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RESUMO

Objetivos: Desenvolver e caracterizar nanocapsulas poliméricas contendo erlotinib,
bem como avaliar sua atividade antitumoral in vitro em células de adenocarcinoma de
pulméo humano. Metodologia: As nanocapsulas contendo erlotinib (0,5 mg.mL™)
foram obtidas pelo método de nanoprecipitagdo utilizando poli(e-caprolactona) e oleo
de copaiba como parede polimérica e nicleo oleoso, respectivamente. Os parametros
fisico-quimicos avaliados foram: didmetro médio e distribuicdo de tamanho, indice de
polidispersdo, potencial zeta, concentracdo de particulas e pH. Para determinacdo do
teor e eficiéncia de encapsulacdo do erlotinib, utilizou-se metodologia validada por
CLAE-UV. O estudo de liberacdo in vitro, utilizando sacos de didlise, foi realizado
para obter o perfil de liberacdo do farmaco a partir das nanocapsulas. As nanocapsulas
contendo erlotinib foram avaliadas quanto ao seu potencial de inibir o crescimento,
induzir a apoptose, interferir com o ciclo celular e sobrevivéncia clonogénica de
células de adenocarcinoma de pulméo, linhagem A549. Resultados: As nanocapsulas
apresentaram diametro médio de 171 + 2 (PDI < 0, 10), potencial zeta de —8,17 + 2.26
mV, nimero de particulas por mL de 6,97 + 0,22 x 10 e pH de 6,24 + 0,02. O teor e
a eficiéncia de encapsulacdo foram proximos de 100%. Com excecdo do pH, todos
parametros mantiveram-se iguais apés 30 dias de armazenamento em temperatura
ambiente. Observou-se uma liberacdo controlada do farmaco devido a
nanoencapsulacdo. Os ensaios de citotoxicidade demonstraram que as nanocapsulas
contendo erlotinib apresentaram maior atividade antitumoral quando comparado com o
farmaco livre. Também foi demonstrado inducdo de apoptose, pela analise de ciclo
celular e marcacdo por Anexina-V conjugada ao 7-AAD. No ensaio clonogénico, as
nanocapsulas contendo erlotinib reduziram 100% o nimero de coldnias formadas.
ConclusBes: Foram obtidas nanocéapsulas com propriedades nanotécnologicas
adequadas e capazes de controlar a liberacdo do erlotinib. Os estudos in vitro na
linhagem celular A549 demonstraram aumento no efeito antitumoral e foi
demonstrado que o encapsulamento do farmaco € imprescindivel para essa melhor
atividade.

Palavras-chave: cancer de pulmdo, erlotinib, nanocédpsulas polimérica.






ABSTRACT

Development of erlotinib-loaded nanocapsules and evaluation of the in vitro
antitumor effect in lung adenocarcinoma cells.

Purpose: To develop and characterise erlotinib-loaded polymeric nanocapsules and to
evaluate its in vitro antitumor activity in human lung adenocarcinoma cells.
Methodology: The erlotinib-loaded nanocapsules (0.5 mg.mL™) were obtained by
nanoprecipitation method using poly (e-caprolactone) and copaiba oil as the polymeric
wall and oily core, respectively. The physicochemical parameters evaluated were:
mean diameter and size distribution, polydispersity index, zeta potential, particle
concentration and pH. An HPLC-UV validated method was used to determine the drug
content and encapsulation efficiency. The in vitro release study using dialysis bags
was performed to obtain the drug release profile from nanocapsules. The erlotinib-
loaded nanocapsules were evaluated regarding their potential to inhibit the growth,
induce apoptosis, interfere with the cell cycle and clonogenic survival of lung
adenocarcinoma cell (A549). Results: The nanocapsule formulation presented z-
average diameter of 171 + 2 (PDI <0.10), zeta potential value of -8.17 £ 2.26 mV,
number of particles per mL of 6.97 + 0.22 x 10", and pH value of 6.24 + 0.02. The
drug content and the encapsulation efficiency were nearly 100%. Except for the pH
value, all these parameters remained the same after 30 days of storage. A controlled
release of the drug was observed due to nanoencapsulation. The cytotoxicity assays
demonstrated that the erlotinib-loaded nanocapsules showed higher antitumor activity
compared to free drug. Induction of apoptosis was demonstrated by cell cycle analysis
and Annexin-V/7AAD staining. In the clonogenic assay, erlotinib-loaded nanocapsules
reduced 100% the number of colonies formed. Conclusions: Nanocapsules with
appropriate nanotechnological properties and capable of controlling the erlotinib
release were obtained. The in vitro studies in the A549 cell line showed an increase in
antitumor effect and was demonstrated that the drug encapsulation is essential for this
better activity.

Keywords: lung cancer, erlotinib, polymeric nanocapsules.
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1.1. Cancer de pulméo

O céncer do pulméo é a principal causa de morte relacionada ao cancer na
populacdo mundial (Walter et al., 2015), estimando-se em torno de 1,3 milhdes de
mortes por ano (Meert et al., 2015). No Brasil, de acordo com estimativas do Instituto
Nacional do Céncer (INCA), sdo esperados 17.330 novos casos de cancer de pulméo
em homens e 10.890 em mulheres para 0 ano de 2016 (INCA, 2015). O principal fator
de risco para ocorréncia de cancer de pulméo é o tabagismo, sendo responsavel por
cerca de 90% dos casos (Ridge et al., 2013).

O cancer de pulmdo apresenta uma razdo mortalidade/incidéncia de,
aproximadamente, 90%. Portanto, é considerado um dos tipos de cancer mais
agressivos, a sobrevida em cinco anos € baixa, cerca de 10% a 15%. Isso porque, em
geral, esse tipo de cancer é detectado em estagios avancados, uma vez que nao sdo
observados sintomas em seus estagios iniciais (INCA, 2015).

Do ponto de vista anatomopatoldgico, esta neoplasia apresenta dois subtipos
principais: cancer de pulméo de células pequenas (SCLC, abreviatura do inglés Small
Cell Lung Cancer) e cancer de pulméo de células ndo pequenas (NSCLC, abreviatura
do inglés Non-Small Cell Lung Cancer). O NSCLC é responsavel por 85% a 90% dos
casos de cancer de pulméo, sendo um tipo menos agressivo quando comparado ao
SCLC (Pavlou e Diamandis, 2010). Além disso, 0 NSCLC corresponde a um grupo
heterogéneo composto de trés tipos histoldgicos principais e distintos:
adenocarcinoma, carcinoma epidermoide e carcinoma de grandes células (Gazdar,
2010). O adenocarcinoma é responsavel por mais de 50% dos casos de NSCLC
(Zugazagoitia et al., 2014).

O estadiamento do cancer de pulméo ¢ classificado conforme o Sistema TNM
(do inglés, "Tumor, Node, Metastasis™) da American Joint Committee on Cancer. Esse
sistema utiliza trés critérios para avaliar o estagio do cancer: extensdo anatdmica do
tumor (T), presenca ou auséncia de comprometimento pela doenca em lifonodos
regionais e sua extensdo (N), e a presenca ou auséncia de metastases (M),
classificando a doenca em estagio de | (doenca inicial) a IV (doenca metastatica).

Em geral, para o tratamento do céncer de pulméo existem trés alternativas:

cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Esses métodos podem ser associados para
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obtencdo de melhores resultados. Em estagio inicial, a cirurgia seguida de
quimioterapia adjuvante € o tratamento de escolha, visto que essa € a modalidade que
oferece a maior chance de cura (Pallis, 2012; Cortés et al., 2015). Na maioria dos
casos, no momento do diagndstico, os pacientes apresentam-se com doenca avancada,
na qual o tumor ja se espalhou além dos limites de ressecabilidade. Para pacientes com
NSCLC localmente avancado, a abordagem padrdo € a quimioradioterapia, uma vez
que oferece um pequeno, mas estatisticamente significativo prolongamento da
sobrevida (Pallis, 2012).

1.2. Erlotinib

O erlotinib (ELB, Figura 1) € um farmaco lipofilico, derivado de quinazolina,
que foi aprovado pela agéncia americana Food and Drug Administration (FDA), no
ano de 2004, para o tratamento de pacientes com NSCLC localmente avangado ou
metastizado e cancer pancreadtico metastizado. Caracteriza-se por ser um solido
cristalino, soluvel em solventes organicos como etanol, dimetilsulfoxido e
dimetilformamida. Sua férmula molecular é C,,H»3N3O,4, apresentando uma massa de
393,4 g/mol e pKa de 5,40 (Van Leeuwen et al., 2016).

HGCRO/“\,’O N\ﬁ
) N
He” "0 = H

-
HNO/C?’C

Figura 1. Estrutura quimica do erlotinib.

Esse farmaco inibe de forma reversivel e seletiva a atividade tirosina quinase do
receptor do fator de crescimento epidérmico do tipo 1 (HER1/EGFR). O EGFR € uma
proteina transmembrana com atividade tirosina quinase, sendo essencial para a
proliferacdo, migracdo, metabolismo, diferenciacdo e sobrevivéncia das células
epiteliais normais. A atividade adequada do EGRF é necessaria para manter a
homeostasia celular e sua ativacdo anormal implica em diversas variedades de

processos neoplésicos, entre eles 0 NSCLC (Maruyama,2014; Wieduwilt e Moasser,
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2008; Stella et al.,2012). O EGRF torna-se ativo por mecanismos dependentes de
ligante, independentes de ligante e por superexpressdo. Quando ocorre a ligagéo de
uma proteina sinalizadora ao dominio extracelular do EGRF, esse sofre alteracdes
conformacionais, tornando sua conformacéo estavel e permitindo a dimerizacdo e a
autofosforilagdo de diversos residuos de tirosina na porcdo terminal intracelular. Na
celula tumoral, a autofosforilagio do EGFR desencadeia uma série de vias
intracelulares complexas, que resultam em proliferacdo celular, inibi¢cdo da apoptose,
capacidade de invasdo tecidual, metastases, alem do estimulo a neovascularizacéo
(Vlahovic Crawford, 2000).

O EGRF esta superexpresso em grande parte dos casos de NSCLC e sua
ativacdo esta relacionada com um mau prognostico (Stella et al., 2012). O ELB
compete com a adenosina trifosfato (ATP) pelo sitio de ligacdo no dominio
intracelular do EGFR. Sendo assim, ele impede a ligacdo do ATP, levando a regressao
tumoral pela parada do ciclo celular, aumento da apoptose e inibicdo da angiogénese
(Makrilia et al., 2009; Toffoli et al., 2007).

Esse farmaco esté disponivel no mercado na forma farmacéutica de comprimido
revestido (Tarceva®, Roche). Para o tratamento do NSCLC, o ELB € administrado na
dose de 150 mg, via oral, uma vez ao dia. Sua absorcao gastrointestinal € um processo
complexo e multifatorial, caracterizado por uma biodisponibilidade baixa e variavel, o
que resulta em uma significativa variabilidade intraindividual (Van Leeuwen et al.,
2016). Em um estudo de Frohna e colaboradores (2006), foi demonstrado que a sua
biodisponibilidade oral é de, aproximadamente, 60%. Além disso, esse farmaco sofre
extenso metabolismo de primeira passagem (Smith et al., 2008), sendo
predominantemente metabolizado pela CYP3A4 e, em menor extensao, pela CYP1A2
e sua isoforma CYP1A1. Aproximadamente 75% dos seus metabolitos sédo excretados
pelo sistema biliar (Li et al., 2010).

Os efeitos adversos do ELB frequentemente relatados incluem diarréia e rash
cutaneo, que podem ser graves, acarretando a interrup¢do do tratamento (Rudim et al.,
2008). Em um estudo de Shepherd e colaboradores (2005), foi demonstrada a
ocorréncia de diarreia em 55% dos pacientes e diarréia grave em 6% dos pacientes.

Em outro estudo, Melosky (2012) relatou a ocorréncia de rash cutaneo em 75% dos
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pacientes. Reacfes cutaneas graves como a sindrome de Stevens-Johnson e a necrolise
epidérmica tdxica sdo associadas ao tratamento (Li et al., 2010). Outros efeitos
incluem ceratite, sangramento gastrintestinal, anorexia, fadiga, tosse, dispneia, nausea
e vomitos (Sweetman, 2011). A funcdo hepatica requer um monitoramento rigoroso,
visto que foi observada a ocorréncia de insuficiéncia hepética grave ou fatal (Brunton
et al., 2012). A reacdo adversa mais grave associada a esse farmaco é a fibrose

pulmonar, no entanto a sua ocorréncia € rara (Heine et al., 2012).

1.3. Nanotecnologia

A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que tem emergido rapidamente
e que apresenta potencial aplicacdo em diversos setores. No campo farmacéutico, é
crescente o interesse por tratamentos mais eficientes, direcionados para alvos
especificos, com diminuicdo da dose necessaria € minimizacao dos efeitos adversos.
Neste contexto, a area de Nanotecnologia Farmacéutica apresenta grande potencial de
aplicabilidade, com resultados promissores para o tratamento de diversas doengas.

Alguns exemplos de nanossistemas desenvolvidos para promover o carreamento
de farmacos para fins de diagndsticos e tratamento consistem em dendrimeros,
lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas, micelas poliméricas, nanoesferas,
nanocapsulas e nanoparticulas magnéticas (Marcatto e Duran, 2008; Zhu e Liao,
2015). Dentre esses diversos sistemas nanocarreadores de farmacos descritos na
literatura, os que utilizam materiais como poliésteres e biopolimeros sdo vantajosos
por serem biodegradaveis e biocompativeis, visto que promovem a biodegradacdo in
vivo das particulas e, consequentemente, a sua remocao do organismo (Kallinteri et al.,
2005) .

1.3.1 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos que
apresentam diametro inferior a 1um, perfil granulométrico homogénio e monomodal
(Schaffazick et al., 2003). As nanocapsulas consistem em uma estrutura vesicular com
um involucro polimérico ao redor de um nucleo oleoso (Fessi et al.,1989) ou lipidico,

que é constituido por um lipideo solido disperso em um lipideo liquido (Muller et al.,
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2001; Jager et al., 2007). Na auséncia de um nucleo oleoso, podem ser preparadas
nanoesferas, as quais consistem em uma matriz polimérica (Pohlmann et al., 2007).

Em relagdo aos sistemas convencionais, estudos tém demonstrado as
potencialidades desses sistemas nanoparticulados por suas vantagens como: 0 aumento
da biodisponibilidade e eficacia terapéutica (Italia et al., 2009), capacidade de transpor
barreiras biologicas (Frozza et al., 2010), aumento da estabilidade quimica do farmaco
em ambientes fisiolégicos (Pohlmann et al., 2013), reducdo dos efeitos adversos
(Benvegnu et al., 2012; Dimer et al., 2014), bem como aumento do efeito antitumoral
in vitro (Yurgel et al., 2014; Fontana et al., 2014) e in vivo (Mazzarino et al., 2011;
Drewes et al., 2016).

Em 1989, Fessi e colaboradores propuseram o método baseado na deposicédo
interfacial do polimero pré-formado. Para a obtencdo de nanocépsulas atraves desse
método, as matérias-primas imprescindiveis sdo o0 polimero biodegradavel,
componente oleoso e tensoativos. Os polimeros mais utilizados sdo poliésteres
biodegradaveis e biocompativeis, como o poli(l-lactideo) (PLA), poli(e-caprolactona)
(PCL), ou o poli(lactideo-co-glicolideo) (PLGA) (Duran et al., 2011). O principal
componente oleoso utilizado sdo os triglicerideos do &cido caprico e caprilico, seguido
pelos 6leos vegetais (Pohlmann et al., 2013). Dentre os 6leos vegetais, destaca-se 0
6leo de copaiba devido a sua atividade anti-inflamatoria (Veiga et al., 2007) e
antitumoral (Lima et al., 2003). O 6leo de copaiba é um exsudato extraido do tronco
das arvores do género Copaifera, provenientes da regido tropical da America Latina
(Veiga e Pinto, 2002). Essas formulacBes exigem também o uso de uma associacao de
tensoativos, um de elevado equilibrio hidrofilo-lipéfilo (EHL), como o polissorbato 80
e outro de baixo EHL, como o0 monoestearato de sorbitano (Venturini et al., 2011) ou,
ainda, a presenca de fosfolipidios (Mundargi et al., 2008) ou de polimeros oxigenados
como polietilenoglicol (PEG) e os poloxameros (Zhang et al.,2008). A estabilizagdo
desses sistemas em solucdo € decorrente da presenca de micelas de polissorbato 80
(Fiel et al., 2013).

A técnica de deposicdo interfacial do polimero pré-formado, a qual foi utilizada
neste trabalho, consiste em dissolver o polimero, 6leo, estabilizador (tensoativo de

baixo EHL) e o farmaco em um solvente miscivel em agua. Essa fase organica é
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injetada em uma fase aquosa contendo estabilizador hidrofilico (tensoativo de alto
EHL). As nanoparticulas sdo originadas espontaneamente pela rapida difusdo do
solvente no meio aquoso e na interface 6leo/agua o polimero precipita ao redor das
goticulas de o6leo. O solvente é entdo removido da suspensdo através da evaporacao
sob pressdo reduzida até o ajuste do volume final da formulacéo.

Utilizando a técnica de nanoprecipitacdo, Jornada e colaboradores (2012)
demonstraram ser possivel modular o tamanho das nanoparticulas pelo controle de
variaveis como a viscosidade da fase orgénica e a concentracdo de material nessa fase.
Nesse estudo, também foi evidenciado ser possivel aumentar o teor total de farmaco
pelo aumento da fragdo volumétrica da formulacdo, gerando uma maior densidade de
numero de particulas (Jornada et al., 2012). Os mesmos autores demonstraram que a
reducdo do volume da fase aquosa ndo gera alteracdo nas caracteristicas fisico-

quimicas da formulacédo (Jornada et al., 2015).

1.4. Vetorizacdo de farmacos antitumorais

A entrega de farmacos antitumorais por nanoparticulas tem recebido muita
atencdo nos ultimos anos, visto que o cancer é a segunda causa mundial de morte,
sendo superado apenas pelas doencas cardiovasculares (Pérez e Fernandez, 2015). A
aplicacdo de nanoparticulas poliméricas para vetorizagcdo de farmacos em tumores
solidos se deve as suas propriedades promissoras. Primeiramente, devido ao seu
tamanho reduzido, as nanoparticulas sdo capazes de penetrar nos pequenos capilares,
aumentando de forma eficiente o acumulo de farmacos em tumores solidos
(Estanqueiro et al., 2015). Este fendmeno de vetorizacdo passiva (passive targeting) é
conhecido como “efeito de aumento de retengdo e permeabilidade” (EPR). O endotélio
dos tecidos tumorais é mais permeavel a estruturas de dimensdes nanométricas, dessa
forma as nanoparticulas conseguem entrar nas fenestracbes mais largas dos vasos
tumorais, mas ndo conseguem entrar nas fenestracdes do endotélio normal. As
nanoparticulas com didmetro inferior a 200 nm atingem o extravasamento para
tumores pelo efeito EPR de forma mais eficaz (Pérez e Fernandez, 2015). A Figura 2

representa de forma esquematica o efeito EPR.
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Figura 2. Acimulo de nanoparticulas pelo efeito de aumento de retencgéo e
permeabilidade no intersticio tumoral. Fonte: Estanqueiro et al., 2015.

O processo inflamatorio presente nos tecidos adjacentes ao tumor também
contribui  para alteragbes de permeabilidade microvascular, facilitando o
direcionamento das nanoparticulas para o tecido tumoral (lyer et al., 2006). Outro
fator importante é o uso de polimeros biodegradaveis na producdo das nanoparticulas,
0 que permite uma liberacdo sustentada do farmaco para o sitio de acdo (Natarajan et
al., 2014). Dessa forma, esses sistemas sdo capazes de fornecer uma maior
concentracdo de farmaco no sitio do tumor e, consequentemente, concentragcdes mais
baixas nos tecidos saudaveis. Portanto, o indice terapéutico é aumentado, a0 mesmo
tempo em que sua toxicidade e efeitos adversos sdo reduzidos (Egusquiaguirre et al.,
2012).

Neste sentido, a nanoencapsulagdo de farmacos tem sido considerada uma
estratégia atraente e promissora. Nanocapsulas de poli(e-caprolactona) contendo
indometacina foram eficazes na reducdo da viabilidade celular e exerceram
citotoxicidade seletiva para as células tumorais de glioblastomas (Bernardi et al.,
2008). Além disso, apds administracdo intraperitoneal, vetorizaram a indometacina
para o tecido cerebral, reduzindo o volume do tumor e suas caracteristicas
histopatologicas de malignidade (Bernandi et al., 2009). Resultados promissores para
0 tratamento de glioblastomas também foram observados quando se utilizou

nanocapsulas de ndcleo lipidico contendo resveratrol (Figueiro et al., 2013).
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Adicionalmente, foi demonstrado que nanocapsulas de ndcleo lipidico contendo éster
etilico de metotrexato foram capazes de reverter a resisténcia ao tratamento em
linhagens celulares de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231 (Yurgel et al., 2014).
Em um estudo de Malguizo e colaboradores (2015), foi avaliado a atividade de
nanoparticulas poliméricas de poli (butil-cianoacrilato) contento doxorrubicina em
duas linhagens celulares de cancer de pulméo e demonstrado um aumento da atividade
antitumoral tanto in vitro bem como in vivo.

No que diz repeito ao desenvolvimento de nanocarreadores para o erlotinib,
observa-se poucos artigos na literatura cientifica, sendo a maioria publicados
recentemente. Marslin e colaboradores (2009) desenvolveram nanoparticulas de PLGA
contendo erlotinib, e evidenciaram menor toxicidade subaguda em ratos quando
comparado com o farmaco livre. Também, micelas inversas contendo erlotinib foram
desenvolvidas por Vrignaud e colaboradores (2012), em estudo que demonstrou um
aumento na eficacia antitumoral in vitro em células de adenocarcinoma pancreético.
Barghi e colaboradores (2014) desenvolveram nanoparticulas com o copolimero
policaprolactona-polietilenoglicol-policaprolactona (PCEC) e demonstraram reducao
da viabilidade celular pelo ensaio de MTT em células de adenocarcinoma de pulmao.
Também, nanoparticulas de quitosana foram preparadas por Srinivasan e Shoyele
(2014) e estudaram a influéncia do pH na liberacdo do farmaco, a partir das particulas
com a superficie funcionalizada com anticorpo, em comparacdo com aquelas nao
funcionalizadas. Foi observado que as particulas funcionalizadas apresentaram um
maior controle da liberacdo do erlotinib. Recentemente, Mandal e colaboradores
(2016) desenvolveram nanoparticulas hibridas contendo erlotinib e demonstraram que
essas nanoparticulas reduzem a viabilidade celular e aumentam a captacéo celular.

Considerando o exposto, a presente dissertacdo tem por objetivo explorar as
potencialidades inéditas das nanocapsulas polimeéricas na veiculacdo do erlotinib com
vistas ao tratamento do cancer de pulméo de células ndo pequenas. Os graves efeitos
adversos e a biodisponibilidade baixa e variavel deste farmaco, aliados aos beneficios
relatados para as nanoparticulas na vetorizacdo de farmacos antitumorais, além da
possibilidade de combinar o 06leo de copaiba na estruturagdo do nucleo das

nanocapsulas de poli(e-caprolactona) contendo erlotinib, levando ao desenvolvimento
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de um nanocarreador inédito, motivaram a pesquisa. Assim, o0 racional da proposta é
de que a nanoencapsulagéo do erlotinib propiciard uma melhora da eficacia do farmaco
em comparacdo com uma formulagdo controle de farmaco livre. Para averiguar esta
hipétese, o trabalho utilizara linhagem de células de adenocarcinoma de pulméo
(A549), avaliando a capacidade da formulagéo de inibir o crescimento celular, induzir
apoptose e de interferir no ciclo celular, bem como por meio da avaliagdo da

sobrevivéncia clonogénica nas referidas células.






OBJETIVOS







Objetivo geral
Desenvolvimento e caracterizacdo fisico-quimica de nanocépsulas poliméricas
contendo erlotinib e investigacdo da sua atividade antitumoral in vitro em celulas de

adenocarcinoma de pulmao humano (A549).

Objetivos especificos
e Desenvolvimento de suspensGes de nanocapsulas poliméricas contendo
erlotinib (0,5 mg/mL);
e Validacdo de um método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccdo UV para a determinacéo do erlotinib em nanocapsulas poliméricas;
e Caracterizacdo da formulacdo quanto ao diametro médio, indice de
polidispersdo, potencial zeta, nimero de particulas por mL, pH, teor de farmaco,
eficiéncia de encapsulagéo e morfologia;
e Avaliacdo da estabilidade do farmaco associado as suspensdes de nanocapsulas
frente ao armazenamento por um periodo de 30 dias;
e Avaliacdo do perfil de liberacéo in vitro do erlotinib a partir das nanocapsulas;
e Avaliacdo da capacidade antiproliferativa in vitro de nanocédpsulas poliméricas
contendo erlotinib na linhagem A549;
e Avaliacdo da capacidade da formulacdo de induzir apoptose e de interferir no
ciclo celular;

e Auvaliacdo da sobrevivéncia clonogénica em células da linhagem A549.






ARTIGO

Improving the antitumor activity of erlotinib in non-small cell lung cancer by
encapsulation in polymeric nanocapsules: formulation, physicochemical

characterisation and in vitro cytotoxicity
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O texto completo deste capitulo, que no texto integral da dissertacdo defendida
ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 39 — 64, foi suprimido por
tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periodico cientifico. Consta
do desenvolvimento e caracterizacdo de nanocapsulas poliméricas contendo erlotinib,
bem como da avaliagdo de seu efeito antitumoral in vitro em linhagem de

adenocarcinoma de pulmao.
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Pelo método de nanoprecipitacédo, utilizando poli (e-caprolactona) como parede
polimérica, 6leo de copaiba como nucleo oleoso e polissorbato 80 como tensoativo, foi
possivel obter nanocépsulas poliméricas contendo erlotinib (0,5 mg.mL™). O erlotinib
é um farmaco lipofilico, que apresenta baixa biodisponibilidade oral e diversos efeitos
adversos.

Os valores obtidos de didmetro medio (espalhamento de luz dindmico),
potencial zeta (mobilidade eletroforética), nimero de particulas por mL (turbidimetria)
e pH (potenciometria) foram de 171 + 2 (PDI <0, 10), -8,17 £ 2.26 mV, 6,97 = 0,22 x
10" particulas por mL e 6,24 + 0,02, respectivamente. Apds a comparacio com as
nanocéapsulas sem farmaco, concluiu-se que a encapsulacdo do ELB ndo provocou
alteracbes nas caracteristicas da formulacdo. O teor e a eficiéncia de encapsulacédo
(CLAE-UV) foram préximos de 100%. A formulagdo apresentou-se estavel por um
periodo de 30 dias, a temperatura ambiente e protegida da luz. O Unico parametro que
apresentou alteracgdo foi o pH, ocorrendo diminuicdo no seu valor (6,24-5,72)(p<0,05).
Essa diminuicdo pode estar relacionada com a hidrolise parcial da cadeia lateral do
polimero. A analise morfologica (microscopia eletronica de transmisséo) demonstrou a
presenca de nanoparticulas esféricas com didmetro semelhante ao obtido por
espalhamento de luz dindmico.

O estudo de liberacdo in vitro do erlotinib a partir da suspensao de nanocapsulas
foi realizado utilizando o método de sacos de didlise e tampéo acetato pH 3,7 como
meio de liberacdo. O erlotinib foi liberado mais lentamente a partir das nanocépsulas,
quando comparado com o controle (solucdo metanodlica). Os dados de liberacdo foram
adequadamente modelados pela equacdo de primeira ordem monoexponencial. A
solugdo de ELB apresentou uma velocidade de dissolucéo (k = 0,4750 + 0,0433 min™)
superior a velocidade de liberacdo do ELB a partir das nanocéapsulas (k = 0,1948 +
0,0134 min™). Esse resultado confirma a eficiéncia desse nanosistema no controle da
liberacao.

A andlise de viabilidade celular pelos ensaios de MTT e LIVE/DEAD em
células A549 (adenocarcinoma de pulmé&o) demonstrou uma maior citotoxicidade da
nanocapsula contendo erlotinib em relagdo ao farmaco livre. Para calcular o ICx,

foram testadas as concentracOes na faixa de 1-40 uM para o ELB e 0.01-10 pM para a
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nanocapsula. O 1Csq encontrado para a nanocapsula contendo erlotinib foi 15 vezes
maior que o ICsy do farmaco livre. No ensaio do MTT, a nanocapsula sem farmaco
(branca) apresentou significativa inibicdo da taxa de proliferacdo celular. Entretanto,
em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, a utilizacdo de uma suspensdo de
nanocapsulas semelhante ndo apresentou citotoxicidade em células normais (HaCaT).
Para demonstrar que o nanoencapsulamento é essencial para melhorar a atividade
antitumoral, foi utilizado como controle em todos o0s experimentos in vitro a
combinacdo de nanocépsulas brancas com o farmaco livre (NC+ELB).

A andlise de ciclo celular, pela avaliagdo contetldo de DNA corado com idodeto
de propidio, evidenciou a presenca de células apoptéticas (populacdo em Sub-G1) no
grupo tratado com as nanocapsulas contendo erlotinib (5puM/2.8x10™ particles/mL).
No entando, a formulagéo ndo demonstrou induzir a parada de ciclo celular. A solugéo
de erlotinib e a nanocapsulas branca mais o ELB (NC+ELB) desencadeou parada de
ciclo na fase GO/G1. Contudo, ja esta relatado na literatura que o ELB induz parada de
ciclo nessa fase em células da linhagem A549. A nanocépsula branca (NC) reduziu
significativamente a populacdo de células na fase S do ciclo celular, o que foi
acompanhado com uma tendéncia em aumentar as células na fase GO/G1l. Esse
resultado sugere que as células se dividiram menos quando comparado ao controle
(meio de cultivo), o que pode explicar a taxa de inibicdo do crescimento da NC
demostrada no ensaio de MTT.

A avaliagdo de inducdo de apoptose foi realizada por citometria de fluxo
utilizando o kit anexina V-PE e 7-AAD. Na dose testada (5pM/2.8x10" particles/mL),
somente a nanocapsula contendo erlotinib induziu apoptose tardia, confirmando os
resultados obtidos na andlise de ciclo celular. A apoptose tardia é uma fase no
processo de morte celular entre a apoptose e a necrose, sendo caracterizada pela
externalizacdo da fosfatidilserina e rompimento da membrana plasmatica. Assim,
nessa fase, as células sdo marcadas tanto com o 7-AAD quanto com a Anexina V-PE.

Os resultados obtidos no ensaio clonogénico demostraram que o tratamento
com as nanocapsulas contendo erlotinib causaram reducdo na sobrevivéncia
clonogénica nas duas doses testadas. Na dose de 5,7x10" particulas/mL, o tratamento

com a nanocapsula contendo erlotinib reduziu em 62,34% a formacéo de col6nias. Na
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dose de 2,8x10" particulas/mL, observou-se reducdo de 100% das colénias formadas.
Esse resultado é muito relevante, visto que em tumores apenas as células clonogénicas
sd0 capazes de causar recorréncia e gerar metastase. Adicionalmente, na maior dose, a
nanocapsula branca mais a solucdo de farmaco (NC+ELB) gerou uma reducdo de

56,13% no numero de coldnias.






CONCLUSAO







Este trabalho demonstrou a viabilidade tecnolégica na obtencdo de
nanocapsulas contendo erlotinib. A formulagdo obtida pela técnica de
nanoprecipitacdo apresentou caracteristicas fisico-quimicas adequadas, e a
incorporacdo do farmaco ndo influenciou nas suas propriedades. Essa formulacéo foi
estavel por um periodo de 30 dias e o estudo de liberacdo foi satisfatdrio, tendo em
vista que foi observado um perfil de liberagcdo mais lento do farmaco quando
encapsulado em nanocapsulas poliméricas. As nanocapsulas contendo erlotinib
aumentaram o efeito antitumoral in vitro e foi demonstrado que encapsulamento do
farmaco é imprescidivel para essa melhor atividade. Também foi evidenciado um
aumento importante na taxa de apoptose e redugdo na sobrevivéncia clonogénica em
células A549. Essa formulacéo inovadora, portanto, € uma alternativa potencial para o
desenvolvimento de forma farmacéutica oral ou pulmonar para o tratamento de
NSCLC.
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Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo de erlotinib em

nanocapsulas poliméricas por cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE.

O metodo analitico para quantificacdo do erlotinib foi validado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foram avaliados 0s seguintes
parametros: linearidade, limites de quantificacdo e deteccéo, precisao (repetibilidade e
precisdo intermediaria), exatiddo e especificidade.

A quantificacdo do erlotinib (ELB), a partir das nanocapsulas poliméricas, foi
realizada através de CLAE em cromatografo Perkin Elmer Series 200, utilizando-se
detector ultravioleta visivel 247 nm e coluna Phenomenex C18 (5y, 150 x 4,6 mm). A
fase movel isocratica foi composta por 0,02M de acetato de amonio e acetonitrila em
uma proporcdo 60:40 (v/v), com pH aparente igual a 3,3. O fluxo utilizado foi 0,8 mL
por minuto.

Para a construcao da curva analitica, as seguintes concentrac@es, a partir de uma
solucdo padrdo (500 pug.mL™), foram preparadas: 1, 2, 5, 10, 15 e 20 pg.mL™, sendo
todas diluigdes realizadas em fase movel. Trés curvas analiticas independentes foram
construidas e a linearidade foi obtida pelo estudo da regresséao linear, pelo método dos
minimos quadrados e analisados por Analise de Variancia (ANOVA). Os limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados a partir da curva analitica e

utilizando as equacgbes 1 e 2.
LD=33.DP /5 (1)
LQ =10.DP /5 (2)

Onde: DP = Desvio padrdo e S = inclinagédo da curva analitica.

As curvas apresentaram adequado coeficiente de correlagdo (r = 0,9998; y =
106532x-12669), regressao linear significativa (Fcaculado = 20.211,99 > Fiapelado = 4,75)
e sem desvio da linearidade (Fcaculado = 1,65 < Fiapelado = 3,26), demonstrando que o
método é linear na faixa de concentracdo de 1 a 20 pg.mL™ (figura 1). O limite de

quantificacdo obtido foi 0,62 pg.mL™ e o limite de detecgdo obtido foi 0,19 pg.mL".
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Figura 1. Representacdo grafica da curva média do erlotinib, quantificada por CLAE
(n = 3, para cada ponto da curva).

A precisdo foi determinada ao nivel de repetibilidade (precisdo intra-dia) e
precisdo intermediaria (precisdo inter-dia). A repetibilidade foi realizada a partir da
analise de seis amostras, na mesma concentracdo (10,0 pg.mL™), no mesmo dia e nas
mesmas condicdes experimentais. Para avaliacdo da precisdo intermediaria, as
amostras (10,0 pg.mL™) foram analisadas em trés dias diferentes (n=3). Os resultados
obtidos para a precisdo estdo expressos na Tabela 1. O desvio padréo relativo (DPR)
para repetibilidade e precisdo intermediaria apresentaram valores que ndo ultrapassam
1,5%, indicando que a metodologia desenvolvida € precisa na faixa de concentracdes

avaliadas.

Tabela 1. Resultados da precisdo do método analitico de doseamento do erlotinib em
nanocapsulas atraves da analise do desvio padréo relativo (DPR) intra (n = 3) e inter-
dia (n = 6).

10 pg.mL™ de erlotinib

Dia

DPR
1 0,67
2 1,12
3 1,21

Repetibilidade 1,18
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A exatiddo foi realizada adicionando-se uma quantidade conhecida de farmaco,
a partir de uma solugdo mée, a uma amostra branca de nanocépsulas. As concentracfes
utilizadas para o teste de exatiddo foram 1, 5 e 15 pg.mL™. Os valores de exatiddo
apresentados na Tabela 2 demostram os valores percentuais recuperados de erlotinib a
partir das solugGes-amostra. Estes valores encontram-se de acordo com os intervalos
permitidos (RE 899 ANVISA).

Tabela 2. Avaliacdo da exatiddo do método analitico de doseamento do erlotinib em
nanocapsulas (n = 9)

Concentragao de

erlotinib (ug.mL™) Conc. = DP Exatidao (%)
1 1,01 £0,03 101,30
5 4,82 £ 0,07 96,42
15 14,54 + 0,23 96,93

A especificidade foi determinada pela utilizacdo de uma suspensdo de
nanocapsulas sem o farmaco, contendo os excipientes utilizados na sua preparacao
(amostra placebo). Os cromatogramas, apresentados na figura 2, demostram que 0
método é especifico para a quantificacdo de erlotinib em suspensdes de nanocapsulas,
ndo observando interferéncia dos demais componentes da formulacdo na quantificacéo

do farmaco.
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Figura 2: Cromatogramas de CLAE para o método analitico de doseamento do ELB
em nanocapsulas: (a) nanocapsulas poliméricas sem farmaco, (b) amostra referente ao

ponto de concentracdo 10,0 pg.mL™ de erlotinib e (c) amostra da suspensdo de
nanocéapsulas referente ao ponto 10,0 pg.mL™.

Referéncia:

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA); Resolucédo (RE) n° 889,
de 29/05/2003: Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos, Ministério
da Saude: Brasil 2003.



