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RESUMO

A ivermectina (IVM) é um farmaco amplamente utilizado no tratamento de doencas
parasitarias, e tem sido foco de estudos recentes visando desvendar seu potencial
efeito anticancer. No entanto, suas formulagdes convencionais enfrentam limitagbes
de solubilidade e biodisponibilidade oral. Nesta tese, exploramos a hip6tese de que a
nanoencapsulacdo da IVM pode proporcionar um efeito antitumoral eficaz em
concentragdes clinicamente viaveis. Inicialmente, realizamos uma revisdo abrangente
da literatura para compreender as necessidades de aprimoramento das formulaces
convencionais de IVM (Capitulo 1). Em seguida, desenvolvemos carreadores
nanoestruturados organicos e inorganicos contendo IVM — nanocapsulas poliméricas
(IVM-NC) e particulas de silica mesoporosa (IVM-MCM) — e avaliamos seu impacto
na solubilidade aquosa e liberagdo do farmaco in vitro (Capitulo 2). Por fim,
delineamos um estudo pioneiro para avaliar o efeito dos diferentes nanocarreadores
no desempenho terapéutico da IVM em diversos modelos celulares de cancer e em
um modelo tumoral in vivo (Capitulo 3). Os resultados mostraram que ambos 0s
nanossistemas melhoraram significativamente a solubilidade aquosa intrinseca da
IVM. A IVM-NC apresentou uma liberacdo mais controlada e sustentada em
comparacao com o IVM-MCM. O perfil de liberacdo da IVM influenciou a inducéo da
morte celular, especialmente para o IVM-NC, cujo efeito foi dependente do tempo de
exposicdo. Ambas as nanoparticulas carregadas com IVM reduziram
significativamente a viabilidade celular em diferentes linhagens celulares de céncer,
especialmente em células de glioma, o que levou a avaliagcdo das formulacdes
desenvolvidas em um modelo pré-clinico. Resultados in vivo demonstraram a maior
supressdo do tumor em um modelo de glioma em rato, apdés a administracdo
intranasal, comparado ao farmaco livre, sugerindo que farmaco atingiu concentracées
mais eficazes no tecido cerebral pela sua nanoencapsulacéo. Esse efeito foi superior
comparado ao efeito da sua encapsulacdo em particulas de silica (IVM-MCM). Em
suma, esta tese validou a hipétese da nanoencapsulacdo da IVM como alternativa
para contornar suas limitagdes farmacotécnicas e biofarmacéuticas para o emprego
como agente antitumoral, com a influéncia do tipo de nanosistema empregado.

Palavras-chaves: ivermectina; nanocépsulas; silica mesoporosa; cancer; glioma.






ABSTRACT

Ivermectin (IVM) is a drug widely used in the treatment of parasitic diseases, which
has recently been studied to uncover its potential anti-cancer effects. However, its
conventional formulations face limitations in solubility and oral bioavailability. In this
thesis, we explore the hypothesis that IVM nanoencapsulation can provide an effective
antitumor effect at clinically viable concentrations. Initially, we performed a
comprehensive literature review to understand the needs for improvement of
conventional IVM formulations (Chapter 1). We then developed organic and inorganic
nanostructured carriers containing IVM — polymeric nanocapsules (IVM-NC) and
mesoporous silica particles (IVM-MCM) — and evaluated their impact on its aqueous
solubility and drug release in vitro (Chapter 2). Finally, we designed a pioneering study
to evaluate the effect of different nanocarriers on the therapeutic performance of IVM
in several cellular models of cancer and in an in vivo tumor model (Chapter 3). The
results showed that both nanosystems significantly improved the intrinsic agueous
solubility of IVM. IVM-NC showed a more controlled and sustained release compared
to IVM-MCM. The IVM release profile influenced the induction of cell death, especially
for IVM-NC, whose effect was dependent on the exposure time. Both IVM-loaded
nanoparticles significantly reduced cell viability in different cancer cell lines, especially
in glioma cells, which led to the evaluation of the developed formulations in a preclinical
model. In vivo results demonstrated greater tumor suppression in a rat glioma model
after intranasal administration compared to free drug, suggesting that the drug reached
more effective concentrations in brain tissue due to its nanoencapsulation. This effect
was superior compared to the effect of its encapsulation in MCM (IVM-MCM). In short,
this thesis validated the hypothesis of IVM nanoencapsulation as an alternative to
circumvent its pharmaceutical and biopharmaceutical limitations for use as an
antitumor agent, with the influence of the type of nanosystem used.

Keywords: ivermectin; nanocapsules; mesoporous silica; cancer; glioma.
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1. INTRODUCAO

O cancer ndo é uma doenca Unica, mas sim um grupo de mais de 100 doencas
distintas que compartilham caracteristicas fundamentais semelhantes. Embora
existam muitos tipos de cancer, todos eles tém em comum o inicio a partir de um
crescimento descontrolado e anormal das células (MITRA; CHAKRABARTI;
GANGULLI, 2018)

Esta doenca representa um dos maiores desafios para a saude ao longo dos
séculos, afetando pessoas de todas as idades. A incidéncia global do cancer é
alarmante, sendo a segunda causa de morte mais comum no mundo, responsavel por
uma em cada seis mortes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

O tratamento do céancer é complexo devido a sua natureza multifatorial e
heterogénea, enfrentando desafios na prevencdo de recidivas e na melhoria da
remissao, o que requer abordagens especificas para cada tipo de cancer. Avancgos
significativos na medicina de precisdo e imuno-oncologia tém sido destacados, mas
enfrentam desafios semelhantes aos tratamentos tradicionais, como resisténcia
terapéutica, efeitos adversos e custos elevados (NATURE CANCER, 2020).

Nesse cenario, 0 reposicionamento de farmacos emerge como uma estratégia
promissora para identificar substancias ndo oncolégicas com potencial de atividade
antitumoral e efeitos adversos toleraveis (ANTOSZCZAK et al.,, 2020). Isso é
particularmente relevante devido aos altos custos, ao longo tempo e o risco de
fracasso associados ao desenvolvimento de novos medicamentos antineoplasicos. O
reposicionamento de farmacos oferece formulacbes e métodos de fabricacéo
estabelecidos, perfis farmacocinéticos e farmacodindmicos conhecidos, efeitos
adversos documentados e informacdes de ensaios clinicos e seguranca (TURANLI et
al., 2018).

A ivermectina € um antiparasitario de amplo espectro usado no tratamento de
doencas humanas ha mais de trés décadas, inicialmente desenvolvido para o
tratamento da oncocercose (Onchocerca volvulus). Ao longo do tempo, suas
aplicacbes expandiram, e nos ultimos anos, foram relatadas diversas novas atividades
bioldgicas, despertando interesse em seu potencial de reposicionamento. Evidéncias
sugerem que, além de suas propriedades antivirais, antibacterianas e anti-

inflamatorias (CRUMP, 2017), seu efeito antitumoral multialvos pode ser sua
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caracteristica mais notavel, com estudos demonstrando eficacia contra varios tipos de
cancer, incluindo adenocarcinoma de mama (DOU et al., 2016), glioma (LIU et al.,
2019; SONG et al., 2019), cancer de c6lon (MELOTTI et al., 2014) e renal (ZHU; LI;
ZHOU, 2017), leucemia mieloide aguda e cronica (SHARMEEN et al., 2019; WANG et
al., 2018) e melanoma.

O potencial da ivermectina como um farmaco candidato a ser utilizado no
tratamento do cancer é notavel devido ao seu custo acessivel, seguranca comprovada
em doses regulamentadas e baixa incidéncia de efeitos adversos. E importante
ressaltar que a atividade antitumoral da ivermectina foi observada em concentracdes
clinicamente viaveis, tanto em estudos in vitro quanto in vivo (ANTOSZCZAK et al.,
2020; JUAREZ; SCHCOLNIK-CABRERA; DUENAS-GONZALEZ, 2018).

Devido a baixa solubilidade em agua e a limitada biodisponibilidade oral, as
propriedades biofarmacéuticas da ivermectina podem restringir sua eficacia
terapéutica como agente quimioterapico. Portanto, € crucial aprimorar as formulacdes
e 0s métodos de entrega e administracao da ivermectina. Nesse contexto, a tecnologia
de encapsulacdo de farmacos em nanoestruturas ou nanomateriais emerge como
uma abordagem promissora. Suas propriedades Unicas permitem otimizar a
solubilidade do medicamento, ampliar sua eficacia terapéutica e assegurar maior
precisdo na dosagem, por meio da liberagdo controlada e/ou sustentada do farmaco,
modulacdo farmacocinética, estabilidade fisico-quimica e direcionamento passivo ou
ativo para o alvo tumoral (ALSHAREEDA; KHATIJAH; AL-SOWAYAN, 2022).

Os nanomateriais podem ser divididos em duas categorias: organicos e
inorganicos. Os nanocarreadores organicos, como as nanocapsulas poliméricas, que
sdo altamente atrativas devido a sua versatilidade quimica no encapsulamento de
medicamentos e na modificagdo da farmacocinética e biodistribuicdo. As
nanocapsulas poliméricas, com seu ndcleo oleoso, proporcionam alta eficiéncia no
encapsulamento de farmacos hidrofébicos, como a ivermectina, além de garantir
estabilidade fisico-quimica do farmaco em suspenséo aquosa e liberagdo controlada
(CORADINI et al., 2015; DE ANDRADE et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2023;
OLIVEIRA et al., 2020). Por outro lado, os carreadores de farmacos inorganicos, como
as particulas de silica mesoporosa, oferecem vantagens em termos de estabilidade e
capacidade de carga de farmaco devido a sua estrutura porosa na faixa nanomeétrica.

Além disso, estabilizam o farmaco em seu estado amorfo, aumentando a taxa de
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dissolucéo e biodisponibilidade (DE OLIVEIRA et al., 2023; SCHMIDT et al., 2022),
especialmente para farmacos pouco soluveis em agua, como a ivermectina.

Este trabalho de tese propfe a hipotese de que a nanoencapsulacdo da
ivermectina em sistemas nanoestruturados organicos e inorganicos pode representar
uma estratégia capaz de aprimorar as suas caracteristicas biofarmacéuticas, visando
maximizar seus efeitos antitumorais em concentracdes clinicamente viaveis e
toleraveis, desempenhando um papel significativo na busca por tratamentos
antitumorais mais eficazes e seguros. Até o momento, ndo foram encontrados relatos
na literatura propondo a nanoencapsulacdo da ivermectina como estratégia para
aprimorar sua eficicia antitumoral, assim como estudos sobre sua incorporacdo em

nanomateriais de silica mesoporosa, destacando assim o ineditismo desta proposta.






2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Desenvolver sistemas nanoestruturados organicos e inorganicos de liberagao

de ivermectina para investigar seu potencial antitumoral in vitro e in vivo.

2.2.  Objetivos especificos

o Conduzir uma revisdo abrangente da literatura sobre tecnologias utilizadas para
aprimorar as formulacdes farmacéuticas convencionais de ivermectina;

o Desenvolver e caracterizar sistemas nanoestruturados  organicos
(nanocapsulas poliméricas) e inorganicos (particulas de silica mesoporosa) contendo
ivermectina;

o Estudar o perfil de liberacdo in vitro da ivermectina a partir dos sistemas
nanoestruturados desenvolvidos;

o Avaliar a seguranca toxicoldgica in vitro da ivermectina livre e nanoencapsulada
(nanocapsulas poliméricas e particulas de silica) em células humanas saudaveis
(fibroblastos).

o Realizar uma triagem da atividade antitumoral in vitro da ivermectina livre e
nanoencapsulada em células de cancer cervical (SiHa e HelLa), adenocarcinoma
mamario (MCF-7) e glioma (C6).

o Avaliar a eficacia antitumoral in vivo da ivermectina livre e nanoencapsulada

em um modelo de glioblastoma em ratos Wistar






3. REVISAO

3.1. Cancer

O aumento da incidéncia e mortalidade por cancer representa uma
preocupacao crescente em nivel global, constituindo uma das principais barreiras para
0 aumento da expectativa de vida mundial (SUNG et al., 2021). Esse cenario é
influenciado ndo apenas pelo envelhecimento populacional, mas também por habitos
de vida e ambiente (INCA, 2022). Fatores definidos como riscos modificaveis, como o
tabagismo, consumo excessivo de alcool, dieta inadequada, sedentarismo e
exposicao a poluentes, tém sido identificados como contribuintes para o aumento da
incidéncia e mortalidade por cancer (HULVAT, 2020).

Em 2023, estimou-se a ocorréncia de 483 mil novos casos de cancer no Brasil,
excluindo o cancer de pele ndo melanoma. Dentre esses casos, destacam-se o0 cancer
de mama feminina e o de préstata como os mais incidentes, com 73 mil e 71 mil casos
novos, respectivamente. Seguiram-se o cancer de coélon e reto (45 mil), pulm&o (32
mil), estdmago (21 mil) e cancer do colo do Utero (17 mil) (SANTOS et al., 2023).

O cancer engloba uma ampla gama de doencas caracterizadas por
propriedades fundamentais semelhantes, tais como o descontrole no crescimento
celular e a tendéncia de invadir outros tecidos (FENGA, 2016). O termo "cancer" tem
origem no latim e significa "caranguejo”, possivelmente em referéncia a tenacidade de
alguns tumores malignos ao invadir tecidos, que por vezes parecem se agarrar a
regido de formacéo de vasos sanguineos, criando uma imagem que remete as pernas
de um caranguejo (NATURE CANCER, 2020).

As células tumorais diferem das células normais de véarias maneiras. Enquanto
as células normais crescem e se dividem de forma controlada, sendo substituidas
guando envelhecem ou sofrem danos, as células tumorais ndo seguem esse padrao
(MITRA; CHAKRABARTI; GANGULI, 2018). Em vez de morrerem, elas continuam a
crescer e formar novas células anormais. Uma distingdo importante € a menor
especializacdo das células tumorais em comparacdo com as células normais. Ao
passo que as células normais amadurecem em tipos celulares distintos com funcdes
especificas, as células tumorais ndo possuem essa capacidade (NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 2015). Adicionalmente, as células tumorais possuem a capacidade de
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invadir outros tecidos e formar uma massa de tecido conhecida como tumor, algo que
as células normais sao incapazes de fazer, ainda que nem todos os tumores sejam
malignos.

A sequéncia de eventos que levam ao cancer, conhecida como carcinogénese,
ocorre devido ao acumulo de alteracées moleculares em uma série de genes. Isso
resulta em defeitos na manutencao do DNA celular e no desenvolvimento do processo
maligno, chamado neoplasia. Esses defeitos incluem falhas na conservacéo do
equilibrio entre a proliferacdo celular e a apoptose, um ciclo celular acelerado e o
comprometimento do reparo celular, aléem da desregulacdo de vias metabolicas
complexas (CHEN, 2016; KONTOMANOLIS et al., 2021). Na biologia de evolucao do
cancer, o primeiro estagio é a transformacgédo maligna, caracterizada pela alteracao no
genoma celular. Em seguida, ocorrem as etapas de progressdo, marcadas pela
proliferacéo de células geneticamente instaveis e pela geracdo de heterogeneidade,
incluindo o acimulo de alteragbes e a formagdo de subclones (RUBBEN; ARAUJO,
2017).

No tecido normal, ha uma infinidade de sinais reguladores que instruem as
células quando replicar, quando entrar em um estado de repouso, e até quando iniciar
a apoptose. Essa regulacdo € mediada por dois conjuntos principais de genes: 0s
proto-oncogenes, cCOMo O gene ras, que promovem o crescimento celular, e os genes
supressores de tumor, como o0 gene p53, que inibem o crescimento celular (LEE;
MULLER, 2010).

Os oncogenes sao derivados de versdes mutadas de genes celulares normais,
proto-oncogenes (KLAUNIG; KAMENDULIS, 2010). Em células saudaveis, a atividade
dos proto-oncogenes é estritamente regulada para evitar o crescimento celular
descontrolado. No entanto, se eles forem expressos em niveis elevados ou em células
onde ndo sdo normalmente expressos, isso pode resultar em diviséo celular excessiva
e propagacéao, promovendo o cancer. (LODISH; BERK; ZIPURSKY, 2000).

Genes supressores de tumor, também conhecidos como anti-oncogenes,
geralmente codificam proteinas que inibem a proliferacao celular. Atuam na regulacéo
da progresséao do ciclo celular; interrompendo o ciclo em caso de danos no DNA ou
Cromossomos anormais, promovendo apoptose e participando do reparo do DNA
(LODISH; BERK; ZIPURSKY, 2000). A inativacdo anormal dos genes supressores de



tumor resulta na desregulacao do ciclo celular, o que contribui para o desenvolvimento
de muitos tipos de cancer (RICE et al., 2014).

O ciclo celular (Figura 1) é dividido em quatro fases: mitose (M), onde ocorre a
divisdo celular propriamente dita; fase Gap 1 (Gi), intervalo entre a mitose e a sintese;
fase de sintese (S), onde todo o genoma da célula é replicado; fase Gap 2 (G2) antes
de passar novamente pela mitose. Existe um limite critico no inicio do Gi chamado de
ponto de restricdo. Este é o ponto que a célula ou entra no ciclo celular novamente ou
move-se para um estado de quiescéncia também conhecido como fase Go
(WILLIAMS; JAMES; ROBERTS, 2000).

GO
Parada do
- ciclo celular

Sintese de DNA

Figura 1. Representacéo gréfica das fases do ciclo celular

O comportamento biolégico do cancer é marcado por caracteristicas
especificas conhecidas como "Hallmarks of Cancer" (Marcas do cancer) (Figure 2).
Estas caracteristicas, foram definidas como capacidades funcionais adquiridas e
caracteristicas facilitadoras — “enabling characteristics” (HANAHAN; WEINBERG,
2000, 2011).

Hanahan e Weinberg (2011) descrevem oito principais alteragbes que ocorrem
no cancer, responsaveis por conduzir o comportamento maligno:

1. Sinalizagdo de proliferacdo celular permanente — células tumorais se

apropriam das vias normais de sinalizacdo do fator de crescimento e as

utilizam para promover a divisdo celular desenfreada;
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2. Escape dos processos inibitérios de proliferacdo — anormalidades nas vias
de sinalizacdo anti-crescimento e progresso das células tumorais no ciclo
celular;

3. Resisténcia a mecanismos de morte celular programada — capacidade de
evitar a apoptose, que normalmente ocorre em células danificadas ou
envelhecidas, permitindo-lhes sobreviver e proliferar mesmo em condicdes
adversas;

4. Indugdo da angiogénese - indugao da formagdo de novos vasos
sanguineos para garantir um suprimento continuo de nutrientes e oxigénio,
essenciais para o crescimento tumoral.

5. Potencial replicativo ilimitado— reativacdo da telomerase, uma enzima que
protege os teldmeros, as extremidades dos cromossomos, conferindo-lhes
imortalidade celular ao evitar a senescéncia celular.

6. Ativacdo de invasao e metastase — capacidade de invadir tecidos normais
adjacentes e se espalhar para locais distantes do corpo, formando
metastases.

7. Reprogramacédo do metabolismo energético — metabolismo que favorecer a
producdo de energia através de rotas metabodlicas especificas, como a
glicélise, mesmo na presenca de oxigénio;

8. Evasdo do sistema imune — células tumorais desenvolvem mecanismos
para escapar do sistema imunoldgico, como a supressao da ativacao das
células T ou a expressado de proteinas de escape imunoldgico.

Como parte da biologia subjacente ao desenvolvimento do céancer, foram
definidas duas caracteristicas facilitadoras essenciais (HANAHAN; WEINBERG,
2011): instabilidade genémica — associada ao descontrole na divisdo celular, € a
propensdo das células tumorais em acumular mutacfes genéticas; inflamacdo —
associada ao desenvolvimento e progressao do tumor, envolve o recrutamento e
ativacdo de componentes do sistema imunoldgico (HARRINGTON, 2011).

Mais recentemente novos Hallmarks do cancer foram propostos,
caracteristicas funcionais e caracteristicas facilitadoras (HANAHAN, 2022):

1. Desbloqueio da plasticidade fenotipica — as células tumorais nascentes

originarias de uma célula normal que avancou por uma via que se aproxima

ou assume um estado totalmente diferenciado podem reverter o seu curso
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desdiferenciando-se de volta aos estados celulares semelhantes aos
progenitores.

Reprogramacgédo epigenética ndo mutacional — mudangas na expressao
génica reguladas por fatores epigenéticos, que contribuem para a
modulacdo do tumor pelo microambiente tumoral, a heterogeneidade
tumoral e a regulacéo de células estromais do microambiente tumoral.
Microbiomas polimérficos — capacidade da microbiota residente em
diferentes tecidos ou em neoplasias de influenciar outras capacidades
funcionais, além da imunomodulacdo e mutacdo do genoma.

Senescéncia celular — as células senescentes estimulam o desenvolvimento
de tumores e a progressdo maligna, principalmente através do fenoétipo
secretdrio associado a senescéncia (SASP), que transmite sinais para
outras células no microambiente tumoral e modula outras caracteristicas

funcionais do cancer.

Escape dos processos Reprogramacédo epigenética
inibitérios de proliferagdo nao mutacional
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Figure 2. Gréfico das caracteristicas do cancer — Hallmarks of Cancer. Adaptado Hanahan, 2022.

A compreensao completa dos mecanismos e manifestagcdes de cada tipo de

cancer € essencial para avancos na pratica clinica oncoldgica, incluindo diagndstico,

tratamento e prognostico. A identificacdo de caracteristicas-chave, como o0s

Hallmarks, fornece percepg¢des importantes para o desenvolvimento de terapias
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personalizadas e eficazes. Esses conhecimentos também permitem a identificacao de
novos alvos terapéuticos e biomarcadores prognosticos, melhorando a abordagem ao

cancer para beneficio dos pacientes.

3.1.1. Céncer de Mama

O cancer de mama € o tipo mais comum de cancer no Brasil, representando
30% dos novos casos em 2023. Em termos de mortalidade, ocorreram 18 mil ébitos
relacionados ao cancer de mama no pais em 2020, o que equivale a uma taxa de
mortalidade de 16 por 100 mil mulheres (INCA, 2022). Essa neoplasia é altamente
heterogénea, exibindo uma variedade de caracteristicas morfoldgicas e moleculares,
bem como respostas clinicas diversas. No entanto, a maioria dos casos tem um
prognaostico favoravel quando recebem tratamento adequado e tempestivo.

O céancer de mama consiste em uma colecdo de malignidades que afetam as
glandulas mamarias (HUNG et al., 2007). As principais alteracbes genéticas
encontradas nesse tipo de cancer podem ser agrupadas em duas categorias:
mutacdes que resultam em ativacdo de proto-oncogenes e mutacdes que levam a
perda de funcéo de genes supressores de tumor (LEE; MULLER, 2010).

Os principais fatores de risco para o cancer de mama que estdo além do
controle do individuo séo: o envelhecimento, evidenciado pelo fato de que a maioria
dos canceres de mama é diagnosticado em mulheres com 50 anos ou mais; além das
predisposi¢cdes genéticas, onde estd bem documentado que o risco de uma mulher
desenvolver cancer de mama quase duplica se ela tiver parentesco de primeiro grau
diagnosticado (mae, irma ou filha) (FENG et al., 2018; INCA, 2022).

A causa mais comum de cancer de mama hereditario € uma mutacao
hereditaria no gene BRCA1 ou BRCAZ2. Estatisticamente, as mulheres com uma
mutacdo BRCA1 tém um risco de 55 - 65% para desenvolver cancer de mama ao
longo da vida. Enquanto que para as mulheres com uma mutacdo no BRCA2, esse
percentual cai para 45% (FENG et al., 2018). O BRCAl1 e BRCA2 sao genes
supressores de tumor e portanto estdo envolvidos em fungdes criticas, como resposta
a danos e reparo de DNA (GODONE et al., 2018). Mutacdes nesses genes podem
levar ao descontrole da proliferagdo celular e por consequéncia no surgimento da

neoplasia mamaria.



A classificacdo dos canceres de mama € baseada nos subtipos moleculares e
graus histologicos. A classificacéo histolégica dos canceres de mama € determinada
pelo padrdo de crescimento patologico. Existem mais de 20 tipos histolégicos
diferentes de cancer de mama invasivo. O mais prevalente é o carcinoma ductal
invasivo sem tipo especial (IDC-NST), uma categorizacédo ampla, representando 70%
a 80% de todos os casos invasivos. Os carcinomas lobulares invasivos (CLI) séo o
segundo tipo mais comum, representando cerca de 10% de todos os casos invasivos.
Os demais tipos histolégicos menos comuns incluem carcinomas mucinosos,
cribriformes, micropapilares, papilares, tubulares, medulares, metaplasicos e
apaocrinos (TSANG; TSE, 2020).

Com base em evidéncias moleculares, o cancer de mama pode ser
categorizado em trés grupos principais: cancer de mama expressando receptor
hormonal, que pode ser receptor de estrogénio (ER+) ou receptor de progesterona
(PR+); cancer de mama expressando receptor epidérmico humano 2 (HER2+); e
cancer de mama triplo-negativo (TNBC), que n&do expressa os receptores ER, PR e
HER2 (ER-, PR-, HER2-) (BARZAMAN et al., 2020). Além disso, o TNBC foi
subdividido em seis categorias: semelhante a basal 1 (BL-1), semelhante a basal 2
(BL-2), imunomodulador (IM), mesenquimal (M), semelhante a células-tronco
mesenquimais (MSL) e receptor de androgeno luminal (LAR) (TSANG; TSE, 2020).

O cancer de mama expressando receptor hormonal € o tipo mais comum e
representa 60-70% dos casos (BARZAMAN et al., 2020). O tratamento geralmente
envolve hormonoterapia e quimioterapia, incluindo o uso de tamoxifeno, um
bloqueador de estrogénio, e inibidores da aromatase, como letrozol, anastrozol e
exemestano, que inibem a producédo de horménios pelos ovarios (KATSURA et al.,
2022). Para pacientes com cancer de mama expressando HER2, o tratamento padréao
consiste em uma combinacdo de anticorpos monoclonais anti-HER2, como
trastuzumab e pertuzumab, juntamente com quimioterapia (BARZAMAN et al., 2020).
Os canceres de mama triplo negativos ndo apresentam receptores hormonais ou
receptores do fator de crescimento, o que reduz a eficacia das terapias endocrinas ou
bioldgicas. Isso torna o tratamento do TNBC especialmente desafiador em
comparacdo com outros tipos de cancer de mama, pois as op¢oes terapéuticas sao

limitadas a cirurgia, quimioterapia e radioterapia (KATSURA et al., 2022).



3.1.2. Cancer de Cervical

O cancer do colo do utero, também conhecido como cancer cervical, é a quarta
neoplasia maligna mais comum e causa significativa de mortalidade entre mulheres
globalmente, com uma estimativa de 604 mil novos casos (IARC, 2020; INCA, 2022).
No Brasil, em 2020, a taxa de mortalidade bruta por cancer do cervical foi de 6 mortes
para cada 100 mil mulheres (INCA, 2022).

A infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) é a principal causa do
desenvolvimento do céncer cervical. Infecgbes persistentes estdo associadas a 12
tipos de HPV considerados oncogénicos, com destaque para os tipos 16 e 18, que
apresentam maior risco de progressao para lesdes precursoras do cancer cervical
(OKUNADE, 2020). Quando néo identificadas, confirmadas e tratadas precocemente,
essas lesbes podem evoluir para cancer ao longo de véarios anos. Cofatores
conhecidos associados a progressdao da doenca incluem sistema imunoldgico
deficiente, uso prolongado de contraceptivos orais e tabagismo (SRAVANI; GHATE;
LEWIS, 2023).

O HPV possui em seu genoma 8 genes que codificam proteinas importantes
para sua replicacdo, sendo os genes E6 e E7 os mais associados a transformacéo
celular e consequente desenvolvimento do cancer (GHITTONI et al., 2015). A infeccéo
do HPV ocorre em células normais da camada basal da cérvice uterina. Conforme a
infeccdo progride, o genoma viral € incorporado a célula hospedeira, resultando na
transcricdo dos genes das oncoproteinas E6 e E7 (SRAVANI; GHATE; LEWIS, 2023).
A oncoproteina E6 induz a degradacéo da proteina p53, inibindo a apoptose (CERBU
et al., 2021), enquanto a oncoproteina E7 se liga a proteina do retinoblastoma (pRb),
reguladora da progresséao do ciclo celular (SONGOCK; KIM; BODILY, 2017). Isso leva
a uma perda do controle sobre a proliferacédo celular, permitindo que as células do
epitélio uterino proliferem descontroladamente e acumulem mutacfes, contribuindo
para o desenvolvimento do cancer cervical.

Atualmente, o cancer do colo do utero é considerado passivel de erradicacao
por meio da vacinacdo contra os tipos de HPV oncogénicos mais prevalentes,
juntamente com o rastreamento e tratamento das lesfes precursoras (INCA, 2022).
As mudancas nas células que levam ao cancer cervical podem ser identificadas para
permitir um diagndstico precoce, possibilitando o inicio do tratamento antes que o

cancer se torne invasivo.



O principal teste de rastreamento é o exame citoloégico de Papanicolau, que
permite a visualizacdo e classificacdo das alteracfes celulares. O Sistema de
Bethesda é utilizado para classificar as mudancas no epitélio escamoso, como lesdes
intraepiteliais de baixo grau (LSIL), lesdes intraepiteliais de alto grau (HSIL), além de
atipias celulares de significado indeterminado, como células escamosas atipicas de
significado indeterminado (ASC-US) e células escamosas atipicas que nao excluem
uma leséo de alto grau (ASC-H), bem como carcinoma invasor. As lesdes no epitélio
glandular sdo classificadas como células glandulares atipicas de significado
indeterminado (AGC), adenocarcinoma endocervical in situ (AlS) e adenocarcinoma
invasor (NAYAR; WILBUR; SOLOMON, 2015).

Com base nos resultados do exame de Papanicolau, a paciente pode ser
encaminhada para um exame histopatoldgico. Nesse caso, as lesbes podem ser
divididas em neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de grau I, 1l ou lll, além de
carcinoma invasor (SRAVANI; GHATE; LEWIS, 2023). A identificacdo correta das
alteracdes € crucial para determinar a conduta de tratamento mais adequada.

Varios procedimentos estdo disponiveis para tratar o cancer cervical, como
radiacdo, quimioterapia, terapia hormonal, cirurgia, terapia direcionada e
imunoterapia. A escolha do tratamento depende do estagio da doenca, do tipo
especifico de cancer cervical e de outras considerac6es individuais da paciente. Para
estagios iniciais, a cirurgia € frequentemente preferida, enquanto para estagios
avancados, a radioterapia ou quimioterapia sdo comuns. Por muitos anos, o
tratamento padrao foi cisplatina, e depois cisplatina com paclitaxel. Ha uma década, a
adicdo de bevacizumabe, um anticorpo monoclonal, tornou-se o novo padrdao de
tratamento de primeira linha (GENNIGENS et al., 2022). Recentemente, avangos na
compreensao das interacfes entre a infeccdo pelo HPV e a resposta imunoldgica
levaram ao interesse em farmacos imunoterapéuticos. O tratamento com
pembrolizumabe e cemiplimabe demonstrou respostas com impacto na sobrevida
global de pacientes com tumores que progrediram apOs outros tratamentos.
Atualmente, a combinacdo de quimioterapia com bevacizumabe e pembrolizumabe
tem sido indicada como o novo padrdo de tratamento para pacientes com cancer
cervical positivo para PD-L1 (ligante de morte celular programada) persistente,
recorrente ou metastatico (GENNIGENS et al., 2022).



3.1.3. Glioblastoma

Os canceres do sistema nervoso central (SNC) ocupam a 112 posi¢cao entre 0s
tipos de cancer mais frequentes no Brasil, excluindo os tumores de pele néo
melanoma. Estima-se que ocorram aproximadamente 11 mil novos casos anualmente
durante o triénio de 2023 a 2025 (INCA, 2022). Os tumores primarios do SNC,
incluindo os cerebrais, constituem um grupo heterogéneo de neoplasias,
caracterizadas por uma diversidade de caracteristicas histolégicas e moleculares. Tais
tumores podem apresentar tanto comportamento maligno quanto benigno,
manifestando-se através de uma variedade de sinais e sintomas clinicos. Além disso,
0 prognadstico dessas neoplasias varia consideravelmente e é influenciado por fatores
como, o tipo especifico de tumor, o estagio da doenca no momento do diagndstico e
a resposta ao tratamento.

Entre os tumores cerebrais, os tumores gliais, gliomas, compreendem 60% dos
tumores (KAPOOR; GUPTA, 2023). O glioblastoma € subtipo de glioma mais comum
e com maior grau de malignidade. Seu progndstico é no minimo sombrio, a expectativa
de vida dos pacientes é de aproximadamente 15 meses, apesar do tratamento padréo,
gue consiste em inciséo cirurgica e radio/quimioterapia (XU et al., 2020a).

Os gliomas se originam de células gliais ou precursoras e se diferenciam em
astrocitoma, oligodendroglioma, ependimoma ou oligoastrocitoma (VAN MEIR et al.,
2010). A heterogeneidade desses tumores e as interagdes multidimensionais entre as
células de glioma e outros componentes ndo tumorais do microambiente tumoral,
como células endoteliais, fibroblastos, células do sistema imunolégico e infiltrado
inflamatorio, tém implicacdes diretas na progressao e malignidade do tumor (SCHOLL
et al.,, 2023). A invasividade, a alta taxa de proliferacdo, a imunossupresséo e a
resisténcia a quimioterapia estdo relacionadas ao prognostico desfavoravel deste
cancer (JUNG et al., 2019). A localizacdo anatémica do tumor limita a eficacia dos
medicamentos devido as propriedades restritivas da barreira hematoencefalica, que
impede a penetragdo de farmacos no SNC, representando um obstaculo importante
para atingir concentracfes adequadas de medicamentos no tecido tumoral (VAN
MEIR et al., 2010).

Conforme a classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os
tumores gliais sdo classificados em quatro graus, indicativos de sua malignidade

(LOUIS et al.,, 2021) Os gliomas de grau | e Il sdo considerados de baixo grau,
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enquanto os de grau lll e IV sédo de alto grau. O grau | é caracterizado por baixa taxa
proliferativa e possibilidade de cura com resseccao cirargica. O grau Il apresenta alta
capacidade de infiltracdo do parénquima cerebral com atipia citolégica, embora
também exiba baixa proliferagédo. O grau lll evidencia caracteristicas histopatologicas
de malignidade, como atipia nuclear, alta atividade mitotica e anaplasia. Por sua vez,
o grau IV é marcado por extensas areas de necrose e/ou proliferacdo microvascular
(angiogénese) e esta associado a uma rapida evolu¢do da doenca (BERNARDO,
2012).

Os tumores astrociticos, conhecidos como astrocitomas, sdo classificados em
astrocitoma pilocitico (grau I) — geralmente considerado benigno; astrocitomas difusos
infiltrantes:  astrocitoma difuso (grau Il), astrocitoma anaplasico (grau Ill) e o
glioblastoma (grau IV) (KAPOOR; GUPTA, 2023). O glioblastoma representa o subtipo
mais agressivo e, portanto, esta no grau mais alto na classificacdo de tumores
cerebrais da OMS. Os gliomas de grau Il ou Ill podem progredir para um glioblastoma
secundario, embora isso ocorra em uma minoria dos casos de astrocitoma de grau IV
(WIRSCHING; GALANIS; WELLER, 2016).

Caracteristicas moleculares como a mutacdo da isocitrato desidrogenase
(IDH), correlacionam-se estreitamente com a inducdo de gliomas malignos e uma
variedade de outros canceres. A grande maioria dos glioblastomas é do tipo "wild-
type" (tipo selvagem), apresentando mutacdes genéticas distintivas no gene IDH
(WIRSCHING; GALANIS; WELLER, 2016). Na atual classificacdo da OMS, o
glioblastoma foi subdividido em 3 subtipos: glioblastoma IDH-wild type (tumor
primario); glioblastoma IDH-mutante (tumor secundario); e glioblastoma néo
especificado (IDH n&o avaliado) (LOUIS et al., 2021).

Astrocitomas com mutacéo no IDH frequentemente exibem alteragbes no gene
H3 K27 ou uma delecdo homozigética dos genes CDKN2A/B, os quais desempenham
um papel fundamental na regulacdo do ciclo celular e na supressao tumoral
(GROCHANS et al., 2022; SOLDATELLI et al., 2022). Por outro lado, o glioblastoma
IDH-wild type esta associado a mutacao do promotor TERT — regulador da atividade
da telomerase, a amplificagdo do gene EGFR — fator de crescimento epidérmico, ou a
um ganho combinado do cromossomo 7 e a perda do cromossomo 10 (+7/-10)
(SOLDATELLI et al., 2022).



Glioblastoma IDH-mutante tem sido associado a um progndstico melhor em
relacdo aos tumores IDH-wild type. Ainda ndo esta claro o que impulsiona essa
vantagem de sobrevivéncia do paciente; no entanto, a literatura mostra que o0s
tumores IDH-mutante exibem uma resposta favoravel a radioterapia e quimioterapia
(HOUILLIER et al., 2010), além de um microambiente imunologico tumoral distinto
(RICHARDSON; CHOI; CURRY, 2019). Isso demonstra a relevancia da compreensao
dessas complexas intera¢gdes e caracteristicas moleculares para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas e prognosticas mais eficazes e personalizadas para
o tratamento de gliomas malignos.

Os efeitos locais do astrocitoma sédo resultado de multiplos mecanismos. Estes
incluem invasdo direta e competicdo por oxigénio, levando a lesdo hipdxica do
parénquima cerebral normal. Além disso, os radicais livres, neurotransmissores e
mediadores inflamatorios também sdo responsaveis por perturbar a homeostase. O
efeito de massa causado pelo tumor também é responsavel pelos diversos sinais e
sintomas clinicos (KAPOOR; GUPTA, 2023).

O tratamento padrao atual para pacientes com glioblastoma inclui resseccéo
cirdrgica do tumor , seguida de radioterapia e quimioterapia (XU et al., 2020a). A
temozolomida é o quimioterapico de primeira linha no tratamento de gliomas primarios
e recorrentes de alto grau (WIRSCHING; GALANIS; WELLER, 2016). Trata-se de um
agente alquilante de DNA, ou seja, seu mecanismo de acdo envolve a adicdo de
grupos alquil ao DNA das células tumorais, resultando em danos as células e,
finalmente, em apoptose (KARACHI et al., 2018). Apesar de ser amplamente usado
no tratamento do glioblastoma, a temozolomida tem algumas desvantagens que
prejudicam seu efeito. Isso inclui sua curta meia-vida, o que exige doses altas para
alcancar niveis terapéuticos no cérebro, aumentando o risco de desenvolver
resisténcia ao tratamento (JIAPAER et al., 2018). Além disso, doses altas podem
causar efeitos colaterais graves, como dor de cabeca, nausea, vomito, supressao da
medula éssea e Ulceras na boca (TRINH; PATEL; HWU, 2009).



3.2. Reposicionamento de medicamentos em oncologia

Estudos em todas as areas terapéuticas indicam que o desenvolvimento de um
novo medicamento, desde a identificacdo do alvo até a aprovagcdo para
comercializacdo, demora, em média, mais de 12 anos e com custo estimado em cerca
de US$ 2,6 bilhdes (SCHUHMACHER et al., 2023).

O reposicionamento de medicamentos refere-se ao processo identificacdo de
novas aplicacfes e alvos terapéuticos para farmacos ja aprovados para uso clinico.
De forma vantajosa, 0 reposicionamento, em comparacdo com a descoberta
tradicional de farmacos, oferece um caminho mais curto para o desenvolvimento de
medicamentos, reduzindo a probabilidade de falhas (LOW; ISRA AHMAD FAROUK;
LAL, 2020). Os farmacos candidatos a reposicionamento oferecem formulagbes e
métodos de fabricacdo estabelecidos, bem como perfis farmacocinéticos e
farmacodinamicos conhecidos, efeitos adversos documentados, dados de ensaios
clinicos e informacgdes de seguranca disponiveis (TURANLI et al., 2018)

Devido a continua demanda da oncologia por novos tratamentos
farmacoldgicos e aos elevados custos associados ao desenvolvimento de farmacos
guimioterapicos, o reposicionamento de medicamentos esta se tornando cada vez
mais relevante (TANG et al., 2021). Este enfoque oferece uma oportunidade valiosa
para otimizar recursos e acelerar a disponibilidade de terapias eficazes para
pacientes.

Véarios medicamentos foram reposicionados ao longo dos anos e, atualmente,
sdo usados clinicamente. Exemplos incluem a aspirina, originalmente um analgésico
e anti-inflamatério, agora usada como antitrombético na prevencdo de eventos
cardiovasculares (JOURDAN et al., 2020). O sildenafil, inicialmente para hipertensao
arterial pulmonar, agora € conhecido como tratamento para disfuncéo erétil, pelo seu
efeito vasodilatador (SHIM; LIU, 2014).

Especificamente no tratamento do cancer, a talidomida, originalmente retirada
do mercado devido a sua associacdo com malformacdes congénitas, foi
posteriormente reposicionada para tratar condicdes como mieloma mdultiplo (SHIM,;
LIU, 2014). Além disso, a metformina, originalmente prescrita para diabetes tipo 2, tem
sido objeto de estudos clinicos que indicam beneficios na reducéo do risco de cancer.

Esses estudos com a metformina abrangeram diversos tipos de cancer, com particular
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destaque para o cancer de mama, que concentra a maioria das pesquisas e ja esta

avancando em ensaios de fase Ill (HUA et al., 2023).



3.3. Ivermectina

A ivermectina foi descoberta pelo cientista japonés Satoshi Omura em 1973 e
aprovada para o uso em humanos em 1987 pela Food and Drug Administration (FDA),
como tratamento oral a oncocercose (Onchocerca volvulus). Em 2015, Omura junto
ao seu colaborador na investigagcdo da ivermectina, William Campbell, foram
agraciados com o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina pelo valioso papel
terapéutico deste medicamento contra doencas tropicais negligenciadas (CRUMP,
2017).

Desde sua descoberta, 0 espectro de acado antiparasitario da ivermectina tem
sido ampliado, sendo atualmente aprovada para uso humano no tratamento da
oncocercose, filariose linfatica (elefantiase), estrongiloidiase, escabiose e pediculose
(CRUMP, 2017). A ivermectina esta integrada em importantes protocolos de saude
publica, como a Administracdo em Massa de Medicamentos, uma estratégia para
prevenir a propagacgéao de infecgdes endémicas (ASHOUR, 2019). Anualmente, mais
de 300 milhdes de pessoas utilizam a ivermectina (NAVARRO et al., 2020). O impacto
benéfico da ivermectina na saude publica global e sua importancia socioeconémica
sao evidentes, sendo reconhecida na "Lista de Medicamentos Essenciais" pela OMS
(CRUMP, 2017).

A ivermectina € uma lactona macrociclica, com um anel de 16 membros
derivado da avermectina (Figura 3) (TANG et al., 2021), uma classe isolada de
produtos de fermentacdo do Streptomyces avermitilis. Consiste de uma mistura
sintética de dois homélogos contendo 80% 22,23-di-hidroavermectina-Bla e 20% de
22,23-di-hidroavermectina-B1b (MARKOWSKA et al., 2019). Devido a sua estrutura
quimica, que contém um nucleo lactona de 16 atomos de carbono e apenas dois
grupos hidroxila (OH) em suas extremidades, a ivemectina apresenta baixa
solubilidade em agua. Esses grupos OH séo responsaveis pela polaridade da
ivermectina e a baixa frequéncia desses grupos limita sua capacidade de solubilizacao
em agua (~4 pg/ml ou ~5 yM em agua pura) (QABBUS et al., 2022).

De acordo com o Sistema de Classificagdo de Medicamentos Biofarmacéuticos,
a ivermectina € um farmaco de Classe Il, demonstra baixa solubilidade e alta
permeabilidade (PATEL; LAKKAD; ASHARA, 2018). A solubilidade é um dos fatores

mais importantes na liberacdo, absorcdo e alcance de concentracdes sistémicas
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efetivas de um farmaco, tendo um papel importante nas propriedades de
biodisponibilidade e efeito farmacoldgico (ALMEIDA, 2009). Nesse caso, a hatureza
altamente lipofilica (Log p + 4,37) da ivermectina se reflete na sua baixa
biodisponibilidade oral (AYOOB et al., 2020; XU et al., 2020Db).

Figura 3. Representacao da estrutura molecular da ivermectina.

O mecanismo de acdo antiparasitaria da ivermectina e seus analogos esta
relacionado a modulacdo alostérica dos canais idnicos de glutamato, altamente
expressos em neurdnios de invertebrados. Em menor grau, a ivermectina também tem
um efeito de ligacdo em outros receptores de canais idbnicos controlados por ligantes,
incluindo GABA, glicina e acetilcolina nicotinica, presentes em vertebrados
(JOHNSON-ARBOR, 2022). A ligacdo da ivermectina aos canais de cloreto
controlados pelo glutamato causa aumento da permeabilidade da membrana celular
aos ions cloreto, resultando em hiperpolarizacéo celular, com subsequente paralisia e
morte do parasito (MARTIN; ROBERTSON; CHOUDHARY, 2021; TANG et al., 2021).
Devido aos vertebrados ndo possuirem canais de cloreto controlados por glutamato,
e a menor afinidade da ivermectina pelos demais receptores de canais iGnicos, a
toxicidade da ivermectina é raramente relatada em mamiferos (JOHNSON-ARBOR,
2022).

Em humanos, a dosagem padrdao de ivermectina para o tratamento
antiparasitario € de 200 pg/kg. Excepcionalmente, para a filariose linfatica, a
ivermectina € usada em altas doses, de 400 pg/kg (JUAREZ; SCHCOLNIK-
CABRERA; DUENAS-GONZALEZ, 2018). A ivermectina vem sendo utilizada h&

quase quatro décadas para tratar infec¢bes parasitarias em mamiferos e possui um
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perfil de seguranca confiavel, com baixas taxas de eventos adversos relatados,
quando administrada em doses e protocolos estabelecidos pelos o6rgéaos
farmacéuticos (CRUMP, 2017; JUAREZ; SCHCOLNIK-CABRERA; DUENAS-
GONZALEZ, 2018).

Na ultima década, uma variedade de atividades biologicas da ivermectina tem
sido descrita, despertando o interesse de pesquisadores da area da saude pelo seu
potencial como candidato a reposicionamento de farmacos. O interesse aumentou
notavelmente desde 2020, devido & pandemia de COVID-19, quando a ivermectina foi
descrita como um possivel inibidor da replicacéo viral do SARS-CoV-2 in vitro (Caly
et al. 2020). No entanto, essa nao foi a primeira vez que a atividade antiviral da
ivermectina havia sido proposta. Estudos anteriores ja haviam mostrado o seu efeito
na inibicdo da replicacao de flavivirus (MASTRANGELO et al., 2012), virus HIV-1
(WAGSTAFF et al.,, 2012), virus da dengue (CROCI et al., 2016) e virus Zika
(OGUNTADE; RAMHARACK; SOLIMAN, 2017). A ivermectina também demonstrou
potencial como agente antibacteriano contra Mycobacterium tuberculosis (LIM et al.,
2013), Mycobacterium ulcerans (OMANSEN et al., 2015) e Staphylococcus aureus
(ASHRAF et al., 2018).

Além disso, as propriedades anti-inflamatérias da ivermectina tém sido
reconhecidas no tratamento de lesfes inflamatorias da rosacea , por via topica
(CARDWELL et al., 2016) e relatadas no tratamento da asma alérgica (YAN et al.,
2011). Destaca-se, também, o notavel efeito anticancer de amplo espectro da
ivermectina, demonstrado em estudos in vitro e in vivo frente a diversos tipos de
cancer (ANTOSZCZAK et al., 2020), discutido a seguir.

Embora a ivermectina tenha demonstrado promissora no tratamento de
infecgbes parasitérias, suas limitagdes biofarmacéuticas, como baixa solubilidade e
biodisponibilidade reduzida, tem restringido seu uso em novas aplicacées clinicas.
Nesse contexto, € crucial aprimorar as caracteristicas biofarmacéuticas da
ivermectina, especialmente sua solubilidade. A melhora da dissolug&o do farmaco nos
fluidos biolégicos aumenta a taxa de absorcdo e, consequentemente, afeta
positivamente o inicio do efeito biolégico e o tempo de exposicdo do farmaco,
favorecendo a obtencdo de uma dose plasmatica eficaz (VELHO; FONTANA DE
ANDRADE; BECK, 2022).



3.3.1. Potencial antitumoral da Ivermectina

O potencial antitumoral da ivermectina tem despertado crescente interesse

especialmente nos ultimos cinco anos. Isso ocorre devido a sua versatilidade,

demonstrando uma notavel eficacia em diversos tipos de céancer por mdltiplos

mecanismos de acao:

a.

Inducdo apoptose — induz a morte celular programada mediada pela ativacao
de caspases-9 e caspases-3, descrito em linhagens celulares de cancer
cervical (HeLa) e leucemia mieloide cronica (K562) (WANG et al.,, 2018;
ZHANG et al., 2019).

Inducdo da autofagia — promove autofagia, associado ao bloqueio da via de
sinalizacdo Akt/mTOR, responsavel pela cascata de sinalizacdo -celular
envolvida no controle do crescimento celular, proliferacdo, sobrevivéncia e
metabolismo. Esta atividade foi reportada em multiplas linhagens celulares de
cancer de mama (MCF-7, MDA-MB-231 e MCF-10) (DOU et al., 2016) , glioma
(U251 e C6) (LIU et al., 2016) cancer de ovario (KOC7C, SKOV3 e RMUG-S)
(HASHIMOTO et al., 2009).

Comprometimento energético — inducao da disfuncdo mitocondrial e estresse
oxidativo, a ivermectina reduz significativamente o potencial da membrana
mitocondrial, inibindo a respiracdo mitocondrial e a producdo de ATP em
celulas tumorais. Esse mecanismo foi observado frente a linhagens celulares
de leucemia humana (HL60, U937 e K562) e carcinoma renal (RCC) (ZHU; LI;
ZHOU, 2017).

Bloqueio no ciclo celular — supressao da proliferacéo celular por parada no ciclo
celular observado em células de cancer cervical (HelLa), a ivermectina
interrompeu o ciclo celular na fase G1/S (ZHANG et al., 2019) (ZHANG et al.,
2019).

Hiperpolarizacdo da membrana plasmética — aumento do influxo de ions cloreto
na membrana plasmatica e a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
em células de diferentes tipos de leucemia humana (HL60, U937 e K562)
(SHARMEEN et al., 2019).

Complementarmente, a ivermectina exibe potencial na promocéo da morte de

células tumorais ao regular o microambiente tumoral. Em cancer de mama, esse efeito

‘41



esta associado a abertura aumentada dos canais de ions (Pannexin-1), essenciais na
comunicacao intercelular e na resposta a estimulos externos, resultando em uma
combinacdo de morte celular apoptética e necrotica (DRAGANOV et al., 2015).
Paralelamente, em ambientes onde as células tumorais sdo expostas a altos niveis
de ATP, a ivermectina promove o aumento da liberacdo de proteinas nucleares, como
a HMGB1, desencadeando reacdes inflamatorias e estimulando a morte celular
imunogénica, levando a eliminagdo das células tumorais (DRAGANOV et al., 2015).
Estudos em modelos de glioblastoma em camundongos sugerem que a ivermectina
também possui a capacidade de induzir a apoptose das células endoteliais
microvasculares do cérebro e inibir significativamente a angiogénese (LIU et al.,
2016).

A capacidade da ivermectina em reverter a resisténcia multiplos farmacos
(MDR) é um aspecto relevante em sua investigacdo como um potencial agente
anticancer. Estudos in vitro mostraram que a ivermectina reduz a expressdo da
glicoproteina-P (P-gp) e o efluxo de farmacos mediado por ATP, mecanismos-chave
envolvidos na MDR em células tumorais. Por exemplo, em linhagens de cancer
colorretal (HCT-8) resistentes a vincristina e de cancer de mama (MCF-7) resistentes
a doxorrubicina, a ivermectina demonstrou eficacia na reversdo da resisténcia ao
farmaco (JIANG et al., 2019). Além disso, em modelos de tumor de prostata resistente
ao docetaxel, a ivermectina inibiu a proteina chaperona (HSP27), associada a um mau
prognostico em varios tipos de cancer (TANG et al., 2021).

Até o momento, apenas um estudo clinico em andamento (fase Il) esta
investigando o potencial antitumoral da ivermectina. Este estudo avalia os efeitos
colaterais e a dose ideal da ivermectina em combinagdo com a imunoterapia com um
anticorpo monoclonal, o balstilimabe, na reducdo de tumores em pacientes com
cancer de mama triplo negativo metastatico (YUAN YUAN, 2022).

Essas descobertas ressaltam a importancia da ivermectina como uma possivel
estratégia para superar desafios terapéuticos relacionados a resisténcia a farmacos
em oncologia. O entendimento aprofundado desses processos e sua aplicacéo clinica
tém o potencial de transformar significativamente o cenario do tratamento do cancer,

proporcionando novas alternativas terapéuticas para pacientes em todo o mundo.



3.4. Nanotecnologia

A nanotecnologia é definida como a “compreensé&o e controle da matéria e dos
processos em nanoescala, tipicamente, mas néo exclusivamente, abaixo de 100
nandmetros (nm) em uma ou mais dimensdes, onde o0 inicio dos fenémenos
dependentes do tamanho geralmente permite novas aplicagdes” (ISO/TC 229, 2005).

Os nanomateriais, em comparacao com seus equivalentes em escala macro,
exibem propriedades fisico-quimicas unicas, resultando em novas interagfes no
ambiente biologico. Nos Ultimos anos, esses materiais tém sido alvo de consideravel
atencao na pesquisa de saude, devido a necessidade de desenvolver estratégias que
possam complementar ou mesmo substituir a medicina convencional, visando
aprimorar a prevencdo, diagnéstico e tratamento de doencas (DOS SANTOS et al.,
2021).

Devido ao seu tamanho nanométrico, as nanoparticulas possuem uma elevada
relacdo area-superficie-volume, o0 que possibilita a incorporacdo de muitos
medicamentos. Essa caracteristica resulta em beneficios biofarmacéuticos, como o
aumento da solubilidade aparente de moléculas hidrofébicas, maior estabilidade
fisico-quimica do farmaco, liberacdo sustentada ou controlada e/ou direcionamento
de moléculas para um local desejado (DE OLIVEIRA et al., 2022).

Durante as Ultimas décadas, a tecnologia de entrega controlada de
medicamentos, também conhecida como sistemas de liberacdo de farmacos — drug
delivery systems — baseados em nanotecnologia, avancou significativamente. Esse
avanco tem sido especialmente focado no desenvolvimento de estratégias para
melhorar a solubilidade de medicamentos da Classe 1l do BCS (GRIFONI et al., 2022).
Isso ocorre porque uma grande propor¢cao de medicamentos aprovados no mercado
(cerca de 40%) e a maioria das moléculas em processo de descoberta (quase 90%)
séo pouco soluveis em agua (KALEPU; NEKKANTI, 2015). A taxa de dissolucéo de
farmacos é um fator importante que afeta sua biodisponibilidade e absorcéo, estando
diretamente relacionada a sua solubilidade, o que pode resultar em concentracdes
subterapéuticas do farmaco. Portanto, é crucial otimizar a solubilidade e a dissolucéo
de um farmaco para garantir sua eficacia terapéutica.

Diferentes designacdes tém sido empregadas para descrever sistemas de

liberacdo de medicamentos em escala nanomeétrica, tais como nanocarreadores,
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nanossistemas e nanoestruturas. Esses sistemas abrangem tanto carreadores
organicos quanto inorganicos, oferecendo diversas vantagens dependendo de sua
composi¢do quimica. Nanocarreadores organicos, principalmente baseados em
polimeros naturais ou sintéticos e lipidios, sdo altamente atrativos devido as suas
propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade. Por outro lado,
nanocarreadores inorganicos, cuja constituicdo esta geralmente baseada em metais,
vidro, ceramica e minerais, apresentam vantagens em termos de estabilidade fisica e
fisico-quimica (DOS SANTOS et al., 2021).

Pensando na aplicacdo em oncoterapia, o tamanho reduzido desses materiais
permite facilitar a internalizacao celular, habilidade de transpor barreiras biologicas e
direcionamento para locais especificos (BAE; PARK, 2012). A exemplo do cancer, a
fisiopatologia do microambiente tumoral pode ser explorada para permeacao e
retencdo dessas particulas no alvo de tratamento, melhorando significativamente os
resultados terapéuticos (DIN et al., 2017).

Além disso, a funcionalizacdo ou modificacdo da superficie das nanoparticulas
oferece atributos para direcionar a ligacdo a receptores especificos (CORBO et al.,
2016) ou propriedades de entrega estimulo responsivas, baseada em pH ou
temperatura, dependendo do alvo terapéutico. Os microambientes tumorais, por
exemplo, apresentam condicfes de acidose, o que poderia funcionar como estimulo
para a liberacédo de farmacos das nanoparticulas. (SENAPATI et al., 2018)

As doencas que centralizam as pesquisas em nanotecnologia farmacéutica
atualmente abrangem cancer, doencas infecciosas, neurodegenerativas e
cardiovasculares (MENEZES DE SOUZA et al., 2023). Nos ultimos anos foram
evidenciados estudos clinicos com nanomedicamentos e a insercao desses nas
praticas clinicas de terapéutica do cancer. Entre os nanocarreadores aprovados na
préatica clinica para a quimioterapia estédo a doxorrubicina lipossomal (Doxil®/ Caelix®)
contra cancer de ovario metastatico e cancer de mama; e o paclitaxel ligado a
albumina (Abraxane® Taxol®) contra o cancer de mama (CHANG et al., 2018; DIMER
et al., 2013) (CHANG et al., 2018; DIMER et al., 2013).

A administracdo de farmacos por meio de nanoparticulas ndo apenas pode
melhorar a eficacia terapéutica, mas também pode reduzir a toxicidade e aumentar a
biodisponibilidade de farmacos, representando uma importante contribuicdo para o

avanco da medicina moderna. Apesar do crescente desenvolvimento e aplicacéo da
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nanotecnologia na area da saude, ainda existem inumeros desafios a serem
enfrentados, como estudos clinicos e toxicolégicos a longo prazo e questbes

regulatorias.

3.4.1. Nanomateriais organicos

Os nanocarreadores organicos englobam uma variedade de sistemas de
entrega de medicamentos, como nanoparticulas poliméricas (Figura 4) classificadas
como nanocapsulas e nanoesferas, dependendo de sua composi¢cao e organizacao
estrutural. As nanoesferas sdo sistemas matriciais constituidos por uma rede
polimérica que pode conter farmacos dissolvidos ou dispersos. Por outro lado, as
nanocapsulas apresentam uma estrutura vesicular com um nucleo oleoso envolto por
uma fina parede polimérica, onde o farmaco pode estar dissolvido ou adsorvido
(BRUM et al., 2015).

Dentro dos nanossistemas lipidicos (Figura 4), destacam-se as nanoemulsoes,
lipossomas e nanoparticulas lipidicas solidas. As nanoemulsfes sdo sistemas
heterogéneos formados por dois liquidos imisciveis estabilizados por moléculas de
tensoativos, resultando em goticulas de Oleo com diametro médio na faixa
nanométrica (DHAS et al., 2016). Ja os lipossomas sado constituidos por um nucleo
aguoso circundado por uma bicamada de moléculas anfipaticas, como fosfolipidios, o
que permite que esses carreadores transportem medicamentos hidrofilicos no nucleo
e medicamentos hidrofébicos na bicamada (CHENG et al., 2020). Adicionalmente, as
nanoparticulas lipidicas sélidas sdo compostas por uma matriz lipidica (fosfolipidios,
triglicerideos, acidos graxos ou esteroides), possibilitando a incorporacao de farmacos
de diferentes formas, como uma matriz homogénea, um ndcleo enriquecido com

farmaco ou um invélucro enriquecido com farmaco (MAHER et al., 2023).

NANOPARTICULAS POLIMERICAS NANOSSISTEMAS LIPIDICOS

Nanoesfera Nanocapsula Nanoemulsao Lipossoma

Figura 4. Representacéo estrutural de nanocarreadores organicos.
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As nanocapsulas poliméricas, em especial, oferecem diversas vantagens que
incluem, uma alta eficiéncia na encapsulacéo de farmacos lipofilicos, devido ao seu
nucleo oleoso (MA; MUMPER, 2013). Sua estrutura vesicular proporciona uma
protecdo eficaz aos farmacos encapsulados contra degradagdo fisico-quimica
(BARON et al., 2022), tornando-as mais estaveis em comparacdo a outros
nanocarreadores. Outro beneficio significativo € a capacidade de proporcionar a
liberacdo controlada e sustentada do farmaco ao longo do tempo. Além disso, é
possivel modificar facilmente a superficie das nanocapsulas poliméricas para o seu
direcionamento especificamente a tecidos ou células-alvo (KABIL et al., 2023). Por
fim, essas nanocapsulas possibilitam a co-encapsulacao de farmacos e bioativos para
terapias combinadas (CORADINI et al., 2014).

3.4.2. Nanomateriais inorganicos

Nanocarreadores inorganicos apresentam diversas vantagens em relacdo aos
materiais organicos, principalmente devido a suas propriedades mecanicas, térmicas,
Opticas e magnéticas superiores. Esses materiais oferecem uma ampla variedade de
tamanho e formatos, podendo incluir ou ndo estruturas porosas (PARK et al., 2020).
Entre as nanoparticulas inorganicas mais utilizadas em aplicac6es biomédicas estédo
as nanoparticulas metalicas de prata e ouro, bem como as nanoparticulas de 6xido
metalico e silica (ASAD; JACOBSEN; TELEKI, 2022).

As nanoparticulas & base de metal sdo formadas por um nacleo metdélico,
geralmente possuem uma estrutura com dimenséao Unica e diametros entre 10 e 200
nm (JAYARAMUDU et al., 2022). Enquanto as nanoparticulas de silica podem ser
uma matriz solida ou porosa, abrangendo uma ampla faixa de tamanho (ASAD;
JACOBSEN; TELEKI, 2022).

Entre as nanoparticulas de silica, as do tipo mesoporosa (Figura 5) sédo as que
apresentam caracteristicas mais interessantes para o drug delivery, especialmente
pela estrutura altamente porosa com estreita distribuicdo e grande volume, refletindo
em uma aumentada area superficial desse nanomaterial, que proporciona um grande
reservatorio para o encapsulamento de farmacos (ARRIAGADA; NONELL;
MORALES, 2019). A organizagdo dos poros pode ocorrer em arranjos cubicos,
hexagonais ou lamelares, capazes de acomodar farmacos ou agentes para
diagnéstico (JINHYUN HANNAH LEE; YEO, 2015).
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NANOPARTICULAS DE SiLICA MESOPOROSA

mesoporo

Encapsulamento
Estrutura porosa de farmacos

Figura 5. Representagéo estrutural da nanoparticula de silica mesoporosa do tipo hexagonal.

Por definicdo, materiais mesoporosos sdo aqueles que apresentam uma
estrutura porosa na faixa de tamanho de 2-50 nm (LAN; ZHAO, 2022). Portanto, a
silica mesoporosa pode ser reconhecida também como silica nanoestruturada. Seu
material nem sempre apresenta estruturas unidimensionais nanométricas, mas a
dimenséo dos poros deve obrigatoriamente estar nessa escala. Isso caracteriza a
incorporacao de farmacos nesse sistema como nanoencapsulacéo.

Esse nanomaterial inorganico representa uma alternativa promissora para
estabilizar o farmaco carregado em seu estado amorfo, em uma area de superficie
ampliada, que reflete numa possibilidade de aumento da velocidade de dissolucdo de
compostos pouco soliveis em agua (DE OLIVEIRA et al., 2023; SCHMIDT et al.,
2022). Adicionalmente, é possivel funcionalizacdo da superficie para direcionamento
ativo da substancia (KUMARI; BARGEL; SCHEIBEL, 2020; WICKSTRM et al., 2017).









CAPITULO 1

Nova ivermectina, antigas
demandas de Saude Unica
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4. CAPITULO 1

Apresentacao

O Capitulo 1 é constituido por um artigo de reviséo intitulado "lvermectin: recent
approaches in the design of novel veterinary and human medicines”, sdo discutidas as
aplicacoes e limitacbes da ivermectina no contexto de seu uso em tratamentos
humanos e veterinarios. O artigo apresenta as principais abordagens tecnoldgicas
utilizadas na ultima década para o desenvolvimento de formulagdes inovadoras
contendo ivermectina, visando aprimorar sua eficacia e seguranca. Além disso, 0
artigo oferece uma perspectiva do conceito "One Health" (Satde Unica) e demonstra
a colaboracédo entre a saude humana e veterinéria no desenvolvimento farmacéutico.

Este artigo de revisao foi publicado no periédico Pharmaceutical Development
and Technology (Taylor & Francis), com um Fator de Impacto de 3,915 (2024),
conforme referéncia abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o

intervalo compreendido entre as paginas 54-69.

VELHO, M. C.; FONTANA DE ANDRADE, D.; BECK, R. C. R. Ivermectin: recent
approaches in the design of novel veterinary and human medicines. Pharmaceutical
Development and Technology, v. 27, n. 8, p. 865-880, 2022.
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ABSTRACT

Ivermectin (IVM) is a drug widely used in veterinary and human medicine for the management of para-
sitic diseases. Its repositioning potential has been recently considered for the treatment of different dis-
eases, such as cancer and viral infections. However, IVM faces some limitations to its formulations due to
its low water solubility and bioavailability, along with reports of drug resistance. In this sense, novel
technological approaches have been explored to optimize its formulations and/or to develop innovative
medicines. Therefore, this review discusses the strategies proposed in the last decade to improve the
safety and efficacy of IVM and to explore its novel therapeutic applications. Among these technologies,
the use of micro/nano-drug delivery systems is the most used approach, followed by long-acting formula-
tions. In general, the development of these novel formulations seems to run side by side in veterinary
and human health, showing a shared interface between the two areas. Although the technologies pro-
posed indicate a promising future in the development of innovative dosage forms containing IVM, its
safety and therapeutic targets must be further evaluated. Overall, these approaches comprise tailoring
drug delivery profiles, decreasing the risks of developing drug resistance, and supporting the application
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of IVM for reaching different therapeutic targets.

1. Introduction

Ivermectin (IVM) is a member of the avermectin family (Figure 1),
an isolated class of fermentation products from Streptomyces aver-
mitilis, which consists of a mixture of two homologues, 22,23-
dihydro-avermectin Bla (80%) and 22,23-dihydro-avermectin B1b
(20%) (Errecalde et al. 2021). IVM was discovered in the 1970s and
was initially intended to treat parasitic diseases in animals.
However, after being introduced to the animal health market in
1981, IVM was approved for human use in 1987 for the treatment
of onchocerciasis. Since then, millions of people worldwide have
used it to overcome many parasitic diseases, such as strongyloid-
iasis, filariasis, and scabies (Ashour 2019).

IVM has become one of the most important therapeutic strat-
egies for controlling parasitic infections in veterinary and human
medicine. Its low cost and broad spectrum of activity against
endo- and ectoparasites may explain its wide use (Crump 2017;
Sharun et al. 2019). The antiparasitic mechanism of action of IVM
is related to the allosteric modulation of glutamate and chloride
ion channels controlled by y-aminobutyric acid (GABA). This drug
generates an influx of chloride ions and neuronal hyperpolariza-
tion with GABA release, blocking nerve impulse conduction and
causing paralysis and death of the parasite (Martin et al. 2021;
Tang et al. 2021).

Furthermore, IVM shows an exciting potential for drug reposi-
tioning, due to its broad range of different biological activities. It
has also been proposed as a complementary strategy for vector

control in malaria transmission due to its ability to kill mosquitoes
(Chaccour et al. 2018; Luo et al. 2019). Additionally, recent studies
support the repurposing of IVM towards the treatment of other
diseases, based on its anticancer (Wang et al. 2016; Sharmeen
et al. 2010), antibacterial (Ashraf et al. 2018; Paradies et al. 2019),
and antiviral properties (Croci et al. 2016; Surnar et al. 2020). Its
antiviral properties have been attracting great interest in the glo-
bal scientific community since 2020, due to the coronavirus dis-
ease (COVID-19) pandemic (Lopez-Medina et al. 2021) and the
evidence of IVM as a potent in vitro inhibitor of the viral replica-
tion of coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (Caly et al. 2020). However, its
clinical efficacy against coronavirus has not been proved so far
(Lim et al. 2022). Indeed, this drug has not been approved for use
in COVID-19 treatment, although many studies have recently
reported its possible use.

The antiviral activity of IVM is related to its ability to hinder
the nuclear transport of viral proteins. In RNA viruses such as
SARS-CoV-2, IVM inhibits importin o/f-mediated nuclear transport.
This mechanism of action prevents viral proteins from entering
the nucleus, inhibiting efficient viral replication (Sharun et al.
2020; Kaur et al. 2021; Low et al. 2022). On the other hand, in
DNA viruses the activity can be associated with inhibiting the
nuclear import of accessory proteins of subunit DNA polymerase
(Sharun et al. 2020). An alternative mechanism of action involves
transmembrane receptor CD147. In SARS-CoV-2 infection, CD147
along with ACE-2 has been indicated as a key binding site for
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5. CAPITULO 2

Apresentacao

O Capitulo 2 é constituido artigo experimental intitulado "lvermectin-loaded
mesoporous silica and polymeric nanocapsules: impact on drug loading, in vitro
solubility enhancement and release performance”. Representa um esforgo pioneiro
para avaliar sistematicamente dois sistemas nanoestruturados, inorganico (particulas
de silica mesoporosas) e organico (nanocapsulas de poli-e-caprolactona), em relacéo
a influéncia na solubilidade intrinseca e nha modulagéo do perfil de liberagéo in vitro da
ivermectina.

Este trabalho € apresentado na forma de manuscrito, publicado no periédico
Pharmaceutics (MDPI), com um Fator de Impacto de 5.4 (2022), conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido

entre as paginas 76-93.

VELHO, M. C. et al. Ivermectin-Loaded Mesoporous Silica and Polymeric
Nanocapsules : Impact on Drug Loading , In Vitro Solubility Enhancement , and

Release Performance. Pharmaceutics, v. 16, p. 325, 2024.
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Abstract: Ivermectin (IVM), a widely used drug for parasitic infections, faces formulation and appli-
cation challenges due to its poor water solubility and limited bioavailability. Pondering the impact of
IVM’s high partition coefficient value (log P) on its drug release performance, it is relevant to explore
whether IVM nanoencapsulation in organic or inorganic nanoparticles would afford comparable
enhanced aqueous solubility. To date, the use of inorganic nanoparticles remains an unexplored
approach for delivering IVM. Therefore, here we loaded IVM in mesoporous silica particles (IVM-
MCM), as inorganic nanomaterial, and in well-known poly(e-caprolactone) nanocapsules (IVM-NC).
IVM-MCM had a well-organized hexagonal mesoporous structure, reduced surface area, and high
drug loading of 10% w/w. IVM-NC had a nanometric mean size (196 nm), high encapsulation
efficiency (100%), physicochemical stability as an aqueous dispersion, and drug loading of 0.1% w/w.
Despite differing characteristics, both nanoencapsulated forms enhance IVM'’s aqueous intrinsic
solubility compared to a crystalline IVM: after 72 h, IVM-MCM and IVM-NC achieve 72% and
78% releases through a dialysis bag, whereas crystalline IVM dispersion achieves only 40% drug
diffusion. These results show distinct controlled release profiles, where IVM-NC provides a deeper
sustained controlled release over the whole experiment compared to the inorganic nanomaterial
(IVM-MCM). Discussing differences, including drug loading and release kinetics, is crucial for opti-
mizing IVM’s therapeutic performance. The study design, combined with administration route plans
and safety considerations for humans and animals, may expedite the rational optimization of IVM
nanoformulations for swift clinical translation.

Keywords: enhanced solubility; ivermectin; nanoparticles; silica

1. Introduction

Ivermectin (IVM) is a broad-spectrum antiparasitic drug that has been used for more
than three decades to treat a variety of parasitic infections in humans and animals [1].
Discovered in the 1970s by Japanese scientist Satoshi Omura, IVM was initially proposed
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6. CAPITULO 3

Apresentacao

O Capitulo 3 é constituido pelo manuscrito intitulado “Intranasal Delivery of
Ivermectin Nanosystems as an Antitumoral Agent: Focusing on Glioma Suppression”,
aborda um estudo pioneiro na avaliagdo do impacto de diferentes nanocarreadores
(nanocépsulas poliméricas e particulas de silica mesoporosa) no efeito
antiproliferativo da ivermectina em células de cancer, bem como seu desempenho
terapéutico antitumoral in vivo, em um modelo de glioma. Esta pesquisa ndo apenas
propde o aprimoramento da formulagdo de ivermectina, mas também oferece uma
nova perspectiva para sua administracao.

O texto completo que na tese defendida ocupa o intervalo de paginas
compreendido entre as paginas 100 - 47, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em

preparacao para publicacdo em periddico cientifico.






Intranasal Delivery of Ivermectin Nanosystems as an
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Abstract:Glioblastoma presents significant challenges in neuro-oncology due to its
aggressive nature, drug resistance and restrictions imposed by the blood-brain barrier.
Ivermectin (IVM), known due to its antiparasitic properties, has been highlighted as a
promising treatment for tumors and a special alternative for glioma besides its low oral
bioavailability. Therefore, we investigated the in vivo effect of IVM encapsulation in organic
and inorganic nanosystems on glioma treatment in rats after their intranasal administration.
IVM-loaded poly(e-caprolactone) nanocapsules (IVM-NC) were produced using the interfacial
deposition method, while IVM-loaded nanostructured silica particles (IVM-MCM) were
prepared by loading IVM into commercial MCM-41 silica using the incipient wetness method.
IVM-NC had a nanometric size (190 nm), unimodal size distribution (span < 2) and high
encapsulation efficiency (100% at 1 mg/mL). IVM-MCM exhibited a well-organized hexagonal
mesoporous structure and high drug loading (0.12 mg/mg). Both nanoencapsulated VM
significantly reduced cell viability in various cancer cell lines, particularly in glioma cells, whose
data led us to evaluate them in a preclinical model. Adult male Wistar rats were implanted with
C6 cell. The intranasal IVM-NC treatment (60 pg/rat/10-days) resulted in a three-fold decrease
in tumor size in rats compared to non-treated animal’s group, along with histopathological
improvements. IVM-MCM led to a significantly lesser decrease in the tumor size than IVM-
NC. Both treatments were well-tolerated, with no adverse effects on weight, biochemical,
hematological parameters or lung histology. Furthermore, the effective equivalent dose of IVM
(~42 pg/kg) in the rat glioma model was lower than the approved human dose for parasitic
infections. This study marks the first exploration of IVM delivery to the brain. In summary,
nasal administration of nanoencapsulated IVM via nanocapsules or silica nanosystems
presents a promising avenue for targeted therapy against glioblastoma, with potential
implications for clinical application.

Keywords: cancer; glioblastoma; ivermectin; nose-brain; nanocapsules; mesoporous silica;
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7. DISCUSSAO GERAL

A evolucdo do panorama cientifico com o0s crescentes estudos sobre o
reposicionamento da ivermectina levantaram questdes sobre as limitagcdes de suas
formulagBes convencionais. Usualmente, a ivermectina é utilizada em dose Unica (<
200 pg/kg), sendo relatada sua baixa biodisponibilidade oral, embora ndo tenha
impacto significativo na eficacia antiparasitaria em humanos.

Por outro lado, para novas aplicacdes, devem ser considerados novos regimes
de dosagem. As caracteristicas biofarmacéuticas restritivas da ivermectina dificultam
sua viabilidade como candidato a reposicionamento para tratamento do cancer e
limitam sua aplicacédo clinica. Consequentemente, é necessaria uma selecéo precisa
e otimizacao da formulacao e via de administracdo para o alvo de tratamento.

Além disso, ha escassez de dados sobre a seguranca da ivermectina em altas
e multiplas doses. Embora sua eficicia e seguranca sejam amplamente reconhecidas
no tratamento antiparasitario, ao considerar sua aplicacdo como farmaco antitumoral,
€ provavel que o regime de tratamento proposto exceda o padrdo convencional.
Portanto, € crucial que as investigacdes sobre o potencial terapéutico da ivermectina
no tratamento do céncer levem em consideracdo doses clinicamente viaveis e
toleraveis, com um acompanhamento sistematico dos efeitos colaterais téxicos
durante o desenho experimental.

Durante a construcéo das nossas hipo6teses, o estudo de revisdo sobre novas
formulacdes contendo ivermectina foi fundamental para compreender as limitacdes de
suas apresentacdes farmacéuticas convencionais e os desafios farmacocinéticos ao
considerar novos alvos terapéuticos. Sendo assim, nossos esforcos de pesquisa se
concentraram no desenvolvimento de estratégias tecnoldgicas para aprimorar as
propriedades biofarmacéuticas da ivermectina, visando alcancar uma eficacia
terapéutica antitumoral em concentracbes de farmaco clinicamente viaveis e
toleraveis.

Para alcancar esse objetivo, desenvolvemos de forma satisfatoria sistemas
nanoestruturados distintos carregados com ivermectina — inorganicos (particulas de
silica nanoestruturadas) e organicos (nanocapsulas de poli-e-caprolactona). A
nanoencapsulacado da ivermectina permitiu aprimorar sua solubilidade intrinseca em

agua, resultando em distintos perfis de liberagéo/dissolucdo do farmaco. Enquanto as
144



nanocapsulas poliméricas oferecem uma liberacdo controlada e sustentada, as
particulas de silica mesoporosa promovem uma taxa de dissolucdo aumentada da
ivermectina. As caracteristicas Unicas de cada nanosistema, como tamanho e
organizacéo estrutural, oferecem diferentes perspectivas para aplicagéo biologica.

Nossa investigacdo demonstrou o impacto dos diferentes nanomateriais na
eficacia antitumoral in vitro e in vivo da ivermectina. Na triagem celular inicial, os
nanocarreadores inorganicos (IVM-MCM) demonstraram uma maior capacidade de
reducdo da viabilidade celular em comparacdo com os nanocarreadores organicos
(IVM-NC), atribuida ao seu perfil de dissolu¢cdo mais rapido e a capacidade de atingir
concentracdes extracelulares inibitérias. Nos estudos in vivo utilizando um modelo de
glioma, a dindamica mudou: o tratamento intranasal com IVM-NC resultou em uma
significativa redugcédo do tamanho do glioma em ratos, enquanto o IVM-MCM néo
apresentou efeito significativo na supressao tumoral. Essa diferenca de desempenho
foi associada a distribuicdo de tamanho das particulas, onde os nanocarreadores
organicos apresentam uma faixa nanométrica favoravel para atravessar a barreira
hematoencefélica e alcancar a eficicia antitumoral.

O estudo de sistemas de administracdo baseados em nanotecnologia emerge
como uma abordagem fundamental para avancar no tratamento de medicamentos
pouco soluveis em agua, como a ivermectina. Esta avaliacdo destaca as amplas
implicagdes e a versatilidade dos nanomateriais, oferecendo perspectivas diversas e
até vantagens multiplicadas, se ousarmos combina-los. Esta pesquisa representa um
marco inovador ao ser o primeiro relatério sobre o uso de nanomateriais de silica como
transportadores para a entrega de ivermectina. Além disso, o potencial das
formulagcBes nanotecnoldgicas contendo ivermectina para o tratamento do cancer
permanece inexplorado, o que ressalta a relevancia e a inovacao deste trabalho na

area da nanomedicina oncoldgica.
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7.1. Comunicacao Visual Cientifica: Traduzindo Ciéncia em Imagens

A comunicacdo cientifica depende fortemente da linguagem escrita, tendo
documentos da literatura primaria, como artigos, livros e monografias, como principais
fontes de informacao.

Na atual era da ciéncia global, estamos submersos em um influxo de
informacdes, com aproximadamente 5 milhdes de artigos cientificos sendo publicados
anualmente (CURCIC, 2023). A rapida disseminagéo do conhecimento e dos avangos
cientificos é promissora; entretanto, a complexidade e o carater interdisciplinar das
pesquisas, juntamente com a sobrecarga de informal, resultam em uma alta demanda
cognitiva para assimilacdo de extensa literatura, dificultando o reconhecimento dos
achados mais relevantes para nossas pesquisas (CHENG et al., 2022).

H& uma necessidade crescente entre os cientistas de apresentar de forma
concisa e atrair a atencao de outros leitores para suas pesquisas. A demanda por
recursos visuais no discurso cientifico esta em alta, exigindo gréficos mais avancados
para comunicar descobertas cientificas. Visuais bem elaborados tém o potencial de
facilitar o acesso e melhorar a compreenséao do impacto dos dados cientificos, ndo
apenas na comunidade académica, mas também entre o publico em geral. Isso
contribui para uma divulgacdo mais ampla do conhecimento cientifico e potencializa o
impacto dos artigos de pesquisa (KHOURY et al., 2019).

Apesar da eficacia das abordagens de comunicacédo visual na transmisséo de
conceitos complexos e no aumento do impacto das publicacdes cientificas, persistem
desafios na sua implementacao, particularmente na promocao da colaboracdo entre
os diferentes campos da ciéncia e da arte/design. A avaliacdo critica deste cenario
levou-nos a apostar na ideacdo e desenvolvimento da Linear, uma Startup
especializada em comunicacéo visual cientifica, com a misséo de transformar a forma
como a ciéncia é transmitida, tornando os resultados da investigacdo mais acessiveis
e melhorando o seu impacto visual.

Desde a sua implementacdo em 2021, a Linear realizou 76 projetos de design
em consonancia com pesquisas nas areas das ciéncias naturais e das ciéncias da
saude, dos quais 50% dos recursos visuais criados foram publicados em revistas

cientificas.
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No ano de 2024, a Linear foi pré-incubada no CEI — Centro de
Empreendimentos em Informatica — UFRGS, e conta com dois socios: a fundadora
Maiara Callegaro Velho e o co-fundador Jodo Vitor Raupp. Além disso, € uma das
empresas apoiadoras do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Impresséo 3D
e Materiais Avancados Aplicados a Saude Humana e Animal (INCT_3D-Saude). Seus
principais colaboradores incluem os pesquisadores Dr. Ruy Carlos Ruver Beck,
Dra.Aline Ferreira Ourique e Dra. Monique Deon.

A participacdo ativa da Linear em projetos de pesquisa, assim como Seu
engajamento em parcerias estratégicas com instituicbes de renome, ressalta o
potencial transformador da integracdo entre ciéncia e design na comunicagao
cientifica. Além disso, o desenvolvimento da Linear proporcionou o alcance de novos
conhecimentos em empreendedorismo e inovacao. Estratégias como essa devem ser
incentivadas e valorizadas dentro dos programas de pés-graduacéao.

Por fim, a comunicacdo visual cientifica, alinha-se com as necessidades
modernas de difusdo do conhecimento, tem a capacidade de traduzir as pesquisas
cientificas, disseminar conhecimento e valorizar a ciéncia. E evidente que investir
nesse campo ndo apenas aprimora a compreensao publica da ciéncia, mas também
fortalece os vinculos entre a academia e a sociedade, promovendo uma cultura de

inovacao e progresso.
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8. CONCLUSOES

A seguir, reiteramos as principais conclusdes experimentais alcancadas neste
trabalho de tese:

o Foram desenvolvidos com sucesso sistemas nanoestruturados
organicos (nanocapsulas poliméricas) e inorganicos (particulas de silica mesoporosa)
contendo ivermectina, com caracteristicas nanométricas e fisico-quimicas adequadas.

o As particulas de silica nanoestruturada demonstraram alta eficiéncia de
carregamento da ivermectina, permitindo a amorfizacdo do farmaco.

o As nanocépsulas de poli(e-caprolactona) apresentaram distribuicdo
uniforme de tamanho nanométrico e alta eficiéncia de encapsulamento da ivermectina,
embora com menor capacidade de carga de medicamento.

. Ambos 0s nanocarreadores apresentam vantagens promissoras na
melhoria da taxa de dissolucao da ivermectina.

. As particulas de silica nanoestruturada possibilitaram uma taxa mais
rapida de dissolucao da ivermectina.

. Os resultados in vitro sugeriram um efeito aumentado das particulas de
silica nanoestruturada carregadas com ivermectina na reducdo da viabilidade de
células tumorais em comparacdo aos tratamentos com nanocapsulas.

. Os resultados in vivo indicam que as nanocapsulas carregadas com
ivermectina alcancam biodisponibilidade do farmaco no tecido cerebral em
concentragdes eficazes para suprimir o crescimento tumoral no modelo de glioma de
rato.

o A eficacia antitumoral foi demonstrada em doses de ivermectina
inferiores as clinicamente usuais em humanos.

o Os tratamentos com ivermectina em ratos implantados com glioma

demonstraram boa seguranca e tolerabilidade.
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9. PERSPECTIVAS

Os sistemas nanoestruturados desenvolvidos demonstraram eficacia na
entrega da ivermectina, abrindo possibilidades para aplicagdes terapéuticas em uma
ampla gama de doencas, abarcando infec¢des parasitarias, virais e diversos tipos de
cancer. Ademais, destaca-se uma perspectiva promissora de aplicacdo no contexto
da Saude Unica (One Health), alinhando-se com as necessidades globais de salide
tanto de seres humanos quanto de animais.

O aprimoramento da solubilidade e da biodisponibilidade da ivermectina por
meio desses sistemas pode ser explorado para o desenvolvimento de novas
formulagBes farmacéuticas com maior eficacia e menor toxicidade. Além disso, a
compreensao mais aprofundada do mecanismo de a¢cdo dos nanocarreadores e seu
impacto nas propriedades antitumorais da ivermectina pode abrir novas oportunidades
para a pesquisa de tratamentos contra o cancer. Essas perspectivas ressaltam a
importancia continua deste trabalho, a fim de fornecer uma base sélida para futuras
investigacdes clinicas.

Embora haja avancos promissores, ainda enfrentamos desafios significativos,
especialmente no que diz respeito ao perfil de seguranca das novas formulacdes de
ivermectina. E imperativo conduzir estudos adicionais para determinar com precisio
a dose segura e o regime posologico adequado.

Com base nas perspectivas apresentadas, novas etapas poderiam ser
incluidas para o enriquecer este trabalho:

¢ Investigacdo dos mecanismos de morte celular promovidos pelas formulacdes
nanoestruturadas contendo ivermectina em linhagens tumorais;

e Avaliacdo da seguranca e citotoxicidade das formula¢cdes nanoestruturadas
contendo ivermectina em células mononucleadas de sangue periférico humano e
células neurais;

e Avaliacdo farmacocinética in vivo das formula¢des nanoestruturadas contendo
ivermectina, visando compreender melhor sua distribuicdo, metabolismo e excrecao
no organismo.

e Avaliacdo da toxicidade in vivo das formulagbes contendo ivermectina,

utilizando protocolos de tratamento e doses ndo convencionais;
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