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1. Introdu¢ao

Dados recentes da American Cancer Society indicam que a mortalidade por cancer diminuiu devido a melhores hébitos da
sociedade, como reducdo do tabagismo, detec¢do precoce e melhores opgdes de tratamento em cendarios adjuvantes e metastaticos.
Contudo, nos EUA entre 2015 e 2019, a taxa anual de novos casos de CM subiu de 0,6% para 1% (Siegel; Giaquinto; Jemal, 2024).
No Brasil, a excecdo da regido norte do pais - onde o cancer de colo de ttero é mais incidente — o CM ¢ a primeira causa de morte
por cancer em mulheres, com estimativa de 74 mil novos casos/ano, até¢ 2025 (INCA, 2022). O tratamento do CM ¢ multifatorial e
depende do estagio clinico, da localiza¢do do tumor, do subtipo molecular e de caracteristicas individuais do paciente, como idade
e comorbidades (Winslow et al., 2015; Feng et al., 2020; Garcia-Oliveira et al., 2021). Em casos iniciais, a abordagem padrio
envolve cirurgia, geralmente associada a terapias adjuvantes, como quimioterapia, radioterapia, hormonoterapia ou imunoterapia.
Apesar de eficazes, essas estratégias estdo frequentemente associadas a efeitos adversos significativos, que podem comprometer a
adesdo ao tratamento e impactar negativamente a qualidade de vida dos pacientes (Garcia-Pinel et al., 2019). Adicionalmente, é
importante destacar que uma parcela dos pacientes pode apresentar resposta limitada ou mesmo resisténcia as abordagens
quimioterapicas convencionais, o que reforca a necessidade de alternativas terapéuticas mais eficazes ¢ menos toxicas. Nesse
contexto, a combinacdo de agentes bioativos com mecanismos de acdo complementares tem despertado crescente interesse. A
associagdo entre o Paclitaxel (PTX), quimioterapico amplamente utilizado no tratamento de diversos subtipos de CM (Alqahtani et
al., 2019), e o Canabigerol (CBG), composto ndo-psicoativo com propriedades anticincer, anti-inflamatoérias e neuroprotetoras
(Ligresti et al., 2006; Barrie; Manolios, 2017; Basavarajappa et al., 2017; Lah et al., 2021), surge como uma estratégia potencial
para superar limitagdes terapéuticas, ampliar a eficacia antitumoral e mitigar efeitos colaterais. O PTX atua como um agente
antimitotico, promovendo a estabiliza¢ao dos microtubulos e induzindo a morte celular. Contudo, sua baixa solubilidade aquosa
(0,6 uM; Singla; Garg; Aggarwal, 2002) exige o uso de excipientes toxicos na formula¢do comercial (Taxol®), o que limita sua
aplicabilidade clinica (Surapaneni et al., 2012; Marzo; Naval, 2013). A encapsulagdo do PTX em sistemas de liberagdo sustentada
de farmacos (Drug Delivery Systems, DDS) tem se mostrado uma alternativa promissora para melhorar sua absorcdo celular,
potencializar a ag@o terapéutica e reduzir os efeitos adversos (Marupudi et al., 2007; Alqahtani et al., 2019; Rodrigues da Silva et
al., 2021). Entre os DDS lipidicos, os carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC) destacam-se por suas vantagens em termos de
biodisponibilidade, estabilidade e reducao da toxicidade sistémica (Keck; Specht; Briissler, 2021; Rodrigues da Silva et al., 2021).
De modo similar, o CBG apresenta importantes limitagdes farmacocinéticas, como baixa solubilidade aquosa (Bruni et al., 2018),
instabilidade fisico-quimica (Pacifici, 2018) e rapida metabolizagdo hepatica (Jastrzab; Jarocka-Karpowicz; Skrzydlewska, 2022),
que podem ser contornadas por meio da encapsulagdo em NLC. Assim, o desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas co-
encapsulando PTX e CBG representa uma abordagem inovadora com potencial terapéutico relevante no tratamento do cancer de
mama, sobretudo para pacientes que nao respondem adequadamente aos tratamentos convencionais.

2. Metodologia
2.1 Otimizagdo por planejamento experimental: formula¢ao NLC-CBG-PTX

A escolha da quantidade dos excipientes que compdem a formulagdo foi investigada através da realizagdo do planejamento
experimental, utilizando-se o software Design Expert® (versdo 13, Stat-Ease, Inc., Minneapolis, USA). Foi realizado um
planejamento fatorial 2* com um ponto central (em triplicata) e as propriedades de interesse medidas para otimizagdo foram:
tamanho (menores possiveis), indice de polidispersdo (menores possiveis) e potencial Zeta (maiores em modulo) das particulas,
conforme tabela 1.
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Tabela 1. Condigdes experimentais do planejamento fatorial para otimizagdo da formulagdo NLC-CBG-PTX. Variaveis
experimentais (TL, LL, P68), niveis (baixo ¢ alto) ¢ propriedades de interesse (tamanho, PDI e PZ).

Variaveis Nivel baixo Nivel alto
Total de lipidio, TL (% m/m) 8 12
Pluronic F-68, P68 (% m/v) 8 12
Paclitaxel (mg/mL) 1 6
CBG (mg/mL) 1 5

Propriedades de interesse Otimizacio
Tamanho (nm) Menores
Indice de Polidispersao (PDI) Menores
Potencial Zeta, PZ (JmV)) Maiores

2.2 Preparo

A formulagdo NLC-CBG-PTX foi obtida por meio do método de emulsificacdo seguido de ultrassonicagdo, conforme
descrito por Souto et al. (2020). O Canabigerol (CBG) de grau farmacéutico foi gentilmente fornecido pela empresa Linnea AS
(Locarno, Suica); o Paclitaxel (PTX) pela Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda (Itapira, SP, Brasil) e o acetato de
tocoferol foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Esses compostos foram incorporados a fase oleosa da formulagéo,
constituida por 80% de lipidio liquido e 20% de lipidio s6lido. A fase aquosa foi composta por uma solugédo de Pluronic® F-68, um
tensoativo ndo i6nico fornecido pela Sigma-Aldrich. Considerando a susceptibilidade do CBG a oxidagao (Fraguas-Sanchez et al.,
2020), o acetato de tocoferol foi incorporado a formulacdo em concentragdo fixa de 0,1%, respeitando os limites maximos
estabelecidos para administragdo intravenosa por agéncias regulatdrias internacionais, incluindo FDA (EUA), EMA (Europa),
ANVISA (Brasil), PMDA (Japao), Health Canada e Organiza¢ao Mundial da Satide (OMS).

2.3 Caracterizagdo e Estabilidade fisico-quimica das NLC

A técnica de espalhamento de dindmico de luz (DLS) foi usada para determinar o tamanho ¢ o indice de polidispersdo
(PDI) de tamanhos das particulas, no equipamento ZetaSizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK), diluindo-se
1000x a dispersdo de nanoparticulas em agua desionizada, a 25°C (n=3). Os valores do potencial Zeta (PZ, em mV) foram
determinados pelo método de eletroforese de laser Doppler, utilizando o mesmo equipamento (ZetaSizer Nano ZS90), a 25°C. A
estabilidade da formulagdo foi avaliada ao longo de 1 més, por acompanhamento dos pardmetros: tamanho de particula, PDI e ZP,
além da observacdo do aspecto fisico da formulagao, a temperatura ambiente (25°C).

3. Resultados e discussao

3.1 Otimizagdo por planejamento experimental: formula¢do NLC-CBG-PTX

A otimizagdo da formulag@o de carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC) é essencial para o controle preciso dos
parametros criticos do sistema, como a escolha adequada dos excipientes lipidicos e do surfactante, a fim de garantir estabilidade,
eficiéncia de encapsulagdo ¢ desempenho terapéutico (Fukuda et al., 2018; Salvi; Pawar, 2019). Um nanocarreador devidamente
otimizado apresenta vantagens como maior solubilidade em meios bioldgicos, aumento da meia-vida circulante, biocompatibilidade,
protecdo fisica das moléculas encapsuladas, além da capacidade de atingir regides-alvo com eficiente internalizagdo celular (Salvi;
Pawar, 2019). Para esse propésito, foi conduzido um delineamento experimental abrangente, envolvendo 19 formulagdes distintas
preparadas de forma randémica. A analise de variancia (ANOVA) foi empregada para avaliar o ajuste do modelo estatistico e
identificar as variaveis independentes com influéncia significativa sobre as respostas dependentes da formulagao (p < 0,05) (Carbone
et al., 2012; Carvalho et al., 2022). Os resultados correspondentes a cada formulagdo estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados obtidos (tamanho, PDI e potencial Zeta) para as formulagdes NLC-CBG-PTX, no planejamento experimental
realizado.

Formulacao TL P68 PTX CBG Tamanho PDI PZ
%) | (%) | (mgmL) | (mgmL) (nm) (mYV)
1 12 12 6 1 180,0 0,390 -17,5
2 12 8 1 5 168,0 0,163 -31,3
3 8 8 1 1 165,5 0,166 -31,0
4 12 8 6 5 216,9 0,287 -20,7
5 10 10 3,5 3 177,8 0,395 -21.4
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6 12 12 1 5 1412 0,140 | -17.3
7 8 12 1 1 1397 0,139 | -195
8 10 10 3,5 3 2204 0446 | -17,5
9 8 8 1 5 193,0 0376 | -5.73
10 12 8 1 1 186,6 0264 | -12,1
11 8 12 1 5 1374 0,126 | -17,1
12 8 12 6 5 2336 0,548 | -143
13 8 12 6 1 269,6 0466 | -155
14 10 10 3,5 3 254,0 0365 | -184
15 12 12 6 5 266,6 0371 | -153
16 8 8 6 5 2156 0382 | -114
17 12 12 1 1 142,4 0,122 | -12,7
18 8 8 6 1 217,5 0384 | -107
19 12 8 6 1 2154 0375 | -648

Com base nos resultados obtidos, os modelos estatisticos ajustados para as variaveis de interesse apresentaram significancia
estatistica e auséncia de falta de ajuste, indicando boa adequag@o dos dados experimentais. Em relagcdo ao tamanho (didmetro médio
das particulas), os valores variaram entre 141,2 nm e 269,6 nm, sendo observado que a concentracdo do surfactante exerceu um
efeito negativo, ou seja, seu aumento no sistema promoveu a reducio do tamanho das particulas (Figura 1A). Quanto ao indice de
polidispersdo (PDI), os valores oscilaram de 0,122 a 0,395, sendo que apenas seis das dezenove formulagdes apresentaram valores
inferiores a 0,2, o que ¢é considerado indicativo de uma distribui¢ao de tamanho monodispersa. Para esta variavel, verificou-se que
o PTX exerceu um efeito positivo, aumentando a heterogeneidade do sistema quanto maior sua concentragdo (Figura 1B). No que
se refere ao potencial Zeta (PZ), a analise indicou que a interagdo entre PTX e CBG teve um efeito positivo significativo sobre esta
resposta, resultando em valores de maior magnitude, conforme ilustrado na Figura 1C. A amostra otimizada que melhor representa
os critérios desejados e que foi escolhida para prosseguir os estudos foi a formulacdo 3 do fatorial, consoante tabela 2. Assim, a

partir daqui esta formulag@o otimizada sera descrita como NLC-CBG-PTX.

Tamanho (nm)

Factor Coding: Actual
Resparse: Tamanho (am)
oe

B: P68 (%)
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Figura 1. Resultados do planejamento fatorial para o sistema NLC-CBG-PTX: superficies de resposta para: tamanho (A), PDI (B) e Potencial
Zeta (C) das nanoparticulas.

3.2 Estabilidade e caracterizagdo das amostras otimizadas

Para caracterizagdo das nanoparticulas e estudo de estabilidade foi preparado uma amostra otimizada (NLC-CBG-PTX) e
seus controles: NLC-CBG, NLC-PTX, NLCcrr. Os resultados da média de caracterizagdo destas formulagdes estdo na tabela 3.

Tamanho PDI Potencial Zeta
NLC-CBG-PTX 171,6 0,110 -20,9
NLC-CBG 169,7 0,120 -12,5
NLC-PTX 167,5 0,135 -13,2
NLCcrL 165,7 0,114 -11,8

Tabela 3. Resultado médios das medidas de tamanho, PDI e da formulagdo otimizada e seus controles.

Os resultados de estabilidade da formulag@o otimizada, bem como os respectivos controles, armazenados a 25°C, em fungéo
do tempo (30 dias) sdo mostrados na Figura 2. As propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas (como tamanho, polidispersao,
carga superficial) e as vias de administra¢do sdo parametros que impactam na farmacocinética e biodisponibilidade no tumor (Cho
et al.,2008; Ernsting et al., 2013; Danaei et al., 2018). Na formulagao desenvolvida (NLC-CBG-PTX), durante os 30 dias de analise
de estabilidade, a formulacdo manteve sua aparéncia leitosa e homogénea. Além disso, o tamanho médio das particulas permaneceu
proximo a 170 nm (fig. 2A) com valores de PDI menores que 0,2 (fig. 2B), caracterizando uma populacdo monodispersa de
tamanhos, desejavel a aplicacdo clinica (Shimojo et al., 2019; Suhaimi, 2015). O potencial Zeta, um parametro relacionado a carga
superficial das particulas e correlacionado com a estabilidade de sistemas coloidais (Muller; Mader; Gohla, 2000) variou de -30,1 a
-20,8 mV (Fig. 2C). Valores de PZ diferentes de zero sdo desejaveis para maior estabilidade de prateleira, ja que a presenca de
cargas nas particulas favorece a repulsdo eletrostatica, evitando a agregacdo entre elas (Oliveira et al., 2018).
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Figura 2: Dados de estabilidade da formulagdo otimizada (NLC-CBD-PTX) e seus controles (NLC-CBG, NLC-PTX, NLCcrL) em relagdo ao
tamanho (A), PDI (B) e Potencial Zeta (C), durante 30 dias de armazenamento a 25°C.

4. Conclusao

Neste trabalho, foi desenvolvida e otimizada, por meio de planejamento experimental, uma formulacao de carreadores lipidicos
nanoestruturados co-encapsulando Paclitaxel e Canabigerol, com foco no tratamento do cancer de mama. A formulacao otimizada,
apresentou caracteristicas fisico-quimicas adequadas a aplicagdo intravenosa, incluindo tamanho médio de aproximadamente 170
nm, baixa polidispersdo (PDI < 0,2) e Potencial Zeta negativo, com estabilidade mantida por pelo menos 30 dias a temperatura
ambiente (até o momento). Os resultados obtidos indicam que a estratégia de co-encapsulagdo em NLC ¢é promissora para superar
limitagdes farmacotécnicas e potencializar a agao terapéutica de PTX e CBG, permitindo a veiculagdo dos mesmos em concentragdes
adequadas a terapia do CM. Como proximas etapas: estdo em andamento analises complementares de caracterizagao fisico-quimica
(por calorimetria diferencial de varredura, difragdo de Raios X e teor dos ativos nas NLC, por CLAE), bem como estudos de
viabilidade e eficécia in vitro em linhagens celulares tumorais humanas e murinas (MCF-7 e 4T1) e em células ndo tumorais (NIH-
3T3). Tais andlises permitirdo avaliar o desempenho biologico da nanoformulacdo e estabelecer sua aplicabilidade como alternativa
terap€utica mais eficaz e menos tdxica para pacientes com cancer de mama.
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