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RESUMO

Tumores de mama podem ser categorizados pela expressdo de diferentes
receptores, como por exemplo o HER-2 (receptor de fator de crescimento epidérmico
2), sendo amplamente estudada a utilizacdo do farmaco inibidor do receptor da
tirosina—quinase, ditosilato de lapatinib. Nesse sentido, o trabalho est4 centrado no
desenvolvimento farmacotécnico e caracterizacdo fisico-quimica de nanocapsulas
multiparede revestidas com polissorbato 80 e fosfatidilcolina (LIPOID S75®),
seguidas de revestimento com quitosana, contendo ditosilato de lapatinib (25pug/mL
e 50ug/mL). Estudos fisico-quimicos da fase orgéanica e das nanocépsulas contendo
LIPOID S75®, em diferentes concentracdes, foram desenvolvidos através de
medidas de viscosidade, tensdo superficial e analise de calorimetria exploratoria
diferencial, correlacionando com o tamanho de particula e interagcdo da
fosfatidilcolina no sistema. A partir disso, escolheu-se a maior concentracdo de
LIPOID S75® testada, para desenvolver as nanocapsulas multiparede complexadas
com metal e fenilalanina contendo ditosilato de lapatinib (Lap2s-P5-Q-Fe-Phe; Lapso-
P5-Q-Fe-Phe; Lap,s-P5-Q-Zn-Phe; Lapse-P5-Q-Zn-Phe). As formulagdes contendo
farmaco apresentaram distribuicdo unimodal de particulas na faixa nanométrica,
(111 - 172 nm) e baixo indice de polidispersdo. A faixa de potencial zeta obtida (+16
- +22 mV) indicou o revestimento da particula pela quitosana. O ditosilato de
lapatinib foi quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A fase
moével do método consistiu em acetonitrila:acetato de aménio 0,02M (70:30), vazao
de 1,0 mL/min com deteccdo em 260 nm. As suspensdes contendo 25 pg/mL e 50
pg/mL de farmaco apresentaram teor entre 93% e 91%, respectivamente. A
eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi acima de 90%. O conjunto destes estudos
demonstra que nanocapsulas desenvolvidas sdo potenciais candidatas para ensaios

biolégicos in vitro.

Palavras-Chave: Ditosilato de lapatinib, cancer de mama, nanocépsulas de nudcleo

lipidico, funcionalizacéo de superficie.






ABSTRACT

Breast tumors may be categorized by the expression of different receptors such as
HER-2 (growth factor epidermal receptor 2), The use of the inhibitor drug receptor
tyrosine-kinase lapatinib ditosylate (Tyverb®, GlaxoSmithKline) has been widely
studied. In this sense, the work is focused on pharmaceutics development and
physicochemical characterization of multiwall nanocapsules coated with polysorbate
80 and phosphatidylcholine (Lipoid S75®), followed by coating with chitosan
containing lapatinib ditosylate (25 p/mL and 50 pg/mL). Physicochemical studies of
the organic phase and nanocapsules containing Lipoid S75® at different
concentrations were developed by viscosity, surface tension analysis and differential
scanning calorimetry, correlated with the particle size and interaction of
phosphatidylcholine in the system From this, we have chosen the highest
concentration of lipoid S75® tested to develop complexed nanocapsules multiparede
with metal and phenylalanine containing lapatinib ditosylate (Lap25-P5-Phe-Phe-Q);
Lap50-P5-Q -Fc-Phe; Lap25-P5-O-Zn-Phe; Lap50-P5-Zn-O-Phe). Formulations
containing lapatinib ditosylate showed unimodal distribution of particles in the
nanometer range (111-172 nm) and low polydispersity index. The obtained zeta
potential range (+16 - +22 mV) indicated by the chitosan particle coating. The
lapatinib ditosylate was quantified by high-performance liquid chromatography
(HPLC). The mobile phase consisted method in acetonitrile: 0.02M ammonium
acetate (70:30), flow 1.0 mLmin? with detection at 260 nm. The suspensions
containing 25 ugmL™ and 50 ugmL™ showed drug content of between 93% and 91%,
respectively. The encapsulation efficiency (EE%) was above 90%. Together these
studies demonstrate that the nanocapsules are potential candidates for in vitro

biological assays.

Keywords: Lapatinib ditosylate, breast cancer, lipid core nanocapsules, surface

functionalization.
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1 INTRODUGCAO

O cancer de mama € uma doenca maligna, com tratamento complexo,
requerendo uma abordagem multidisciplinar. A principal causa de morte esta
relacionada com as metastases oriundas do tumor primario, sendo importante o
diagndstico precoce da doenca e a implementacéo de terapias adjuvantes (SCULLY
et al., 2012).

Nesse sentido, é importante identificar os marcadores tumorais que possam
predizer o comportamento do cancer de mama. Estudos demonstram que
aproximadamente 15-20% de cancer de mama superexpressam o receptor tipo 2 do
fator de crescimento epidérmico humano (HER-2), sendo associado a um pior
prognostico (KUMLER, et al, 2014 SLAMON et al, 1987; SWAIN et al, 2013;
ALMEIDA, 2013; IMAMI et al, 2012; MUNNINK, 2012). Pacientes HER-2 positivo,
geralmente apresentam maior taxa de recorréncia da doen¢ca quando comparado
com pacientes HER -2 negativo. (XIAO et al 2009;. LI et al, 2013)

Atualmente, novas formas de diagnéstico e terapia de combate ao céancer
vem sendo desenvolvidas, aumentando assim as chances de deteccdo em estagios
iniciais da doenca. Assim, a aplicacdo da nanotecnologia na medicina € uma nova
perspectiva de diagndstico e tratamento, devido a sua ampla utilizagdo em diversos
ramos, dentre elas a area oncoldgica (FREITAS, et al, 2011; MOREIRA, 2013;
SANNA, PALA, SECHI, 2014).

A evolucao dos métodos de sintese e no entendimento das propriedades das
nanoparticulas tem possibilitado o desenvolvimento de sistemas de diagndsticos e
de terapia do cancer. O foco atual das novas tecnologias € desenvolver formulacbes
farmacéuticas ou transportadores de farmacos mais especificas, com entrega
diretamente na célula cancerosa diminuindo os efeitos colaterais e potencializando a
acao do principio ativo. (HOLTZ, 2009; RIGGIO et al, 2011).

Métodos terapéuticos em escala nanométrica, como as hanocapsulas
poliméricas tem sido investigadas, sendo desenvolvidas nanocépsulas
funcionalizadas, capazes de entregar agentes terapéuticos aos alvos moleculares
especificos. A vetorizacdo caracteriza-se pelo uso de ligantes da superficie das
nanocapsulas permitindo interagir de maneira especifica com as células tumorais
(BETANCOURT et al, 2009; MAKADIA, SIEGEL 2011; NICOLAS et al, 2013;
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RIGGIO et al, 2011; WANG, LANGER, FAROKHZAD, 2012; FRECHET, 2002;
SANNA, PALA, SECHI, 2014).

Nesse sentido, diversos estudos estdo sendo realizados para modificar a
superficie de nanocapsulas, usando polimeros catibnicos como a quitosana,
complexadas superficialmente com ions metélicos de ferro ou zinco capazes de
interagir com fragmentos de anticorpo scFv anti-LDL (BENDER et al, 2014). Outros
estudos avaliam a capacidade de conjugacdo das nanocapsulas com anticorpos
monoclonais capazes de atingir o alvo especifico, contribuindo no tratamento do
cancer (COSTA, 2012; SCHRAMA, REISFELD, BECKER, 2006; CHAMES et al,
2009).

Para tratamento do cancer de mama com alta expressao de HER-2, utilizam-
se, dentre as terapias, o farmaco ditosilato de lapatinib (Tyverb®, GlaxoSmithKline)
em associacdo com outros farmacos anticancerigenos ou com anticorpos anti-HER-
2. Estudos demonstram que a combinacao do farmaco com anticorpo, intensifica a
apoptose de células de cancer de mama e diminuem o desenvolvimento de
resisténcia da célula cancerigena (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2013;
MUNNINK, 2012; XIA, 2005; BLACKWELL, 2010).

Outras pesquisas avaliaram a nanoencapsulacdo do farmaco lapatinib em
células tumorais e verificaram, in vitro, que o mesmo inibiu a proliferacdo de
linhagem de cancer e induziu a apoptose (VERGARA et al, 2011; GAO et al, 2013).

Dentro desse contexto, nosso grupo de pesquisa desenvolveu nanoparticulas
poliméricas composta por um nucleo lipidico rodeado por uma camada de poliéster,
em que o polissorbato 80 e lecitina de soja (LIPOID S75®) foram adsorvidos para
receber quitosana, um polissacarideo, capaz de complexar ions metalicos de ferro e
avaliou a capacidade de conjugar superficialmente fragmentos de anticorpos, a fim
de reconhecer receptores biolégicos especificos. O sistema denominado de
nanocapsulas multiparede complexadas com metais (MCMN) possui ions muito
reativos capaz de se conjugar rapidamente com diferentes ligantes (BENDER,
2014).

Com base no exposto, foi realizado o desenvolvimento farmacotécnico de
nanocapsulas multiparede contendo ditosilato de lapatinib e complexadas com metal
para funcionalizacdo de superficie, visando futura aplicacdo no tratamento de cancer

de mama HER-2 positivo.


http://www.pnas.org/search?author1=Jean+M.+J.+Fr%C3%A9chet&sortspec=date&submit=Submit
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do estudo foi o desenvolvimento farmacotécnico de nanocapsulas
multiparede contendo ditosilato de lapatinib complexadas com metal para
funcionalizacdo de superficie visando futura aplicagdo no tratamento de cancer de

mama HER-2 positivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do estudo consistiram em:
a) Preparar soluc¢des etandlicas de LIPOID S75® com diferentes concentracdes
e avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas quanto a viscosidade e tensédo
superficial.
b) Preparar dispersfes aquosas de nanocapsulas de nucleo lipidico revestidas
com polissorbato 80 contendo diferentes concentracdes de LIPOID S75® e avaliar
suas caracteristicas fisico-quimicas quanto a distribuicdo de tamanho, diametro
meédio, diametro médio hidrodindmico, indice de polidispersdo, mobilidade
eletroforética (potencial zeta) e pH.
C) Preparar formulagbes de nanocapsulas multiparedes contendo um farmaco
antitumoral (ditosilato de lapatinib) complexadas com metais para funcionalizacdo de
superficie e avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas quanto ao pH, a mobilidade
eletroforética, didmetro médio, didmetro médio hidrodindmico e indice de
polidisperséao.
d) Avaliar o teor de farmaco na formulacédo de nanocépsulas multiparedes, e sua
eficiéncia de encapsulacdo por técnicas espectroscopicas, utilizando métodos
eficientes de separacdo e quantificacdo (extracdo, centrifugacdo, ultrafiltracdo e
cromatografia liquida).






23

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CANCER DE MAMA

O cancer € um termo utilizado para designar um conjunto de mais de 100
doencas sendo caracterizado pelo crescimento descontrolado e disseminacéo de
células anormais, em um fenbmeno denominado metastase (INCA, 2014).

O céancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo,
com elevadas taxas de morbidade e mortalidade. Em estagio avancado da doenca,
as chances de sobrevivéncia em cinco anos sao baixas, variando de 10-40%.
Quando precocemente diagnosticado e tratado, a taxa de sobrevivéncia é superior a
80%. Estima-se que a cada ano, surgem aproximadamente 25% de casos novos,
sendo que a incidéncia aumenta progressivamente, especialmente apés os 50 anos
(INCA, 2014).

A doenca é a principal causa de morte nos paises desenvolvidos e a segunda
causa de morte em paises em desenvolvimento. A incidéncia mundial de cancer de
mama vem aumentando com uma taxa anual de 3,1% (DESANTIS et al., 2014).
Dados apontam que em 1980, havia 641.000 casos e em 2010, passou para
1.643.000, sendo que dois tergcos ocorrem em mulheres acima de 50 anos. De
acordo com estudos da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2012, 1,7
milhdes de mulheres foram diagnosticadas e estima-se que 0s casos anuais de
cancer aumentardo para 22 milhdes nas préximas duas décadas, sendo que no
Brasil poderdo surgir 57.960 novos casos em 2016 (OMS, 2013; INCA, 2016;
NOUNOU et al., 2015).

O céancer de mama é altamente heterogéneo, apresentando variadas
caracteristicas biolégicas e morfolégicas, variando a resposta terapéutica. Os
tratamentos sdo multidisciplinares e podem incluir cirurgia e terapia sistémica como
terapia hormonal, quimioterapia, imunoterapia, e terapia-alvo. A terapia tem trazido
altos indices de sobrevivéncia em mulheres com tumores iniciais, no entanto, a
toxicidade dos farmacos e os inUmeros efeitos colaterais, interferem na qualidade de
vida das pacientes (WILLIAMS et al., 2006; MATSEN; NEUMAYER, 2013).

Apesar dos avanc¢os no tratamento, a recorréncia da doenca continua sendo

um problema significativo devido ao mau progndstico e potencial risco de metastase
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(FINN, et al, 2011). Existe uma variedade de tratamentos para o cancer de mama,
sendo que é necessério identificar e validar os fatores progndsticos e preditivos para
aumentar os beneficios e reduzir os efeitos colaterais nas pacientes (RAKHA; ELLIS,
2011).

A doenca apresenta marcadores especificos que auxiliam na resposta
terapéutica durante o tratamento. Numerosos marcadores moleculares foram
estudados nos ultimos anos, sendo que o0s receptores hormonais de estrogeno (RE),
de progesterona (RP) e o HER-2 (receptor do fator de crescimento epidérmico tipo 2)
estdo bem estabelecidos como fatores preditivos de resposta terapéutica (WALKER
et al.,, 2008;YERSAL; BARUTCA, 2014). A proteina HER-2 é um receptor
transmembrana da tirosina quinase, que se encontra hiperativa em diversos tumores

epiteliais, favorecendo a progressao tumoral (PEREZ et al., 2014).

3.2 RECEPTOR 2 DO FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMICO HUMANO (HER-
2).

A oncoproteina funcional € um dimero, sendo classificada como uma
glicoproteina transmembrana de 185 KDa, contendo um dominio extracelular de
ligacdo e um dominio de atividade intracelular de tirosina quinase (MAGUIRE,
GREENE, 1989). A proteina HER-2, foi inicialmente identificada em um modelo de
glioblastoma de rato, sendo que em humanos, o gene HER-2/neu, foi descoberto na
década de 80 (KING.; KRAUS.; AARONSON, 1985; SCHECHTER et al., 1984).
HER-2 é membro de uma familia de quatro receptores: HER1, HER2, HERS3 e
HER4, importantes mediadores do crescimento, sobrevida, mobilidade,
diferenciacdo e a adeséao celular (COHEN et al, 1957; WLUDARSKI; BACCHI et al.,
2008).

O Gene HER-2, responsavel pela producdo da proteina HER-2, esta
localizado no cromossomo 17q. A amplificacdo do gene esta relacionada a um mau
prognostico para diversos tipos de tumores sélidos (KUMLER, et al, 2014; (SLAMON
et al.,1989). Estudos estruturais demonstram que HER-2 é constituido por um
dominio de ligacdo extracelular, um segmento transmembranico e um dominio
intracelular de tirosina quinase, conforme Figura 1 (MENDELSOHN; BASELGA,
2003 ; YARDEN; SLIWKOWSKI, 2001; PRENZEL et al.,1999).
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Dominio de ligagdes extracelulares

EGFR HER2 HERS3 HER4

Kinase = ‘

inavita

Dominio de ligagées intracelulares

Figura 1. Receptores familia HER.

Fonte: KUMLER; TUXEN; NIELSEN, 2014

Normalmente, encontram-se duas coépias do gene HER-2 em cada célula,
responsaveis por produzir a proteina na superficie celular. Contudo, se houver
amplificacdo do gene HER-2, sdo enviados estimulos para que a célula se divida,
multiplique e cresga mais rapidamente que uma célula normal (YAN et al, 2015). Os
receptores dessa familia existem sob a forma de mondémeros sobre a superficie
celular. Estes mon6meros formam dimeros, que séo estabilizados por ligagdo ao
ligante, sendo que os peptideos HER pode se associar em heterodimeros, gerando
uma diversidade de receptores. HER-2, ndo possui ligante extracelular especifico e
€ capaz de formar dimeros com os outros membros da familia (HER1/HERZ2,
HER2/HER3 ou HER2/HER4). A formacéo de heterodimeros com HER-2 aumenta a
afinidade dos membros da familia a seus respectivos ligantes e sua sinalizagéo é
mais potente, estimulando a transformacdo morfol6gica e o crescimento celular, seja
em sua forma normal ou mutada (EARP et al., 1995; SHAH; CHEN, 2011; YAN; et
al, 2015)

Das varias técnicas existentes para a determinacédo do status do HER-2, as
mais utilizadas s&o a imunohistoquimica (IHQ) e a hibridag&o fluorescente in situ
(FISH). O primeiro avalia a expressdo proteica do gene, e 0 segundo a sua

amplificacdo. Geralmente a IHQ é a primeira técnica a ser realizada, sendo o0s
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resultados denominados de Score 0 quando houver auséncia de coloracdo da
membrana citoplasméatica das células neoplasicas. Quando as amostras
apresentarem fraca ou moderada coloracdo em > 10% das células neoplasicas, sédo
consideradas score 2+ e necessitam de confirmacdo por FISH e quando houver
marcacgdo intensa de toda a membrana em > 10% das células neoplasicas é
considerada score 3+ (BILOUS et al., 2003; PEREZ et al., 2014).

Muitos estudos relacionaram o aumento da expressdo de HER-2 com maior
agressividade do tumor e maior resisténcia a alguns tipos de tratamento, havendo
aumento da incidéncia de metastases e maior chance de mortalidade em estagio
inicial. A sobre expressdo do HER-2 no cancer de mama & um fator de risco para o
desenvolvimento de metastases cerebrais, devido a natureza agressiva que
apresenta (ROSS et al, 2009; TOIKKANEN et al, 1992; MUSS et al, 1994; SALEEM
et al., 2015).

Estima-se que o genoma humano possua aproximadamente 2000 quinases
(BRIDGES et al, 2001) As proteinas quinases sdo enzimas responsaveis pela
fosforilacdo de proteinas por meio da transferéncia de um grupo fosfato de ATP ou
GTP, sendo capazes de desencadear varias respostas celulares como apoptose,
proliferacao celular, metabolismo do glicogénio, neurotransmissao e oncogénese. As
proteinas tirosina quinases sdo divididas em tirosina quinases ndo-receptoras
citoplasmaticas e tirosina quinases receptoras que sao ativadas por um ligante
extracelular. As quinases celulares séao divididas naquelas que fosforilam proteinas
em residuos tirosina (tirosina-quinases) e aquelas que fosforilam proteinas em
residuos serina e treonina (serina / treonina-quinases) (TAYLOR.; KORNEV, 2011;
IDRIS et al, 2001).

As proteinas quinases sdo importantes no controle intracelular, regulacéo e
transducgédo de sinais, sendo muitas vezes associada a diversas doencas, incluindo o
cancer. O envolvimento de proteinas quinases no desenvolvimento de tumores
malignos pode ocorrer através do rearranjo genémico ou desregulacdo da atividade
guinase. Acredita-se que elas sédo alvos importantes para agentes terapéuticos, uma
vez que muitos canceres estao associados a mutagdes nos genes dessas proteinas
(YARDEN; SLIWKOWSKI, 2001)

Receptores ligados a quinase possuem um dominio extracelular de ligacdo e
se comunica ao dominio intracelular por uma hélice Unica transmembrana. Todas as

proteinas quinases tém um dominio catalitico que contém uma fenda onde se liga
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uma molécula de ATP. A inibicdo alostérica, que altera a conformacao espacial
destas enzimas, bloqueando os sitios de ligacdo do ATP, tem sido estudada no
planejamento de farmacos (RANG & DALE 2007).

Dentre as terapias atualmente disponiveis para o cancer de mama, incluem
os inibidores de tirosina quinases, como o ditosilato de lapatinib. Estudos clinicos
demonstraram que a administracao de ditosilato de lapatinib a pacientes com cancer
de mama avancado resultou na inibicdo de sinalizacdo HER-2 e inducdo de
apoptose (GIAMPAGLIA et al., 2010). Os efeitos adversos associados ao tratamento
sdo menores quando comparado a quimioterapia tradicional devido a maior
especificidade a célula tumoral (PAUL; TROVATO; THOMPSON, 2008; O’NEILL et

al., 2012).

3.3 LAPATINIB

Lapatinib, 4-anilinoquinazolina, € um inibidor do receptor da tirosina quinase
direcionado para os receptores HER-1 e HER-2 (NELSON; DOLDER, 2006). Em
2007, foi aprovado, pela Agéncia Americana Food and Drug Administration (FDA), o
medicamento Tykerb® (GlaxoSmithKline), cuja forma farmacéutica comprimido
contém ditosilato de lapatinib mono-hidratado com nome quimico 4-
metilbenzenossulfonato de N-[3-cloro-4-[(3-fluorofenil)metoxi]fenil]-6-[5-[[[2-
(metilsulfonil)etillamino]metil]-2-furanil]-4-quinazolinamina. Na clinica, a dose
recomendada para o tratamento de pacientes com cancer de mama avang¢ado ou
metastatico é de 1250 mg (cinco comprimidos) uma vez por dia de forma continua.
Cada comprimido contém ditosilato de lapatinib (Figura 2), equivalente a 250 mg de
Lapatinib (NELSON; DOLDER, 2007).
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Figura 2 Estrutura quimica ditosilato de lapatinib.

Lapatinibe inibe de forma reversivel a auto fosforilacdo dos receptores tirosina

guinase. Isso impede que ocorra uma cascata de reacdes que favorece a transcricdo

de genes, sobrevivéncia e proliferacdo celular (Figura 3) (PAUL; TROVATO;

THOMPSON, 2008).

Extracelular

do efeito cascata

Autofosforilagdo desencadeia
uma cascata de eventos

Intracelular

Figura 3. Mecanismo de acdo do Lapatinib

Fonte: PAUL; TROVATO; THOMPSON 2008.

Lapatinib se une ao dominio TK de HER1-HERZ2,
bloqueia a fosforilagéo e inibe o desencadeamentq

Lapatinib é indicado para o tratamento de cancer de mama metastatico em

combinacdo com o anticorpo trastuzumab em pacientes que possuem de cancer de
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mama HER-2 avancado (KONECNY et al, 2006). Trastuzumab (Herceptin®,
Genentech) é um anticorpo monoclonal recombinante que se liga ao dominio
extracelular HER-2, tendo sido aprovado em 1998 para o tratamento de pacientes
com cancer de mama (CHUMSRI, et al 2015; GARRETT et al, 2007).

Pesquisas indicam que lapatinib e trastuzumab apresentam mecanismos de
acdo complementares, intensificando a apoptose de células de cancer de mama e
diminuindo a probabilidade das células neoplasicas desenvolverem resisténcia.
Dessa forma, lapatinib induz estabilizacdo e acumulacédo do receptor HER-2 inativo
na membrana citoplasmatica, potencializando os efeitos de trastruzumab (GORI et
al., 2012). No entanto cerca de 40% dos pacientes desenvolvem resisténcia ao
tratamento com o anticorpo (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2013; MUNNINK,
2012; XIA, 2005; BLACKWELL, 2010).

A biodisponibilidade de lapatinib pode aumentar em até 60% quando
administrado concomitantemente com o0s alimentos, sendo que a exposicéo
sistémica também é afetada pelo tempo entre a administracdo e a ingestdo de
alimentos. Estudos clinicos sugerem administrar lapatinib em condicdo em jejum,
pelo menos 1 h antes das refeicdes (DEVRIESE et al., 2014; KOCH et al., 2009).

Além disso, a absorcdo oral do farmaco pode ser limitada pela baixa
solubilidade. A biodisponibilidade absoluta ap6s administracéo oral € desconhecida,
sendo que o pico de concentracdo plasmatica (Cna) de Lapatinib é atingido
aproximadamente 4 horas apés administracdo (BURRIS et al., 2005).

A principal via de eliminacéo é fecal, sendo que menos de 2% da dose oral
administrada é excretada na urina. Lapatinib sofre metabolismo hepatico pelas
isoenzimas do citocromo P450 (CYP3A4 e CYP3A5). O farmaco é metabolizado
pela 3A4 do P450, principalmente, para formar metabolitos reativos que estao
associados a vaérios efeitos toxicos de medicamentos. A excrec¢do biliar também
pode contribuir para a sua eliminagdo (CASTELLINO et al., 2012).

Dentre os efeitos adversos observados, severa hepatotoxicidade seguida de
morte foram relatados. Embora o mecanismo de hepatotoxicidade € desconhecido,
pode ser associado com a formacdo de quinoneimina reativa que podem
desencadear reacdes que levam a lesdo hepatica. Quinoneiminas sdo compostos
que podem interagir covalentemente com proteinas hepaticas, causando disfuncéo
celular ou ainda, desencadear resposta imunoldgica, resultando em
hepatotoxicidade (MASUBUCH; HORIE, 2007; TENG et al., 2010).
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Corroborando com esses estudos, pesquisa em ratos avaliou as
caracteristicas bioguimicas e histopatolégica dos animais a fim de avaliar a
toxicidade hepatica de lapatinib, sendo observado lesées no figado e elevacéo
significativa dos niveis de transaminases, especialmente ALT (DEMIRCI et al.,
2012).

Além de ter acdo no tratamento do cancer de mama, estudos através de
Tomografia Computadorizada por Emissdo de Pdsitrons (PET) demonstram que a
molécula lapatinib é capaz de atravessar a barreira hematoencefélica (SALEEM et
al., 2015; MOY et al, 2007; STEEG; CAMPHAUSEN; SMITH, 2011). O
desenvolvimento de metastases cerebrais em pacientes com cancer de mama
avancado € relativamente comum, atingindo aproximadamente 30-50% dos
pacientes, sendo importante causa de morbidade e mortalidade. Sua incidéncia tem
aumentado nos ultimos anos com tempo médio de sobrevivéncia de dois meses. Em
10% das doentes, a excisdo cirirgica das metastases, seguida de radioterapia
holocraniana, prolonga a sobrevivéncia para 1-2 anos (BACHELOT et al., 2013;
CAMPOS; LIMA; DIAS, 2012; GIL-GIL et al, 2014).

No entanto, pesquisas em ratos imunocomprometidos com modelo humano
de metastase cerebral revelou que a concentracdo do farmaco foi muito menor do
gue nas metastases presentes em outros tecidos, como por exemplo figado, rim e
pulmédo. Dentre os tecidos estudados, o cérebro mostrou a menor distribuicdo de
lapatinib, sugerindo que a exposi¢ao limitada, pode contribuir com a progressao da
doenca (GAO et al, 2013;TASKAR,et al, 2012).

Outra opcao de tratamento € o uso combinado de lapatinib e capecitabina
para tratamento do tumor cerebral. No entanto a capecitabina esta relacionada com
o aparecimento de doencas coronarias e grave cardiotoxicidade (PAPALDO et al,
2010; KUCUKONER; GUMUSAY, 2014; LADJEMI et al., 2010; ANG et al., 2010;
KOUNIS et al, 2011).

A fraca solubilidade em agua, a grave hepatotoxicidade e cardiotoxicidade de
muitos compostos ativos, constitui um sério obstaculo a utilizagdo comercial. A fim
de contornar esses problemas, novas alternativas como o uso de nanocarreadores
vem sendo pesquisadas (GAO et al, 2013).

Véarios nanocarreadores tem sido desenvolvidos para melhorar a eficacia
terapéutica de farmacos anti-cancerigenos (NOUNOU et al., 2015), proporcionando

penetracdo melhorada pela barreira hematoencefalica (GAO et al, 2013), melhora na
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solubilidade (ZHANG et al., 2014), aumento na eficiéncia terapéutica e diminuicao de
efeitos adversos (WAN et al., 2015; BAEK et al., 2015).

Nesse contexto, encontram-se as nanoparticulas poliméricas, que estao
sendo investigadas para tratamento do cancer como veiculos terapéuticos capazes
de direcionar de forma especifica, farmacos antitumorais como o ditosilato de
lapatinib (WANG, LANGER, FAROKHZAD, 2012).

3.4 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

E crescente o interesse por parte das industrias no desenvolvimento de
produtos com base nanotecnolégica para aumentar eficacia e diminuir efeitos
adversos. Na area farmacéutica, vem-se observando grande potencial de aplicacao
dos sistemas nanocarreadores, sendo crescente o numero de pesquisas cientificas
nessa area. Pode-se dizer de forma ampla que os nanocarreadores sdo sistemas
utilizados para direcionar farmacos especificamente para seu sitio de agdo como por
exemplo, tumores sélidos, possibilitando uma liberacdo controlada no sitio especifico
(NATARAJAN et al., 2014).

Observa-se, a partir de uma andlise da literatura, que existem diversas
definicbes para nanotecnologia. Destacam-se iniciativas internacionais para
normalizar o termo, tais como as empreendidas pela Internacional Organization
Standardization (ISO), e pela European Standardisation Committee. Na Uni&o
Europeia, o nanomaterial tem sido definido como sendo um material contendo
particulas para os quais 50% ou mais das particulas, situa-se na faixa entre 1 e 100
nm. De acordo com a ISO TC 229 a nanotecnologia compreende processos em
nanoescala, tipicamente, mas ndo exclusivamente, abaixo de 100 nanbmetros,
podendo ter tamanho maior, dependendo da acédo pretendida. Esta particularidade é
importante para as areas médica e farmacéutica, sendo desejavel nanoparticulas
com faixa de diametros médio de 200 nm, para estudos biolégicos (ALBANES;;
TANG; CHAN, 2012).

Nanoparticulas poliméricas sao classificadas como nanoesferas ou
nanocapsulas (COUVREUR; DUBERNET; PUISIEUX, 1995; MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010). As nanoesferas sao sistemas matriciais onde o farmaco

pode estar incluso, retido ou adsorvido na matriz polimérica e ndo apresentam 6leo
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em sua composicdo. Por outro lado, as nanocapsulas diferenciam-se das
nanoesferas pela presenca de um constituinte oleoso, que esta envolto por uma
parede polimérica, podendo o farmaco estar dissolvido no nucleo lipidico, disperso
ou adsorvido a parede polimérica.

Dentro deste contexto, as nanoparticulas poliméricas vem sendo amplamente
exploradas como sistemas carreadores de farmacos. Para as ciéncias farmacéuticas
€ interessante que essas estruturas sejam por si sO, biologicamente ativas, ou que
sejam capazes de veicular ativos farmacéuticos (KREUTER, 2007).

Na literatura, estdo descritos alguns métodos de preparacdo de
nanoparticulas poliméricas, sendo que elas podem ser obtidas pelo método baseado
na polimerizacdo in situ de mondmeros dispersos ou na precipitacdo de polimeros
pré-formado (SOUTO et al.,, 2012; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).
Dentre os polimeros biocompativeis, biodegradaveis e atdxicos, utilizados na
producdo de nanoparticulas poliméricas, encontra-se a poli (¢ -caprolactona) (PCL).
Considerado um bom candidato como polimero para o desenvolvimento de sistemas
de veiculacdo de farmacos, esse poliéster é utilizado tanto para encapsular e
entregar farmacos convencionais como macromoléculas biolégicas, tais como
proteinas e acidos nucleicos (POURGHOLI; FARHAD, 2016; DASH; KONKIMALLA,
2012).

Nosso grupo de pesquisa desenvolveu nanocdpsulas de nudcleo lipidico
(LNC), compostas por um nucleo que contém uma mistura de substancias como
triglicerideo céprico/caprilico e monoestearato de sorbitano, rodeados por uma
parede polimérica de PCL e estabilizados por tensoativo ndo-ibnico de alto equilibrio
lipofilo-hidrdfilo, o polissorbato 80 (VENTURINI et al., 2011; JAGER et al, 2009).
Com relacdo ao monoestearato de sorbitano, foi observado caracteristicas distintas
para as nhanocapsulas poliméricas como maior rigidez (FIEL et al., 2011)
aumentando da estabilidade fisica (OURIQUE et al., 2010) e protecdo do farmaco da
fotodegradacao (WEISS-ANGELI et al., 2012).

JORNADA e colaboradores (2012) demonstraram ser possivel obter
nanocapsulas de nucleo lipidico com controle no tamanho de particula através do
controle de variaveis do processo como regime de diluicdo da fase organica e sua
viscosidade, podendo-se aumentar o teor de farmaco na formulacdo pelo aumento
da fragdo volumétrica de coloide disperso em &gua, sem comprometer a sua

estabilidade cinética.
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Observa-se na literatura uma variedade de outros materiais utilizados no
desenvolvimento das nanoparticulas poliméricas, como € o caso do polimero
catidnico quitosana e o tensoativo idnico, LIPOID S75® (RAMPINO et al., 2013;
SONVICO et al., 2006). Nanoparticulas podem ser constituidas de materiais
inorganicos, tendo destaque para ferro, ouro, prata e zinco (YANASARN; SLOAT,
CUI, 2009; SHARMA et al., 2015).

LIPOID S75® (lecitina de soja) € uma mistura contendo 70% de
fosfatidilcolina, sendo que as impurezas presentes, como por exemplo o &acido
fosfatidico (MOSQUEIRA et al., 2000) conferem carga negativa a mistura. A
fostatidilcolina faz parte da estrutura das membranas bioldgicas de células, e
também se encontra presente no plasma sanguineo como constituinte de
lipoproteinas. E biocompativel e biodegradavel devido a natureza quimica de sua
estrutura, contendo &tomos de carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e fosforo,
ligados na forma de cadeias hidrocarbonicas lineares saturadas e instauradas,
derivados de acidos graxos, ésteres, amonio e fosfato (ANGELICO et al., 2005).

Com frequéncia, a LIPOID S75® é usada em aplicacGes farmacéuticas como
agentes emulsionantes devido sua acado detergente, dispersantes e estabilizantes
para a formacdo de lipossomas e micelas. Por outro lado, a quitosana é um
biopolimero biocompativel solivel em meio aquoso acidificado, que apresenta em
sua estrutura grupos hidroxila e grupos amino, cujo equilibrio com seus acidos
conjugados lhe conferem caracteristica policationica. Estas propriedades permitem
qgue interaja com polimeros carregados negativamente, favorecendo a difusdo de
farmacos no meio biolégico de interesse (SONVICO et al., 2006; RINAUDO, 2006;
CHOPRA; HAO; LI, 2012).

A literatura relata que as nanoparticulas de LIPOID S75® e quitosana, obtidas
através da auto-organizacdo supramolecular entre LIPOID S75® carregada
negativamente e quitosana carregada positivamente, sao estabilizadas por
mecanismo eletrostatico. O objetivo de usar esses constituintes € melhorar as
propriedades muco adesivas das mesmas (LIU, 2015). Nesse sentido,
nanoparticulas baseada na interacdo entre fosfolipideos carregados negativamente
e quitosana tem sido propostas, demonstrando que essas estruturas promovem
liberacdo controlada do farmaco, inibindo o crescimento das células tumorais
(BARBIERI et al., 2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yanasarn%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19524029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sloat%20BR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19524029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cui%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19524029
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Anteriormente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu microparticulas
contendo quitosana complexadas com metal (Fe*', Fe?* e zn®") para avaliar a
capacidade de adsorcao do farmaco ciprofloxacino na superficie de microparticulas
(REYNAUD et al., 2011). Considerando o par de elétrons livre do nitrogénio do grupo
amino, a quitosana pode formar complexos com muitos ions metalicos (WANG et al.,
2005). Relatos na literatura sugerem que compostos catidbnicos podem desencadear
agregacao plaquetaria (OKAMOTO et al., 2003). Em vista disso, nosso grupo de
pesquisa desenvolveu nanocapsulas de ndcleo lipidico estabilizadas com
polissorbato 80 e LIPOID S75®, sendo revestidas com quitosana a fim de avaliar a
biocompatibilidade frente os eritrécitos humanos (BENDER et al, 2012). Ndo houve
indicios de hemdlise ou agregacédo plaquetéria, indicando se tratar de um sistema
hemocompativel, com potencial aplicacédo intravenosa. Assim, as nanocapsulas de
nacleo lipidico revestidas com LIPOID S75®, quitosana e polissorbato 80
constituem-se um promissor sistema carreador e abre novas possibilidades de
estudo.

Além do revestimento com quitosana, outra estratégia amplamente
empregada € a conjugacdo de ligantes na superficie do nanocarredor. A
funcionalizacdo da superficie pode ocorrer através de ligacdo covalente, como por
interacdo eletrostatica ou por forcas de Van der Waals (TORCHILIN, 2006).
Segundo a literatura, dentre os tipos de nanoparticulas mais comumente utilizados
como plataformas terapéuticas conjugadas de anticorpos encontram-se as
nanoparticulas poliméricas e as nanoparticulas metélicas (CARDOSO; PECA;
ROQUE, 2012; LUO; CHANG; LIN, 2015). Nanoparticulas poliméricas
multifuncionais vem atraindo atencdo por causa de sua capacidade de
funcionalizacdo de superficie, que pode ser modificada através da conjugacao de
moléculas (por exemplo, anticorpos, peptideos e folato) que irdo interagir
especificamente no sitio biologico (SONG et al, 2015; YU; PARK; JON, 2012)

Em relacdo ao desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas
metélicas, varias aplicacdes séo relatadas na literatura, como agente terandstico no
tratamento do cancer, ou ainda, no combate aos microrganismos, como bactérias,
fungos e virus, por atividade antimicrobiana intrinseca ou por fixacdo de anticorpos e
farmacos (SALEM et al., 2015; HAJIPOUR et al., 2012; RAVINDRAN; CHANDRAN;
KHAN, 2013; SHARMA et al., 2015).
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Nesse sentido, em um segundo momento, NOSsSO grupo de pesquisa
desenvolveu nanocapsulas de ndcleo lipidico revestidas com polissorbato 80,
LIPOID S75® e quitosana e, complexadas com fons ferro (Fe**) ou zinco (zZn**) para
funcionalizacdo de sua superficie com ligantes especificos (BENDER et al., 2014).
Esse sistema denominado como MCMN (Metal Complex Multi-Wall Nanocapsules)
foi conjugado com o amino&cido fenilalanina, agente modelo para passivar a
superficie, devido a elevada reatividade dos ions metalicos em formar conjugados.
Posteriormente, nesse mesmo modelo nanoestrutural Bender e colaboradores
(2014) estudaram a ligacdo do fragmento de anticorpo scFv anti-LDL(-). Apos a
conjugacao do fragmento de anticorpo a nanoestrutura, foi realizado um ensaio de
reconhecimento molecular in vitro e os dados indicam que o sitio ativo do fragmento
de anticorpo foi mantido, apés ligagcdo ao complexo multiparede.

O desenvolvimento desse sistema, abre novas oportunidades de
encapsulacdo de farmacos antitumorais e ligacdo de anticorpos para vetorizacao
sitio especifico. Além disso, em relacédo a fenilalanina, KHARYA e colaboradores,
(2013) relataram a complexacao do aminoacido fenilalanina em nanoparticulas e sua
permeacdo antitumoral pela barreira hematoencefalica, através da via de transporte
de amino&cidos (LAT1). Novos estudos com nanoparticulas contendo um farmaco
antitumoral para tratamento de cancer de mama atuando simultaneamente em
metastases cerebrais, podem ser planejados. Além disso, as nanocapsulas de
nacleo lipidico revestidas com LIPOID S75®, quitosana e polissorbato 80
complexadas com ions ferro (Fe*) ou zinco (Zn®") poderiam ser funcionalizadas em
sua superficie anticorpos especificos para tratamento de cancer de mama abrindo

novos perspectivas de tratamento no futuro.






