre os tempos de 1140 minutos e 1200
minutos, partindo de umaliberacdo de 81% para uma porcentagem de 90%.

A partir do tempo de 1200 minutos € possivel se observar o inicio de uma estabilizacdo
em relagdo a liberagdo da curcuminag, tendo ocorrido no total destes ultimos 300 minutos uma
liberac&o de 5%, totalizando, ao final do ensaio, uma porcentagem de liberagdo de 97% em
1500 minutos.

4.3.6.2. Cubossomo + Vemurafenibe 1%
Os ensaios de liberacdo das amostras de cubossomo + Vemurafenibe 1% (Gréfico 8)

apresentaram um padrdo semelhante entre elas, sendo um farmaco de liberagdo mais é&gil
quando comparada a liberaco da curcumina. O tempo médio para uma liberacdo da amostra
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completa deste farmaco dura em torno de 480 minutos, sendo que durante os primeiros 120
minutos ocorre umaliberagdo percentual de 67%, atingindo 97% de liberagdo em 480 minutos.
Os experimentos foram feitos em triplicata.

Gréfico 8 — Ensaio de liberaco da amostra de cubossomo + Vemurafenibe 1%.
FONTE: Arquivo pessoal.

Durante o experimento € nitidaadiferencade col oracéo das a iquotas coletadasno inicio
e no final do processo (Figura 13), sendo que a medida que a vemurafenibe € liberada de dentro
da nanoparticula, amesma perde a col orago esbranqui cada caracteristica do farmaco e setorna

cadavez mais trand Ucida.
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Figura 13 — Aliquota da esquerda pertencente a primeira coleta (esbranquicada e opaca) e a

aliquota da direita pertencente a Gltima coleta (trand Gicida).
FONTE: Arquivo pessoal.

Em literatura, os ensaios de liberacdo apresentam resultados discrepantes aos
apresentados neste trabal ho, variando de acordo com a nanoparticula empregada. Um trabalho
gue cita a nanoencapsul agdo de vemurafenibe em dendrimeros anfifilicos relata que no periodo
de 24h em torno de 40% do farmaco foi liberado (RUSSI et al., 2023), enquanto em outro artigo
gue se utiliza de lipossomos descreve que apos 24h de experimento a quantidade de VEM no
interior da nanoparticula permanece inalterada (ZOU et al., 2018).

4.3.6.3. Cubossomo + Curcurmina 0,5% + Vemurafenibe 1%

O ensaio de liberagdo das amostras de cubossomo + vemurafenibe 1% + curcumina
0,5% (Gréfico 9) (Figura 14) foram realizados em triplicata, sendo que todas as amostragens
apresentaram comportamento similar. O tempo necessario para o término da amostra foi 420
minutos, sendo que os primeiros 120 minutos foram demonstrados como um periodo de
liberac&o exponencial, atingindo um percentual de liberagcdo de 75%.

Gréfico 9 — Curva de liberagdo da amostra de cubossomo com vemurafenibe 1% + curcumina
0,5%.
FONTE: Arquivo pessoal.
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Figura 14 — Amostras coletadas durante o ensaio de liberagdo da amostra de cubossomo com

vemurafenibe 1% + curcumina 0,5%.
FONTE: Arquivo pessoal.

Quando comparamos os ensal 0s da dupla em rel agéo aos outros experimentos realizados
com os farmacos separadamente pudemos observar algumas discrepancias de padréo. O
primeiro ponto relevante foi relacdo a diminuicdo do tempo necessario para a liberacéo
majoritéria da curcumina, sendo que amedia de liberagdo da curcuminaunitariamente variaem
torno de 1500 minutos e, quando utilizada concomitantemente com a vemurafenibe, o0 seu
tempo de liberagdo reduz para uma média de 420 minutos. A amostra de vemurafenibe
apresentou uma reducdo de tempo de liberagdo menos expressiva, quando comparada a de
curcuming, tendo umareducgdo do tempo de 480 minutos das amostras onde seu Uso € exclusivo
para420 minutos nosensaiosonde aduplafoi utilizada. A teoriaparaeste resultado seriadevido
a interacdo entre os dois ativos, por se tratarem de duas moléculas hidrofébicas e estarem
localizadas possivelmente na mesma regido dentro do cubossomo. Um artigo na literatura
descreve a encapsulagéo de curcumina e doxorrubicina em micelas tanto isoladamente quanto
em dupla, porém, por um ativo ser hidrofébico e o outro hidrofilico, ambos os fa&rmacos se
localizavam em locais distintos da nanoparticula ndo ocorrendo alteragdes na liberacdo dos
compostos singularmente ou em conjunto (ZHAO et al., 2020).

4.3.7. Teste de Citotoxicidade

4.3.7.1. Ensaios de Citotoxicidade com Cubossomos em Auséncia de Farmaco
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Foram realizados trés ensai os de citotoxicidade em relacdo aos cubossomos, afim de se
quantificar o percentual de viabilidade celular perante a presenca da nanoparticula,
caracteristica extremamente relevante para determinar as concentracfes ideais para que o
nanocarreador ndo interfira na homeostasia do organismo.

A Concentracdo das nanoparticul as para a redizacdo destes testes foi obtida atrédves do
NTA, levando em consideracdo a diluicdo de 1:7500, o valor foi de 3,05 x 10'? particulas/mL
e, através dos célcul os de concentracdo foi obtido um valor de 7,67 mg/mL. Vale ressaltar que
os valores estdo de acordo com medidas anteriores do grupo (MALHEIROS et al., 20214).

Para o primeiro teste de citotoxicidade foram escol hidas as concentragdes de 1 mg/mL
e de 0,5 mg/mL (Gréfico 10) em linhagem HaCat, sendo observado uma baixa manutencéo da
viabilidade celular, indicando que, para otimizar a utilizacdo desta nanoparticula seria
necessario utilizar concentragdes menores. Estes valores se encontram de acordo com 0s
descritos em literatura, existindo relatos que citam a manutencéo de uma alta viabilidade para
concentrages em torno de de 6 ug/mL, chegando a 20% de viabilidade para a concentracdo de
12,5 pug/mL para a linhagem A549 (ZHAI et al., 2015). Em um outro trabalho, também
utilizando cubossomos a base de fitantriol, foi determinada uma viabilidade abaixo de 10%
tanto a linhagem HEK 293 quanto para a CHO-GFP na concentragdo de 40 ug/mL (MUIR et
al., 2012).

Gréfico 10 — Citotoxicidade dos cubossomos em linhagem HaCat.
FONTE: Arquivo pessoal.

Salienta-se que, para a averiguagdo de citotoxicidade para nanomateriais € considerado
um limite de 70% de viabilidade celular para que o composto ndo seja considerado toxico
(SALESA et al., 2021) (CASTRO et al., 20214).
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Como pode ser observado (Gréfico 11), em ambos 0s ensaios a concentragcdo que
manteve a viabilidade celular maior que 70% da concentragdo total de células tanto saudaveis
quanto a linhagem neopléasica foi a de 0,01 mg/mL, A concentracdo de 50 ug/mL promoveu
uma baixa manutencdo da viabilidade em ambas as linhagens, valores condizentes com os
observados em literatura para esta mesma concentracdo para a linhagem A549, neste mesmo
estudo a concentracdo de 25 ng/mL promoveu umaviabilidade de 70 % (HINTON et al., 2014).

A B

Gréfico 11 — Citotoxicidade dos cubossomos em linhagem HaCat (A) e HeLa (B).
FONTE: Arquivo pessoal.

Uma aterativa para reduzir a citotoxicidade da nanoparticula seria a substituicdo do
fitantriol por um outro composto, a monoleina, existindo inimeros trabalhos em literatura
utilizando este lipideo como base para cubossomos, sua citotoxicidade varia entre torno de 100
ug/mL para uma viabilidade de aproximadamente 100% na linhagem A549 (HINTON et al.,
2014), outro estudo cita umamanutencdo da viabilidade altaem umaconcentragdo de 50 pg/mL
paraalinhagem HEK293 (HARTNETT et al., 2015).

4.3.7.2. Ensaios de Citotoxicidade com Cubossomos com Farmacos Encapsul ados

Baseado nos ensai os realizados com as nanoparticulas em auséncia de farmacos, foram
escol hidas duas concentragOes com 0 objetivo de quantificar a citotoxicidade dos cubossomos
com vemurafenibe 1%, curcumina 0,5% e vemurafenibe 1% + curcumina 0,5% nas linhagens

escolhidas, sendo elas: 0,01mg/mL e 0,03mg/mL da nanoparticulas (Gréfico 12).



73

Para a realizac&o destes testes foi realizado o NTA previamente para cada condicéo,
sendo que, paraas amostras de curcuminaaconcentracdo obtidafoi de 6,7 x 10 particulas/mL,
essa concentragao foi corrigidalevando em consideracdo a diluicdo de 1:7500 para arealizacéo
do experimento e, através dos cal culos de concentracdo foi obtido o valor de 57 mg/mL. Paraa
amostra de vemurafenibe 1% a concentracdo foi de 8,2 x 10* particulas/mL, sendo obtido um
resultado final de 77,5 mg/mL. Por fim, para a amostra de cubossomo + vemurafenibe 1% +
curcurmina 0,5% os valores foram de 6,61 x 10* particulas/mL, chegando numa concentracdo
de 33 mg/mL.

Como pode ser observado, as células apresentaram uma viabilidade celular acima de
90% paraambas as linhagens, n&o sendo observadas variagdes rel evantes com as concentracoes
testadas.

A

Gréfico 12 — Citotoxicidade dos cubossomos em linhagem HaCat (A) e HeLa (B).
FONTE: Arquivo pessoal.
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Salienta-se que, juntamente com este experimento, as concentragdes dos farmacos
encapsul ados também foram elucidadas, afim de se determinar qual o impacto destas dosagens
sobre as células tratadas. Para a amostra de cubossomo + vemurafenibe 1%, a concentragdo
inicial do composto na solucdo era de 0,17 mg/mL, sendo que, apos as diluigdes se obteve a
guantia de 0,02 ug/mL para a de 0,01mg/mL e de 0,06 ug/mL para a de 0,03 mg/mL. O
cubossomo + curcumina 0,5% teve a sua leitura preliminar de 0,07 mg/mL, atingindo um
volume final de 0,07 ug/mL para a solugdo de 0,01mg/mL e de 0,3 pg/mL para a de 0,03
mg/mL. Por fim, a amostra de cubossomo + vemurafenibe 1% + curcumina 0,5% foi medida
primordiddmente em 0,2 mg/mL e 0,07 mg/mL para vemurafenibe e curcumina,
respectivamente, sendo o montante final de 0,06 ug/mL e 0,2 pg/mL para a vemurafenibe nas
concentragdes de 0,01 mg/mL e 0,03 mg/mL, na devida ordem, enquanto para a curcumina os
valores se apresentaram em 0,02 ug/mL para a solucdo de 0,01 mg/mL e de 0,06 ng/mL paraa
de 0,03 mg/mL. Como pode ser observado, as concentractes carregadas pelas nanoparticulas
nao se mostraram quantitativamente significantes para poder exercer qualquer efeito sobre as
linhagens celulares.
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Durante este mestrado foram realizados inimeros testes envolvendo as drogas
selecionadas iniciadmente, tanto sozinhas quanto combinadas em duplas, sendo obtidos
inimeros resultados em relacdo a presenca de sinergia entre os ativos. No decorrer deste tempo
conseguimos estabelecer um protocolo confiavel para se trabalhar com os farmacos, além do
desenvolvimento de mecanismos para promover a encapsulacdo dos ativos sozinhos e também
em combinago.

A sintese dos cubossomos se apresentou de maneira eficaz, sendo atingido o padrdo
descrito em literatura, aém disso, conseguimos atingir um indice de homogenei dade em relacéo
as amostras sintetizadas, trazendo um indice maior de confiabilidade para os resultados obtidos
e, apesar da quantidade de farmacos ndo ter sido suficiente para ocasionar ateracfes ao sistema
celular, a execucdo deste trabalho abre portas para que novos estudos sgjam realizados,
podendo-se testar diferentes ativos bem como alterando a composi¢do da nanoparticula afim de
se reduzir a citotoxicidade, porém buscando manter as caracteristicas de estabilidade e
encapsul agdo dos farmacos, atributos demonstrados durante este projeto como pontos benéficos
para esta nanoestrutura.
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APENDICE B — Curva de calibrago curcumina em DM SO.
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APENDICE C — Curvade calibragio da vemurafenibe em DMSO.
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