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APRESENTACAO
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diminuicdo da concentracdo de bromelina necesséria para obter atividade
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nanocépsulas de nucleo lipidico multiparede.

Capitulo 5: Artigo a ser enviado a periddico cientifico, que aborda a captacédo e
a atividade antiproliferativa in vitro de nanocapsulas de nucleo lipidico
multiparede contendo metotrexato na forma &cida e éster utilizando células
sadias e tumorais.

Capitulo 6: Artigo a ser enviado a periddico cientifico, que aborda estudo
fisico-quimico de formulacdes de nanocapsulas de nucleo lipidico multiparede
funcionalizadas com infliximab ou etanercept e contendo éster de metotrexato.
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RESUMO

A area das Ciéncias Farmacéuticas busca constantemente por tratamentos mais
eficientes, direcionados para alvos especificos, com diminuicdo da dose necesséria e
com a minimizacdo dos efeitos adversos. Neste contexto, a area de Nanotecnologia
Farmacéutica apresenta grande potencial de aplicabilidade, com resultados bastante
promissores para o tratamento de diversas doengas. Os sistemas nanoestruturados tém
sido avaliados para a incorporacdo de farmacos ja utilizados em tratamentos
administrados formas farmacéuticas convencionais que apresentam problemas
farmacocinéticos ou farmacodindmicos quando administrados. E, também, para a
incorporacdo de novas moléculas com potencial para o tratamento de determinada
doenca. Neste trabalho de tese, nanocédpsulas de nucleo lipidico versateis contendo
metotrexato na forma 4&cida e éster, bromelina, etanercept e infliximab foram
desenvolvidas buscando contornar as limitacGes e aumentar a eficicia terapéutica
desses farmacos. Inicialmente, as propriedades anti-inflamatdrias de nanocapsulas de
nacleo lipidico revestidas por micelas de polissorbato 80 contendo metotrexato
encapsulado foram avaliadas em experimentos in vitro e in vivo, em células
mononucleares obtidas a partir do liquido sinovial de pacientes com artrite reumatoide
e em ratos Lewis com artrite induzida por adjuvante completo de Freund,
respectivamente. As nanocapsulas de nucleo lipidico demonstraram serem altamente
eficazes no controle da inflamacdo, sendo que os efeitos anti-inflamatérios in vivo
foram alcancados em doses 75% menores que 0 metotrexato em solucdo. Na
sequéncia, o tratamento in vitro da linhagem de células de carcinoma de mama
humano, MCF-7, com nanocépsulas de nucleo lipidico multiparede funcionalizadas
com bromelina demonstrou uma reducéo de 160 vezes na concentracdo necessaria para
obter o mesmo efeito quando comparada a uma solucé@o de bromelina. A influéncia das
pseudofases anibnicas e catidnicas no mecanismo de distribuicdo da indometacina,
tacrolimus, aciclovir, metotrexato e éster etilico de metotrexato, foram avaliadas
aplicando um algoritmo desenvolvido para nanocéapsulas de nucleo lipidico. Verificou-
se que somente a indometacina sofreu influéncia da presenca de cargas, aumentando a

afinidade pela fase dispersa das formulagdes. Formulagdes de nanocapsulas de nucleo



lipidico multiparede contendo metotrexato na forma acida e éster encapsulados e/ou
funcionalizando a superficie das nanocapsulas foram desenvolvidas e testadas in vitro
em linhagens de células tumorais (MCF-7) e em linhagens de células sadias (HaCaT).
Essas formulagbes demonstraram atividade antiproliferativa maior para as MCF-7
(com reducdo em mais de 50% na viabilidade celular) em comparagdo com as solugdes
de metotrexato e éster etilico de metotrexato e esta atividade foi maior para as
formulagcbes em que as moléculas foram funcionalizadas na superficie das
nanoparticulas. A captacdo das nanoparticulas pelas células também foi maior para as
formulagbes funcionalizadas com metotrexato ou éster etilico de metotrexato em
comparacgdo com a formulacdo em que o éster de metotrexato esta encapsulado. As trés
formulacdes contendo metotrexato na forma acida ou éster ndo demonstraram acéo
antiproliferativa em linhagens de células sadias (HaCaT). Devido a baixa expressao de
receptores de folato nessas células, ndo houve aumento da captacdo celular em
comparagdo a formulacdo sem farmaco. Por dltimo, foram desenvolvidas
satisfatoriamente formulacGes de nanocapsulas de nucleo lipidico multiparede
funcionalizadas com os anticorpos monoclonais infliximab e etanercept, e contendo
éster etilico de metotrexato encapsulado, demonstrando que sdo adequadas para
futuros estudos visando o tratamento da artrite reumatoide. Esse conjunto de resultados
demonstra que as nanocapsulas de nucleo lipidico com funcionalizacdo de superficie
versatil, sejam revestidas com polissorbato 80 ou multiparede funcionalizadas sdo um
sistema bastante promissor para a administracdo de farmacos de modo a aumentar sua

especificidade e eficacia.

Palavras-chave: nanocapsulas de nucleo lipidico, nanocapsulas de ndcleo lipidico

multiparede, metotrexato, bromelina, etanercept, infliximab, cancer de mama, artrite.



ABSTRACT

Development of lipid-core nanocapsules with versatile surface with potential
application for the treatment of rheumatoid arthritis and breast cancer

The Pharmaceutical Sciences field is constantly searching for more effective
treatments, aiming specific targets, with dose reduction and minimization of side
effects. In this context, the Pharmaceutical Nanotechnology field presents great
applicability potential, with highly promising results for the treatment of several
diseases. Nanostructured systems have been evaluated for the encapsulation of drugs
approved for use in conventional pharmaceutical dosage forms that, however, exhibit
pharmacokinetic or pharmacodynamics problems when administered, and for the
encapsulation of novel molecules with potential to treat a determined disease. In the
present thesis, versatile lipid-core nanocapsules containing methotrexate in the acid
and ester forms, bromelain, etanercept and infliximab were developed, seeking to
circumvent the limitations and increase the therapeutic efficacy of these drugs.
Initially, the anti-inflammatory properties of methotrexate-loaded lipid-core
nanocapsules coated with polysorbate 80 micelles were evaluated in in vitro and in
vivo experiments, using mononuclear cells obtained from the synovial fluid of
rheumatoid arthritis patients and Lewis rats with Freund complete adjuvant-induced
arthritis. Lipid-core nanocapsules demonstrated to be highly effective in the control of
inflammation, and the in vivo anti-inflammatory effects were reached in a dose 75%
lower than the methotrexate in solution. In the sequence, the in vitro treatment of a
human breast cancer cell line, MCF-7, with bromelina-functionalized multiple-wall
lipid-core nanocapsules demonstrated a 160-fold reduction of the concentration
required to obtain the same effect when compared with a bromelain solution. The
influence of the anionic and cationic pseudo-phases in the distribution mechanism of
indomethacin, tacrolimus, acyclovir, methotrexate and methotrexate ethyl ester was
evaluated through an algorithm developed for lipid-core nanocapsules. It was verified
that only indomethacin underwent influence in the presence of charge, increasing the
affinity by the disperse phase of the formulations. Multiple-wall lipid-core
nanocapsules formulations containing methotrexate in the acid and ester forms

encapsulated and/or functionalizing the surface of the nanoparticles were developed



and tested in vitro in tumour MCF-7 cells and in a healthy cell line (HaCaT). These
formulations demonstrated higher anti-proliferative activity for the MCF-7 cells
(reduction of over 50 % in cellular viability) in comparison with the methotrexate and
methotrexate ethyl ester solutions and this activity was higher for the formulations in
which the molecules were functionalized in the surface of the nanoparticles. A higher
cellular uptake was observed for the formulations functionalized with methotrexate or
methotrexate ethyl ester in comparison with the formulations in which the
methotrexate ester is encapsulated. The three formulations containing methotrexate in
the acid or ester form did not demonstrate anti-proliferative activity in non-tumour cell
lines (HaCaT). Since these cells have a small expression of folate receptors, the uptake
was not increased in comparison with the formulation without drug. Lastly,
formulations of methotrexate ethyl ester-loaded multiwall lipid core nanocapsules
functionalized with monoclonal antibodies infliximab and etanercept were successfully
developed demonstrating suitability for future studies aiming the treatment of
rheumatoid arthritis. These groups of results demonstrate that versatile lipid core
nanocapsules, either coated with polysorbate 80 or multiwalled functionalized are a
very promising system for the administration of drugs aiming their specificity and

efficacy.

Keywords: lipid-core nanocapsules, multiwall lipid-core nanocapsules, methotrexate,

bromelain, etanercept, infliximab, breast cancer, arthritis.
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Um dos grandes obstaculos na area farmacéutica sdo os efeitos adversos
causados pela administracdo de agentes terapéuticos, devido a distribuicdo dos
farmacos pelo organismo de forma inespecifica. Para contornar esse obstaculo, a
Nanotecnologia Farmacéutica vem sendo estudada e aprimorada, apresentando grande
potencial de aplicabilidade para o tratamento de diversas doencas. A utilizagcdo de
sistemas nanocarreadores para a administracdo de farmacos auxilia no controle da
liberacdo e pode direcionar o farmaco para o sitio de acdo (Pan et al., 2002; Couvreur
et al., 2006; Reis et al., 2006; Dhar et al., 2008, Fontana et al., 2010; Torrecilla, et al.,
2013) e na diminuicdo dos efeitos adversos (Benvegnu et al., 2012; Dimer et al.,
2014).

Entre os diversos sistemas nanocarreadores de farmacos apresentados na
literatura, destacamos as nanocapsulas poliméricas (Mora-Huertas et al., 2010). Entre
essas, um promissor sistema sdo as nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC, do inglés
lipid core nanocapsules) as quais sdo compostas por um nucleo organo-gel formado
por um lipideo liquido e um lipideo soélido, revestido por um polimero aprovado pela
FDA, poli(e-caprolactona) (Cruz et al., 2006; Jager et al., 2007; Jager et al., 2009;
Venturini et al., 2011; Poletto et al., 2014). A estabilizacdo deste nanossistema em
solucdo é decorrente da presenca de micelas de polissorbato 80 (Fiel et al., 2013).
Diversos estudos presentes na literatura demonstram que as LNC fazem a protecdo de
farmacos da degradacao quimica (Kulkamp et al., 2009) e fotoquimica (Fontana et al.,
2010; Ourique et al., 2011). Esse sistema também demonstrou auxiliar na transposicéo
de barreiras bioldgicas pelo farmaco e melhoria no indice terapéutico devido a
possibilidade de captagédo celular (Guterres et al., 2007; Tedesco et al., 2007; Bernardi
et al., 2009a; Guterres et al., 2010; Frozza et al., 2010; Poletto et al., 2012).

Com o intuito de encapsular substancias ativas hidrofilicas, o desenvolvimento
de sistemas nanocarreadores que possibilitem a conjugacdo com este tipo de molécula
torna-se um avango necessario para a melhoria dos sistemas terapéuticos. Uma
estratégia que pode ser utilizada é a insercdo dessas moléculas em nanocépsulas de
nucleo lipidico ap6s sua formacdo utilizando uma funcionalizacdo de superficie. Essa
funcionalizacdo pode ser obtida pela adicdo de tensoativos, polimeros ou outros

componentes que permitam a adsor¢do de substancias, como o sistema desenvolvido
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por Bender e colaboradores (2014) em que foi realizada a funcionalizacdo das
nanocapsulas com o anticorpo scFv anti-LDL(-) devido a presenca de zinco na
superficie das mesmas.

O desenvolvimento de nanocarreadores poliméricos do tipo vesicular, como as
nanocapsulas de ndcleo lipidico, torna-se vantajoso para a funcionalizacdo de
superficie pela adicdo de um ligante, possibilitando a ligacdo de diferentes substancias
como, por exemplo, proteinas. Devido a presenca de um nucleo lipidico capaz de
interagir com moléculas hidrofébicas é possivel obter a encapsulagdo concomitante de
moléculas que apresentem diferentes caracteristicas quimicas. Dessa forma, a
associacdo de farmacos pode contribuir para um melhor efeito no tratamento, como ja
demonstrado para nanocapsulas de nudcleo lipidico coencapsuladas com indometacina
e seu éster etilico (Bernardi et al., 2008). Outros estudos na literatura também
comprovam a eficacia da coencapsulacdo em nanoparticulas (Wang et al., 2014; Dong
et al., 2009).

A artrite reumatoide e o cancer de mama tém uma ocorréncia bastante
significativa na populagdo mundial (Tobon et al., 2010; IARC, 2013; IARC, 2014).
Entretanto, o tratamento conduz ao desencadeamento de diversos efeitos adversos que
afetam a qualidade de vida do paciente, podendo levar, inclusive ao abandono do
mesmo (Fossati et al., 1998; Dervieux et al., 2004; Varatharajan et al., 2009; Conde et
al., 2006). Assim, a obtencéo de sistemas nanocarreadores que auxiliem na diminuicao
da dose e aumentem a especificidade dos farmacos para o local afetado, contribuindo,
assim, para a possibilidade de diminuicdo dos efeitos adversos é essencial para a
melhoria da qualidade de vida desses pacientes. Diversos farmacos sdo utilizados no
tratamento dessas duas doengas, entre eles, 0 metotrexato, que atua como antagonista
do acido folico, ligando-se aos receptores de folato presente nas células (Zeng et al.,
2001; Schroder e Stein, 2003; Vezmar et al., 2003). Em situacdes de crescimento
celular desordenado, as células necessitam de maior quantidade de folato para
desencadear o processo de sintese de DNA e RNA, apresentando, assim, maior
expressao de receptores de folato (Miquel et al., 1980).

O uso de substancias naturais, obtidas de alimentos, como a bromelina, tem

demonstrado inimeros beneficios (Gupta et al., 2010). A bromelina é estudada desde a
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década de 70 para o tratamento de tumores (Gerard, 1972; Nieper, 1976), sendo uma
macromolécula com potencial para ser funcionalizada em nanocarreadoress e utilizada
para o tratamento do cancer de mama. O uso de farmacos bioldgicos para o tratamento
de inflamacdes crbnicas severas tem sido bastante estudado (Moreland et al., 1999;
Kekow et al., 2012; Fabi et al., 2014; Konigsberg et al., 2014). Entre estes, 0
infliximab e o etanercept sdo duas possibilidades, geralmente séo utilizados em
conjunto com o tratamento com metotrexato (Moreland et al., 1999; Weinblatt et al.,
1999), entretanto causam diversos efeitos adversos por afetarem o sistema imune, que
pela adicdo em nanocépsulas de nucleo lipidico versateis podem, potencialmente
serem minimizados.

Desse modo, este trabalho de tese propbe a obtencdo de formulacdes de
nanocépsulas de ndcleo lipidico com funcionalizacdo de superficie versatil formada
por diferentes dominios que permite a associacdo de diversas moléculas, visando o
aumento na eficécia pela diminuicdo da dose em comparacdo ao farmaco em solucéo.
Ainda, obter o aumento in vitro da atividade antiproliferativa e da captacdo das
nanoparticulas pelas células pela funcionalizacdo de superficie, avaliadas em linhagem
de carcinoma de mama humano, e avaliar a seletividade in vitro das formulagfes em
linhagens diferente expressdo de receptores de folato. Os farmacos escolhidos para
este trabalho, metotrexato, bromelina, infliximab e etanercept, foram selecionados
devido as suas potencialidades para o tratamento da artrite reumatoide e/ou do cancer

de mama.
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Objetivo geral

O proposito deste trabalho consiste no desenvolvimento de formulacGes de
nanocapsulas de ndcleo lipidico com funcionalizagdo de superficie versatil,
contendo metotrexato na forma acida e éster, bromelina, infliximab e etanercept,
investigando a atividade anti-inflamatéria in vitro e in vivo e a atividade
antiproliferativa in vitro do metotrexato em modelo de inflamacédo crénica. Ainda,
a atividade antiproliferativa in vitro do metotrexato em linhagem de células de
carcinoma de mama humano, MCF-7 e em linhagem de células sadias, HaCaT,
bem como a atividade antiproliferativa in vitro da bromelina em linhagem de

células de carcinoma de mama humano, MCF-7.
Objetivos especificos

e Avaliar o efeito das nanocapsulas de nucleo lipidico contendo metotrexato em
reduzir as citocinas derivadas de células mononucleares obtidas de pacientes com
artrite reumatoide e a capacidade de reduzir a inflamagdo em modelo de artrite em
doses menores que o farmaco em solucéo.

e Avaliar o efeito antiproliferativo in vitro da bromelina em nanocapsulas de
ndcleo lipidico multiparede em linhagem de celulas de carcinoma de mama
humano, MCF-7.

e Avaliar a influéncia de cargas, negativas e positivas, no mecanismo de
distribuicdo dos farmacos em nanocépsulas de nucleo lipidico multiparede.

e Auvaliar a captacdo das nanoparticulas e a atividade antiproliferativa in vitro em
linhagem de células sadias, HaCaT, e em linhagem de células de carcinoma de
mama humano, MCF-7, de nanocépsulas de nicleo lipidico multiparede contendo
metotrexato na forma &cida ou esterificado.

e Obter nanocépsulas de nucleo lipidico multiparede funcionalizadas com
infliximab ou com etanercept contendo éster de metotrexato encapsulado visando

potencial aplicagdo no tratamento da artrite reumatoide.
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Revisado do tema
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Este capitulo que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo
compreendido entre as paginas 31 e 46 trata da revisdo bibliografica dos temas
abordados na tese, sendo eles: o cancer de mama, a artrite reumatoide, os farmacos e
como a area de nanotecnologia pode auxiliar nessas doencas.
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CAPITULO 2

Nanocapsulas de nucleo lipidico contendo metotrexato sdo altamente eficazes no
controle da inflamacéo em células sinoviais e em modelo de artrite cronica
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Este capitulo que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo

compreendido entre as paginas 49 e 72 é constituido por artigo cientifico publicado,
conforme referéncia abaixo.
Boechat, A. L.; Oliveira, C. P.; Tarragd, A.; Guimaraes, A.; Malheiro, A.; Guterres, S.
S.; Pohlmann, A. R." Methotrexate-loaded lipid-core nanocapsules highly effective to
control inflammation in vitro and in vivo. International Journal of Nanomedicine, v.
10, p. 10 6603-6614, 2015. doi: 10.2147/1JN.S85369.
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CAPITULO 3

MLNC funcionalizadas com bromelina versus solucdo de bromelina — diminuicéo
em 160 vezes na concentracdo necessaria para a mesma acdo antiproliferativa
frente a linhagem de células de carcinoma de mama humano, MCF-7







75

Este capitulo que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo
compreendido entre as paginas 75 e 114 é constituido por artigo cientifico a ser
submetido a periddico cientifico. Consta do desenvolvimento e e caracterizagcdo de um
nanocarreador funcionalizado com bromelina, bem como da avaliacdo de seu efeito

antiproliferativo em linhagem de carcinoma de mama humano.
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CAPITULO 4

Aplicacdo do algoritmo para nanocaspulas de nudcleo lipidico anibnicas e
cationicas
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Este capitulo que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo
compreendido entre as paginas 117 e 132 é constituido por artigo cientifico a ser
submetido a periddico cientifico. Consta do .estudo da influéncia de cargas negativas e

positivas na encapsulacdo de farmacos em nanocapsulas de nucleo lipidico.
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CAPITULO5

MLNC funcionalizadas com MTX ou MTX(OEt)2: maior especifidade para
células de cancer de mama e aumento na atividade antiproliferativa - estudo in
vitro






135

Este capitulo que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo
compreendido entre as paginas 135 e 168 é constituido por artigo cientifico a ser
submetido a periddico cientifico. Consta da avaliagdo da captacdo das nanoparticulas
pelas células de adenocarcinoma de mama, bem como, da atividade antiprolifetativa
das formulagdes sobre estas.
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CAPITULO 6

Nanocapsulas de nucleo lipidico multiparede funcionalizadas com Infliximab e
Etanercept e contendo MTX(OEt)2 encapsulado
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Este capitulo que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo
compreendido entre as paginas 171 e 186 é constituido por artigo cientifico a ser
submetido a periddico cientifico. Consta do desenvolvimento de formualgdes de
nanocapsulas de nucleo lipidico multiparedes contendo dois farmacos, um encapsulado

e um funcionalizando a superficie visando o tratamento da artrite reumatoide.
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Esta sessdo que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo
compreendido entre as paginas 189 e 194 trata da discussdo dos resultados obtidos em
todos os capitulos dessa tese. Essa sessao foi suprimida por estar relacionada ao artigo

ja publicado, bem como as publicac6es a serem enviadas aos periodicos cientificos.
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Esta sessdo que no texto integral da tese defendida ocupa o intervalo
compreendido entre as paginas 197 que trata da conclusdo dos resultados obtidos em
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