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Resumo

O cancro da proéstata manifesta-se a nivel global como uma das principais causas de
Obito, resultando em milhoes de fatalidades anualmente. Apesar da existéncia de uma
ampla gama de tratamentos considerados padrao, estes estdo associados a baixas taxas
de sucesso e a variados efeitos colaterais debilitantes. desta forma, continua a ser de
elevada importancia desenvolver abordagens que possam melhorar a eficicia terapéutica

e superar as limitacoes dos tratamentos atuais.

A sinvastatina, um farmaco originalmente desenvolvido para reduzir os niveis de
colesterol no sangue, tem demonstrado potencial para exercer efeitos além do seu uso
tradicional. Véarios estudos tém sugerido que a sinvastatina tem propriedades que
poderiam ser exploradas no tratamento do cancro. Esses efeitos estdo intrinsecamente
relacionados com a habilidade da sinvastatina de inibir a via de sintese do colesterol,
através da sua notavel inibicdo da enzima hidroximetilglutaril-coenzima A redutase.
Além da modulacdo dos niveis de colesterol, a sinvastatina parece exibir outras
propriedades notaveis (efeitos pleiotropicas) que demonstram potencial a nivel
anticancerigeno. Por exemplo, a nivel da inibi¢cao da via sintética que desempenha um

papel crucial na proliferacao e na sinalizacao celular de células tumorais e nao tumorais.

O foco central deste trabalho residiu no desenvolvimento, aprimoramento, e analise da
eficicia de micro e nanoemuls6es na entrega da sinvastatina, com o intuito de aperfeicoar
a sua eficicia terapéutica. De maneira mais precisa, esta pesquisa aborda o impacto da
sinvastatina no crescimento celular das células tumorais da prostata PC-3 e DU145. Para
tal, foi realizado um ensaio inicial do impacto da sinvastatina na auséncia de
transportadores nas duas linhas celulares referenciadas anteriormente. Esse ensaio foi

crucial para estabelecer um padrao de comparac¢ao com o farmaco quando formulado.

Foi realizado posteriormente otimizagao e desenvolvimento de micro e nanoemulsoes.
Um screening inicial da concentracao de polietilenoglicol 4000 (0,75%, 1% ,2%) e das
condicoes de armazenamento (25 °C e 4 °C) foi realizado de forma a assegurar
propriedades como o tamanho hidrodindmico e homogeneidade (PDI, do inglés
polydispersity index) de goticulas de forma desejavel. Posteriormente foi feita uma

comparacao das formulacoes desenvolvidas, tanto neutras como cationicas.

Os perfis in vitro de libertacao do farmaco foram caracterizados com recurso a camaras
de Ussing horizontais, sendo posteriormente avaliados os respetivos perfis cinéticos.

Realizou-se um estudo sobre o impacto da adicao de a-tocoferol na estabilidade quimica
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a uma temperatura de 40 °C durante 15 dias. As quantificacées do farmaco nos ensaios
de libertacao degradacao foram realizadas por cromatografia liquida acoplada a detecéo
UV, tendo ocorrido a sua validacao previa. As micro e nanoemulsées com maior potencial
para administracao intravenosa foram posteriormente testadas nas linhas celulares PC-

3 e DU145.

Tanto as nano como microemulsdes neutras com farmaco demonstraram elevada
homogeneidade (PDI < 0,1). Nanoemuls6es neutras com 5,55% de sinvastina exibiram
valores de PDI de 0,134 e 0,050, com tamanhos de goticula em torno dos 160 nm e 130
nm, antes e apos, respetivamente, da refrigeracio das mesmas a 4 °C. Ja as
microemulsoes com 8,93% de sinvastatina exibiram um PDI de 0,034, e um tamanho de

31,2 nm.

As formulagOes cationicas, exibiram tamanhos similares de 29 nm e 27 nm nas
microemulsdes com 2,9% e 5,95% de farmaco, e 111 nm e 104 nm nas nanoemulsoes com
1,85% e 3,7 % de farmaco. O PDI foi de 0,16 e 0,04 em nanoemulsoes € 0,07 e 0,06 em
microemulsoes. Inesperadamente nao foi possivel realizar a caracterizacao das maiores
concentracao de cada formula¢ao de 8,93% em microemulsao e 5,55% de nanoemulsao

devido a sua precipitacao apos diluicao.

Durante os ensaios de libertacao in vitro, verificou-se uma libertacao incompleta, tendo
sido obtidas percentagens totais de libertacdao ao fim de 6 horas de apenas 9,2%, 16%,
9,2% e 11,60% para a nanoemulsao cationica, microemulsao cationica, nanoemulsao
neutra e microemulsdo neutra, respetivamente. Estas baixas taxas de libertagdo
resultaram, em parte, da alta adsorcdo da sinvastatina por parte da membrana/Camaras
de Ussing. A qual demonstrou taxas muito superiores ao esperado, sendo exibido valores
de 37,48%, 76,24%, 46,26% e 45,03% para a nanoemulsdo cationica, microemulsao
catiénica, nanoemulsao neutra e microemulsao neutra, respetivamente. Demonstrando
que, o farmaco na sua maioria permanece retido ou adsorvido relativamente a pequena

percentagem que € libertada.

Usando como matéria-prima sinvastatina ja adicionada de antioxidante, formulagoes,
com sem adi¢do de DL-a-Tocoferol apresentaram estabilidade quimica pelo menos

durante 15 dias a 40 °C.

Foi demonstrada a promocao do efeito inibitorio do crescimento celular da sinvastatina
com as novas formulacoes comparativamente ao farmaco livre, o que demonstra a sua
eficacia como veiculos para administracio de farmacos. No entanto, este efeito

promissor foi observado exclusivamente na linha PC-3 a concentracao de 1-3 uM,



alcancando-se valores de viabilidade de 31,7% nas microemulsdes e 35,2% nas
nanoemulsoes, o que nao foi observado na linha DU145 mantendo valores de viabilidade
>85% nos dois tipos de emulsdes. O uso de transportadores permitiu a inibicdo do
crescimento celular com concentracoes inferiores de farmaco, tendo sido demonstrando
inibicoes de 30,1 % com as micro e 26,8% com as nanoemulsdes a apenas 3 uM. Este
nivel de inibicdo s6 foi observado com o farmaco livre a concentracoes de 30 uM. Em
conclusdo, por meio da administracio da sinvastatina utilizando micro e nanoemulsoes
neutras, foi viabilizada a otimizacao da dose citotoxica e a obtencao de elevada inibicao
tumoral quando em comparacdo a resultante do farmaco livre. Esses resultados
destacam o potencial promissor das nano e microemulsdes como uma abordagem de

entrega terapéutica.

Palavras-chave

Agente Citotoxico, Cancro da prostata, Entrega, microemulsio, nanoemulsao,

sinvastatina.
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Abstract

Prostate cancer manifests globally as one of the leading causes of mortality, resulting in
millions of fatalities annually. Despite the existence of a wide range of treatments
considered standard, these are associated with low success rates and various debilitating
side effects. Therefore, it remains of high importance to develop approaches that can

improve therapeutic effectiveness and overcome the limitations of current treatments.

Sinvastatin, a drug originally developed to reduce blood cholesterol levels, has shown
potential to exert effects beyond its traditional use. Several studies have suggested that
simvastatin has properties that could be explored in cancer treatment. These effects are
intrinsically related to simvastatin's ability to inhibit the cholesterol synthesis pathway,
through its notable inhibition of the enzyme hydroxymethylglutaryl-coenzyme A
reductase. In addition to modulating cholesterol levels, simvastatin appears to exhibit
other notable properties (pleiotropic effects) that demonstrate anticancer potential. For
example, it inhibits the synthetic pathway that plays a crucial role in the proliferation

and cell signaling of both tumor and non-tumor cells.

The central focus of this work was on the development, enhancement, and analysis of the
effectiveness of micro and nanoemulsions in delivering simvastatin to improve its
therapeutic efficacy. More precisely, this research addresses the impact of simvastatin on
the cellular growth of prostate tumor cells PC-3 and DU145. For this purpose, an initial
assay of simvastatin's impact in the absence of transporters in the two aforementioned
cell lines was conducted. This assay was crucial to establish a benchmark for comparison

with the formulated drug.

Subsequently, optimization and development of micro and nanoemulsions were carried
out. An initial screening of polyethylene glycol 4000 concentration (0.75%, 1%, 2%) and
storage conditions (25°C and 4°C) were performed to ensure properties such as
hydrodynamic size and homogeneity (Polydispersity Index, PDI) of droplets met
desirable standards. A comparison of the developed formulations, both neutral and

cationic, was conducted.

The in vitro drug release profiles were characterized using horizontal Ussing chambers,
and their respective kinetic profiles were evaluated. A study on the impact of adding a-
tocopherol on chemical stability at a temperature of 40 °C for 15 days was conducted.
Drug quantifications in degradation release assays were performed using liquid

chromatography coupled with UV detection, with prior validation. The micro and
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nanoemulsions with the highest potential for intravenous administration were

subsequently tested on the PC-3 and DU145 cell lines.

Both neutral nano and microemulsions with the drug demonstrated high homogeneity
(PDI < 0.1). Neutral nanoemulsions with 5.55% simvastatin exhibited PDI values of
0.134 and 0.050, with droplet sizes around 160 nm and 130 nm before and after
refrigeration at 4°C, respectively. Microemulsions with 8.93% simvastatin exhibited a

PDI of 0.034 and a size of 31.2 nm.

The cationic formulations showed similar sizes of 29 nm and 27 nm in microemulsions
with 2.9% and 5.95% drug, and 111 nm and 104 nm in nanoemulsions with 1.85% and
3.7% drug. The PDI was 0.16 and 0.04 in nanoemulsions and 0.07 and 0.06 in
microemulsions. Unexpectedly, it was not possible to characterize the highest
concentration of each formulation, 8.93% in microemulsion and 5.55% in nanoemulsion,

due to their precipitation after dilution.

During in vitro release assays, incomplete release was observed, with total release
percentages after 6 hours being only 9.2%, 16%, 9.2%, and 11.60% for cationic
nanoemulsion, cationic microemulsion, neutral nanoemulsion, and neutral
microemulsion, respectively. These low release rates resulted, in part, from the high
adsorption of simvastatin by the membrane/Ussing chambers, which exhibited much
higher rates than expected, with values of 37.48%, 76.24%, 46.26%, and 45.03% for
cationic nanoemulsion, cationic microemulsion, neutral nanoemulsion, and neutral
microemulsion, respectively. This demonstrates that the drug mostly remains retained

or adsorbed rather than being released.

Using simvastatin with added antioxidant as the raw material, formulations without the

addition of DL-a-tocopherol showed chemical stability for at least 15 days at 40°C.

The promotion of the inhibitory effect of simvastatin on cell growth was demonstrated
with the new formulations compared to the free drug, indicating their efficacy as drug
delivery vehicles. However, this promising effect was observed exclusively in the PC-3
cell line at concentrations of 1-3 uM, achieving viability values of 31.7% in
microemulsions and 35.2% in nanoemulsions, which was not observed in the DU145 line,
maintaining viability values >85% in both types of emulsions. The use of carriers allowed
the inhibition of cell growth at lower drug, demonstrating inhibitions of 30.1% with
microemulsions and 26.8% with nanoemulsions at only 3 uM. This level of inhibition

was only observed with the free drug at the concentration of 30 uM.
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In conclusion, the administration of simvastatin using neutral micro and nanoemulsions
allowed for the optimization of the cytotoxic dose and achieved high tumor inhibition
compared to the result of the free drug. These results highlight the promising potential

of nano and microemulsions as a therapeutic delivery approach.

Keywords

Cytotoxic Agent Microemulsion, Nanoemulsion, Prostate cancer, Simvastatin.
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Capitulo 1

Introducao

O cancro apresenta-se mundialmente como uma das principais causas de morte e uma
das maiores barreiras para o aumento da esperanca de vida [1]. De acordo com a
Organizacao Mundial de Satide (OMS), em 2020 este grupo de doencas apresentava-se
como a 62 causa de morte no mundo, tendo sido responsavel por mais de 1,8 milhdes de
ambos os sexos. Entre este nimero de Obitos inserem-se 375,304 mil mortes
correspondentes apenas ao cancro da prostata, sendo o quinto tipo de cancro com maior

taxa de mortalidade no sexo masculino.

Existe amplas gamas de fatores de risco para o cancro da prostata, no entanto,
apresentam se entre os principais a etnia, idade e histéria familiar, fatores hormonais e
genéticos. Outro fator com grande impacto na fatalidade desta a patologia é o seu
diagnostico tardio proporcionado pela auséncia de sintomas na fase inicial, o que resulta
em tratamentos com baixas taxas de sucesso [2]. Apesar dos constantes
desenvolvimentos na area, os tratamentos indicados para esta patologia necessitam de

constante otimizacao.

A sinvastatina, farmaco usado no tratamento de dislipidemias, tem despertado elevado
interesse como candidata no tratamento de diversos cancros, atuando como reguladora
de variadas vias especificas desta patologia. No entanto, devido a sua significativa
toxicidade em altas concentracoes, torna-se essencial a otimizacao da sua entrega [3]. No
trabalho reportado nesta dissertacdo, novas formulacoes na forma de nano e

microemulsoes foram testadas com esse proposito.

1.1 Cancro da prostata
1.1.1. Incidéncia e mortalidade

O cancro da prostata apresenta-se como uma das principais preocupacoes de saude
publica, devido a sua alta incidéncia e impacto devastador na vida de milhées de homens
[1]. Este ocupa o segundo lugar como o cancro mais frequentemente diagnosticado na
populacdo masculina e é a quinta principal causa de morte relacionada com o cancro
entre os homens em todo o mundo. De acordo com OMS em 2020, foram registados
cerca de 1,414 milhoes de novos casos de cancro da prostata, resultando em 375,304 mil
mortes, sendo a principal causa de morte relacionada com cancro em 48 paises [4], [5]

Infelizmente, é de esperar que o impacto do cancro da prostata venha a aumentar, devido



ao envelhecimento da populacdo e ao crescimento econémico. Até 2040, prevé-se que

estes nimeros crescam para quase 2,3 milhoes de novos casos e 740 mil mortes [6].

Mundialmente, o cancro da prostata tem maior taxa de mortes nos paises mais
desenvolvidos, em especial na América do Norte, oeste da Europa, Caraibas, Australia e
Nova Zelandia, e Africa do Sul. Contrariamente, a Asia e Africa do Norte, demonstram
as taxas mais baixas (Figura 1). Esta relacao pode ser justificavel pela maior facilidade de
acesso a servicos de saude, e uma maior consciencializacdo sobre a doenca, resultando
num aumento da realizacdo de exames e, subsequentemente, no estabelecimento de

diagnosticos [7].
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Fi igura 1: Ranking (Proéstata), nitmero estimado de mortes em 2020 [4].

Na Europa, os paises com maior taxa de mortalidade foram a Estonia, Eslovaquia e
Letonia [4]. Também a nivel nacional, esta patologia tem demonstrado elevadas taxas de
mortalidade sendo demonstrado pela Dire¢ao nacional de Satide um ndmero bastante

elevado e relativamente constante de 6bitos entre 2011-2015 (Tabela 1).
Tabela 1: Mortalidade em Portugal resultante de cancro da préstata entre 2011-2015.

2011 2012 2013 2014 2015

Numero de 6bitos 1815 1806 1714 1787 1723
1.1.2 Anatomia da prostata

A prostata é uma glandula exocrina de grande importancia do sistema reprodutor
masculino. Esta localizada na zona inferior a bexiga, anterior ao reto e envolvente da
uretra (Figura 2). A prostata ndo possui uma cipsula verdadeira do ponto de vista

histolégico. Em vez disso, é cercada por uma camada de tecido fibromuscular com



espessura de 2-3 mm denominada capsula prostatica. Essa camada é indistinguivel do
estroma prostatico [8]. A base da proéstata envolve o colo da bexiga urinaria e circunda a
parte inicial uretra, por onde a urina e o esperma passam. Esta tem uma forma similar a
uma castanha e exibe aproximadamente 3-4 cm de didmetro com peso associado de certa

de 20 gramas. No entanto, essas caracteristicas tém tendéncia a alterar com o avancar
daidade [9].

Vesicula seminal

Bexiga

Prostata

Uretra

Figura 2 : Ilustragdo representativa da anatomia geral da préstata, realizado com Biorender.

A prostata possui um sistema de nervos intrincado. Recebe a inervagdo de neurdnios
mistos que fazem parte do plexo pélvico, composto por neurénios simpaticos e
parassimpaticos [10]. Os neurdnios simpaticos tém origem na coluna vertebral lombar,
enquanto os parassimpaticos se originam na medula espinhal sacral. Essa inervacgao

desempenha um papel fundamental no controlo da miccao e da ejaculacao.

A prostata é constituida por quatro zonas distintas, mas associadas, que possuem grande
importancia morfolégica, funcional e anatémica [9] (Figura 3). A zona periférica,
corresponde a cerca de 70% da glandula, é a parte mais externa da prostata. Esta é
associada ao maior ntiimero de tumores, apresentando aproximadamente 75% dos
carcinomas [11]. Esta zona deriva dos ductos periféricos, que se desenvolvem
lateralmente no mesénquima posterior ao segmento uretral distal. Os orificios mais
proximais desses ductos situam-se lateralmente a base do verumontanum, e estende-se
progressivamente até ao apice da prostata. A composicao do tecido é glandular e
muscular, estando estes envolvidos por uma capsula fibrosa. As glandulas desta zona sao
responsaveis pela producao do liquido prostatico adicionado ao esperma durante a
ejaculacao. O tecido muscular é composto por pequenos musculos lisos controlados pelo
sistema nervoso autonomo, o qual controla a funcao erétil e evacuacao do liquido

prostatico durante a ejaculacao. Este liquido é composto por uma mistura de proteinas e



substancias nutritivas que ajudam a proteger, nutrir os espermatozoides e pela producao
do antigénio prostatico especifico (PSA), o que melhora a motilidade e capacidade de

fertilizacao.

+~——— Bexiga

ﬁ Vesicula seminal
/

+——————— Zona central

Zona transicional
ona periférica

Uretra

Estoma fibromuscular anterior ———

Zona transicional
Zona periférica
Verumontanum
Uretra

f Zona central

Figura 3 : Anatomia zonal da préstata, adaptado [12]. A esquerda apresenta-se a ilustracdo da direcdo

anatémica sagital; a direita apresenta-se a coronal.

A zona central da prostata é composta principalmente por tecido muscular liso e
granular, e representa cerca de 25% da prostata. As glandulas da zona central tendem a
ser menores e menos abundantes do que as da zona periférica. A zona central é composta
por dutos que se originam no mesénquima ao redor dos ductos ejaculatorios e estdo
localizados num pequeno circulo ao redor dos orificios dos ductos ejaculatorios na
convexidade do verumontanum [13]. Esta zona é continua com a zona periférica, com
ambas as zonas unidas num disco plano de tecido que se estende até o plano da coroa. O
epitélio da zona periférica é simples com bordas distintas e ntcleos pequenos, enquanto
o epitélio da zona central consiste em células com membranas menos distintas,
citoplasma mais opaco. Esta zona é a de menos significancia a nivel tumoral sendo

responsaveis por < 5% dos carcinomas [14].

A zona de transicao é a zona mais interna que envolve a uretra e representa cerca de 5%
da prostata. E uma regido que envolve a extremidade da uretra que esta localizada antes
da prostata (ou seja, pré-prostatica) e se estende até aos ductos ejaculatérios e ao apice
da zona central [14]. O verumontanum demonstra-se como um constituinte importante,
sendo este onde os ductos ejaculatdrio e prostatico perfuram a parede posterior da uretra
prostatica permitindo a abertura dos ductos ejaculatérios na uretra prostatica,
permitindo a passagem do sémen durante a ejaculacio e marca a extremidade proximal
da zona de transicao. Esta zona é cercada pela zona central, que possui uma forma conica.
Esta € a area mais suscetivel ao desenvolvimento de doencas da prostata como é o caso
de hiperplasia prostatica benigna (HPB). A nivel tumoral esta associado a 20%-25% dos

carcinomas [11]. A HPB é uma condicao caracterizada pelo aumento no nimero de



células estromais e epiteliais na zona de transicao da prostata, que envolve a area ao
redor da uretra. Esse crescimento excessivo causa compressao na uretra e leva ao
desenvolvimento de obstrucao do fluxo vesical [15], 0 que pode levar ao aparecimento de

manifestagoes clinicas de disfunc¢ao urinéria.

A 1ltima zona é o estroma fibromuscular. Ao contrario das zonas anteriores, ela é
inteiramente nao glandular e ndo tem relevancia biol6gica ou patolégica para a prostata.
O estroma fibromuscular proporciona uma elevada espessura a glandula, ocupando 1/3
do espaco total desta. E caracteristico de uma espessa bainha de tecido continuo com o
colo vesical, envolvendo o esfincter interno do colo da bexiga e agindo como um
envoltorio de tecido muscular. Esse tecido forma toda a superficie anterior da prostata e
entra em contato novamente com a uretra na extremidade distal, o 4pice da prostata. O
tecido espalha-se lateralmente para se fundir com a capsula ao longo de toda a borda
antero-lateral da glandula prostatica. O maior significado anatoémico desse tecido é a
protecao de este fornece as regioes glandulares previamente descritas as quais é

fortemente aderente [16].

1.1.2.1 Composicao celular da prostata

A prostata é um 6rgao composto por diferentes tipos de células, diferenciadas com base
em critérios morfoldgicos, expressao de marcadores moleculares especificos e funcao.
celular. O tecido que reveste as glandulas da prostata (epitélio) contém células epiteliais
que podem ser classificadas em células luminais, basais e neuroendocrinas [17], [18]. Em
adicao a estas, fora do epitélio, encontram-se ainda células musculares lisas na parede

da prostata e as estromais no estroma (Figura 4).

Celulas neuroendocrinas

Celulas basais ——

Estoma

Figura 4: Ilustragdo da composi¢do celular de uma glandula da préstata, criado com Biorender.

As células luminais sao totalmente diferenciadas e dependentes de androgénios,

apresentando uma proliferacao relativamente baixa e um alto indice apopt6tico. Em



contraste, as células basais sdo geralmente indiferenciadas e ndo dependem de
androgénios, possuindo uma alta capacidade proliferativa e um baixo indice apoptético.
[19]. Biologicamente, os dois tipos de células também divergem pela presenca de
diferentes marcadores especificos. As células luminais sao identificadas pela expressao
do recetor de androgénio, assim como pelas citoqueratinas 8 e 18 e pelo marcador de
superficie celular CD57. Ja as células basais expressam citoqueratinas 5 e 14, assim como
CD44, apresentam baixos niveis de androgénio e nao produzem proteinas secretoras da
prostata [20]. Morfologicamente, as células basais tém um tamanho inferior e um

formato mais alongado e estreito do que as células luminais.

Dispersas entre as células epiteliais estao células neuroendocrinas, que produzem
diversas hormonas que regulam a atividade das outras células da prostata. As células
musculares lisas sdo responsaveis por contrair a prostata durante a ejaculacao,
permitindo a expulsdao do sémen da uretra. Além disso, essas células sdo responsaveis
por ajudar a regular o fluxo de urina através da prostata. As células musculares lisas da
prostata sao influenciadas por hormonas sexuais, como a testosterona, que regulam a
sua atividade contratil [20]. As células estromais fornecem suporte e nutrigao as células
epiteliais, produzem fatores de crescimento e citocinas que regulam a proliferacao e
diferenciacdo das células epiteliais e estdo envolvidas na regulacao da angiogénese. A
presenca de células estromais anormais na prostata tem sido associada ao
desenvolvimento de doencas, como a hiperplasia benigna da prostata e o cancro da

prostata.

1.1.3 Causas e fatores de risco

O cancro da prostata esta associado a varios fatores, sendo os mais destacados idade, a
raca/etnia e o historico familiar/suscetibilidade genética. O cancro da proéstata é uma
patologia pouco frequente em individuos com menos de 40 anos, no entanto, a
probabilidade do desenvolvimento desta aumenta substancialmente apés os 50 anos.
Aproximadamente 6 em 10 dos casos do cancro da prostata sao diagnosticados em
individuos com mais de 65 anos, evidenciando a idade avan¢cada como um fator primério

para o desenvolvimento desta enfermidade [21].

Em relacao a influéncia da etnia, estudos epidemiolégicos tém demonstrado que homens
afro-americanos apresentam taxas mais elevadas de incidéncia e mortalidade em
comparacao com homens caucasianos. Homens afro-americanos tém uma das maiores
taxas de cancro da prostata do mundo, com uma incidéncia quase 60% maior do que os
homens caucasianos [22]. Além disso, a taxa de mortalidade para afro-americanos é

significativamente mais alta do que todas as outras racas. Por outro lado, homens de



origem asiatica e hispanica apresentam taxas de incidéncia e mortalidade mais baixas
em relacao a homens caucasianos e afro-americanos. Essas diferencas podem estar
relacionadas a fatores genéticos, ambientais e socioecomicos que ainda nao foram

completamente compreendidos [23].

Relativamente ao histérico familiar, foi demonstrado que nao sé afeta a probabilidade
de desenvolvimento da patologia como de um desenvolvimento precoce, considerando a
média de idade de diagnodstico sem influéncia de um historico familiar da doenca.
Homens que possuem antecedentes familiares de cancro da prostata, especialmente com
um pai ou irmao que tenha sido diagnosticado com a doenca, enfrentam um risco maior
de desenvolver cancro da prostata. Além disso, quanto maior o nimero de parentes de
primeiro grau afetados, maior é o risco de desenvolver a doenca [24]. E demonstrado
que homens com antecedentes familiares positivos sdo diagnosticados mais cedo em
média, 6 a 7 anos mais cedo do que aqueles sem parentes de primeiro grau afetados.
Esses estudos estimam que 5% a 10% de todos os casos de cancro da prostata e até 40%
dos casos que ocorrem antes dos 65 anos podem ter uma base hereditaria [25]. No
entanto, o historico familiar pode nao ser a razdo primaria, podendo esta incidéncia
aumentar pela heranca de um gene de suscetibilidade ou apenas sendo causado pela
exposicao a fatores ambientais comuns ou simplesmente por acaso. Contudo, o cancro
da prostata esta altamente associado a hereditariedade, sendo estimado que este tipo de

o cancro é herdado em 57% dos casos [26].
1.1.4 Fatores prognoésticos

O progresso no diagnostico e tratamento do cancro da prostata, resultou numa
classificacao mais precisa dos pacientes e numa melhor escolha de tratamentos com base
em prognosticos e nas preferéncias individuais. Os fatores prognosticos sdo, o nivel
inicial do PSA, o estagio clinico segundo a classificacao tumor-n6dulo-metastase (TNM)

e a classificacao de Gleason [27].

1.1.4.1 Classificacao de Gleason

Esta classificacdo visa identificar a taxa de crescimento e a tendéncia de disseminacao da
doenca. A pontuacio é baseada na arquitetura das células malignas e nos padroes
histologicos do crescimento tumoral, bem como no grau de diferenciacao destas [28]. O
sistema de pontuacdo é composto por um grau de anormalidade crescente da estrutura
glandular [27], [29]. Quanto menos glandular for a aparéncia das células malignas, maior
sera o grau, mostrando o grau 1 uma aparéncia quase normal, com células de "baixo grau"

tumoral, enquanto um grau de Gleason de 5 indica um padrao altamente anormal, com



células tumorais de "alto grau", com nenhuma caracteristica glandular, apenas folhas de

células anormais (Figura 5).

Figura 5: Ilustragao dos diferentes graus de classificagdo de Gleason e a granularidade tecidual

associada, adaptado [30].

Na anaélise histologica da biopsia, sao identificadas duas areas mais predominantes do
tumor. Cada area recebe uma pontuacao individual, e a soma dessas duas pontuacoes

representa o grau de Gleason, que varia de 2 a 5 [31].

1.1.4.2 Teste do antigénio especifico da prostata (PSA)

Esta glicoproteina pode ser encontrada tanto no sémen como na via sanguinea [32]. De
uma forma simplificada, o procedimento envolve a colheita de amostras sanguineas,
seguida da avaliacao dos niveis de PSA. Estes sdo interpretados com base num limiar de
referéncia de 4 ng/mL. Valores de PSA superiores a 4 ng/mL indicam a necessidade de
exames adicionais, individuos com niveis entre 4 ng/mL e 10 ng/mL tém cerca de 1/4 de
probabilidade de ter cancro da prostata. Quando os valores de PSA excedem 10 ng/mL,

a probabilidade de ter cancro da prostata ultrapassam os 50% [33].

De forma geral sdo necessérias repeticoes dos mesmo exames para testar a sua
veracidade. De acordo com ao Instituto Nacional do Cancro, atualmente o exame nao
passa apenas pela analise dos niveis de PSA, mas também pela avaliacdo de diversos
parametros associados a este. A densidade e a velocidade sdo um dos exemplos de
exames suplementares usados no uso da avaliacao de PSA como forma de otimizacao do

meSsmo.

No entanto, importa salientar que o PSA é uma substéncia especifica da glandula
prostatica, mas nao exclusiva do cancro da prostata. Como tal, os niveis de antigénio
prostéatico especifico podem também refletir condices benignas como HPB e prostatite,
e nao apenas o cancro da prostata. Conforme indicado pelo Instituto Nacional do Cancro,

este valor pode também variar com o avancar da idade, nao sendo aconselhavel para



homens com mais de 70 anos. A fiabilidade deste método revela-se, assim, questionavel

em alguns casos apesar do seu alto uso [34].

1.1.4.3 Estagio clinico TNM

Um critério internacionalmente aceite, auxiliar na descoberta do estagio da doenga, é o
sistema tumor-ndédulo-metéistase (TNM). O tamanho do tumor e crescimento local (T)
sao classificados de To a T4. A presenca e extensao do cancro nos ganglios linfaticos
proximos ao local do tumor primario (N) define a classificacao entre No e N3. A auséncia
ou ocorréncia de evidéncia de metastases distantes (M), define a atribuicao da
classificacio Mo ou M1, respetivamente [30], [35]. Cada um desses componentes é
combinado para fornecer um estégio clinico completo do tumor. Por exemplo, um tumor
classificado_como T2NoMo significa um tumor limitado a prostata sem metastases nos
ganglios linfaticos regionais e sem metastases a distancia. A tabela referente a esta

classificacao pode ser vista em anexo na seccao Al.

1.1.4.4 Estagios do cancro da prostata

Apo6s meticulosa avaliacdo e ponderacdo dos elementos mencionados previamente,
abrangendo o tamanho do tumor (T), a existéncia de linfonodos afetados (N), a presenca
de metastases (M), os niveis de PSA e o score de Gleason é possivel determinar com
maior precisdo a progressao do cancro da prostata de um determinado doente. O estagio
da doenca é posteriormente definido por uma combinacido desses fatores numa
classificacao de I a IV, sendo o estagio I o menos grave e o IV o0 mais grave. Atualmente,
os estagios do cancro da prostata sao avaliados tendo em conta a classificacio AJCC

(2010) para o cancro de prostata, presente na seccdo A2 dos anexos.
1.1.5 Tratamento convencional de doentes com cancro da proéstata

As opgoes terapéuticas disponibilizadas a um paciente sdo determinadas pela natureza
do tumor, por fatores progndsticos, estagio da doenca e pela probabilidade de
recorréncia [36]. Esta abordagem, individualizada e personalizada, é fundamental para
a otimizacao do resultado terapéutico e minimizacao dos efeitos adversos. Atualmente,
de acordo com Rede Nacional de Cancro Abrangente (RNCA) [37] e a Associacao
Europeia de Urologia (EAU) [36], [38] os tratamentos convencionais continuam a ser
aconselhados e os mais frequentemente utilizados, mais especificamente a
prostatectomia radical, braquiterapia/radioterapia, terapia hormonal ou privacao de

andrégenos e quimioterapia [39].



1.1.5.1 Tratamento para cancro localizado

Cancro localizado é definido como a presenca de células neoplasicas restritas a uma area
anatomica especifica, sem evidéncia de disseminacao para outras regioes ou tecidos,
incluindo a auséncia de metastases [40]. O tratamento do cancro localizado é geralmente
menos agressivo e invasivo do que o tratamento do cancro avancado ou metastatico, o
que pode melhorar a qualidade de vida do paciente durante e apos o tratamento. Além
disso, a identificacao precoce do cancro localizado pode evitar a progressao da doenca
para estagios mais avancados, reduzindo assim o risco de complica¢Ges e mortalidade

associadas a doenca.

De acordo com as diretrizes de RNCA [37], para cancro localizado é recomendado
prostatectomia radical ou radioterapia, podendo a altima referenciada ser administrada
através da radioterapia de feixe externo ou de outros métodos radioterapia.
Prostatectomia radical envolve uma cirurgia de remocao da prostata e tecidos adjacentes.
Esta é segura e eficaz no tratamento do cancro da prostata localizado, com alta taxa de
controlo do cancro [41]. Embora geralmente utilizada apenas em casos de doenca
localizada sem a presenca de metastases, essa terapia também demonstrou ser benéfica

em casos nao localizados para a remocao do tumor principal [42].

A braquiterapia é uma forma de radioterapia interna que utiliza dois métodos principais
[43], denominados braquiterapia permanente e temporaria. Estes visam atingir as
células cancerigenas e minimizar os danos aos tecidos saudaveis. A escolha entre estes
métodos depende do estigio do cancro, das preferéncias médicas e do paciente. Esta
abordagem encurta a duracao do tratamento, otimizando o controlo local do cancro ao
restringir o crescimento entre as sessoes. Este tratamento €, sobretudo, aconselhavel em
casos de tumores de progressao rapida, uma vez que promove o controle local o que reduz
significativamente as chances de regeneracao e expansao das células cancerigenas nos

intervalos entre as sessoes de radioterapia [44].
1.1.5.2 Tratamento para cancro metastatico

De acordo com associacao de Cancro do Canada, cancro metastatico é definido pela
disseminacao de células cancerigenas do tumor primario para outras regioes do
organismo. Este fendmeno ocorre pelo desprendimento de células do tumor original e a
sua posterior migracao através do sistema circulatorio ou linfatico, dando origem a um
novo tumor noutros tecidos. O tratamento do cancro mestastatico é frequentemente
mais desafiador e agressivo do que tratamentos aplicados ao cancro localizado. O

objetivo do tratamento para o cancro metastatico é prolongar a vida da pessoa e
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preservar a sua qualidade de vida. Os tratamentos tém o propoésito de controlar e
desacelerar o crescimento das metéstases, embora seja incomum que elas desaparecam

por completo.

De acordo com as diretrizes da RNCA [37], para pacientes com cancro metastatico sem
resisténcia a castracao é recomendado terapia de privacao de androgénio (TDA) com
recombinacdo para intensificacdo do tratamento sistémico. As opcdes preferenciais
incluem TDA com abiraterona, apalutamida, docetaxel ou enzalutamida. Para pacientes
com cancro de prostata resistente a castracao (CRPC) metastatico, a TDA é mantida
enquanto terapias sistémicas adicionais sao aplicadas de forma sequencial. As terapias
sistémicas para CRPC metastatico incluem varias terapias hormonais secundarias,
quimioterapia, imunoterapia, radioterapia. Mais especificamente. as diretrizes da EAU

indicam a quimioterapia como uma das mais apropriadas [36], [38] .
1.1.5.2.1 Quimioterapia

A quimioterapia consiste na administracio de medicamentos anticancerigenos
citotoxicos que induzem a morte celular, visando erradicar ou reduzir a carga tumoral,
diminuindo assim os sintomas relacionados ao tumor e possivelmente, prolongar a vida
do paciente [45]. Os medicamentos podem ser administrados de forma intravenosa ou
oralmente, no entanto, estes sao principalmente administrados de forma
intravenosa. No contexto de tratamentos para cancros metastaticos, é também possivel
considerar a utilizacdo da administracao direcionada através de diferentes veiculos, tais
como lipossomas ou nanoparticulas, para a entrega de medicamentos citotoxicos. Esta
abordagem pode incluir, a encapsulacio de inibidores hormonais ou farmacos
quimioterapéuticos, como o docetaxel [46]. Essa abordagem visa viabilizar a utilizacao
de doses mais elevadas, na esperanca de alcancar um efeito anti tumoral mais eficaz.
Permitindo ainda uma manutencao das células saudéaveis devido a diminuicao do efeito

citotoxico nos tecidos adjacentes.

Normalmente, os medicamentos citotoxicos sdo administrados em combinacgdes
especificas, utilizando dois ou mais medicamentos. Essa estratégia visa aumentar as
hipoteses de superar a resisténcia das células tumorais. Além disso, essas combinacoes

buscam garantir a eficacia do tratamento contra diferentes clones de células tumorais

[47].

De acordo com EAU [36], [38], o farmaco quimioterapéutico docetaxel é o mais

recomendado como tratamento de primeira linha para candidatos que nao receberam
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quimioterapia anteriormente. Outra opgdo é o cabazitaxel, sendo este recomendado
como segunda linha de tratamento para pacientes previamente tratados com docetaxel.
Este método, apesar de aprimorado e com taxas de sobrevivéncia altas associadas,
demonstra ainda a si relacionado os efeitos secundarios e sequelas de longo prazo que
continuam a ser uma preocupacao significativa. Estes efeitos secundarios podem incluir
um variado leque de problemas graves gastrointestinais, reducao de capacidades e da
qualidade de vida do paciente, disfuncoes cognitivas. Adicionalmente, as alternativas
disponiveis para contrapor estes mesmos efeitos, frequentemente proporcionam alivio
incompleto, nao abordando adequadamente as potenciais consequéncias de longo prazo

e, em alguns casos, agravando o desconforto existente do paciente [48].
1.1.5.2.2 Terapia hormonal/privacao de androgénios

A terapia hormonal de privacdo de androgénios, também conhecida como TDA ou
castracao quimica, é amplamente utilizada no tratamento avancado e/ou metastatico do
cancro da prostata. O seu mecanismo terapéutico baseia-se na inibicao da producao de
testosterona e de outras hormonas masculinas. A privacao destas hormonas nas células
cancerigenas, resulta na diminuicao da estimulacio do seu crescimento e proliferacao. A
TDA desempenha um papel crucial ao bloquear a ligacao dos androgénios aos seus
recetores presentes nas células da prostata, evitando a ativacao de vias de sinalizacao que
sustentam o desenvolvimento do tumor. Com a reducdo significativa dos niveis
hormonais masculinos, o crescimento das células cancerigenas € inibido, o que diminui

a progressao da doenca e alivia os sintomas associados [49].

Como vantagens este método exibe a possibilidade do seu uso como terapia
complementar a outros tratamentos como cirurgia, quimioterapia ou radioterapia,
eficacia do controlo do crescimento tumoral e apresenta-se como um processo menos
evasivo relativamente a tratamentos que envolvam cirurgia. No entanto, assim como os
outros métodos referidos, este também apresenta desvantagens associadas, como um
amplo leque de efeitos secundarios e desenvolvimento de resisténcia a castracio. As
células de cancro da prostata tém variados mecanismos pelos quais podem superar e
tornar-se resistentes a TPA, pelo desenvolvimento de um fendtipo resistente a castracao.
Apesar da castracao ou da inibicdo dos niveis de hormonas masculinas, como a
testosterona, estas células cancerigenas continuam a crescer e a multiplicar-se de forma
independente dos androgénios. Isto pode estar associado a variados fatores, incluindo
mutacOes genéticas que tornam as células cancerigenas menos dependentes dos

androgénios [50].
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A necessidade de descobrir novas alternativas para o tratamento do cancro de prostata é
obvia e urgente, considerando os desafios e impactos dessa doenca. Embora tenham sido
feitos diversos avancos a nivel de diagnostico e terapias, os tratamentos tradicionais
apresentam ainda intmeras desvantagens, como resisténcia e efeitos colaterais
debilitantes. Investir em pesquisas e terapias mais personalizadas é essencial para
aumentar a sobrevivéncia e a qualidade de vida dos pacientes, superando as limitacoes

dos tratamentos atuais.

1.1.6 Sinvastatina

1.1.6.1 Acao farmacoldgica e metabolismo da sinvastatina

A sinvastatina é um composto da classe das estatinas, altamente utilizada para o
tratamento e prevencdo de doencas cardiovasculares, principalmente
hipercolesterolemia, devido ao seu alto poder inibitério da hidroximetilglutaril-
coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) (Figura 6), responsavel pela conversao de
HMG-CoA em mavalonato nos hepatoécitos, a primeira etapa e a etapa limitante na

velocidade da biossintese de colesterol [51].

Figura 6: Estruturas moleculares de (A) hidroximetilglutaril-coenzima A, (B) sinvastatina na forma de

lactona, adaptado [52].

O anel biciclico da cadeia lateral da forma ativa da sinvastatina permite a ancoragem ao
sitio ativo do HMG-CoA redutase [52] com 13000 vezes maior afinidade do que o
substrato HMG-Coa, o que possibilita uma inibicao eficaz [53] por indu¢do de uma
mudanca conformacional na sua estrutura, a qual reduz nao s6 a sintese intracelular de
colesterol como a de intermediarios isoprendides (geranilpirofosfato e

farnesilpirofosfato) na via da biossintese do colesterol (Figura 7) [52].
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Figura 7: Via da sintese do colesterol e todos os posteriores intermediarios, realizado no Biorender.

A sinvastatina é quimicamente sintetizada a partir da lovastatina, podendo esta ser
produzida a partir da fermentacao de varias espécies do fungo Aspergillus, no entanto a
nivel comercial o mais utilizado é o Aspergillus terreus [54]. Estruturalmente a
sinvastatina difere da lovastatina pela adicao de um grupo metil adicionado a cadeia

lateral do éster, o que proporciona uma maior afinidade 8 HMG-CoA redutase.

As estatinas podem ser divididas em lipofilicas e hidrofilicas. A sinvastatina é um pro-
farmaco, administrado na forma de uma lactona farmacologicamente inativa e lipofilica
[55]. Alactona é convertida enzimaticamente por esterases, paraoxonases ou por simples
hidrélise (independente de enzimas) a um metabolito na forma de 3 -hidroxiacido, uma
forma ativa e com baixa lipofilicidade comparativamente a sua forma inativa (Figura 8)
[56]. Esta reacdo é reversivel e o  -hidroxiacido pode ser reconvertido a lactona na via

dependente de Coenzima-A ou por glucuronizacao [57].

Como referido anteriormente, a sinvastatina apresenta elevada lipofilicidade [52]. Essa
caracteristica desempenha um papel crucial na farmacocinética da sinvastatina ao
permitir a sua passagem pelas membranas celulares através de difusdo passiva. Isso
facilita a entrada da sinvastatina nas células, contribuindo para a sua acumulacdo nos
hepatdcitos. Além disso, a lipofilicidade também esta ligada a metabolizacdo das lactonas

e dos seus metabolitos ativos [52].
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Figura 8: Interconversdo da forma acida para lactona, adaptado [55]

A sinvastatina, quando administrada por via oral, é bem absorvida no trato
gastrointestinal, com uma taxa de absor¢do entre 60% a 85%. No entanto, a sua
biodisponibilidade é considerada baixa, correspondendo a menos de 5% da dose ingerida
[52]esta limitacdo na biodisponibilidade deve-se principalmente a significativa extragao
hepética, onde mais de 80% da sinvastatina é metabolizada pelo figado [58]. Outro facto
a ter em conta é a elevada afinidade de ligacdo da sinvastatina as proteinas plasmaticas,
ultrapassando os 95%. Esta ligacao as proteinas reduz a quantidade de sinvastatina livre
e disponivel para exercer a sua acao farmacologica. Além disso, a sinvastatina possui uma
meia-vida curta, com uma permanéncia no organismo de apenas uma a duas horas [59],
[60] Apos a sua ativacdo e posterior metabolizacdo pelo citocromo P450 (CYP 3A4) os
seus metabolitos sao eliminados do organismo, sendo excretados tanto pelas fezes (58%)

quanto pela urina (13%) [52]

1.1.6.2 Potencial terapéutico das estatinas e a implicacdao na regulacao
metabdlica do cancro da préstata

Este farmaco, para além de altamente utilizado em doengas cardiovasculares, como
referido anteriormente, tem despertado bastante interesse em variadas patologias,
incluindo no tratamento de diversos tipos de cancro, agindo como regulador de

proliferacao e migracao, por modulagao de variadas vias especificas [60].

A progressao do cancro da prostata é consequente de variadas mudangas no metabolismo
celular, sendo um desses exemplos 0 aumento da sintese de biomassa [61] Os lipidos, um
grupo diversificado de biomoléculas hidrofobicas, que desempenham um papel crucial
em varias vias metabolicas. E amplamente aceite que as células altamente proliferativas,
como as células cancerigenas, necessitam de lipidos como blocos de construgao para a
sintese de membranas e outras biomoléculas para apoiar a replicacao celular [62].
Alteracoes no metabolismo dos lipidos, especialmente no metabolismo dos &acidos
gordos, sdo essenciais para a producao de energia, sintese de membranas e modificacao

pos-transducional de moléculas de sinalizacao [63]. Essas alteracGes sao cada vez mais
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reconhecidas como fatores criticos nas fases iniciais da transformagdo maligna e na

progressao tumoral.

O colesterol, em particular, ¢ um componente de membrana de grande importancia,
sendo responsavel por aproximadamente 30% dos lipidos totais. Os niveis de colesterol
sdo controlados pelo uptake da sintese e armazenamento de goticulas lipidicas (LD) na
sua forma de colesterol esterificado. Devido a este uptake, os niveis de colesterol levam
a um decréscimo da expressao de recetores de lipoproteinas de baixa densidade (LDLR)
de forma a incentivar o decréscimo do uptake extracelular de colesterol derivado de LD.
No cancro da proéstata, e em outros tipos de neoplasias, este feedback é interrompido e,
apesar da continua producdao de colesterol, os niveis de LDLR nao demonstram
diminui¢ado, continuando a aumentar exponencialmente. Este constante aumento leva ao
aumento do uptake de colesterol e acidos gordos que iram suportar o crescimento
tumoral. Esta correlacdo é evidenciada através das disparidades no metabolismo celular
observadas em diversos estagios do cancro. Nos tecidos tumorais, observa-se uma maior
presenca de LD, ao contrario do que se verifica em tecidos saudaveis ou em tecidos com
crescimentos benignos, onde se regista uma baixa concentracao destes compostos. Esta
associacao ¢ igualmente evidente na maior acumulacao de LD em cancros metastaticos
e de grau mais elevado, em comparacao com cancros localizados de baixo grau [64] Isso
sugere a significativa relevancia do aumento de ésteres de colesterol no contexto tumoral
e, por conseguinte, a importancia de firmacos que inibam a HMG-CoA. Com base nisso,
torna-se de elevado interesse encontrar formas de interromper esta sintese continua de
colesterol esterificado através da inibicao da HMG-CoA, uma vez que esta inibicao leva
a acumulacao de colesterol livre e a diminui¢gdo de LDLR, o que leva consequentemente

a um uptake reduzido de acidos gordos.

Além da conhecida relacdo de inibicao da HMG-CoA e sua associacao com a reducao dos
niveis de colesterol, essa inibicdo proporciona uma ampla variedade de efeitos
adicionais. As propriedades pleiotropicas das estatinas tém sido objeto de intensa
investigacao cientifica, revelando implicagoes significativas em diversos aspectos da
fisiologia e patologia do organismo. Conforme mencionado anteriormente, a reducio da
sintese de mavalonato tem um impacto direto na producao de intermediarios de
isoprenoides, que apresentam elevada importancia para a modificacoes pOs-
transducional de varias proteinas [65]. Entre os principais isoprenoides envolvidos nesse
mecanismo de modificacdo de proteinas, estdo o farnesil pirofosfato e o geranil
pirofosfato, que desempenham um papel critico na prenilacio de proteinas [66] A
prenilacao, conhecido como um processo de modificacao pés-transducional, afeta uma

ampla variedade de proteinas intracelulares [65]. Esse grupo de proteinas inclui Ras, Rac
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e Rho, que sdo membros da superfamilia de proteinas GTPase [67], e desempenham
funcdes cruciais na sinalizacdo celular, influenciando processos como diferenciacao
celular, proliferacao, organizacao do citoesqueleto, respostas inflamatoérias, apoptose,
diferenciacao e sobrevivéncia [65], [67]. Quando estas proteinas nao sao adequadamente
preniladas, a sua atividade e localizagdo podem ser afetadas, o que por sua vez pode
modificar os processos celulares regulados por estas. Dado o papel crucial
desempenhado por estas proteinas preniladas, é plausivel considerar que a reducao da
atividade da HMG-CoA redutase induzida pelas estatinas possa ter um impacto

abrangente [65]—[67] .

A nivel de estudos clinicos, tem sido extensamente estudado o impacto do uso de
estatinas na incidéncia do cancro da prostata, com destaque para a sinvastatina. Numa
meta analise realizada em 2023 abrangendo 14 estudos observacionais, [68]foram
analisados os efeitos das estatinas hidrofilicas (rosuvastatina, pravastatina) e lipofilicas
(atorvastatina, sinvastatina, fluvastatina, lovastatina) e o seu impacto na incidéncia e
melhoria prognostica do cancro da prostata. Além disso, realizou-se uma comparacao
com grupos nao expostos a estes farmacos. Foram detetados resultados notavelmente
distintos entre os dois tipos de estatinas. Nao se verificou uma diferenca significativa na
incidéncia de CP na populacdo exposta a estatinas hidrofilicas (rosuvastatina,
pravastatina) em comparacao com a populacao nao exposta. No entanto, a incidéncia de
CP foi significativamente inferior na populacao exposta a estatinas lipofilicas
(atorvastatina, sinvastatina, fluvastatina, lovastatina) em comparacdao com o grupo nao
exposto [68]. Esta apresentou um "odds ratio" de 83%, evidenciando que a
probabilidade do desenvolvimento de cancro da prostata é cerca de 17% inferior para
aqueles que foram tratados com sinvastatina em comparac¢ao com os que nao receberam
qualquer tratamento. Estes resultados demonstraram ser estatisticamente consistentes,
sendo comprovado pelo um p de 0,016 e 0 enquadramento no intervalo de confianca de
95% de 0,71 - 0,94. Este valores demonstraram que a sinvastatina tem um impacto
positivo na prevencio ou na reducio do risco de cancro da prostata. E importante
salientar que o estudo mencionou a auséncia de ensaios clinicos randomizados e a
presenca de heterogeneidade significativa nos estudos incluidos [68]. No entanto,
atualmente nao existem ensaios clinicos disponiveis que possam confirmar o impacto

direto da sinvastatina na proliferagcao tumoral.

Outras estatinas, contudo, jA demonstraram resultados promissores a nivel clinico, um
exemplo é a fluvastatina. Num estudo realizado em 2020 para avaliar o impacto da

fluvastatina na inibicdo da proliferacio no cancro da proéstata, 33 pacientes
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diagnosticados com adenocarcinoma da prostata localizado receberam um tratamento

de 40 mg duas vezes ao dia. A duracao do tratamento variou de 4 a 12 semanas.

Os resultados revelaram que, embora ndo tenha ocorrido uma diminuicio na
proliferacdo, como esperado, houve uma atividade apoptotica significativa. Isso foi
evidenciado pela quantificacao da percentagem de Caspase 3 clivada, que apresentou um
aumento mediano de 2,7 vezes nas células tumorais em comparagcdo com a biopsia

realizada pré-tratamento [69].

Nao obstante, na literatura cientifica, podem ser encontrados varios estudos que relatam
ensaios pré-clinicos in vitro e em in vivo, que demonstram o potencial das sinvastina
para investigacdes clinicas futuras. E importante ressaltar, contudo, que os efeitos
observados em experiéncias em modelos pré-clinicos podem diferir dos resultados

obtidos em ensaios clinicos.

Um estudo de 2023 evidenciou que, a utilizacdo de estatinas em culturas de células de
cancro da prostata resultou numa reducao significativa da capacidade de migracao das
células tumorais para os tecidos adjacentes. Estes resultados foram corroborados por
descobertas clinicas que indicaram que os pacientes com cancro de prostata metastatico
que recorreram a estatinas apresentaram contagens reduzidas de células tumorais
circulantes. Adicionalmente, foi observado um efeito inibitorio notavel in vitro, sendo a
sinvastatina o firmaco em estudo que se demonstrou mais eficaz na inibicdo da

proliferacgao celular [70].

E desta forma necessario realcar que apesar da relacio observada entre exposicdo e
diminuicao de incidéncia e melhoria prognostica ha que considerar as limitacoes dos

estudos e da necessidade de estudos clinicos que estudem estas relagoes.

1.1.6.3 Solubilidade e estabilidade da sinvastatina

7

Como mencionado anteriormente, a sinvastatina é altamente lipofilica [59] e
praticamente insolivel em agua [71]. Essa baixa solubilidade resulta numa absorcao
lenta, o que gera uma biodisponibilidade insuficiente e irregular [72]. Em adicao, o
farmaco sofre alta metabolizacdo hepéatica, o que representa uma barreira ao seu uso
terapéutico para além da modulacdo do metabolismo lipidico do figado. Isso implica a
administracao de doses mais elevadas de forma a alcancar concentracoes terapéuticas
necessarias e obter o efeito desejado. Normalmente, a dose diaria de sinvastatina varia
entre 10 e 40 mg. No entanto, pode ser necessario aumentar a dose para até 80 mg por

dia. Todavia, a que ter em conta que o uso de concentracoes mais elevadas deste farmaco
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pode levar a crescentes niveis de toxicidade celular, aumentando o risco de desenvolver

efeitos colaterais indesejados, como diferentes tipos de danos musculares, por exemplo,

miopatia [51], [73]-[75].

A sinvastatina também apresenta baixa estabilidade, sendo afetada por problemas
intrinsecos relacionados a sua estrutura. Mais especificamente, a sua suscetibilidade a
hidrélise, cuja velocidade é influenciada pelo pH e pela temperatura. Observa-se uma
maior degradacdo em meios neutros ou alcalinos, assim como em temperaturas mais
elevadas. E importante salientar que, em pH mais elevados (pH 9), a hidrélise ocorre
espontaneamente, mesmo em condicoes de temperatura ambiente [81], [82]. Além disso,
esta também pode ser degradada por oxidagdo, o que requer armazenamento em
condicoes especificas de ambiente sob atmosfera de azoto [72]. Uma alternativa para
contornar esse desafio é a adicao de antioxidantes a formulacao do medicamento em po,

tornando menos crucial a manutencao em ambiente inerte.

Todas essas caracteristicas sao fatores criticos que limitam a obtencao de concentragdes
adequadas do medicamento para gerar uma resposta farmacologica satisfatoria [76].
Para superar esses problemas, é de elevada importancia considerar a utilizagdo de
sistemas de entrega de farmacos, como as emulsoes de 6leo em agua. Essas emulsoes
proporcionam um ambiente ideal para reduzir a degradacao da sinvastatina e melhorar
sua estabilidade, evitando assim problemas como os mencionados anteriormente. As
emulsoes de 6leo em agua também podem ser empregues para melhorar a solubilidade
da sinvastatina, uma vez que permitem a incorporacao de farmacos lipofilicos em
pequenas goticulas envoltas por uma solucao aquosa. Isso resulta num aumento da
concentracao do farmaco, bem como da sua absorcao e biodisponibilidade [73], [74].
Esta abordagem promissora tem o potencial de amplificar e aprimorar a eficacia de

utilizacao da sinvastatina, melhorando consequentemente os seus efeitos terapéuticos.

1.1.7 Emulsoes

As emulsdes sdo sistemas complexos, constituidos primariamente por duas fases liquidas
imisciveis, uma fase lipidica (6leo), uma fase aquosa e quantidades apropriadas de
tensioativo(s) e co-tensioativo(s). Quando essas fases sao adequadamente misturadas e
agitadas, formam uma dispersao heterogénea, onde pequenas goticulas de uma fase sao
dispersas na outra. Idealmente estes sistemas resultam em goticulas com didmetros

hidrodinamicos bastante reduzidos, inferiores a 200 nm.
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Figura 9: Emulsdo O/A e a estrutura dos tensioativos na superficie da fase dispersa, realizado no

Biorender.

A obtencao de emulsoes estaveis por periodos prolongados é possibilitada pela presenca
de agentes tensoativos. Estas sao moléculas anfifilicas que tém a tendéncia de se adsorver
na interface entre a agua e o 6leo, com os grupos hidrofilicos imersos na agua e os grupos
hidrofobicos voltados para o 6leo (Figura 9). Estas moléculas tém a capacidade de formar
uma pelicula de revestimento, seja de camada tinica ou multipla, ao redor das pequenas
goticulas dispersas [77], [78]. Este fendmeno desempenha um papel fundamental na
estabilizacao das goticulas, impedindo que elas coalescam, através da reducao da tensao

interfacial ou do aumento da repulsao entre as gotas [79].

Dependendo da qualidade (caracteristicas fisico-quimicas) e das concentracoes desses
trés componentes (6leo-agua-tensiotivo), bem como das condi¢ées ambientais nas quais
as emulsoes foram criadas, pode obter-se a uma ampla variedade de sistemas, com
propriedades extremamente diversas [73], [77]. Em geral, quanto a natureza das fases as
emulsoes podem ser divididas em quatro categorias: 4gua em 6leo (A/0O), 6leo em dgua
(O/A), agua em 6leo em agua (A/O/A) e 6leo em adgua em 6leo (O/A/O). Existem também
sistemas bifasicos continuos, geralmente em estados intermediarios [80]. Em emulsoes
O/A, o 6leo e os aglomerados tensioativos sao dispersos na agua, enquanto o oposto

ocorre nas emulsoes A/O (Figura 10).

Além do sector farmacéutico, as emulsoes também sdo utilizadas noutros sectores, como
o alimentar, cosméticos, papel e celulose, agricola, bem como na industria de petroleo e

gas [81].
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Figura 10: Classificacdes das diferentes emulsées (A) Oleo em dgua, (B) Agua em éleo, (C) Agua em Oleo e

em dgua, (D) Oleo em Ggua e em 6leo. Realizado no Biorender.

1.1.7 1 Microemulsao

As microemulsées compartilham muitas semelhancas com as nanoemulsées, sendo
ambas classificadas como emulsées de dimensGes nanométricas. No entanto, estas
representam uma classe distinta de sistemas. De acordo com Daniealsson e Lindman em
1981, microemulsao é um sistema de agua, 6leo, tensioativos e co-tensioativos, que dao
origem a uma unica soluciao liquida opticamente isotrépica, termodinamicamente
estavel [82], [83]. A sua notavel estabilidade termodinamica constitui uma das principais
distingoes em relacdo as nanoemulsoes, caracterizando-se ainda por apresentar
tamanhos de goticulas (ou micelas) geralmente inferiores a estas, frequentemente abaixo
de 100 nm. Isto é possivel devido a acdo dos compostos anfifilicos, resultantes da
combinacdo de tensioativos e co-tensioativos, que reduzem de forma significativa a
tensdo interfacial. Essa reducdo minimiza a mudanca positiva na energia livre da
dispersao, que esta associada a formacao da interface [84]. Dado que essa energia é
menor durante a formacao de dispersoes coloidais e maior nas fases separadas de 6leo e
agua, significa que a dispersao de microemulsao é energeticamente favorecida [82], [83].
tornando-o num processo de formacao espontanea [83], [85], [86]. Por conseguinte, nao
é requerida qualquer forma de agitacao de alto cisalhamento durante o processo de
formacao. O tamanho das particulas dispersas numa emulsao determina a sua aparéncia
a olho nu. Quando o diametro das particulas dispersas é de 1 um, a emulsdo apresenta
uma aparéncia leitosa; quando varia de 1 a 0,1 um, torna-se branca-azulada; entre 0,1 e
0,05 um, assume uma coloracao cinza semi-transparente; e quando inferior a 0,05 um,
a emulsdo torna-se transparente. Devido ao reduzido tamanho das goticulas,
frequentemente inferior a 30 nm, as particulas nao difratam a luz. Como resultado, as
microemulsées sao geralmente liquidos transparentes [91]. A sua administracao pode
ser feita pelo auxilio de diversas vias, topica, oral, parenteral e intranasal. Este tipo de

emulsao proporciona variadas vantagens, tais como a facilidade de preparacao devido a
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sua formacao espontanea, a estabilidade termodinamica e o aumento da solubilizacao e
biodisponibilidade do fairmaco. O aumento da permeabilidade da membrana celular
também é favorecido devido ao uso de tensioativos, que facilitam a adsorcao do farmaco
[87]. Apesar das varias possibilidades de microemulsoes, neste trabalho ocorreu
estritamente o uso de formulagdes que originam microemulsoes O/A, onde pequenas
goticulas de 6leo e tensioativo sdo dispersas num meio aquoso [88]. A mistura e 6leo,
tensioativo e co-tensioativo que forma as microemulsoes pode ser designada de
microemulscao pré-concentrada, pré-concentrado, ou sistema micro-autoemulsivo, em

inglés “self-microemulsifying drug delivery system” que origina a sigla SMEDDS.

1.1.7.2 Nanoemulsao

Uma nanoemulsdo é uma forma de emulsdo onde, assim como nas microemulsdes,
ocorre a dispersao de uma fase liquida em outra fase liquida imiscivel com a ajuda de
emulsionantes ou tensioativos e co-tensioativos. No entanto, como dito no topico
anterior, este tipo de emulsao exibe tamanhos superiores as microemulsoes (Figura 11).
Os tamanhos apresentam-se na faixa de 100 a 200 nm [89] no entanto é discutido que

podem atingir tamanhos superiores, proximos de 500 nm [83], [90] .

Figura 11: Figura ilustrativa de (A) microemulsoes e (B) nanoemulsées, realizado em Biorender.

A estrutura das particulas de uma nanoemulsao O/A é semelhante as presentes nas
microemulsoes aquosas. Sendo estas constituidas por caudas nao polares de moléculas
de tensioativo que penetram o nudcleo hidrofébico formado pela fase de 6leo, enquanto
os grupos polares das moléculas de tensioativo se projetam na fase aquosa circundante
[00]. Uma distingdo, porém, relativamente as microemulsdes, é possuirem
habitualmente maior razao 6leo/tensioativo hidrofilico. Devido ao reduzido tamanho de
goticula, essas emulsOes apresentam alta estabilidade cinética (metastabilidade) [91] e
sao termodinamicamente instaveis, o que lhes confere uma maior predisposi¢do a
destabilizacao fisica [83], [89]. Esta destabilizacdo leva ao aumento do diametro
hidrodinamico e na dispersao ao longo do tempo. Esta é resultante de diferentes

fenomenos como coalescéncia floculacao e amadurecimento de Ostwald [86], [92]. Este
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altimo mecanismo de destabilizacao é favorecido quando goticulas grandes e pequenas
coexistem na mesma fase continua. Essa coexisténcia resulta na dissolugao das goticulas
menores e numa alteragdo na composicao de todas as goticulas [93]. Foi demonstrado
por Higuchi e Misra que estes fendmenos podem ser atenuados e retardados pela adicao
de co-tensioativos, os quais diminuem a taxa de amadurecimento, tornando as
nanoemulsoes estaveis por um periodo mais longo [93]. A energia livre associada a
dispersao coloidal é superior a energia livre das fases separadas, o que torna o processo
de formacao nao espontaneo e desfavorecido para a formacao de dispersoes coloidais.
Em contraste com as microemulsées, que tendem a ter a sua formacao favorecida [83]
(Figura 12). Convencionalmente, as nanoemulsdes necessitam de métodos de alta
energia para aumentar o nivel de energia do sistema, de forma a potenciar as condigoes
necessarias para a formacao das dispersoes. Abordagens mecanicas que utilizam forcas
disruptivas para quebrar as fases de dleo e 4gua em goticulas menores, como
ultrassonicacao, ultra-homogeneizacao e microfluidizacao [83], [89], [91] s@o utilizadas
sdo empregues para esta finalidade. No entanto, esses processos sdo dispendiosos,
especialmente em termos de produc¢ao em larga escala. A producdo de nanoemulsoes
com determinadas composicoes também pode ser conduzida utilizando métodos de
baixa energia. Estes métodos sdo economicamente viaveis e de facil implementacao, ja
que requerem apenas agitacdo ou alteracdes nas condi¢des ambientais. A producdo de
nanoemulsdes com determinadas composi¢oes também pode ser conduzida utilizando
métodos de baixa energia. Estes métodos sdo economicamente vidveis e de facil
implementagdo, jA que requerem apenas agitacdo ou alteracoes nas condicdes
ambientais. Estas alteracOes desestabilizam o sistema e resultam na formacao de
pequenas goticulas. A inversao de fase é um exemplos de técnicas de baixa energia [90],
[93]-[95] . As Nanoemulsoes podem ser do tipo 6leo-em-agua (O/A) ou agua-em-06leo
(A/0), tendo sido usado neste trabalho estritamente nanoemulsées de 6leo-em-agua
(O/A). Nanoemulsoes oferecem diversas vantagens assim como as microemulsoes,
incluindo baixa toxicidade, maior absor¢ao do fairmaco devido a sua area superficial

elevada e melhor solubilizacao do farmaco [90], [96].

1.1.8 Métodos analiticos usados na avaliacao biol6gica, caracterizacao

e avaliacao da estabilidade de formulacoes.

1.1.8.1 Ensaio de reducao de resazurina

O ensaio de reducdo de resazurina é um método colorimétrico utilizado para avaliar a
citotoxicidade em linhas celulares resultantes dos tratamentos aplicados, com base na

atividade metabdlica das células [97], [98]. A resazurina é um corante azul, com fraca
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fluorescéncia, que por acdo da enzima desidrogenase é reduzida a resorufina, um
reagente altamente fluorescente com comprimento de onda superior a 550 nm e de
coloracao rosa [99] (Figura 12). Esta reducido e posterior conversao ocorrem
exclusivamente em células viaveis, uma vez que a enzima redutora esti presente apenas
em células metabolicamente ativas. Deste modo, é possivel estabelecer uma associa¢ao

direta entre a quantidade de resorufina produzida e o namero de células viaveis
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Resazurina NADH/H NAD+ Resorufina

Figura 12: Processo de reducgdo de resazurina, realizado em Biorender.

Embora seja uma técnica vantajosa devido a sua alta simplicidade, baixa toxicidade,
rapidez e custo reduzido, o ensaio de reducdo de resazurina apresenta igualmente
algumas desvantagens. Ensaios prolongados podem levar ao esgotamento da acdo da
resazurina, o que ira levar a perda da associacao direta entre ntimero de células viaveis e

areducao de resazurina sendo um dos principais objetivos e vantagens do método [100].

1.1.8.2 Espalhamento dindmico da luz

A técnica de espalhamento dinamico de luz é amplamente utilizada para a avaliacao de
dimensoes de particulas em dispersao coloidal. Este método baseia-se na incidéncia de
uma luz monocromética em forma de laser e na subsequente dispersdo dessa luz em
todas as direcoes quando entra em contato com particulas em suspensao. Essa dispersao
de luz é entdo detetada por um sensor ao longo de um intervalo de tempo. A anélise
dessas flutuagGes na intensidade da luz permite obter informagoes sobre a difusdo das
particulas. O movimento das moléculas é influenciado por varios fatores, incluindo o seu
tamanho, bem como a viscosidade do solvente em que estao dispersas. A viscosidade do
solvente, por sua vez, é significativamente influenciada pela temperatura do ambiente
[101]. Ao monitorizar o movimento das particulas ao longo de um intervalo de tempo,
podemos obter informacoes sobre os diametros hidrodinamicos (DH) das moléculas. As

particulas de maior tamanho difundem-se de forma mais lenta, mantendo posicoes
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semelhantes em momentos distintos, ao passo que particulas menores, como as
moléculas do solvente, movem-se mais rapidamente e nao possuem uma posicao fixa.
[102], [103]. O sensor converte essas informacoes em espectros de distribuicao de
tamanho, o que possibilita a analise do DH em nanémetros (nm) e a polidispersao (PDI),
expressa na forma de um indice que varia ente 0 e 1. O PDI é um indicador da distribuicao
dos pesos moleculares dos polimeros ou do tamanho de outro tipo de particulas ou
moléculas colidais em avaliacao e, consequentemente, da uniformidade dos tamanhos

(Figura 13).
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Figura 13: Representacdo esquemdtica do processo analitico de espalhamento dindmico de luz, realizado

no Biorender.

Idealmente, os valores da PDI devem ser baixos (<0) se o que é pretendido é uma
populacdo homogénea do coloide. O espalhamento dinamico de luz é uma ferramenta
poderosa que pode ser aplicada a uma ampla gama de sistemas moleculares para analise
rapida e nao destrutiva. Permite o estudo de uma ampla gama de tamanhos de particulas
tanto em amostras puras como em misturas [103]. Entretanto, o método também
apresenta algumas limitacoes. Um desses limites é o consideravel impacto que a
temperatura e a viscosidade tém sobre os coeficientes de difusao, os quais devem manter-
se constantes para que a medicio seja viavel. Além disso, o método nao é capaz de

distinguir moléculas de alta similaridade, uma vez que possui uma resolucao limitada.

1.1.8.3 Cromatografia liquida de alta Eficiéncia

A técnica de cromatografia em coluna proporciona a separacao de diferentes substancias
presentes em matrizes complexas. Este método tem como base a aspiracao de um
efluente/fase movel mediante uma bomba de alta pressio que mantém um fluxo
constante ao longo da coluna. Apos a injecao da amostra, esta sera encaminhada para a
coluna que contém a fase estacionaria. O efluente da coluna é posteriormente

direcionado para um detetor, que identifica a presenca dos analitos eluidos. O tempo de
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retencdo na coluna varia de acordo com as interacoes das substancias presentes na
amostra com as fases estacionarias e moveis, resultando na eluicao dos compostos em
momentos distintos, os quais sao detetados pelo sensor. O sinal captado pelo sensor é
entao processado por um software especializado, resultando em uma série de picos que
correspondem aos diferentes compostos presentes na solugao, possibilitando assim a

quantificacao e identificacado dos mesmos [104].

Este método ¢ aplicavel a diversas analises bioquimicas devido a ampla variedade de
principios de separacao, tais como cromatografia de adsorcao, particao, troca idnica e
exclusdo. No caso especifico da sinvastatina, destaca-se a técnica de fase reversa, a qual
é um caso especial de cromatografia de particdo. Esta técnica foi validade a nivel

bibliografico como uma boa forma de determinacao de sinvastatina [105], [106].

A cromatografia de fase reversa é uma técnica de separacao amplamente utilizada na
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), para separar compostos apolares e
polares de uma amostra. Esta técnica fundamenta-se na utilizacio de uma fase
estacionaria apolar, geralmente constituida por particulas soélidas revestidas com grupos
hidrofébicos, em conjunto com uma fase mével composta por uma mistura de solventes
polares, como agua e acetonitrilo ou metanol. Os compostos apolares presentes na
amostra tém uma maior afinidade pela fase estacionaria, ao passo que os compostos mais
polares eluem em primeiro lugar. Este processo culmina numa separacao eficaz dos
componentes da amostra (Figura 14). A sinvastatina apresenta hidrofobicidade [59], o
que implica que esta interage fortemente com a fase estacionaria da coluna
cromatografica, o que conduz a um maior tempo de retencio. Este facto é vantajoso, uma
vez que viabiliza uma separacao eficaz dos constituintes da amostra, ocorrendo a eluicao
por ordem crescente de polaridade. Este método apresenta como principais vantagens a

sua rapidez, facilidade de uso e reprodutividade [106].
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Figura 14: Ilustracdo do método de cromatografia de fase reversa e as respetivas intera¢ées com a matriz,

realizado com o Biorender.

1.1.8.4 Ensaios de libertacao com camaras horizontais de Ussing

Classicamente, o sistema de camaras de Ussing nao é usado em estudos de libertacao in
vitro, mas sim utilizado para investigar o transporte de ides e permeacao de diversas
substancias por meio de membranas biologicas, especialmente em tecidos epiteliais
como, por exemplo do intestino [107]. Originalmente concebidas pelo fisiologista Hans
Ussing, os usos dessas camaras tém-se tornado padriao na pesquisa biologica e
farmacéutica devido a sua eficicia na analise dos processos de transporte i6nico e

permeabilidade de tecidos [108].

Estas camaras sdo projetadas para simular o ambiente tecidual, em que a superficie
apical (a parte superior) dos tecidos ou membranas pode ser exposta a diferentes
substancias, como liquidos, compostos semissblidos ou gases. Enquanto isso, a
superficie basolateral (a parte inferior) permanece em contato com um meio liquido a
escolha. Um exemplo, o uso de tampao nasal no caso de ser querer ser testado permeacao
nasal. Ocorrera, entao, o transporte da substancia inserida da parte superior para a parte
inferior. Essas investigacoes simulam as condicgoes fisiologicas dos tecidos e fornecem
informacGes valiosas sobre a fisiologia de orgaos e tecidos, impulsionando o
desenvolvimento de novas terapias farmacologicas e melhorando a compreensao de

condicdes de satde e doenca.
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No entanto em ensaios de libertacao, pode recorre-se ao uso de membranas sintéticas
como polietersulfona, em vez que tecidos biolégicos. Neste caso, a passagem das
substancias da cAmara dadora para a recetora depende unicamente da velocidade com

que a preparacao, colocada na cAmara dadora, liberta o firmaco.

Apesar de pouco usual a nivel bibliografico ja foram registados estudos anteriores que
realizaram ensaios de libertacdo utilizando cadmaras de Ussing. Destacam-se, em
particular, os estudos relacionados com a libertacdo de sinvastatina [109], stiripentol

[110] ou de perampanel [111].
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Capitulo 2

Objetivos

O trabalho de investigacdo que conduziu a esta dissertaca@o teve como principal objetivo

a otimizacao, desenvolvimento e o estudo da eficicia de micro e nanoemulsoes de

sinvastatina, visando aprimorar a sua agao terapéutica.

Mais especificamente pretendeu-se determinar, o impacto da sinvastatina encapsulada

em comparacdo com a sinvastatina livre na viabilidade de células tumorais PC-3 e

DU145. Para tal, foram realizadas as seguintes tarefas experimentais, cada uma com o

seu objetivo especifico (Tabela 4).

Tabela 2: Tarefas experimentais e posteriores objetivos a ser atingidos.

Tarefa

Objetivo especifico

Citotoxicidade do

farmaco livre

proposito de estabelecer um ponto de referéncia e uma base para a

otimizacao.

Avaliar a viabilidade celular na auséncia de transportadores, com o

Desenvolvimento dos

Otimizagdo das condi¢des de armazenamento e de fabrico.
Fabrico de nanoemulsées e microemulsées que atendam a critérios
especificos, visando melhorar as estratégias de entrega de farmacos. O foco

é encontrar formulagbes que demonstrem propriedades ideais, como:

transportadores o . . i .
e PDI < 0,1, indicando uniformidade nas particulas dispersas.
e Diametro hidrodindmico < 200 nm, garantindo que as particulas
sejam de tamanho adequado para uma administracao eficiente.
1
. 5 Analise da cinética da libertacdo de forma a identificar possiveis tendéncias,
Perfis de Libertacio

comportamentos distintos e respostas ao sistema de entrega.

Ensaio de estabilidade

Avaliar o impacto da adicdo de um antioxidante, o DL-a-Tocoferol, a
formulacdo, na estabilidade quimica das formulacées em condigGes

aceleradas de temperatura.

Citotoxicidade de
Micro e
Nanoemulsoes in

vitro

Avaliar o efeito da utilizacdo de transportadores na viabilidade celular,
visando potencializacdo da inibigdo do crescimento celular e otimizacao da
dose farmacéutica.

Analisar a toxicidade intrinseca dos veiculos com o propdsito de examinar a

seguranca e necessidade de otimizac¢ao das formula¢es empregadas.
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Capitulo 3
Materiais e Métodos

3.1 Materiais e Reagentes

Foram usadas as matérias-primas indicadas na tabela 5.

Tabela 3: Nome comercial e nome farmacéutico de cada matéria-prima, acrénimo usado no texto, se

aplicavel, e respetiva origem.

Nome comercial e/ ou apenas Acronimo Origem
nome farmacopeico
Kolliphor® RH 40 (Estearato _ Oferecido por BASF (Ludwigshafen,

hidroxilado de macrogolglicerol) Alemanha)

Transcutol® HP (Monoetil éter de

dietilenoglicol) - Oferecido por Gattefossé (Saint-Priest, France)

Capryol® 90 (Monocaprato de

propilenoglicol (tipo IT) (NF) - Oferecido por Gattefossé (Saint-Priest, France)

Oferecido por I0I Oleo GmbH (Hamburgo,

Imwitor® 948 (Oleato de glicerila) - Alemanha)

. Obtido do sistema de purificacdo Mili-Q® e
Agua ultrapura - (Millipore, Billerica, Massachusetts, Estado
Unidos da America)

Obtido em Bld Pharmatech Ltd (Shangai,

Sinvastatina (98.03% de Pureza) - China)

Obtido em Sigma-Aldrich, Inc (St. Louis,

Sore de albumina bovina BSA Missouri, Estado Unidos da America)

Polietilenoglicol 4000 PEG Obtido em Acofarma® (Madrid, Espanha)

DL-a-Tocoferol ) Oferecido por BASF (Ludwigshafen,
Alemanha)

Acido mélico - | Obtido em Applichem (Darmstadt, Alemanha)

Foram ainda usados como reagentes o meio de cultura RPMI-1640 com L-Glutamina e
vermelho de fenol, em po6, (Roswell Park Memorial Institute, adquirido a em BioWest
(Franga), na sua posterior suplementacdo foi ainda utilizado 1%
penicilina/estreptomicina obtido de Merck, Alemanha, 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino
(FBS) inativado por calor, 2 g/L de bicarbonato de s6dio (NaHCO3). Por fim foi ainda
usado o reagente, resazurina em po (7-Hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 10-6xido), obtido
em Alfa Aesar (Estados Unidos da América).
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3.2 Métodos
3.2.1 Solucoes de sinvastatina

Uma solucao-mae de sinvastatina a 10000 uM foi preparada dissolvendo sinvastatina
em DMSO. Em seguida, essa solu¢ao-mae foi submetida a dilui¢des sucessivas em meio

RPMI-1640 suplementado.

Foram obtidas sete concentracoes diferentes, variando de 0,1 a 30 umol/L,
nomeadamente: 0,1 umol/L, 0,3 umol/L, 1 ymol/L, 3 umol/L, 10 umol/L, 30 umol/L e
30 umol/L. Estas diluicoes foram preparadas imediatamente antes do ensaio para

garantir a maxima estabilidade possivel.
3.2.2 Culturas celulares

3.2.2.1 Manutencao e crescimento de culturas celulares

As linhas celulares PC-3 (carcinoma da prostata; ATCC: CRL-174) e DU145 (carcinoma
da prostata, ATCC: HTB-81) foram cultivadas em meio RPMI-1640 (com L-Glutamina e
vermelho de fenol) complementado, como mencionado anteriormente (secao 3.2.1). As
células foram mantidas a uma temperatura de 37 °C, numa atmosfera humidificada com
5% de CO2.

Quando uma confluéncia superior a 60% foi atingida pelas células, a subcultura foi
realizada para garantir a integridade das células em estudo e manter o niimero necessario
de células para possiveis ensaios planeados. Neste procedimento, as células foram
lavadas com solugao salina tamponada com fosfato (PBS)[NaCl 137 mM (8,007 g/L), KCI
2,7 mM (0,201 g/L), Na,HPO, 10 mM (1,42 g/L) e KH.PO, 2,0 mM (0,272 g/L)] e
posteriormente suspensas numa solugao de tripsina (125 mg/L), EDTA (1 mM) e glucose
(0,1%) em PBS a pH 7,4. Isso permite a digestao das proteinas de ligacao intercelular e
célula-substrato que fixam as células ao fundo da placa. As células podem ser mantidas

ou semeadas para posteriormente ensaio.

3.2.2.2 Tratamento para avaliacio do impacto sobre crescimento
celular

Para a realizacao do tratamento, procedeu-se ao cultivo das células em uma placa de 96
pocos. Foram adicionados 0,1 mL de suspensoes celulares contendo 3000 células por

poco da linhagem PC-3, ou 1500 células por po¢o da linhagem DU145, devidamente
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diluidas em meio RPMI-1640, e posteriormente incubadas por 24 horas, sob as mesmas

condicOoes mencionadas na se¢ao 3.2.2.1.

No dia seguinte, foi realizado a remocao dos 0,1 mL de meio RPMI previamente
adicionados aos pocos e procedeu-se a adicao de 0,2 mL das solucGes preparadas

conforme descrito na secdo 3.2.1, seguida pela incubacao da placa.

Apos 3 dias de incubacdo, foi feita a avaliacao do impacto do tratamento na viabilidade

celular por meio da reducao da Resazurina.

3.2.2.3 Avaliacao da viabilidade celular por reducao de resazurina

Para a avaliacdo da viabilidade celular das linhas celulares apés o tratamento, procedeu-
se a remocao dos 0,2 mL de solucao de tratamento de cada poco por aspiracao, sendo
posteriormente substituidos por 0,2 mL de uma soluc¢io de resazurina a 30 uM, a qual
foi diluida em tampao de Krebs-Ringer bicarbonato (KRB). As células foram incubadas
entre 1 hora e meia a 3 horas a 37 °C em atmosfera humidificada com 5% CO2 (Figura

15).
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Figura 15: Imagem ilustrativa do ensaio da reducdo da resazurina, criado em Biorender.

A quantificagao foi realizada por fluorimetria, num espectrofotometro de microplacas

(Spectramax Gemini™ EM) com excitacao a 544 nm e emissao a 590 nm.

Para os tratamentos realizados com as formulacoes, foram empregues os mesmos

métodos conforme previamente descritos na se¢ao anterior.

3.2.3 Preparacao das formulacoes
3.2.3.1 Nanoemulsoes

Os excipientes foram adicionados por ordem decrescente de viscosidade, e agitados até

dissolucao completa de cada constituinte. Primeiro, pesou-se o agente tensioativo
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hidrofilico, Kolliphor® RH 40 (16,67% m/m). Em seguida, acrescentou-se o agente
tensioativo hidrofébico, Imwitor® 948 (33,33% m/m) e por fim, o 6leo Capryol® 90
(50% m/m). Apo6s a adigao de todos os excipientes, procedeu-se a homogeneizacao por
vortex, concluindo assim a formacao do pré-concentrado, que representa 50% da
nanoemulsdo final. As proporcoes dos excipientes, provém de trabalhos anteriormente

realizados pelo grupo de investigacao [110].

A sinvastatina foi adicionada ao pré-concentrado e solubilizada por aquecimento, a uma
temperatura de 40 °C — 50 °C (Dry Block Heater, VWR Analogue, Pensilvania, Estados
Unidos da América), com agitacao intermitente em vortex. Todos os componentes foram
pesados numa balanca analitica (Radwag AS220.r2 Analytical Balance). A solubilizacao
da sinvastatina foi considerada completa quando néo era observado a formacao de pellet

apos a centrifugacao por 6 segundos.

Como fase aquosa foi preparada uma solu¢do de PEG a 0,75%. Para obtencdo da
nanoemulsao, esta solucao aquosa de PEG foi adicionada aos pré-concentrado em duas
etapas. Primeiramente, pesou-se e adicionou-se 4 da solucdo total, agitando
vigorosamente até obter uma homogeneizacao completa. Em seguida, adicionou-se a
restante solucdo e agitou-se novamente. Essa adicdo em dois passos permitiu a inversao
das fases e a formacdo da nanoemulsao desejada. A confirmacdo do sucesso desta

formacao pode ser feita pela observacao da aparéncia leitosa parcialmente translacida.

Também foram preparadas nanoemulsdes sem farmaco, sendo a unica diferenca da

nanoemulsao anteriormente referida, a auséncia do farmaco em estudo.

Para as nanoemulsoes cati6nicas, preparou-se uma solucao de 0,25% de LC (Cloreto de
cetiltrimetilamoénio) em Capryol® 90, que foi adicionada a solucao de pré-concentrado

em substituicao do Capryol® 90 simples, conforme mencionado anteriormente.

Na secc¢ao destinada aos resultados e discussao, as Nanoemulsdes serdo descritas através
de um sistema codificado, cuja designacao se inicia com "NE". Este sistema tera a funcao
de esclarecer se foram efetuadas modificac6es ou nao, nomeadamente no que se refere a
concentracao de sinvastatina (sinv x%), a presenca e concentracao do lipido cati6nico na
fase oleosa (LC y%).

3.2.3.2 Microemulsoes

Primeiramente ocorreu a preparacao da solucao de pré-concentrado. Os constituintes da

fase oleosa foram pesados e adicionados por ordem decrescente de viscosidade, desta
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forma, ocorreu a adi¢ao de Kolliphorn ® RH 40 (40% m/m), acetato de vitamina E (10%
m/m) e Transcutol ® HP (40% m/m), respetivamente. Este pré-concentrado constitui
90 % da formulacdo total. A adicdo e solubilizacdo da sinvastatina seguiram o mesmo
procedimento descrito para as nanoemulsoes (secao 3.2.2.1). Por fim, a fase aquosa (10%
m/m), composta por uma solucao tampao de acido malico a 30 mM, foi pesada usando
uma balanca de precisao e filtrada através de um filtro com poros de 0,20 um (VWR
International LLC, Pensilvania, Estados Unidos da América). A mistura entre as duas
fases foi realizada mediante agitacdo vigorosa do eppendorf, resultando numa solucao
transparente. A microemulsdo propriamente dita s6 se formara mediante posterior
diluicdo em agua (por exemplo para a caracterizacao do tamanho de goticula). Contudo,
para simplificacdo de linguagem solucao inicial também foi designada de microemulsao

neste trabalho.

Assim como referido no ponto (3.2.2.1), também ocorreu a prepara¢ao de microemulsdes

sem farmaco.

Para obtenc¢ao de microemulsoes cationicas, foi preparada uma solugao de LC de 0,5%
em Transcutol® HP. Em adicdo, ajustou-se a proporcao dos excipientes de forma a
possibilitar a incorporacdo de uma quantidade superior de Vitamina E. Como
previamente demonstrado em estudos realizados por membros do grupo de investigacao
[109] , esta alteracdo revelou-se uma mais-valia na producao de goticulas de menor
dimensao e com maior capacidade de encapsulaciao de farmaco. Desta forma, procedeu-
se a adicao de Kolliphorn® RH 40 (30% m/m), acetato de vitamina E (20% m/m) e
Transcutol® HP (40% m/m) com 0,5% LC.

Na seccao destinada aos resultados e discussao, as microemulsoes serdo descritas através
de um sistema codificado, cuja designacao se inicia com "ME". Este sistema tera a funcao
de esclarecer se foram efetuadas modificacées ou nao, nomeadamente no que se refere a
concentracao de sinvastatina (sinv x%), a presenca e concentracao do lipido cati6nico na
fase oleosa (LC y%).

3.2.4 Caracterizacao das formulacoes
3.2.4 .1 Didmetro Hidrodinamico, indice de Polidispersio

A caracterizacao das emulsoes foi realizada pela medicao do DH e do PDI, por meio da
técnica de espalhamento dinamico de luz, utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS

Malvern® (Malvern, Reino Unido) e o software Zetasizer (versao 7.13).
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As nanoemulsées foram diluidas 500 vezes, enquanto as microemulsoes foram diluidas
apenas 25 vezes. Ambas as dilui¢oes foram realizadas em cuvetes descartaveis contendo
agua ultrapura previamente filtrada através de um filtro de acetato de celulose com poros
de 0,2 um. Foi realizado um duplicado de cada emulsao, sendo esta automaticamente
lida por trés vezes a uma temperatura de 25 °C (Figura 16). As medicoes foram realizadas
dentro de 30 minutos ap6s a diluicdo. Os parametros de medicao configurados no
software Zetasizer consideraram a 4gua como dispersante (Iindice de Refraco = 1,330 e
Viscosidade = 0,8872 cP), e o material foi definido como lipido (Indice de Refracio =

1.450).

Nanoemulsoes

pesn s \
2=x diluicdo / | I | :

Zetasizer Distribuigio de tamanhos
Microemulsdes

Figura 16: Imagem ilustrativa do procedimento de caracterizac@o das diversas formulagées, criado com

Biorender.

3.2.5 Ensaio de libertacao de farmaco

O estudo do perfil de libertacao do farmaco, sinvastatina, foi realizado com sistemas de
camaras Ussing horizontais (Harvard Apparatus, NaviCyte, Hugstetten, Alemanha)
(Figura 17). O ensaio foi feito com quatro camaras colocadas num bloco de aquecimento
de 4gua, conectadas a um circulador termostatico de banho de 4gua (Grant Instruments
Ltd Y-28-vF de (Cambridge, Reino Unido), e a uma placa de agitacdo magnética,
(Heidolph Instruments GmbH & Co.KG EKT Hei-Con, Schwabach, Alemanha), para

potenciar uma fonte de aquecimento extra e agitacao.

Figura 17: Ilustracao do aparato das camaras Ussing horizontais, realizado no Biorender.
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Ocorreu a adicao de micro agitadores de 2 nm as camaras recetoras, a velocidade de
agitacao foi ajustada para 200 rpm, o que permitiu a homogeneizacao da solucao. No
entanto este processo pode potenciar a formacao de bolhas de ar o que pode dificultar o
processo de libertacdo. Para a separacdo das solugdes de ambas as camaras (dadora e
recetora) foi adicionado uma membrana de polietersulfona hidrofilica Supor® com
tamanho de poro de 0,2 um (Pall Life Sciences, Nova York, Estados Unidos da América)

entre as duas camaras.

O ensaio comecou com a adicao de 1900 uL de tampao nasal a pH 5, a 3 das camaras
recetoras e de 100 puL. da mesma solucao as caimaras dadoras das mesmas, de forma a ser
mantido a humificacio das membranas durante o aquecimento. Como controlo de
temperatura, numa das camaras foi utilizado um sensor de temperatura acoplado a barra
magnética (Heidolph Instruments GmbH & Co0.KG EKT Hei-Con, Schwabach,
Alemanha), tendo essa camara apenas agua. Quando a temperatura atingiu 32 °C
(temperatura nasal) foi retirado os 100 pL de tampao nasal inicialmente adicionados e
adicionados 100 pl da solu¢do com farmaco. Foram retiradas amostras de 100 uL das
camaras recetoras nos tempos, 15 minutos, 30 minutos, 60 minutos, 120 minutos, 180
minutos e 240 minutos. Seguidamente a colheita de cada amostra, foi imediatamente

reposto 100 uL de tampao nasal para ocorrer a manutencao do volume.

A inclusdo de um tampao nasal com pH de 5 é justificada pela maior estabilidade que o
farmaco em estudo apresenta a esse pH. Isso ocorre porque a hidrélise do farmaco é
favorecida em valores de pH mais alcalinos [58]. Além disso, essa escolha permite
mimetizar o pH acido do muco nasal, que, apesar de frequentemente ser ligeiramente
superior (na faixa de 5,5-6,5)[112], ¢ mantido dentro de parametros semelhantes. Nos
ensaios de adsorcdo, foi preparada uma solu¢do menos concentrada do farmaco, com
uma concentracao de 10 uM, utilizando o tampao nasal como solvente. Essa solucdo foi
obtida a partir de uma solucao inicial de 200 uM do farmaco, sendo posteriormente
adicionada tanto a camara doadora quanto a camara recetora. Todos os outros
procedimentos seguiram o mesmo padrdo mencionado anteriormente no contexto do
ensaio de libertacao. Os 100 pL coletados foram diretamente quantificados por HPLC,

utilizando o método descrito na secao (3.2.6).

3.2.6 Cromatografia de alta eficiéncia
3.2.6.1 Equipamento e Condicoes Cromatograficas

A analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) (Figura 18) foi conduzida
utilizando um sistema de Cromatografia Liquida LC-2010A HT acoplado a um detetor

de arranjo de diodos SPD-M20A, o qual foi controlado automaticamente pelo software
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de aquisicdo de dados LabSolutions 5.52 da Shimadzu (Kyoto, Japao). A separacao
cromatografica ocorreu auma temperatura de 30 °C em uma coluna de fase reversa (C18)
com particulas de 3 um e dimensoes de 55 x 4 mm, protegida por uma pré-coluna de fase
reversa (C18) com particulas de 5 um e dimensoes de 4 x 4 mm, ambos os modelos
LiChroCART® Purospher® STAR adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Para a
eluicao, utilizou-se uma fase movel isocratica a uma taxa de fluxo de 1 mL/min composta
por 60% de acetonitrilo e 40% de agua acida com pH de 5 (v/v), previamente filtrada
através de uma membrana Nylaflo com tamanho de poro de 0,2 um (Pall, Estados Unidos
da América) e desgaseificada por 30 minutos em banho ultrassénico Labbox Labware
ULTR (Barcelona, Espanha). A &agua acida foi preparada pela adicido de acido
ortofosforico fornecido pela Fisher Chemical (Leicestershire, Reino Unido) a agua
ultrapura. O volume de injecao da amostra foi de 20 pL e a dete¢ao dos analitos ocorreu

em 238 nm, com duracao das corridas variando de 5 a 10 minutos.
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Figura 18: Processo de Funcionamento e aparato do HPLC, realizado com Biorender.

Foi usado um método desenvolvido por outro investigador, onde foi confirmada a
sensibilidade, linearidade e seletividade [109] . Tudo foi realizado de acordo com a
diretriz da European Medicines Agency (EMA) para validaciao de métodos bioanaliticos
[113] e com o guia da Food and Drug Administration (FDA) para validacao de métodos

bioanaliticos [114].

As curvas de calibracdo preparadas demonstraram linearidade para a faixa de
concentragoes utilizada (0,024925 a 4,985 ug/mL). Apos testar diferentes fatores de
ponderacdo, foi selecionado o fator 1/x2 por apresentar a melhor linearidade e

coeficiente de determinacao (r2=0,9928) (Tabela 6).

Tabela 6: Linearidade usando 1/x"2 como fator de ponderagdo. Equacgdo (y = ax + b).

Slope (a) Y-Intercept (b) r2

33158.8276 56.5151 0,9928

38



3.2.7 Estudos de Estabilidade Quimica e Fisica

Foi testado o impacto da incorporacao de DL-a-Tocoferol na estabilidade quimica da
sinvastatina nas formulacGes selecionadas. Foram preparados 2 mL de cada formulacao
independentemente em triplicados, usando fases oleosas e aquosas recém-preparadas.
Sendo as formulacgoes colocadas a 40 °C durante 2 semanas. No inico e no fim desse
tempo a concentracao de sinvastatina foi determinada usando o método HPLC
previamente descrito na seccao (3.2.6). Para a quantificacao, as amostras foram diluidas
500 vezes em metanol e, em seguida, 100 vezes em tampao nasal. A ordem de degradacao

foi obtida com base na concentracao residual do farmaco em relagao ao tempo.

3.2.8 Analise estatistica

A anélise grafica e estatistica dos dados foi realizada utilizando o software GraphPad

Prism® versao 8.01.

A taxa de libertacao do farmaco foi calculada mediante a aplicacdo de trés modelos
distintos. No modelo de ordem zero, efetuou-se uma analise de regressao linear em que
se calculou a concentracao de Sinvastatina (Y) em funcao do tempo (X). No modelo de
primeira ordem, a percentagem do farmaco (Y) foi obtida através da subtracdo da
percentagem de libertacdo do farmaco a 100%, seguida de uma transformacao
logaritmica comum. Apoés a transformacao, procedeu-se a uma regressao linear para
analisar a relacdo entre Y e X. No modelo de Higuchi, tanto o tempo (X) como a
percentagem de libertacao do farmaco (Y) foram submetidos a transformacées, sendo X
transformado pela raiz quadrada, e Y dividido pela area da membrana utilizada no ensaio
(0,64). Apoés estas transformacoes, aplicou-se uma regressao linear para avaliar a
correlacao entre X e Y. A selecao do modelo mais adequado baseou-se na comparacao

dos coeficientes de correlacio (r2) das regressoes lineares obtidas para cada modelo.

Nas analises de estabilidade quimica, procedeu-se ao estudo do impacto do tempo e da
temperatura na estabilidade quimica da sinvastatina, através de uma analise de varidncia
do tempo, utilizando um teste ANOVA unidirecional. Com o intuito de determinar a
ordem cinética da degradacdo da Sinvastatina, empregaram-se trés modelos distintos.
No modelo de ordem zero, realizou-se uma anélise de regressao linear utilizando a
concentracao de Sinvastatina (Y) em funcao do tempo (X). No modelo de primeira
ordem, a transformacao de Y envolveu o calculo do logaritmo comum, seguido de uma
analise em relacao a X. No modelo de segunda ordem, procedeu-se a transformacao de
Y através da inversao de 1 por Y, seguida da analise em relacao a X através de uma
regressao linear. A selecio do modelo mais adequado baseou-se na comparacao dos

coeficientes de correlacao obtidos para cada modelo.
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Nos estudos de estabilidade quimica, a anélise estatistica das variacOes entre as
diferentes formulacoes e ao longo do tempo foi avaliada mediante uma anélise de
variancia de dois fatores, seguida pelo teste de comparacao multipla de Tukey. O impacto
do tempo e da temperatura na estabilidade quimica da Sinvastatina foi avaliado por meio
de uma analise de variancia de dois fatores. Para determinar a ordem cinética da
degradacao da Sinvastatina em diferentes temperaturas, foram utilizados trés modelos
distintos. No modelo de ordem zero, efetuou-se uma anélise de regressao linear apds o
tracado da concentracdo de Sinvastatina (Y) em funcao do tempo (X). No modelo de
primeira ordem, procedeu-se a transformacao de Y através do célculo do seu logaritmo
comum, seguido do tracado em func¢do de X, com subsequente andlise de regressao
linear. No modelo de segunda ordem, Y foi transformado dividindo 1 por Y e tragado em
funcdo de X, sendo igualmente submetido a uma analise de regressao linear. A selecao
do modelo mais adequado baseou-se na comparacao dos coeficientes de correlacdo

obtidos.

Na caracterizacao das formulacoes a analise estatistica das variacoes entre as diferentes
formulacGes e foi avaliada mediante uma analise ANOVA unidirecional, seguida pelo

teste de comparacao multipla de Tukey.

Nos estudos de estabilidade quimica, o impacto do tempo e da temperatura na
estabilidade quimica da sinvastatina foi avaliado através de ANOVA Bidirecional. Para
determinar a ordem cinética da degradacao da sinvastatina em diferentes temperaturas,
foram utilizados trés modelos. No modelo de ordem zero, realizou-se uma analise de
regressao linear apds o tracado da concentracao de sinvastatina (Y) em funcdo do tempo
(X). No modelo de primeira ordem, Y foi transformado calculando o seu logaritmo
comum e tracado em funcao de X, seguido de uma anélise de regressao linear. No modelo
de segunda ordem, Y foi transformado dividindo 1 por Y e tracado em fungio de X, e em
seguida foi feita uma analise de regressao linear. O melhor ajuste foi determinado pela

comparacao do coeficiente de correlagao.

Na avaliacao do ICs,, procedeu-se a analise da relacao dose-resposta adotando o modelo
inibicao versus logaritmo das concentragdes da formaco, nao normalizado e de declive
variavel. Dentro deste método, definimos Y como a média de cada ponto. No que diz
respeito as restrigdes, implementamos o compartilhamento dos valores finais e das
inclinagOes entre todos os pontos de dados. O valor inicial também foi partilhado por

todos os pontos, com a restricao de que nao ultrapassasse 100%.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1. Estudo da influéncia do farmaco livre no crescimento celular de

linhas de cancro da prostata

O estudo teve inicio com a analise do impacto viabilidade celular apos 72 horas de
tratamento com sinvastatina livre nas linhas celulares PC-3 e DU145. A avaliacao ocorreu
através do método de reducao de resazurina. O ntimero de células viaveis num ensaio
com esta duracdo reflete o crescimento da populacido de células que ocorre nesse
intervalo de tempo, sendo influenciado tanto pela morte celular, como eventual inibi¢do

da proliferacao/divisao celular.

Na gama de concentracoes mais baixas do composto (0,01-1 uM), as linhas celulares

DU145 e PC-3 exibiram resultados andlogos de altas taxas de crescimento celular, em

média entre 84% e 100% (Figura 19).
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Figura 19: Perfil de crescimento celular de duas linhas de cancro da préstata (PC-3 e DU145) apos
tratamento por 72 horas com diferentes concentragoes (0.01 uM a 30 uM) de sinvastatina. Os dados
correspondem a média + desvio padrd@o, com replicados de n=1 de N=5 lotes independentes. Os dados
correspondem ao estudo da significancia estatistica por ANOVA unidirecional, as diferencas entre os

grupos de teste sdo destacadas pelos simbolos *. *** p -< 0,001, **** p < 0,0001 e ** p < 0,01.

No entanto, quando sujeitas a concentracoes mais elevadas (10-30 uM), foram

identificadas disparidades entre as linhas celulares. A linha PC-3 evidenciou uma notavel
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reducdo na viabilidade celular a partir de 10 uM. Em contrapartida, a linha DU145
apresentou apenas uma diminui¢do mais substancial da viabilidade celular a partir de
30 uM de sinvastatina. Desta forma, a linha PC-3 demonstrou uma maior sensibilidade
ao tratamento, comparativamente a DU145. Contudo, este resultado nao se apresenta
como ideal, sendo a inibi¢ao de crescimento celular observada apenas nas concentracoes
mais elevadas, as quais sao dificeis de ser atingir em vivo sem provocar toxicidade celular

nos tecidos.

Este tipo de contraste na suscetibilidade das diferentes linhas também foi previamente
documentado na literatura. Num estudo realizado em 2008 também foi evidenciada uma
maior sensibilidade por parte da linha celular PC-3 em comparacdo com a DU145 [115].
Foi proposto pelos autores do estudo que as que as discrepancias exibidas nos efeitos
inibitérios do farmaco nas duas linhas celulares possam ser resultantes de diferentes
impactos na fase G1 do ciclo celular de cada linha. Isso foi comprovado por um aumento
significativamente maior de células na fase G1 do ciclo celular na linha PC-3, em
comparacdo com a linha DU145. Esse padrao reflete uma notéavel reducao na taxa de
proliferacao celular na linhagem PC-3, o que sugere que a discrepancia de resposta a
terapia com sinvastatina possa ser influenciada por fenémenos como a regulacao

diferencial da progressao do ciclo celular entre essas duas linhas.

4.2 Caracterizacao de Micro e Nanoemulsoes

A composicao das nano e micro emulsoes e quantidade do farmaco associado, de 5,55%
e 8,93%, foram otimizacOes anteriormente realizadas pelo grupo. Antes do presente
trabalho, outro membro do grupo de investigacdo alcancou uma concentracdo de
sinvastatina de 5,21% m/m, usando a mesma composicdo de nanoemulsido, sendo

exibido apenas precipitacao a concentracao de 5,66% [116].
Serie 1:

Com o objetivo de otimizar a formulacao das nanoemuls6es, procedeu-se inicialmente a
um estudo de distintas concentracoes de PEG na fase aquosa (0,75%, 1,5% e 2%) e do seu
impacto nas caracteristicas do sistema, nomeadamente no DH e PDI das mesmas. Esta
avaliacao foi feita em NE com farmaco. O polioxietilenoglicol (PEG) é um poliéster
sintético com propriedades hidrofilicas, caracterizando-se pela sua nao toxicidade e nao
imunogenicidade. A inclusdo do PEG na formulacido teve como propoésito melhorar

diversos aspetos do processo ou da composicao em questao.
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Foi possivel constatar, por meio de uma anélise de varidncia unidirecional, com teste
multiplo de Tukeym que nao foram identificadas diferencas significativas entre os grupos
em relacao aos valores de PDI (p = 0,0642), nem de DH (p = 0,3470), em resposta as
varias concentracoes de PEG (Tabela 7), a apesar do valor aparentemente mais baixo de

PDI com 0,75% de PEG do que com as outras as concentracoes superiores.

Tabela 4 : Caracterizagdo do indice de polidispersao (PDI) e diGmetro hidrodindmico (DH) de
nanoemulsoes contendo diferentes concentracgoes de PEG (0,75%, 1,5% e 2%) na fase aquosa. Os dados
correspondem a média + desvio padrao, com replicado n=2 cuvetes de N=1 lote de formulacgdo, a

temperatura de 25 °C e 5,55% de sinvastina. Nanoemulsado com PEG referida como NE_PEG.

NE_PEG 0,75% NE_PEG 1,5% NE_PEG 2%
PDI 0,051 + 0,004 0,152 + 0,024 0,117 + 0.025
DH 150,0 £ 1,6 153,3 £ 1.5 147,9 = 3.1

Foi possivel concluir que, estatisticamente, ndo é possivel considerar que o aumento de
PEG tenha provocado um impacto significativo no PDI e no DH, embora o aparente
menor PDI com a menor concentracao de PEG. No entanto, é importante referir que
todas as nanoemulsées podem ser assumidas como relativamente homogéneas devido
ao PDI < 0,2. No que diz respeito ao DH, observaram-se valores de aproximadamente

150 nm com as 3 concentracoes de PEG.

A nivel bibliografico, de acordo com um estudo realizado em 2017, a adicdo de
quantidades crescentes de PEG parecem exercer um aumento, tanto do tamanho das
particulas individuais como da sua consequente dispersao de tamanhos. proposto que
este aumento possa ser resultante de uma maior probabilidade de aglomeracao, aumento
de viscosidade do meio, ou pela modificacao de interacgoes entre as particulas. Incluindo
forcas eletrostaticas, interacoes de Van der Waals e possiveis alteracoes conformacionais

[117].
Serie 2:

Posteriormente, procedeu-se a caracterizacdo e subsequente comparagao das ME e NE
PEG 0,75 %, avaliando o impacto da presenca de sinvastatina e das condicoes de
temperatura de armazenamento a curto prazo (overnight) a 4 °C ou 25 °C, no caso das
NE (Tabela 8).

No que diz respeito a analise do impacto da temperatura nas NE, a comparacao dos
valores de PDI revelou diferencas estatisticamente significativas, com um valor de p <

0,0001, a um nivel de confianca inferior a 0,05 (anéalise de variancia unidirecional). O
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teste multiplo de Tukey demonstrou como significativa a diferenca entre NE 5.55 % a 4

°C e a 25°C; ou seja, na NE com sinvastatina o PDI foi mais baixo a 4 °C.

Tabela 5 : Indice de polidispersao (PDI) e diametro hidrodinamico (DH) de nanoemulsées (NE) e
microemulsoes (ME) neutras a diferentes concentragoes de sinvastatina (0% e 5,55%) com 0,75% de PEG,
a temperaturas de 25 °C e 4 °C. Os dados correspondem a média + desvio padrao, de replicados de n=2
cuvetes de N=1 lote. Para formulagdes com a auséncia de farmaco este foi referido como 0% e com a

presenca foi exibido 5,55% e 8,83% para NE e ME, respetivamente. PEG, polietilenoglicol 4000.

Temperatura 4 °C 25 °C
Formulacéo NE_PEG 0,75% NE_PEG 0.75% ME
Sinvastatina (%) o 5,55 o 5,55 o 8,93
PDI 0,052 + 0,050 + 0,031 + 0,134 + 0,034 + 0,046 +
0,000 0,002 0,002 0,008 0,004 0,004
DH 97,5 + 128,6 + 100,2 + 159,0 + 28,3 + 31,2 +
1,7 1,7 1.5 1,9 0,3 0,4

Na anélise do DH os resultados acompanharam a tendéncia observada no estudo do PDI,
demonstrando-se estatisticamente significativos para o fator temperatura, com um valor
de p < 0,0001, a um nivel de confianca inferior a 0,05. O teste multiplo de Tukey
demonstrou significancia com p ajustado < 0,0001, havendo uma diminuicao
significativa do DH nas NE com sinvastatina, mas ndo nas NE sem sinvastatina apos

refrigeracao.

A nivel bibliografico nao é facil encontrar justificacdo. Estudos prévios demonstraram
que temperaturas mais baixas podem resultar ndo em tamanhos inicias mais baixos, mas
em maior estabilidade a longo prazo para nanoemulsdes. Os autores demonstraram que
a temperaturas mais baixas, ocorre a preservacdo da viscosidade e a retencdo do
composto solubilizado nas goticulas de o6leo, sendo a degradacdo do composto
minimizada [78], [92]. Pode ser sugerido que isto se deve ao facto de que temperaturas
elevadas, as nanoemulsoes enfrentam desafios de estabilidade e devido a agitacao
molecular intensificada resultante da baixa viscosidade e das resultantes colisoes entre
particulas. A mobilidade aumentada das moléculas pode levar a coalescéncia e

aglomeracao das goticulas dispersas e posterior aumento de PDI e tamanhos.

Contudo, foi demonstrado anteriormente que nesta nanoemulsdao em particular a
temperatura antes da diluicio em agua é essencial para a diminuicao significativa do
tamanho médio das goticulas. Foram demonstradas uma reducao do DH para cerca de
100 nanO6metros e uma diminuicdo do PDI para menos de 0,1, indicando maior

uniformidade. Esse efeito ocorreu independentemente da homogeneizacao e foi
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reversivel, uma vez que o tamanho das goticulas voltou ao estado anterior ao retornar as
emulsOes a temperatura ambiente ap6s arrefecimento [118]. Nao se conhece a razao par

tal efeito.

A diferengas de PDI entre ME e NE com sinvastatina a 25 °C foram estatisticamente
significativas, com um valor de p <0,001 (anélise de variancia unidirecional). De acordo
com o teste miltiplo de Tukey, as diferencas entre veiculos sem farmaco encapsulado

(NE 0 % e ME 0 %) nao apresentaram significancia estatistica no PDI, apresentando um

p>0,05.

Avaliando o efeito da presenca de sinvastatina no DH, este fator contribui
significativamente para a variancia observada com um valor de p < 0,0001 (ANOVA
unidirecional). No entanto, o teste de Tukey maultiplo revelou que as diferencas
apresentaram alta significincia estatistica nas condicbes de NE (em ambas as
temperaturas), embora a diferenca entre ME 0% e ME 8,93 % tenha sido

estatisticamente considerada insignificante.

No que se refere ao PDI, referente as ME, observamos que tanto a formulacao com 0%
de fArmaco quanto a com 8,93% de fArmaco apresentaram valores de PDI muito baixos
(0,034 e 0,056, respetivamente). Nao foi observado qualquer impacto na dispersao do
DH de particulas com a adicao de farmaco, e isso foi estatisticamente comprovado.
Contudo, na nanoemulsao (NE), com a adicao de farmaco verificou-se um aumento
significativo de cerca de 0,103 no PDI a 25 °C. Este aumento demonstrou claramente o
impacto significativo da adicdo do farmaco na homogeneidade das NE apenas a

temperatura ambiente, mas nao nas formulacgoes refrigeradas.

Estes resultados sugerem uma distribui¢do de tamanho de particula mais alargada na
NE com farmaco encapsulado, o que pode ter um impacto na estabilidade da emulséo e
na eficacia do transporte do farmaco. E relevante mencionar que ambas as formulacdes
apresentam ainda assim uma distribuicdo homogénea do tamanho de particulas, com

PDI inferior a 0,2, e um DH < 200 nm. o que é desejavel.

E importante salientar que as formulaces sem farmaco (NE 0% e ME 0%) apresentaram
tamanhos significativamente distintos, com as nanoemulsées evidenciando um diametro
superior em cerca de 70 nm em relacao as microemulsoes. As diferencas notaveis nos
tamanhos das formulacoes foram ainda mais evidentes nas formula¢des com farmaco,
onde se observou uma diferenca de 128,7 nm entre as microemulsées e as nanoemulsoes.
Na presenca de sinvastatina foi observado ainda menor PDI por parte das

microemulsoes.
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A nivel bibliografico é ser sugerido que a maior uniformidade de tamanhos e menor
diametro hidrodindmico das microemulsoes, possa ser resultante da sua baixa tensao
superficial associada, o consequentemente favorece mais facilmente a dispersao de
goticulas o que minimiza a coalescéncia e aglomeracao das goticulas dispersas, que
resultam em particulas com tamanhos mais consistentes (PDI inferior) e menores. No
entanto na generalidade as nanoemulsoes apresentam uma alta tensao superficial o que

resulta num sistema com emulsdes de maiores tamanhos e com menor homogeneidade
[781, [92].

Conclui-se que as condigcOes ideais para a formulacdo das NE passam por uma
temperatura de armazenamento de 4 °C e uma concentracao de PEG de 0,75 %. Esta
conclusao baseia-se na diminuicao registada nos valores de DH e PDI sob esta condicao.
Foi feito posteriormente a analise destes mesmos parametros num maior namero de
formulacoGes, de forma a verificar a fiabilidade da manutencao destes ao longo de 3 lotes
independentes apos refrigeracao, ou seja, se sao resultados robustos. Foi constatado um
valor ligeiramente superior no DH de 149,0 + 1,030, em comparagao com o valor
anteriormente apresentado (128,6), no entanto, este continua a situar-se dentro dos
parametros desejados, mantendo-se abaixo dos 200 nm. Quanto ao PDI, observou-se
igualmente um aumento ligeiro para 0,088 + 0,031 em relacdo ao valor anteriormente
registado, que era de 0,05. Nao obstante, ainda se mantém nao s6 dentro dos limites

desejados, como ainda inferior a 0,1.

Foi concluido que os valores nao se afastam muito dos valores dos parametros obtidos

anteriormente podendo ser estes considerados como fiavel.
Serie 3:

Realizou-se a caracterizacdo e subsequente comparacdo das micro e nanoemulsdes
cati6nicas em semelhanca ao procedimento efetuado com as formulagdes neutras. As
condicbes de armazenamento e temperatura permaneceram inalteradas, conforme as
otimizacoes feitas nas séries anteriores. A percentagem de PEG foi mantida a 0,75%, e as
nanoemulsoes, contendo LC a 0,25%, foram armazenadas a 4 °C, enquanto as
microemulsoes cationicas, contendo 0,5% de lipido cati6nico, foram armazenadas a
temperatura ambiente, aproximadamente 25 °C. Contudo, nestes novos lotes verificou-
se que ocorreu a precipitacdo do farmaco nas concentracoes mais elevadas de
sinvastatina (5,55% nas nanoemulsoes e 8,93% nas microemulsoes) apos a diluicao em
agua filtrada na cuvete descartavel, o que impossibilitou a sua caracterizaciao. Esta

precipitacao pode ser resultante da baixa solubilidade em agua por parte do farmaco.
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Tornando-se essencial otimizar a percentagem de farmaco adicionado para viabilizar a
sua caracterizacao adequada, procedeu-se ao estudo destes mesmos parametros em
concentragoes mais baixas, nomeadamente 1,85 % e 3,7 % nas NE, e 2,94 % e 5,94 % nas
ME. Constatou-se que, a concentragoes mais reduzidas, nao se verificou a precipitacao

do fArmaco, demonstrando uma solubilizacdo completa (Figura 20).

. : 2

Figura 20: A- Precipitag¢do de NE Sinv 5,55%. B — Solubiliza¢do completa de NE Sinv 1,85 % e 3,7%. Em A

a precipitacdo é visivel sob forma de um deposito branco no fundo das cuvetes.

As diferentes concentragdes testadas exibiram ainda similar tonalidade, demonstrando
que esta diminuicao nao provocou um efeito impactante na formacao de emulsoes de
uma forma obvia. O que pode ser visualizado na Figura 20 B, onde se encontram as
nanoemulsoes com 1,85% e 3,7%. Contudo, 0 mesmo nao se pode afirmar relativamente
a formulacdo com 5,55%, ilustrada na Figura 20 A, a qual evidencia uma precipitaciao

notoria, com a aglomeracao do fAirmaco no final da cuvete correspondente.

Posteriormente procedeu se entdo a caracterizacao das formulacoes otimizadas nas NE,
houve uma diminuicao tanto do PDI como do DH com o aumento da concentracao de
sinvastatina (p < 0,0001, ANOVA unidirecional). O PDI passou de 0,16 com 0% de
farmaco para 0,07 e 0,06 com 1,85% e 3,7% de farmaco, e o DH aproximou-se de 100 nm

(passou de 117,0 nm para 111,1 nm e para 103,6 nm), o que é favoravel (Figura 21).
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Figura 21: Caracterizacdo do tamanho de goticulas das nanoemulsées (NE) a e microemulsées (ME)
cationicas em funcdo da concentracdo de sinvastatina). NE foi realizado com concentragéoes de 0%,1,85%
e 3,7%, ME realizado com 0%, 2,04 % e 5,94 %. A — Indice de polidispersdo (PDI) de ambas formulacdes
(NE e ME). B — Diametro hidrodinamico (DH) de ambas formulagées (NE e ME). Os dados correspondem
a média + desvio padrdo, com replicados de n=2 cuvetes de N=3 lotes independentes, a temperatura de 25
°C (ME) e 4 °C (NE). Os dados correspondem ao estudo da significancia estatistica por ANOVA
unidirecional com teste multicomparativo de Dunnett, as diferencas entre os grupos de teste s@o

destacadas pelos simbolos *. **** p < 0,0001, *** p -< 0,001, e ** p < 0,01.

Na ME o valor ja baixo de PDI diminuiu ainda mais com o aumento a concentragio de
sinvastatina, mas s6 com a de maior concentracao (p < 0,001, ANOVA unidirecional)
exibindo valores de 0,05. J4 seu tamanho, apesar de uma pequena diferenca com
significado estatistico na concentracao intermédia, nao se alterou na maior concentracao

de sinvastatina mantendo-se = 27 nm.

Sem surpresa, as NE sem farmaco evidenciarem um DH significativamente superior de
90 nm em comparac¢ao com as ME. As notaveis diferencas nos tamanhos das diferentes
formulagdes também foram evidentes nas formulagdes com maior concentracao de
farmaco, onde se observou uma diferenca de 76,7 nm entre as ME com 5,93% e as NE

com 3,7% de sinvastatina.

Estes resultados indiciam uma distribuicao de tamanho de particula menos alargada e
menor tamanho associado, nas formulacoes com farmaco encapsulado, o que podera ter
um impacto na estabilidade da emulsao e na eficacia do transporte do farmaco. O que
resultou numa elevada divergéncia dos resultados observados nas formulacGes neutras,
as quais demonstraram menor homogeneidade e maior tamanho de particula associado
com a encapsulacao de concentragoes crescentes de farmaco. Tanto o impacto da adicao

do farmaco como da incorporagdo de LC, foi observado em trabalhos anteriores
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realizados pelo grupo de investigacao, onde a adicao de LC a formulac6es resultou num
decréscimo bastante significativo do tamanho da particula e um aumento na
homogeneidade da mesma, face as formulacoes neutras sem LC, e tendo sido também
demonstrado que a adi¢do do fArmaco contribuia para a manutencdo destes mesmo

parametros em valores desejaveis [109].
4.3 Ensaio de libertacao

No ensaio de libertacdo, a gestao precisa da solubilidade do fAirmaco é de significativa
relevincia. Conforme o teste avanca, a sinvastatina passa a ser libertada do meio
lipofilico/oleoso da emulsao para a solu¢ao de tampao nasal. Esta solucao atua como um
meio aquoso, no qual a solubilidade da sinvastatina é notadamente reduzida. Como
resultado, é imperativo adotar estratégias para evitar a saturacao e a subsequente
precipitacao do farmaco. Isso é particularmente crucial para garantir a fidedignidade dos

resultados.

Para enfrentar esse desafio, é necessario atentar as condicoes de imersao, também
conhecidas como "sink conditions". De acordo com as diretrizes estabelecidas na
Farmacopeia Europeia, essa abordagem traduz-se na aplicacdo de concentracdes de
sinvastatina que variam de 3 a 10 vezes abaixo de sua solubilidade na solucao simuladora
de tampao nasal. Essa abordagem parte do pressuposto de que a totalidade do farmaco
sera libertada e estd intrinsecamente relacionada a manutencdo da dissolucdo e

solubilidade da sinvastatina.

As condicoes de imersao foram previamente avaliadas e confirmadas por um membro do
grupo de investigacdo [109]. Um teste de solubilidade da sinvastatina na solucao de
tampao nasal foi conduzido, indicando uma solubilidade de 23,34 pg/mL a 32 °C. Essas

condicoes foram entdo consideradas para a realizacao deste ensaio.

As seguintes formulagoes foram selecionadas para serem testadas, NE e ME neutras e

NE e ME catidnicas (LC a 0,25% e 2 0,25%, respetivamente).

A fim de cumprir as condicoes de imersao, com uma concentracao inicial de sinvastatina
de 55,5 mg/g (5,55%) nas NE e 89,3 mg/g (8,93%) para ME, e ap6s uma diluicao de 500
vezes, era esperado uma concentracao de 111 a 179 ug /mL. Nos 100 uL adicionados a
camara dadora um total 11 a 18 pg /mL de sinvastatina poderia ser libertado num volume
de 1,9 mL. A concentracio maxima prevista era cerca de 9 ug/mL, sendo esta
aproximadamente 2,6 vezes inferior a solubilidade de 23,34 pg/mL da sinvastatina no

tampao nasal. Isto veio a confirmar-se, tendo sido alcancado pela camara recetora um
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méaximo de 2,80 pg /mL, 3,83 ug/mlL, 3,50 ug/mL, 1,78 ug /mL quando usadas a NE
CAT, ME CAT, NE N e ME N, respetivamente. Esses valores respeitam as condi¢oes de
afundamento, uma vez que sdo de 6 a 13 vezes menores que a solubilidade da sinvastatina

em tampao.

A libertacdo da sinvastatina nao foi completa em nenhuma das formulacoes testadas
apo0s 240 minutos, tendo atingido percentagens maximas de libertacao de 9,2%, 16%,
9,2% e 11,60% na nanoemulsao cationica, microemulsao catidénica, nanoemulsao neutra
e microemulsdo neutra, respetivamente, apresentando perfis semelhantes . Uma
solucao de sinvastatina a 0,200 mg/g foi preparada em Transcutol® HP e usada como
controlo positivo, sendo esperado que o farmaco em solucdo proporcionasse uma
libertacdao mais rapida e relativamente completa. No entanto, mais uma vez, a libertacao
da sinvastatina nao foi completa. Surpreendentemente, a libertacao de sinvastatina do

controlo positivo foi apenas de 28,49% (Figura 22).
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Figura 22: Perfil percentual de libertagdo do farmaco sinvastatina. Amostras foram coletadas entre 15 e
360 minutos. Quatro formulagdes diferentes, foram testadas, assim como uma solucao de sinvastatina
preparada em Transcutol® HP. Formulagoes cationicas estao referidas como Cat, a solug@o de Transcutol

como apenas Solugdo. Os dados correspondem a média + desvio padrdo, N=3 lotes independentes.

Como a libertacdo também foi incompleta a partir da solucdo de sinvastatina em
Transcutol, usada como referéncia, suspeitou-se perda de sinvastatina por adsorg¢ao. Foi
entdo conduzido um ensaio de adsorcao, o qual possibilita determinar a percentagem de
farmaco que € retida ou aderida a superficie a um material, neste caso possivelmente a

membrana (Figura 23).
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Figura 23: Perfil percentual de adsor¢do do farmaco sinvastatina. Amostras foram coletadas entre 15 e
360 minutos. Quatro formulacgoes diferentes foram testadas, assim como uma solugdo de sinvastatina
preparada em Transcutol® HP. Nano e microemulsao estdo referidos como NE e ME, respetivamente.
Formulagées cationicas estdo referidas como Cat, a solucao de Transcutol como apenas Solucdo. Os dados

correspondem a média + desvio padrdo, N=3 lotes independentes.

Foi estabelecido que as percentagens adsorc¢ao se observaram numa generalidade muito
superiores ao esperado, demonstrando-se muito superiores as percentagens de
libertacao, demonstrando valores de 37,48%, 76,24%, 46,26 % e 45,03% na
microemulsao catidnica, nanoemulsao neutra e microemulsao neutra, respetivamente.
Esses resultados evidenciam a significativa importancia da adsorcao do farmaco no
processo de libertacdo. De facto, maior quantidade do fArmaco é retido ou adsorvido em

comparac¢ao com a pequena quantidade que é libertada.

Com estes valores foi possivel realizar ainda uma analise de libertacao a nivel estatistico
por normalizacdo dos valores da libertacdo em relacdo a quantidade nao adsorvida,

podendo esta relacao ser dada pela seguinte equacao:

_ (Y%massa de farmaco libertado)
"~ (%massa de farmaco nio adsorvido)

x 100

Foi possivel concluir que as taxas de libertacio normalizadas se apresentaram, na
generalidade, muito acima do valor real da libertacao, tendo apresentado valores de 31%,
22.59%, 15% e 39% por NE CAT, ME CAT, ME N e NE N, respetivamente (Figura 24). A
analise das percentagens de libertacdo normalizadas revela que, em geral, todas as
formulacoes apresentaram uma libertacdo eficaz ainda que incompleta e lenta da
sinvastatina, mas uma eficacia de libertacao superior ao que aparentava nao tendo em

conta a quantidade de farmaco retida ou adsorvida.
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Figura 24: Perfil percentual de normalizac¢ao da libertagdo da sinvastatina em relagdo a sua adsorgdo.
Amostras foram coletadas entre 15 e 360 minutos. Quatro formulagoes diferentes, foram testadas, assim
como uma solugdo de sinvastatina preparada em Transcutol® HP. Formulagoes catiénicas estdo referidas
como Cat, a solu¢do de Transcutol como apenas Solucao. Os dados correspondem a média + desvio padrao,

N=3 lotes independentes.

Como dito anteriormente, € pressuposto que os elevados niveis de adsorc¢ao e respetivos
niveis de libertacdo, possam estar associados a retencdo na membrana. Nenhuma
informacao sobre resultados semelhantes usando camaras de Ussing foi encontrada na
literatura. No entanto, noutros modelos de libertacdo de farmacos, a adsorcao de

farmacos a membrana polimérica tem sido relatada como um problema.

Outros modelos de libertacao de farmacos usando um aparelho de dialise, também
demonstraram o mesmo problema. Foi referido que a libertagdo do medicamento em
métodos de didlise é prejudicada pela propria membrana de dialise, que representa uma
barreira adicional para a difusdo do medicamento para o compartimento recetor [120].
Um estudo que utilizou nanoparticulas lipidicas de quitosano/lecitina carregadas com
sinvastatina também sugeriu que forca motriz pode ser um facto de influéncia na
libertacao posterior do farmaco. Mencionando que a presenca de um transportador
reduz a forca motriz que governa o transporte do medicamento através da membrana de
dialise. Essa reducao pode alterar a taxa geral aparente de libertacdo do medicamento

[119].

Esta suposicao pode justificar o facto da sinvastatina dissolvida em Transcutol, apresente
uma libertacao muito superior e descontrolada, e uma adsor¢ao muito mais inferior face
ao farmaco solubilizado nas emulsdes. No entanto pode ser considerado como um
resultado desejavel, demonstrando assim que as emulsoes realizam uma libertacao lenta

e controlada, o que ¢ ideal para certos tipos de terapias.
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Em termos de cinética de libertacao, a NE Neutra apresentou a melhor correlagdao com o
Modelo de Higuchi [120] enquanto a ME Neutra mostrou uma melhor correlagdo com a
cinética de libertacao de ordem zero. No entanto, relativamente as catidnicas, tanto as
NE como as ME apresentaram a melhor correlagdo com a cinética de libertacao de ordem
zero. Assim é sugerido pelos respetivos modelos cinéticos que ME e NE cationicas, como
ME neutra que os perfis de libertacao sejam resultado de libertacao constantemente ao
longo do ensaio. No entanto o modelo de NE Neutra, sugere uma libertacao inversamente
proporcional ao aumento do tempo. Os resultados dos trés modelos testados estao

apresentados na Figura 25.
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Figura 25: Dados de libertagdo do farmaco de ambas as formulagoes ajustados com uma regressdo linear
a varios modelos cinéticos. (A) Libertacao de ordem zero de ME e NE N; (B) Libertacdo de primeira ordem
ME e NE N; (C) Modelo de Higuchi de libertacao ME e NE N; (D) Libertagdo de ordem zero de ME e NE
Cat; (E) Libertagao de primeira ordem ME e NE Cat; (F) Modelo de Higuchi de libertacio ME e NE

Neutras. Formulagoes catiénicas estdo referidas como Cat.

Diversas suposicoes podem ser debatidas para elucidar os perfis de libertagcao adquiridos

para ambas as formulacoes.

O método de difusdo da formulagao através da membrana pode constituir um fator digno
de consideracdo. Dado que a sinvastatina é um composto de alta lipofilicidade, é
concebivel que ocorra a dissolugdo do farmaco no interior das goticulas lipidicas das
emulsdes em questdo e a sua posterior translocacao pela membrana. Tendo isso em

conta, as dimensdes das gotas e sua uniformidade podem desempenhar um papel nos
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distintos perfis de libertacdo observados. As microemulsoes, com dimensoes inferiores
(< 30 nm), possuem maior probabilidade de transpor os poros da membrana em
comparacao as da nanoemulsoes, que apresentam tamanhos maiores d (ainda que < 200
nm) e, tornando a passagem através da membrana mais dificil. Portanto, seria esperado
que as microemulsdes demonstrassem uma libertacio mais acentuada, em virtude

desses fatores, o que nao ocorreu.

O pH pode também pode ser sugerido como um facto de impacto na estabilidade e
posterior libertacao das diferentes formulagoes. As emulsoes catidnicas apresentam uma
carga positiva devido a presenca de grupos funcionais catiénicos na sua superficie. A
estabilidade destas estruturas nanométricas é frequentemente influenciada pela
interacao eletrostatica que ocorre entre as cargas superficiais das nanoparticulas e as
espécies ibnicas e moleculares presentes no ambiente circundante. A manipulacao do pH

pode ter um efeito notavel na distribuicao destas cargas superficiais.

No ambito das emulsoes catidnicas, é possivel que estas sejam mais estaveis em pH acido
(5), como foi utilizado neste ensaio. Nestas condicoes, os grupos funcionais presentes
nessas emulsdes permaneceriam parcialmente ionizados, o que aumentaria a repulsao
eletrostatica entre as pequenas goticulas carregadas positivamente. Isso proporcionaria
uma melhor a estabilidade das emulsdes cationicas, diminuindo a tendéncia para que as
goticulas se fundam. Efeito que podera ter resultado numa libertagdo mais lenta do
farmaco. Contudo, em meios neutros, este efeito nao é observado devido a carga neutra
das particulas. Este facto pode ser sugerido como uma possivel explicacao para a menor
libertacdo observada nas emulsoes catidnicas, quando comparadas com as neutras,

devido as mais elevadas taxas de adsorcao.

Tendo em consideracao os resultados expostos foram escolhidas as formulac6es neutras
para a realizacdo de posteriores ensaios. As emulsdes neutras apresentam-se como mais
seguras para uma possivel administracao intravenosa. Foi anteriormente demonstrando
por um trabalho realizado por um membro do grupo de investigagao, que a adicao de LC
aumentava significativamente a hemolise, tendo sindo sugerido que aumento da

potencial superficial positiva causada pelo LC possa induzir a hemoélise [109], [121].

E também demonstrado a nivel bibliografico que que compostos catiénicos sdo mais
facilmente reconhecidos pelo sistema imunitario devido a sua carga. Particulas positivas
sao eficazmente captadas tanto por macréfagos quanto por células dendriticas, uma vez
que a atracao eletrostatica promove a ligacao das particulas e subsequente internalizacao
[121]. O reconhecimento mais eficaz das particulas cati6nicas pelo sistema imunitario

pode conduzir a um periodo de circulacdo mais curto, visto que estas sao prontamente
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capturadas e processadas pelas células do sistema imunitario. Este facto revela- se de

grande relevancia, uma vez que pode influenciar a biodisponibilidade e a eficicia destas

particulas no organismo.
4.4 Estudos de Estabilidade Quimica

No total, seis estratégias de formulacao foram testadas durante a caracterizacdo da
estabilidade quimica: NE Sinv 5,55% com 0%, 0,05% ou 0,5% de DL-a-Tocoferol

(concentracao final na NE), e ME Sinv 8,93% com 0%, 0,01 ou 0,1 de DL-a-Tocoferol.

As formulacGes tinham como objetivo determinar se uma melhor estabilidade poderia
ser alcancada por quantidades crescentes de DL-a-Tocoferol. Este é uma forma de
Vitamina E que tem demonstrado elevado potencial quando feita a sua integracao em
formulacGes, devidos as suas propriedades antioxidantes. Esta substancia tem se
destacado pela sua capacidade de retardar a oxidacdo lipidica, um processo de
deterioracao resultante da interacdo do oxigénio com os lipidos presentes em emulsoes
[122] E de alto interesse o estudo desta potencial relacio. Por essa razio, elas foram

caracterizadas apenas em relacdo a estabilidade quimica. Esta foi analisada ao longo de

15 dias (Figura 26).
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Figura 26: Concentracdo de sinvastatina em percentagem ao longo do tempo utilizando seis diferentes
estratégias de formulacao. (A) ME Simv com 8,935,55% e 0%, 0,05 % ou 0,5 % de DL-a-Tocoferol. (B) ME
Sinv com 5,55% e 0% ,0,01 %, 0,1 % de DL-a-Tocoferol. O armazenamento foi testado a temperatura de 40

°C. Os dados correspondem a média + desvio padrao, com replicados de n=5 quantificacbes de N=2 lotes
independentes.

Nao foram observadas uma diferencas estatisticamente significativas (ANOVA
bidirecional, com teste de comparacao miltipla de Tukey, com um p de 0,6159 para o

efeito do tempo nas ME e de p de 0,944 para o efeito do tempo nas NE.
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A diretriz da EMA ICH Q1E [123] estabelece uma mudanca maxima de 5% no teor do
medicamento em relacdo ao seu valor inicial para ser considerado estavel. Foi possivel
observar que independentemente da adicdo de DL-a-Tocoferol houve manutencio as
concentracoes de sinvastatina ao longo do tempo. Na verdade, o stock usado de
sinvastatina em po6s ja4 continha um antioxidante, o que pode contribuir para a
estabilidade quimica da sinvastatina. Contudo, deveria ter sido avaliada a estabilidade

por um tempo superior.

Estes resultados nao foram observados quando feitos na auséncia de DL-a-Tocoferol,
tendo sido testado e observado anteriormente por outro membro do grupo de
investigacdo que micro e nanoemulsdes com sinvastatina sem a adi¢ao de tocoferol ou
outro tipo de antioxidante demonstrava um decréscimo significativo da concentracao do
farmaco apoés apenas 15 dias, tendo sido essa diminuicao apenas agravada com o tempo
[109]. Isto sugere que a manutencao da estabilidade das formulagoes possa ser resultante

da presenca de antioxidante.

Foi demonstrado a nivel bibliografico que a adicao deste composto nao s6 parece
provocar um aumento na estabilidade das formulac¢ées onde é empregue, como na sua
posterior biodisponibilidade [124]. Num estudo feito por Sahafi e colaboradores,
utilizaram nanoemulsoes de 6leo de semente de roma enriquecida com DL-a-Tocoferol
sendo a estabilidade fisica avaliada ao longo de 50 dias. Os resultados demonstraram que
o aumento da concentracdo de DL-a-Tocoferol leva a otimizacao do tamanho das
goticulas (de 43 para 37 nm) e um PDI < 0,2, caracteristico de formulac6es homogéneas.
O DL-a-Tocoferol teve um efeito protetor na variacdo da temperatura, nao sendo exibido
diferencas significativas no tamanho das goticulas a temperaturas entre 20 °C a 50 °C.
As nanoemulsoes com enriquecimento. de DL-a-Tocoferol apresentam maior atividade
antioxidante quando comparadas as que nao apresentavam DL-a-Tocoferol [122]. Isto
demonstrou o seu possivel potencial na melhoria da estabilidade quimica e da oxidagao
lipidica, tendo sido sugerida pela autora como um sistema de entrega promissor para a

estabilidade oxidativa.

4.5 Crescimento celular de linhas de cancro da prostata tratadas com

Micro e Nanoemulsoes de sinvastatina in vitro

Dando seguimento ao tratamento anterior, no qual a sinvastatina foi administrada na
sua forma livre, procedeu-se a uma investigacdo detalhada da viabilidade dessa
substancia quando administrada utilizando microemulsées e nanoemulsées neutras

como veiculos. Além disso, realizou-se uma anilise da citotoxicidade intrinseca do
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veiculo. Esses resultados foram efetuados apenas com as concentracoes em que a

sinvastatina livre ndo apresentava citotoxicidade (até 3 uM) e estao representados na

Figura 27.
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Figura 27: Ensaio de resazurina apos tratamento das linhas celulares PC-3 e DU145 por 72 horas com
diferentes concentragées (0,01 uM a 3 uM) de sinvastatina livre (repeticdo parcial dos resultados da
Figura 19 para comparacgdo) ou formulada numa nanoemulsao (NE) ou numa microemulsdo (ME)
neutras. Os dados correspondem a média + desvio padrdao de n=1 de N=3 lotes independentes. Os dados
correspondem ao estudo da significancia estatistica por ANOVA unidirecional, as diferencas entre os
grupos de teste sdo destacadas pelos simbolos *. ** p < 0,01. Nanoemulsaos com e sem farmaco referido

como NE c/sinv e NE s/sinv, respetivamente. Microemulsoes com e sem farmaco referido como ME c/sinv

e ME s/sinv , respectivamente.

Tanto as micro como as nanoemulsoes demonstraram alto impacto na viabilidade na
linha celular PC-3. Foi observada uma diminuicao significativa do crescimento celular
nas maiores concentracoes de farmaco (1-3 uM) em especial em 3 uM, sendo observado
viabilidade celulares de 31,7 % nas microemulsdes e 35,2 % nas nanoemulsoes.

Relativamente ao impacto da citotoxicidade intrinseca dos veiculos, estes nao
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demonstraram qualquer impacto na viabilidade celular, demonstrando que o decréscimo

da viabilidade dependeu apenas da citotoxicidade do fArmaco entregue.

As linhas DU145 demonstraram resultados completamente divergentes da linha PC-3.
Tanto micro como nanoemulsdo ndo exibiram efeito significativo no decréscimo da
viabilidade celular, demonstrando nas maiores concentracoes o farmaco (3 M), valores
de 91,7 + 2,2 e 85,3 + 9,8 de viabilidade celular. Os veiculos mais uma vez nao

demonstram qualquer impacto na viabilidade celular.

Comparativamente aos resultados do farmaco livre, foi demonstrado um impacto muito
maior na linha PC-3 quando recorrido ao uso de transportadores, sendo exibido um
decréscimo de 30,1 % nas ME e 26,8% nas NE em relacao aos valores de viabilidade do
farmaco livre na sua concentracao de 3 uM. No entanto, nas linhas DU145 foi observado
o mesmo fen6meno que no farmaco livre, ndo ocorrendo uma diminuicao significativa
da viabilidade, tanto nas NE como nas ME. Assim, como tinha acontecido com o farmaco
livre, a linha PC-3 foi mais sensivel ao tratamento, demonstrando as DU145 resultados

nulos de decréscimo de viabilidade.

Com o proposito de esclarecer de maneira mais eficaz o efeito inibitorio das formulagées
na linha celular PC-3, procedemos ao calculo da Concentracao Inibitéria a 50% (ICso).
Este parametro desempenha um papel fundamental na pesquisa farmacoldgica e na
avaliacdo de compostos bioativos. Esse indicador é de extrema importancia para a
quantificacdo da poténcia de um composto na inibicdo de uma resposta biologica
especifica, sendo essencial para a identificacdo das concentracoes que resultam em
efeitos terapéuticos relevantes. Foi primeiramente realizada o calculo da percentagem

inibida em exposicao as diferentes concentracgoes (100 - % viabilidade).

O modelo demonstrou ser apropriado para o conjunto de dados em estudo,
nanoemulsdo, microemulsdo e farmaco livre. Esta afirmacdo foi sustentada por
coeficientes de determinacao (R2) proximos de 1 em todos os grupos estudados,
nomeadamente 0,9847, 0,9756 e 0,9944, respetivamente. Este apresentou
posteriormente, uma elevada significancia estatistica, com um valor de p < 0,001.
Especificamente, a analise estatistica da variacao entre grupos demonstrou também uma
alta significincia ao comparar o farmaco livre com as microemulsoes, com um valor de
p < 0,001. No entanto, ao comparar o farmaco livre com as nanoemulsoes, observou-se
um valor ligeiramente superior. A comparacao entre as duas formulacées nao revelou

significancia estatistica, com um valor de p = 0,28.
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Os resultados relativos aos valores de ICs, para a linha celular PC-3, conforme ilustrado
na Figura 28, revelaram uma distinta disparidade entre as trés formas de administracao
do farmaco. O farmaco livre apresentou um ICs, mais elevado, registando 2,9 uM. Em
contraste, a nanoemulsao evidenciou uma melhoria na eficacia, com um ICs, de 1,3 uM,
enquanto a microemulsao se destacou ainda mais, revelando um ICs, de apenas 0,9 uM.
Esta redugao nos valores de ICs, indica que tanto a nanoemulsido como a microemulsao
foram capazes de inibir o crescimento celular com concentragdes mais baixas do farmaco

em comparacao com a forma livre do farmaco.
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Figura 28: Curvas dose-resposta e respetivos valores de ICso (Concentracao Inibitéria a 50%) para

farmaco livre (FL), nanoemulsdo (NE) e microemulsao (ME) na linha celular PC-3.

Os resultados deste estudo tém implicagbes significativas para a administracido de
farmacos e a otimizacao da eficicia terapéutica. A diferenca nos valores de IC;, entre as
formas de administracio sugere que a encapsulacao do fArmaco em nanoemulsoes e
microemulsoes melhora a sua biodisponibilidade celular e eficicia inibitoria, sugerindo

que a sua encapsulagdo permite uma otimizacao da dose farmacéutica.

Foi também atingida uma otimizacao das concentragdes do fArmaco que exercem uma
inibicdo méaxima da viabilidade das células PC-3, de 3 uM de farmaco em transportador,
comparativamente a 10 uM de farmaco livre. Isto é de extrema importancia, tendo sido
um dos principais objetivos do uso de transportadores, sendo sugerido a nivel
bibliografico que a utilizacdo de maiores concentracoes de farmaco pode provocar
toxicidade celular excessiva, o que pode comprometer os beneficios terapéuticos
desejados. Para comprovar um verdeiro beneficio seria, contudo, necessario confirmar

que o mesmo aumento de citotoxicidade nao se verificaria em células saudaveis, ou que
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o farmaco seria direcionado para o tumor, atingindo menores concentragoes no tecido

muscular onde exerce efeitos toxicos.
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Capitulo 5

Conclusao

Considerando as composicoes e os diferentes atributos avaliados durante este trabalho,
nano e microemulsdes neutras de sinvastatina demonstraram-se igualmente
promissoras para o tratamento de cancro da prostata. Atributos de qualidade como
elevada dosagem e reduzidos tamanho médio de gota e PDI foram comprovados. Foram,
por fim, demonstrados efeitos inibitorios do crescimento celular notaveis nas células em
estudo, o que sugere a sua eficicia como veiculos para administracao de farmacos. No
entanto, este efeito promissor foi observado exclusivamente na linha PC-3, com valores
de viabilidade celular de 31,7 % apoés tratamento de 72 horas com as microemulsoes e
35,2% com as nanoemulsoes, a concentracoes de 3 UM de sinvastatina. Estes valores
demonstraram-se ainda muito menores relativamente ao tratamento de farmaco livre
com a mesma concentragao, sendo similares valores apenas atingidos a concentracoes
de 10 pM. Contrariamente, tratamento ndo demonstrou potencial na linha DU145,
continuando as células tumorais a manter valores de viabilidade >85%. A utilizacao de
transportadores permitiu otimizar a dose farmacéutica numa das linhas em estudo,
demonstrando efeitos inibitorios substancialmente superiores com apenas 3 uM de
sinvastatina. As formulacées de veiculos utilizadas ndo mostraram toxicidade

significativa, o que reforca sua seguranca para aplicacoes futuras.

Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais para compreender melhor diversos
aspetos. Uma etapa fundamental nesse sentido seria a melhoria da caracterizacao das
emulsoes escolhidas e a potencial otimizacao dos seus constituintes, com o objetivo de
obter um conhecimento mais detalhado das suas propriedades. Especificamente, seria
vantajoso um aprofundamento da caracterizacao de formulacoes enriquecidas com DL-
a-Tocoferol num maior periodo temporal, tanto a nivel de estabilidade quimica como

fisica, e um melhor entendimento do papel da capacidade antioxidante de este exibe.

Também seria essencial analisar a sua estabilidade a longo prazo, o que proporcionaria
insights valiosos sobre a viabilidade e eficicia destas formulagdes em contextos clinicos.
Um entendimento mais aprofundado das razoes da libertacao do farmaco ser incompleta
e identificar as possiveis causas por detras disso. A abordagem com Camaras de Ussing
horizontais, apesar de promissora, exige uma exploracao mais detalhada e otimizacao
para atingir a sua melhor eficacia. Por fim, também ¢é essencial, compreender o porque

da existéncia de variabilidade de suscetibilidade entre as linhas celulares em resposta aos
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tratamentos e como o é possivel ultrapassar. Seria também interessante aprofundar
sobre outros potenciais efeitos induzidos pela sinvastatina a nivel tumoral, como nos
casos de propriedade propriedades pleiotrépicas ou sintese do colesterol, e noutros
fenotipos de malignidade como a migracao/invasao que sao essenciais par a formacao de

metastases.
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Anexos

A1- Classificacao do estagio clinico. Adaptado [31].

T- Tumor Primario
TX: Tumor nao pode ser avaliado
To: Sem evidéncia de tumor priméario
T1 - Tumor clinicamente impercetivel
T1a - Tumor em 5% ou menos do tecido ressecado
T1 - Tumor em mais do que 5% do tecido
T1c - Tumor identificado por bidpsia com agulha
T2 - Tumor limitado a préstata
T2a - Tumor afeta até metade de um 16bulo.
T2b - Tumor afeta mais de metade de um dos 16bulos
T2c - Tumor afeta ambos os 16bulos
N- Ganglios linfaticos regionais
No - Sem metéastases nos ganglios linfaticos regionais
N1 - Metastases nos ganglios linfaticos regionais
M-Metastases a Distancia
N- Ganglios linfaticos regionais
No - Sem metastases nos ganglios linfaticos regionais
N1 - Metastases nos ganglios linfaticos regionais
M-Metastases a Distancia
MX - Metastases a distancia nao avaliaveis
Mo - Sem metastases a distancia
M1 - Metastase a distancia
Maia - Ganglio(s) linfatico(s) nao regional
Ma1b - Osso(s)

Maic - Outra(s) localizacoes
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A2- Agrupamento de estigios do American Joint Committee on Cancer (AJCC) (edigio de 2010)

Estagio T N M PSA (ng/mL) Gleason Score
Tia—c No Mo <10 <6
I T2a No Mo <10 <6
T1—2a No Mo X X
Tia—c No Mo <20 7
Tia—c No Mo 2 10 e <20 <6
IIa T2a No Mo <20 7
T2b No Mo <20 <7
T2b No Mo X X
T2c No Mo Qualquer PSA Qualquer
Ib T1-2 No Mo 2 20 Qualquer
T1-2 No Mo Qualquer PSA >8
111 T3a—b No Mo Qualquer PSA Qualquer
v T4 No Mo Qualquer PSA Qualquer
Qualquer T N1 Mo Qualquer PSA Qualquer
Qualquer T Qualquer N M1 Qualquer PSA Qualquer
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