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RESUMO

Primeiramente, o objetivo desta tese foi realizar um levantamento bibliografico sobre as
aplicacdes bioldgicas das nanocéapsulas de nucleo lipidico. Essa pesquisa resultou na elaboracéo
de um artigo de revisdo que contempla detalhes importantes sobre fatores metodoldgicos que
influenciam nas caracteristicas fisico-quimicas das nanocépsulas de ndcleo lipidico, sua
estrutura supramolecular, estratégias de marcacdo fluorescente e modificacdo de superficie.
Posteriormente, desenvolvemos nanocapsulas de nucleo lipidico multiparede contendo o
farmaco ditosilato de lapatinibe e funcionalizadas com anticorpo trastuzumabe (LAP-LNC*-
TRAS), ambos inibidores do receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico 2 (HER2).
Além disso, avaliamos o seu potencial antitumoral in vitro, frente a linhagens de cancer de
mama HER2 positivo. Isso porque, cerca de 20 a 30% dos canceres de mama apresentam
superexpressdo HER2, os quais sdo caracterizados por serem invasivos e metastaticos. Nesse
sentido, a formulacéo foi preparada por deposicao interfacial de polimero pré-formado, seguido
de revestimento com quitosana e complexagdo organometalica (utilizando Zn?* como ion
metalico) com trastuzumabe (LAP-LNC*-TRAS). A partir de um estudo de pré-formulacéo foi
definida a concentracéo de anticorpo (200 pg mL™) adequada para manter a estabilidade fisico-
quimica da particula. Além disso, LAP-LNC*-TRAS apresentou formato esférico, com
didametro médio <200 nm e baixa polidispersividade. O potencial zeta foi positivo, o teor de
farmaco e a eficiéncia de encapsulacéo registrados foram préximos a 100%. A complexacao do
anticorpo a particula foi verificada por cromatografia em papel. Modos vibracionais
caracteristicos das matérias-primas que compdem a formulacdo foram observados por FT-IR,
além de alteracBes no entorno quimico das particulas ap6s a complexa¢do com o anticorpo,
demonstrando a interacao do trastuzumabe com o sistema. In vitro, a formulacéo desenvolvida
reduziu a viabilidade celular da linhagem SKBR3 (HER2 positivo). No ensaio de captacédo
celular, a presenca do anticorpo na superficie da particula mostrou-se importante para o
direcionamento e internalizacdo do corante lipofilico incorporado as nanocapsulas. Embora a
formulacdo desenvolvida tenha reduzido a viabilidade celular na linhagem HCC1954 (HER2
positiva, instrinsecamente resistente a inibidores de tirosina quinase) um efeito semelhante foi
observado para formulagdes que ndo continham ditosilato de lapatinibe e trastuzumabe. O
tratamento com LAP-LNC*-TRAS ndo alterou a expressdo génica de genes relacionados a
morte celular por apoptose na linhagem HCC1954. Também verificamos que LAP-LNC™-
TRAS é estdvel em  fluidos gastrico e intestinal simulados, sendo que a presenga do
revestimento com quitosana foi importante para a manutencédo do diametro de particula. Esses

achados abrem caminho para uma possivel administracdo oral dessa particula, além da via



intravenosa. Em conclusdo, demonstramos a viabilidade de obtengéo da formulacdo LAP-
LNC'-TRAS, ora inédita, e que apresenta a vantagem de combinar, em um mesmo
nanocarreador, dois inibidores de HER2. Ademais, evidenciamos o potencial de LAP-LNC*-
TRAS para o direcionamento ativo de farmacos e a sua ultizacdo como uma possivel estratégia
para melhorar o tratamento do cancer de mama HER2 positivo. Consequentemente, esta

particula merece uma investigacdo mais aprofundada em novos estudos pré-clinicos.

Palavras-chave: Cancer de mama; anticorpo monoclonal; inibidores de receptores tirosina

quinase; nanoparticulas.



ABSTRACT

Encapsulation of lapatinib ditosylate in multi-wall nanocapsules functionalized with
trastuzumab antibody: evaluation of anti-tumor activity

Firstly, the objective of this thesis was to conduct a comprehensive bibliographic survey about
the biological applications of lipid-core nanocapsules. This research resulted in a review article
that includes important details on methodological factors that influence the physicochemical
characteristics of lipid-core nanocapsules, their supramolecular structure, fluorescent labeling
strategies, and surface modification. Subsequently, we developed multiwall lipid-core
nanocapsules containing the drug lapatinib ditosylate and functionalized with trastuzumab
antibody (LAP-LNC*-TRAS), both inhibitors of epidermal growth factor 2 (HER2) receptor
type 2. Additionally, we evaluated their antitumor potential in vitro against HER2-positive
breast cancer cells. This is because about 20 to 30% of breast cancers overexpressed HER2 and
are characterized by being invasive and metastatic. In this sense, the formulation was prepared
by interfacial deposition of preformed polymer, followed by coating with chitosan and
organometallic complexation (using Zn®* as metallic ion) with trastuzumab (LAP-LNC*-
TRAS). Based on a pre-formulation study, the concentration of antibody (200 pg mL™)
appropriated to maintain the physicochemical stability of the particle was defined. Furthermore,
the LAP-LNC*-TRAS exhibited a spherical shape, with an average diameter <200 nm and low
polydispersity. The zeta potential was positive, the drug content and encapsulation efficiency
recorded were close to 100%. The complexation of the antibody to the particle surface was
confirmed by paper chromatography. FT-IR analysis revealed vibrational modes characteristic
of the formulation's raw materials, and changes in the chemical environment of the particles
after antibody complexation demonstrated the interaction between trastuzumab and the system.
In vitro, the developed formulation reduced the cell viability of the SKBR3, a HER2-positive
cell line. The presence of the antibody on the particle surface proved to be crucial for targeting
and internalizing the lipophilic dye incorporated into the nanocapsules, as observed in the
cellular uptake assay. Although the developed formulation reduced cell viability in the
HCC1954 cell line (HER2 positive and intrinsically resistant to tyrosine kinase inhibitors), a
similar effect was observed for formulations not containing lapatinib ditosylate and
trastuzumab. Furthermore, treatment with LAP-LNC*-TRAS did not alter gene expression of
genes related to cell death to apoptosis (HCC1954 cell line). We also verified that LAP-LNC*-

TRAS is stable in simulated gastric and intestinal fluids, and the presence of the chitosan



coating was important for the maintenance of the particle diameter. These findings present the
possibility of oral administration of this particle, besides to the intravenous route. In conclusion,
we demonstrate the feasibility of obtaining the LAP-LNC*-TRAS formulation, an innovative
nanocarrier that combines two HER2 inhibitors whitin the same nanocarrier. Moreover, we
demonstrate the potential of LAP-LNC*-TRAS for active drug targeting, highlighting its
potential as a strategy for improving the treatment of HER2-positive breast cancer.

Consequently, this particle warrants further investigation in pre-clinical studies.

Keywords: Breast cancer, monoclonal antibody, receptor tyrosine kinase inhibitors,

nanoparticles.
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1. INTRODUCAO

Os primeiros relatos de cancer de mama datam de 3.500 a.C.. Desde entdo, tém sido
investigada a biologia do cancer de mama, fatores genéticos e ambientais que influenciam no
seu desenvolvimento, além de formas de tratamentos. Descobertas importantes foram feitas ao
longo das Ultimas décadas permitindo que técnicas cirurgicas, radioterapia, quimioterapia e
terapias-alvo estejam disponiveis para o tratamento do cancer de mama (LUKONG, 2017).

Além do tratamento, varias campanhas incentivam a realizacdo de exames de rotina e o
autoexame da mama, o que auxilia no diagnostico precoce da doenca, aumentando as chances
de sobrevivéncia (WHO, 2020). Contudo, o cancer de mama ainda € um grave problema de
saude publica, sendo a neoplasia maligna mais frequente e com maior letalidade no sexo
feminino atualmente (GLOBOCAN, 2022; HARBECK et al., 2019).

Com o advento de técnicas de biologia molecular e a elucidacdo de caracteristicas
moleculares do cancer, o cancer de mama passou a ser classificado de acordo com a expresséo
de biomarcadores. Tais biomarcadores sdo utilizados como prognéstico e como alvos
terapéuticos. Os principais marcadores encontrados no cancer de mama sdo: receptor de
estrogénio, receptor de progesterona e receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HER2). Ainda, a auséncia desses marcadores caracteriza um tipo de tumor
denominado como triplo negativo (BROSNAN, ANDERS, 2018).

O HER2 é um receptor de membrana da familia dos receptores de tirosina quinase,
superexpresso em 20% a 30% dos canceres de mama (ZHAO et al., 2021). Esse receptor
desempenha um papel na transducdo de sinal do exterior para o interior celular, sendo capaz de
ativar fatores de transcricdo relacionados como proliferagdo celular, sobrevivéncia,
diferenciacdo, angiogénese, invasao e por consequéncia, metastase (GUTIERREZ, SCHIFF,
2011). Dessa forma, tumores de mama que apresentam superexpressdo de HER2 possuem um
prognostico ruim pois, séo altamente invasivos e estdo relacionados com processos metastaticos
(BROSNAN, ANDERS, 2018). No entanto, canceres com essa caracteristica podem se
beneficiar de terapias-alvo.

Entre o arsenal terapéutico existente para o cancer de mama HER2 positivo esta o
farmaco lapatinibe e o anticorpo monoclonal trastuzumabe. O trastuzumabe foi o primeiro
anticorpo de uso terapéutico direcionado a um produto de um oncogene a ser aprovado pelo
FDA (Food and Drug Administration) em 1998 (LUKONG, 2017). Esse anticorpo reconhece
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a porcéo extracelular do receptor HER2, enquanto que o lapatinibe € um inibidor reversivel de
EGFR e HER2 que atua na porcdo intracelular desses receptores. Devido a esse carater
complementar contra HER2, ambos tém sido aplicados na prética clinica na tentativa de
melhorar os desfechos do cancer de mama (XU et al., 2017). Apesar da associagdo entre
lapatinibe e trastuzumabe ser promissora, efeitos colaterais sdo relatados. Além disso, para a
administracdo do trastuzumabe é necessario um profissional capacitado e condicfes clinico-
hospitalares adequadas (WALLER, MOBIUS, FUENTES-ALBURO, 2021).

Diante dessas limitacGes e com o advento da nanotecnologia, nanocarreadores vém
sendo desenvolvidos a fim de transpor barreiras bioldgicas e proporcionar a entrega de farmacos
no sitio-alvo, bem como, visando a reducdo dos efeitos adversos. Ainda, o emprego de
nanoparticulas para vetorizacao de farmacos pode melhorar a biodisponibilidade dos mesmos,
resultando na reducdo da dose efetiva. Ainda, 0 uso dessa tecnologia pode contribuir para
reduzir a degradacdo do farmaco em meios bioldgicos e favorecer o desenvolvimento de
diferentes formas farmacéuticas, possibilitando vias de administragdo distintas (BONDE et al.
2018; MEEL et al., 2013).

Entre os nanocarreadores, nanocapsulas de nucleo lipidico tém apresentado resultados
promissores como carreadores de farmacos, incluindo atividade antineoplasica em modelo in
vitro de cancer de mama. Nesse sentido, nanocépsulas de nucleo lipidico contendo éster
dietilico de metotrexato foram capazes de provocar efeito citotoxico, via apoptose, em células
de cancer de mama (linhagem MDA-MB-231 - triplo negativo) resistentes ao farmaco
metotrexato (YURGEL et al. 2014). Outro estudo pré-clinico demonstrou um efeito
antiproliferativo das nanocapsulas de nacleo lipidico contendo doxorrubicina frente a outra
linhagem de cancer de mama (MCF-7) (ANTONOW et al., 2017).

As nanocapsulas de nucleo lipidico também sdo passiveis de comportar ligantes em sua
superficie, via complexacdo organometadlica (BENDER et al., 2014). Dessa forma,
nanocapsulas funcionalizadas com bromelina apresentaram um efeito antiproliferativo mais
acentuado em células MCF-7 do que a bromelina em solucdo (OLIVEIRA et al., 2017).
Nanocapsulas funcionalizadas com o tripeptideio arginina glicina acido aspartico (RGD) e
contendo doxorrubicina também apresentaram capacidade antitumoral frente células de cancer
de mama (ANTONOW et al., 2018). Ainda, as nanocapsulas de ndcleo lipidico contendo
metotrexato (ou seu éster dietilico) encapsulado e também como ligante na superficie da
particula, mostraram-se seletivas e aumentaram o efeito citotoxico em células de cancer de

mama com superexpressao de receptores de folato (MCF-7) (OLIVEIRA et al., 2018).
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Além disso, as nanocépsulas de nucleo lipidico foram empregadas na encapsulacéo de
ditosilato de lapatinibe, obtendo altas taxas de eficiéncia de encapsulacdo e diametro adequado
para estudos pré-clinicos (CEOLIN, 2016). Neste contexto, a hipotese desse trabalho esta
centrada no desenvolvimento de nanoparticulas de nucleo lipidico multiparede contendo
ditosilato de lapatinibe e funcionalizacéo de superficie com o anticorpo trastuzumabe, visando
atividade antitumoral in vitro frente as células de cancer de mama HER2 positivo. A utilizagéo
de ditosilato de lapatinibe e trastuzumabe em combinacéo ja é explorada como tratamento de
cancer de mama HERZ2 positivo, no entanto a combinacdo do farmaco e do anticorpo em uma
mesma particula é inédita. O desevolvimento desse sistema pode contribuir para o
direcionamento ativo do farmaco, além de contar com a atividade antitumoral do anticorpo
adicional ao lapatinibe. Outra vantagem do uso das nanocéapsulas de nucleo lipidico como
nanocarreador € a ampliacdo das possibilidades de vias de administracdo (por exemplo,

intravenosa e/ou oral).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Cancer de mama: epidemiologia e fatores de risco

O cancer esté entre as principais causas de mortes prematuras (entre 30-70 anos de
idade) em todo em mundo. No Brasil, essa doenca € considerada a segunda causa de morte,
ficando atras apenas das doencas cardiovasculares (BRAY et al., 2021). Dados do Observatério
Global do Cancer (GLOBOCAN) apontam que ocorreram 19.3 milhdes de novos casos e cerca
de 10 milhdes de mortes por cancer em 2020, em todo o mundo. Entre os tipos de canceres com
maior incidéncia, para ambos 0s sexos, estdo cancer de mama, pulmao, colorretal, préstata, e
cancer de estbmago (GLOBOCAN, 2022, SUNG et al., 2021).

Curiosamente, no ano de 2020 a incidéncia do cancer de mama ultrapassou o cancer de
pulméo e representa 11,7% de todos os casos de cancer (2,3 milhdes de novos casos) (Figura
1A), esse tipo de cancer também configura como a quinta causa de morte (6,9% - 685.000
aproximadamente) quando considerados ambos os sexos (Figura 1B) (GLOBOCAN, 2022;
SUNG et al., 2021). Em relacdo ao sexo feminino, o cancer de mama é a neoplasia maligna
mais frequente e com maior letalidade (GLOBOCAN, 2022; HARBECK et al., 2019).

Contudo, a incidéncia de cancer de mama é maior em paises desenvolvidos, o que pode
estar associado a maior exposicdo a fatores de risco, assim como, ao acesso a formas de
deteccdo precoce. Por outro lado, as maiores taxas de mortalidade ocorrem em paises em
desenvolvimento (HARBECK et al., 2019, SUNG et al., 2021), fato que € associado a deteccao
tardia e consequentemente, em estagio mais avancados da doenca.

No Brasil, a estimativa de novos casos € de 66.280 para cada ano do triénio 2020-2022
(INCA, 2019). A exemplo do que ocorre em outros paises em desenvolvimento, no Brasil uma
parte importante dos casos de cancer mama tém sido identificados em estagios tardios da doenca
(111 e 1V), apesar da existéncia de campanhas para diagnostico precoce e o fornecimento de
exames pelo Sistema Unico de Satde (SUS) (BRETAS, RENNA, BINES 2021, SA, 2021).
Vale ressaltar que entre as dificuldades relacionadas ao diagnoéstico e tratamento do cancer de
mama também se encontram a vasta extensdo territorial do pais e a desigualdade na
disponibilizagdo de recursos (humanos e financeiros) para essa finalidade. Ainda, ha um outro
inconveniente na rede publica de salde brasileira que é a necessidade do paciente se deslocar
entre as unidades de consulta, diagndstico e tratamento (BRETAS, RENNA, BINES 2021).
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Figura 1: (A) Incidéncia de cancer na populacdo mundial em 2020; (B) NUmero estimado de
Obitos devido ao cancer em 2020 na populacdo mundial. Fonte: GLOBOCAN, 2022.

Aliado a isso, a pandemia pelo SARS-CoV 2 (COVID 19) pode ter um impacto negativo
no diagndstico do cancer de mama e de outras doengas. Um estudo realizado entre 2019-2020
demonstrou que houve uma reducédo de 42% no nimero de mamografias entre as mulheres na
faixa etaria de 50 a 69 anos atendidas pelo SUS (dados de exames realizados fora da rede
publica ndo foram contabilizados). Esse resultado foi acompanhado do aumento no nimero de
mulher com nddulos palpaveis (cerca de 7%) (BESSA, 2021). No entanto, o real impacto dessa
reducdo no diagnostico serd observado nos proximos anos.

Em relacdo aos fatores de risco, 0s casos de cancer de mama estdo associados a fatores
hereditarios em 10% dos casos (LOIBL et al., 2021). No entanto, o estilo de vida (falta de
atividade fisica, obesidade, ingestdo de bebidas alcodlicas, uso de cigarros, alta ingestdo de
gordura), fatores associados a gravidez e caracteristicas anatdmicas (gestacdo tardia, nédo
amamentacdo, alta densidade mamaéria, menarca precoce, menopausa tardia), exposicdo
hormonal e idade sdo considerados fatores de risco para o desenvolvimento desse tipo de cancer
(BRITT, CUZICK, PHILLIPS, 2020; LOIBL et al., 2021).

2.2. Caracteristicas estruturais da mama

As glandulas mamarias sdo estruturas Gnicas que caracterizam e fornecem o nome aos
mamiferos. Sua fungédo é a producdo de uma secrecdo, o leite, 0 qual é especie-especifico e

possui a funcdo de nutrir a prole. Devido a sua funcdo secretora, a mama é uma estrutura
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tecidual complexa, regulada por hormonios e muito dindmica devido aos ciclos estrais e a
gravidez (HASSIOTOU, GEDDES, 2012, TAURIN, ALKHALIFAB, 2020).

Estruturalmente, a mama é formada por tecido glandular secretor, tecido adiposo e
sustentada por tecido conjuntivo fibroso. O tecido glandular esta organizado em unidades
secretoras tuboalveolares que se situam na extremidade de pequenos ductos, os quais drenam
os alvéolos para um ducto principal, chamado ducto lactifero. O ducto lactifero se direciona ao
seio lactifero, junto ao mamilo (Figura 2) (KIERSZENBAUM, TRES 2012, pag. 676).

Célula
Mioepitelial

Unidades secretoras
tuboalveolares

Ductos

Ductos
lactiferos

Célula
Epitelial
Luminal

Figura 2: Organizagdo anatdmica e histolégica da mamaFonte: Do autor, 2022 - baseado em
Harbeck et al., 2019. Criado com BioRender.com

Quanto a histologia, a glandula maméria se caracteriza por um epitélio cibico luminal
circundado por células basais mioepiteliais (Figura 2). As células mioepiteliais apresentam
propriedades semelhantes as células musculares lisas, sdo responsaveis pela producdo da
membrana basal e auxiliam na polarizacdo das células luminais. Por outro lado, as células
luminais, quando da lactacéo, tem o potencial em se diferenciar em células secretoras de leite
(lactocitos). Devido a essa diferenciacdo durante a lactacdo, diz-se que a completa maturacéo
da mama ocorre apenas durante o periodo gravidez/lactacdo pela influéncia hormonal em nivel
celular e a consequente remodelacdo do tecido glandular (HASSIOTOU, GEDDES, 2012;
KIERSZENBAUM, TRES 2012, pag. 676).

Além das células luminais e mioepiteliais, a mama & composta por células-tronco
mamarias (Mammary Stem Cells). As células-tronco mamarias sdo células multipotentes auto-
renovaveis que podem se diferenciar nas células epiteliais que compdem a mama. Sdo essas

ceélulas que estdo envolvidas no desenvolvimento da mama durante a puberdade e a expansao

24


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S147655862030155X#!

da mesma durante a gravidez e lactacdo. Devido a essas caracteristicas as células-tronco
mamarias podem ser um tipo celular vulneravel a tumorigénese (YANG, WANG, JIAO, 2017).
Visto a complexidade da estrutura mamaria e a alta regulacdo hormonal, é compreensivel que

este tecido seja suscetivel a uma variedade de canceres de mama (MOCCIA, HAASE, 2021).

2.3. Classificacéo dos canceres de mama

Os céanceres de mama sdo um grupo de doencas com propriedades histopatologicas,
moleculares e clinicas heterogéneas (ELIYATKIN et al. 2015, MOCCIA, HAASE, 2021;
ZUBAIR, WANG, ALI, 2021). Para facilitar a compreensdo da doenca e estabelecer
tratamentos e prognosticos, o cancer de mama pode ser classificado de acordo com
caracteristicas histopatologicas. Além dessas caracteristicas, observacbes do grau de
diferenciacéo histologico, do tamanho do tumor, de marcadores moleculares, da invasdo de
linfonodos e a presenca de metastases fornecem informacGes importantes para a tomada de
decisdo na clinica e na orientacdo do tratamento (ELIYATKIN et al.. 2015, TSANG, TSE,
2020).

De acordo com o tipo de tecido de origem, os canceres de mama podem ser denominados
sarcomas ou carcinomas. Os sarcomas originam-se de células de tecido conjuntivo
(sustentacdo), enquanto que séo classificados como carcinomas 0s tumores com caracteristicas
de células epiteliais que compdem a glandula mamaria (Figura 3) (ZUBAIR, WANG, ALLI,
2021).

Em relacéo & localizacéo e invasividade os tumores mamarios podem ser classificados
com carcinoma in situ, cuja localizacdo é restrita aos l6bulos (carcinoma lobular in situ) ou
ductos (carcinoma ductal in situ) de forma bem delimitada, sem invasdo de tecidos
circundantes. Por outro lado, sdo denominados carcinomas invasivos, aqueles que tém a
tendéncia de se expandir para tecidos vizinhos e ainda, desenvolver metastases em outros
tecidos ou o6rgdos (ZUBAIR, WANG, ALI, 2021). Os carcinomas invasivos podem ser
classificados histologicamente como: sem tipo especial, sendo que os carcinomas ductais
invasivos sem tipo especial representam 70% dos casos; ou morfologicamente identificavel. A
alta porcentagem de tumores categorizados com sem tipo especial reflete a necessidade da
investigacdo de outros parametros a fim de uma melhor compreenséo e personalizagcdo do
tratamento (Figura 3) (TSANG, TSE, 2020).
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Figura 3: Classificagdo histolégicas dos canceres de mama. Do autor, 2022 - baseado em
Harbeck et al., 2019. Criado com BioRender.com

De forma complementar, os tumores podem ser classificados quanto ao grau histoldgico
(1-111), o qual é definido com base no grau de diferenciacdo tumoral, pleomorfismo e pela
presenca de figuras de mitose (ELIYATKIN et al. 2015). Outra caracterizacdo importante € o
estadiamento, o qual é baseado nas caracteristicas do tamanho do tumor primario (T), na
infiltracdo tumoral nos linfonodos (status nodal) (N) e a presenca de metastase (M). Essas
observacdes constituem o sistema TNM de classificacdo e o estadiamento anatdmico varia de
0 a IV, sendo o estadiamento 0 mais favoravel ao paciente do que o estadiameto mais alto
(KALLI et al., 2018).

Biomarcadores moleculares também fazem parte da caracterizacdo dos cénceres de
mama. Assim, investigacOes sobre a expressao de receptores de estrogénio, receptores de
progesterona e HER2 levam a categorizacdo dos tumores em cinco subtipos: 1) Luminal A; I1)
Luminal B; I11) HER2 positivo, IV) Triplo negativo ou V) “Tipo normal” (normal-like) (Figura
4) (ELIYATKIN et al. 2015, ZUBAIR, WANG, AL, 2021). Tal classificacdo também auxilia
no prognostico e decisao do regime terapéutico. A fim de auxiliar nessa classificacao, a proteina
Ki-67 também ¢é investigada.

Dessa forma, o subtipo Luminal A caracteriza-se pela expressdo de receptores de
estrogénio e/ou progesterona (alta expressdo de progesterona), HER2 negativo, apresenta baixa
proliferacdo celular (Ki-67 menor que 20%), baixo grau histolégico e um bom prognostico. O
subtipo Luminal B também apresenta expresséo de receptores de estrogénio e/ou progesterona,

porém em menores taxas que o tipo Luminal A. Pode ou ndo apresentar a expressao de HER2
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(expresso em aproximadamente 20% dos tumores Luminais B), apresenta-se proliferativo (Ki-
67 maior que 20%) e, consequentemente, apresenta maior grau histolégico do que tumores
Luminais A e prognostico intermediario. O tratamento desses tumores podem se beneficiar da
terapia hormonal isolada, visto a expressédo de receptores hormonais, ou em combinagdo com
agentes quimioterapicos (principalmente no subtipo Luminal B) (Figura 4) (HARBECK et al.,
2019; TAURIN, ALKHALIFAB, 2020, TSANG, TSE, 2020).

Normal-like Luminal A Luminal B HER2 Triplo
L | | S—— Negativo

Bom Progndstico
‘ Proliferagao
\B_a.ixo Grau

Alto Grazl

Expressao de Receptores de Estro
xpressao de HER2

Figura 4: Classificacdo dos canceres de mama de acordo com a expressdo de marcadores
moleculares. Do autor, 2022 - baseado em Harbeck et al., 2019. Criado com BioRender.com

Tumores que ndo expressam 0s receptores hormonais, mas expressam HER2 sdo
denominados como tumores HER2 positivo. Tais tumores sdo altamente invasivos e
proliferativos, apresentam alto grau histoldgico e progndstico intermediério porém, podem se
beneficiar de terapias-alvo anti-HER2 (Figura 4) (HARBECK et al., 2019).

Como a propria denominacdo sugere, os tumores triplo-negativo ndo apresentam
expressdes significativas de receptores hormonais e HER2 além disso, expressam genes
caracteristicos de células basais e/mioepiteliais da mama. Esses tumores também sdo altamente
invasivos e proliferativos, consequentemente, o prognéstico nao ¢ favoravel. Os tumores “tipo-
normal” sdo descritos como tendo poucas células tumorais e possuem componentes teciduais
ndo tumorais (ELIYATKIN et al., 2015). Além disso, a sua expressao génica se assemelha a
expressao génica do epitélio normal da mama.

No entanto, a classificacdo dos canceres de mama ndo se restringe apenas aos
marcadores descritos acima, pois outras caracteristicas moleculares podem e devem ser
investigadas para direcionar a escolha dos tratamentos (HARBECK et al., 2019; TSANG, TSE,
2020).
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2.4. Receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano - HER2

O receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2-neu, ErbB2) é
uma glicoproteina transmembrana de 185 kDa codificada pelo oncogene HER2-neu localizado
no braco longo do cromossomo 17 (17q) (LIAO, et al, 2010; LV et al., 2016). Esse receptor
pertence a familia de receptores conhecidos como HER ou ErbB, a qual inclui outros trés
receptores: o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR-HER1-ErbB1), o receptor
tipo 3 do fator de crescimento epidérmico humano (HER3-ErbB3) e o receptor tipo 4 do fator
de crescimento epidérmico (HER4-ErbB4) (MOASSER, 2007).

Os receptores ErbB/HER sdo um conjunto de receptores tirosina quinase tipo I. As
glicoproteinas que compdem essa familia de receptores apresentam uma organizagcdo molecular
semelhante, composta por uma regido extracelular, a qual é constituida por duas regides ricas
em cisteina (CR1 e CR2 ou dominios Il e IV, respectivamente) e duas regifes de
reconhecimento de ligantes (LD1 e LD2 ou dominios | e Ill, respectivamente). Além disso,
estas glicoproteinas apreentam um curto dominio transmembrana e na porc¢ao intracelular, um
dominio tirosina quinase e a cauda carboxi-terminal rica em tirosina (APPERT-COLLIN et al.,
2015; MOASSER, 2007; YARDEN, SLIWKOWSKI, 2001) (Figura 5A).

Anaélises filogenéticas indicam que eventos de duplicacdo de genes levaram a formacéo
dos quatro receptores em humanos. Dessa forma, a primeira duplica¢do deu origem ao precursor
de ErbB1 e 2, bem como, ao precursor de ErbB3 e 4. Posteriormente, nos tetrapodes, esses
precursores sofreram novas duplicacfes, permitindo a formacdo de uma rede complexa de
sinalizacdo, composta pelos quatro receptores e seu ligantes que incluem: fator de crescimento
epidérmico (EGF), fator de crescimento transformador (TGF-a), anfiregulina, epiregulina,
betacelulina, neuregulina (1, 2, 3, 4), Fator de crescimento semelhante a EGF de ligacdo a
heparina (HB-EGF). Esses ligantes podem reconhecer um ou mais receptores da familia HER
(CITRI, YARDEN, 2006, STEIN, STARQS, 2006, WU et al., 2021).

De forma geral, as vias de sinalizacdo celular relacionadas aos receptores HER sdo
dependentes da interacdo de um ligante especifico a porgdo extracelular do receptor em sua
forma monomérica, ativando-o (Figura 5B). A interacdo entre ligante-receptor desencadeia
mudancas conformacionais que permitem a formacdo de homo ou heterodimeros, devido a
interacdo entre o dominio Il dos receptores envolvidos na dimerizacdo. Ademais, na porcao

intracelular ocorre a transfosforilacdo e o acoplamento de proteinas adaptadoras ou enzimas,
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ativando cascatas de sinalizacdo (Figura 5B e C) (APPERT-COLLIN et al., 2015; MOASSER,
2007; YARDEN, SLIWKOWSKI, 2001).
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Figura 5: Diagrama esquematico das vias de sinalizacdo HER2. (A) Organizacao estrutural dos
receptoresHER2. (B) Vias de sinalizacdo ativadas por dimeros HER; (C) Modificagdo na
comformacdo do receptor mediada por ligante. DI — Dominio I, DIl — Dominio II, DIl —
Dominio Ill, DIV — Dominio IV, DT — Dominio Transmembrana. Fonte: Do autor, 2022 -
baseado em Lv et al., 2016. Criado com BioRender.com

A formacéo de dimeros, especialmente heterodimeros, demonstra uma interdependéncia
desses receptores e a complexa rede de sinalizacdo proveniente dessas interagdes. Importante
destacar que essas interacOes sdo essenciais para a transducdo de sinal intracelular e ativacao
de diversos efeitos bioldgicos (NELSON, 2014a), uma vez que, os receptores HER2 e HER3
sdo moléculas incompletas. O HER3 possui quinases inativas, enquanto que HER2 ¢
considerado um receptor Orfdo, pois ndo possui ligantes especificos conhecidos (STEIN,
STAROS, 2006).

Apesar da auséncia de ligantes especificos para HER2, a sua funcdo bioldgica esta
relacionada a sua capacidade de formar dimeros com outros receptores, uma vez que, consiste
no parceiro de ligacdo preferido dos demais receptores (GRAUS-PORTA et al., 1997). Essa
preferéncia por heterodimeros com HER2 parece estar associado ao aumento na especificidade
do ligante ao par dimerizado e a amplificacdo da sinalizacdo (YARDEN, SLIWKOWSKI,
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2001). Aliado a isso, os dominios I e 11l do HER2 organizam-se de uma forma que o sitio de
dimerizacgdo (I1) esteja sempre disponivel para formar a ligacdo com o parceiro, enquanto que
nos outros receptores dessa familia, na auséncia de ligante, o sitio do dominio Il esta inibido
devido a sua interacdo com o dominio IV. Essa ligacdo (11-1V) se desfaz quando um ligante
interage com o receptor, devido a aproximagdo dos dominios | e Il e exposicéo do sitio 1l para
a dimerizacdo (CITRI, YARDEN, 2006) (Figura 5A).

A formacdo de homo ou heterodimeros promove a sinalizacdo por vias distintas. A
ativacdo dessas vias é dependente do ligante (sinal extracelular) e dos receptores que formam o
dimero. Nesse sentido, a formac&o de heterodimeros entre HER2/HER3 acarreta na ativacéo da
via fosfatidil inositol 3-quinase- proteina quinase B (PI13K — Akt), mas também pode induzir a
ativacdo da via da proteina quinase ativada por mitdégeno (MAPK), sendo estas as vias
principias ativadas por receptores HER. A via MAPK também pode ser ativada pelos dimeros
HER2/HER1, HER2/HER2 HER2/HER4 (Figura 5B) (CITRI, YARDEN, 2006; LV et al.,
2016; TAI, MAHATO, CHENG, 2010).

A presenca dos receptores ErbB/HER e a formacéo de seus complexos e ativacao de
vias de sinalizacdo sdo de suma importancia para diferenciacdo de linhagens celulares, assim
como, favorecem as interagdes celulares durante a organogénese (incluindo o desenvolvimento
das glandulas maméarias) e nos individuos adultos (STERNLICHT, 2005; YARDEN,
SLIWKOWSKI, 2001). Isso, porque as vias de sinalizacdo relacionadas aos receptores
ErbB/HER estdo envolvidas em processo de regulacdo da divisdo celular, adesdo, migracao,
diferenciacdo e apoptose (YARDEN, SLIWKOWSKI, 2001, ZACZEK, BRANDT,
BIELAWSKI, 2005).

Apesar da importancia biolégica dessas vias, a desregulacdo na expressdo dos receptores
HER, esta associada ao desenvolvimento e progressdo de diferentes tipos de cancer. A
desregulacdo na expressdo de HER2 é associada com a patogéneses de canceres de mama,
ovario, gastrico, esofagico, cancer de pulméo e de mama (NELSON, 2014b; TAI, MAHATO,
CHENG 2010).

Cerca de 20% a 30% dos canceres de mama apresentam alteracéo nos receptores HER2
(OH, BANG 2020, ZHAO et al., 2021). Essas altera¢cdes sdo oriundas da superexpressao do
gene, amplificagdo, mutagdo ou ainda de alteracdes transcricionais ou pds-transcricionais, como
por exemplo, a inibi¢do da degradacao do receptor (NELSON, 2014a, OH, BANG, 2020).

A superexpressao de receptor HER2 e seu estado conformacional apropriado para

dimerizagdo faz com que ocorra uma sinalizacdo celular prolongada, com ativagdo de vias
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anteriormente mencionadas que sdo importantes para proliferacdo e sobrevivéncia celular.
Além disso, a superexpressao permite uma evasdo dos processos de atenuacgdo de sinal. Ainda,
0 aumento na expressao acarreta na sua homodimerizacgdo, bem como, heterodimerizacdo com
EGFR, o que pode desencadear a perda da polaridade celular e desregular a adeséao célula-célula
(MOASSER, 2007). Por fim, recentemente foi demonstrado que altos niveis de HER2 na
superficie celular, levam a deformacdo da membrana celular, promovendo a formacdo de
protuberancias. A presenca dessas protuberancias limita a interacdo entre as células e entre
células-substrato, o0 que pode contribuir para a aquisicdo de um fenotipo invasivo,
independentemente das vias classicas de sinalizagdo (CHUNG et al., 2016). Devido as essas
caracteristicas, a expressdo de HER2 além de estar associada a tumorigénese, € considerada um

fator prognostico e um alvo terapéutico para o cancer de mama (IQBAL, IQBAL, 2014).

2.5. Tratamentos anti-HER2

O tratamento dos céanceres de mama é multidisciplinar consistindo em resseccao
cirurgica, radioterapia e tratamentos sistémicos, incluindo terapias enddcrinas, quimioterapias,
terapias-alvo contra receptores HER2 e imunoterapia (HARBECK et al., 2019). A escolha para
o melhor tratamento se baseia nas caracteristicas tumorais, incluindo os marcadores
moleculares, como mencionado anteriormente.

Neste contexto, um dos marcadores que influencia na escolha do regime terapéutico é o
HER2. A determinacdo desse biomarcador necessita ser confiavel a fim de determinar o status
do receptor no tumor, visto os beneficios das terapias anti-HER2 (GUTIERREZ, SCHIFF,
2011). Atualmente, as técnicas de identificacdo utilizadas sdo a imunohistoquimica (IHC)
(deteccdo da proteina), utilizada como um teste de triagem e a hibridizacdo in situ (FISH)
(deteccdo da amplificacdo génica), o qual € um teste de confirmacdo quando os resultados por
IHC néo séo esclarecedores (AHN, et al., 2020).

Apos a confirmacdo do status HER2, os tratamentos disponiveis para esse tipo tumoral
sdo anticorpos monoclonais como o trastuzumabe, pertuzumabe e margetuximabe; pequenas
moléculas inibidoras de receptores tirosina quinase, a exemplo do lapatinibe, neratinibe,
tucatinibe e pirotinibe e os farmacos conjugado a anticorpos como trastuzumabe-deruxtecano e
ado-trastuzumabe-emtansina (SCHLAM, SWAIN, 2021, WYNN, TANG, 2022). Esses sdo
agentes especificos direcionados ao HER2, porém o tratamento pode contar com outros agentes

quimioterapicos, tratamentos cirdrgicos, além da radioterapia.
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2.6. Trastuzumabe

O trastuzumabe é anticorpo humanizado monoclonal produzido pela técnica de DNA
recombinante. Esse anticorpo foi a primeira terapia direcionada aos receptores HER2 a chegar
ao mercado, sendo aprovado pelo FDA em 25 de setembro de 1998 (FDA, 1998) e registrado
na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) desde 1999 (ANVISA, 1999). A sua
aprovacdo teve e ainda tem, um enorme impacto na vida de dezenas de mulheres com
diagnostico de cancer de mama HER2 positivo. Além disso, abriu novas perspectivas para a
engenharia de anticorpos monoclonais (SAWYERS, 2019).

Primeiramente comercializado com o nome de Herceptin (atualmente existem
biossimilares no mercado), o trastuzumabe, € um anticorpo da classe 1gG1 de 1455 kDa
(DRUGBANK, 2022). Por ser um anticorpo humanizado, ele contém regides hipervariaveis
(reconhecimento do antigeno) das cadeias leves e pesadas (Fab) de origem murina, as quais
representam 5% da composi¢cdo do anticorpo. As cadeias constantes e caracteristicas de 1gG
(Fc) séo de origem humana e correspondem a 95% da composicéo do anticorpo (Figura 6A)
(BAYER, 2019; HARRIES, SMITH, 2002)

Apesar de ndo ser completamente elucidado, o seu mecanismo de agdo conta com o
reconhecimento do dominio IV da porcéo extracelular do receptor HER2 e inibe indiretamente
a sua dimerizacdo, uma vez que a dimerizacdo ocorre pela interacdo entre os dominios Il dos
receptores (Figura 6A). (LV et al., 2016, ZHAO et al., 2021). A ndo dimerizacdo impede a
fosforilacdo da porcdo intracelular do receptor e a sinalizacdo celular. Além disso, o
trastuzumabe aumenta a internalizacéo e degradacao dos receptores HER2, inibem a clivagem
da regido extracelular do receptor e a formagdo do fragmento p95 (fragmentos carboxi-
terminais de HER?2) (Figura 6A e C) e ativam a citotoxicidade mediada por células dependente
de anticorpos (HUDIS, 2007, LV et al., 2016) (Figura 6C).
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Figura 6: Mecanismos de acdo do trastuzumabe. (A) Estrutura do anticorpo; Inibicdo da
clivagem do receptor e homo ou heterodimerizacao; (B) Degradacéao do receptor; (C) Ativagédo
de citotoxicidade mediada por anticorpo. Fonte: Do autor, 2022 - baseado em Hudis et al., 2007.
Criado com BioRender.com

A administracdo do trastuzumabe € realizada por infusdo intravenosa, com um regime
terapéutico que pode ser semanal ou a cada 3 semanas. No regime semanal, a primeira dose a
ser administrada corresponde a 4 mg kg, seguida de doses de manutencdo de 2 mg kg™.
Enquanto que, nas administraces a cada 3 semanas, a dose de ataque é de 8 mg kg™, com doses
subsequentes de 6 mg kg™ a cada 21 dias (BOEKHOUT, BEIJNEN, SCHELLENS, 2011). As
administracdes do anticorpo ocorrem em ambiente clinico-hospitalar. Além disso, as infusdes
iniciais tém duracdo de 90 minutos, ja as doses de manutencdo podem ser administracdo por
perfuséo de 30 minutos de duragédo (FDA, 2018).

Alternativamente, uma formulacdo de aplicacdo subcuténea contendo trastuzumabe e a
enzima hialuronidase foi aprovada pelo FDA em 28 de fevereiro de 2019, destinada ao
tratamento do céncer de mama. Assim como para a administracdo intravenosa, o0 regime
terapéutico conta com a aplicacGes a cada 3 semanas, sendo a dose de 600 mg (5 mL),
administrados durante aproximadamente 2 a 5 minutos (FDA, 2019). Apesar das diferencas nas
rotas de administragdo a farmacocinética, eficdcia e seguranca sdo similares (WALLER,
MOBIUS, FUENTES-ALBURO, 2021).
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A farmacocinética do trastuzumabe ainda néo foi totalmente compreendida, porém sabe-
se que este é metabolizado a peptideos e aminoécidos. Sua eliminacdo é mediada por células
epiteliais devido a metabolizacdo intracelular. Sua meia-vida é longa, sendo de
aproximadamente 28 dias (BOEKHOUT, BEIJNEN, SCHELLENS, 2011, FDA, 2019).

O trastuzumabe faz parte da primeira linha do arsenal terapéutico para o cancer de mama
HER?2 positivo, contudo nem todos os pacientes se beneficiam desse agente terapéutico devido
a existéncia de mecanismos de resisténcia a esse anticorpo. Os mecanismos de resisténcia
contemplam: obstaculos de reconhecimento anticorpo receptor, por exemplo, a existéncia de
p95HER2 e mascaramento de epitopo por glicoproteinas como a Mucina-4. A regulacéo
positiva das vias de sinalizacdo por perda de funcdo de outros componentes da via de
sinalizacdo, como a perda da fungéo da fosfatase PTEN, a qual normalmente inibe a ativacao
de PI3K, também estdo associadas a resisténcia ao tratamento. Ainda, mutacdes em PI3K
(PIK3R1 e PIK3CA) podem acarretar na ativagdo exacerbada da via PI3K-Akt (NAHTA,
ESTEVA, 2006, POHLMANN et al., 2009).

Outro fator envolvido na resisténcia terapéutica ao trastuzumabe € sinalizacdo celular
por vias alternativas, como por exemplo a sinalizacdo via receptor do fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF-1R), sinalizacdo por homodimeros EGFR e heterodimeros
EGFR/HERS3. Falha na ativacdo de mecanismos de citotoxicidade mediada por anticorpo, a qual
pode resultar de polimorfismos em receptores das células imunes que reconhecem a porcao Fc
do anticorpo, também podem prejudicar a sua utilizacio (NAHTA, ESTEVA, 2006,
POHLMANN et al., 2009). Aliado aos mecanismos de resisténcia, efeitos adversos como
reacOes infusionais (febre e calafrios, nduseas, vomitos, dor de cabeca, tontura, dispneia,
hipotensdo, erupcéo cutanea e astenia) e cardiotoxicidade clinica e subclinica sdo reportados
para os tratamentos com trastuzumabe (FDA, 2018). A fim de transpor esses mecanismos de
resisténcia, estudos tém combinado o trastuzumabe com agentes quimioterapicos e outros
inibidores de receptores tirosina quinase (WYNN, TANG, 2022).

Além dos mecanismos de resisténcia, outro fator que impede a sua ampla utilizacéo € o
alto custo do tratamento. No Brasil, o custo estimado do medicamento para o tratamento de
uma pessoa de 60 kg, considerando uma dose de ataque de 8 mg kg™ e outras 17 doses de 8
mg/kg distribuidas em ciclos de 21 dias, chega a 12.698,93 dolares (BOTELHO, ESTEVEZ-
DIz, CAMPOLINA, 2021). Vale ressaltar que o valor representa apenas 0 medicamento e que
uma importante parcela dos tratamentos é custeado pelo SUS. O SUS contempla o tratamento

com o trastuzumab desde 2012 (BRASIL, 2012). Em 2016, os gastos com esse tratamento
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representaram 74,9% (R$ 374.003.094,00) dos recursos utilizados para compra de
medicamentos oncoldgicos de maior custo, estando no topo dos gastos para essa categoria de
medicamentos (CHAVES et al., 2018; CASTRO, 2020). Assim, outro fator importante para a

utilizacdo da terapia combinada é reducdo dos custos do tratamento.

2.7. Lapatinibe

O lapatinibe é um farmaco sintético da classe das 4-quinazolinaminas, cujo mecanismo
de acdo é a ligacdo reversivel e, consequentemente, a inibicdo dos receptores tirosina quinase
EGFR-HERL1 e HER2. O efeito inibit6rio ocorre pela ligacdo do lapatinibe aos sitios de ligacdo
do trifosfato de adenosina (ATP) na porcéo intracelular dos receptores. Essa interacdo farmaco-
receptor inibe a sua fosforilacdo e a ativacdo das vias de sinalizacdo celular (PI3K-Akt e
MAPK), podendo promove a morte celular (DRUGBANK, 2022 PUBCHEM, 2022) (Figura
7). Seu mecanismo de agdo permite também, o reconhecimento de receptores HER2 truncados,
conhecidos como p95-HER2. O fragmento p95-HER2 ndo apresenta a por¢do extracelular do
receptor, mas mantém dominio quinase funcional. Devido a essa caracteristica, a presenca de
p95-HER2 em tumores de mama pode ser um mecanismo de resisténcias as terapias com
anticorpos direcionados a por¢édo extracelular do receptor (ARRIBAS et al., 2011).
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Figura 7: Mecanismos de agdo do Ifapatiriib'er. Fonte: Do autor, 2022. Criado com
BioRender.com
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O lapatinibe foi aprovado pelo FDA para o tratamento de tumores sélidos, incluindo
cancer de mama HER2 positivo e cancer de pulmdo em 2007 (DRUGBANK, 2022) e esta
disponivel no Brasil desde 2009 (BVSMS, 2009. Em se tratando de cancer de mama, esse
farmaco € indicado para o tratamento de cancer de mama avancado ou metastatico em
combinagdo com capecitabina ou letrozol em pacientes previamente tratados com antraciclina,
taxano e trastuzumabe (FDA, 2010; SCHLAM, SWAIN, 2021).

Apesar de estar disponivel no Brasil, a maioria dos pacientes ndo tém acesso ao
tratamento com lapatinibe, pois este medicamento € utilizado em clinicas privadas ou €
fornecido pelo sistema publico de satde via processos judiciais (DEBIASI et al., 2016; VIDAL
etal., 2013). Devido a isso, as informagdes sobre os custos do tratamento séo excasso. Contudo,
um estudo realizado em 2013 sobre as acOes judiciais que reivindicavam medicamentos
antineoplasicos, aponta o lapatinibe como o segundo farmaco mais oneroso entre os farmacos
solicitados. De acordo com o valor de mercado no momento em que o estudo foi realizado, para
atender apenas 3 solicitacdes de tratamento seriam necessarios 230.077,30 reais, valor esse que
representa apenas 0s custos com a aquisicdo do medicamento (VIDAL et al., 2013).

Contudo, o lapatinibe é um farmaco de administracdo oral, com apresentacdo
farmacéutica na forma de comprimidos contendo 250 mg do derivado ditosilato de lapatinibe
(SARDESAI, STORNIOLO, 2015), o que proporciona maior comodidade ao paciente, visto
que pode ser administrado em ambientes ndo hospitalares. A dose didria recomendada para o
tratamento do cancer de mama € entre 1.250 mg a 1500 mg (5 a 6 comprimidos) uma vez ao
dia, em ciclos de 21 dias. A sua administracdo é preferivel uma hora antes ou depois das
refeicdes, pois a sua absorcao é influenciada pela presenca de alimento no trato gastrointestinal,
podendo aumentar a exposi¢éo sistémica. Mesmo nas condicdes ideais de administragéo, a sua
absorcdo é incompleta e variavel (FDA, 2010), sendo a sua biodisponibilidade oral completa
desconhecida. Isso pode estar relacionado ao fato que o lapatinibe € substrato da glicoproteina
P (P-gp- a qual é relacionada ao efluxo e resisténciaaa drogas) e sua solubilidade € dependente
de pH. Dessa forma, em situacdes onde o pH do trato gastrico encontra-se elevado a absor¢éo
do farmaco pode diminuir (FDA, 2010). No entanto, a sua concentracdo plasméatica em um
estado de equilibrio (steady-state) ap6s a administracdo de uma dose de 1.250 mg por dia é
proxima a 2,43 pg mL? (SARDESAI, STORNIOLO, 2015) . Ainda, o metabolismo do
lapatinibe é hepatico com excrecdo de 27% nas fezes (FDA, 2010).

De forma geral, o lapatinibe é bem tolerado, porém pode acarretar em toxicidade

cardiaca. Os principais efeitos adversos relacionados ao tratamento com o lapatinibe s&o
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diarreia e erupcdo cutanea, nauseas, neutropenia e anemia (IQBAL, IQBAL, 2014,
SARDESAI, STORNIOLO, 2015). Os efeitos gastrointestinais s&o amplamente reportados para
inibidores de receptores tirosina quinase e parecem ser mais exacerbados quando moléculas
com ligacdo irreversivel sdo utilizadas como por exemplo, o neratinibe ou o pirotinibe
(SCHLAM, SWAIN, 2021), sendo este um fator limitante para a adesdo ao tratamento e
também para absorcéo desses farmacos.

Apesar de ainda ndo estarem elucidados, alguns achados apontam que um dos fatores
que desencadeiam a diarreia ap0s a administracdo de inibidores de receptores tirosina quinase,
seja a alguns achados apontam que ha uma reducéo na expressao de HER2 e EFGR no tecido
intestinal, o qual é acompanhado de algumas altera¢gdes morfolégicas (BOWEN et al., 2014).
Dessa forma, novas estratégias para veiculacdo do lapatinibe, como por exemplo a sua
nanoencapsulacdo, podem contribuir para reducdo de efeitos adversos, melhorar suas
caracteristicas farmacocinéticas, bem como melhorar o seu direcionamento para tecidos-alvos
e reducdo da dose efetiva (BONDE et al., 2018).

2.8. Combinacdo de trastuzumabe e lapatinibe dos ensaios in vitro aos ensaios clinicos

Inicialmente, estudos in vitro demonstraram um efeito sinérgico entre lapatinibe e
trastuzumabe (0,039 a 5,0 umol mL " de lapatinibe e 0,31 a 4,0 umol mL 1) em linhagens de
cancer de mama com superexpressao de HER2 (SKBR3; MDA-MB-453, MDA-MB-361 e
BT474) reduzindo a viabilidade celular das mesmas (KONECNY et al., 2006). Ainda, a
combinacdo de 100 nM de lapatinibe e 10 pg mL™ trastuzumabe induziu niveis de apoptose
mais elevados do que as monoterapias na linhagem BT474 (XIA et al., 2005).

Além disso, um dos achados importantes sobre essa combinacgdo terapéutica, in vitro
nas linhagens SKBR3, MCF-7THER2 ou BT474, é que o lapatinibe pode reduzir a ubiquitinacéo
de HER2, prevenindo a sua degradacdo e favorecendo a sua acumulagdo nas membranas
celulares. O acumulo de HER?2 inativo na superficie celular possibilita o reconhecimento dos
mesmos pelo trastuzumabe e leva a0 aumento na ativacdo de citotoxicidade imunomediada
induzida por anticorpo (MURUYAMA et al., 2011; SCALTRITI et al., 2009). Em modelos de
xenoenxerto (linhagem celular BT474 VH2) a combinagdo dos agentes terapéuticos (lapatinibe
100 mg kgt e 10 mg kg, 3x na semana) levou a completa remiss&o do tumor apos o tratamento
(SCALTRITI et al., 2009).
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Em estudos clinicos, a combinacdo de lapatinibe e trastuzumabe (aliado a
quimioterapia) para o tratamento de cénceres de mama HER2 positivo (tratamento
neoadjuvante) demonstrou melhora na resposta patolégica completa quando comparado ao
tratamento apenas com trastuzumabe em combinacdo com quimioterapia (CLAVAREZZA et
al., 2016). Ainda, essa meta-analise verificou que o efeito dessa combinacdo (lapatinibe-
trastuzumabe) é mais acentuado em tumores ndo positivos para receptores hormonais
(CLAVAREZZA et al., 2016). Dados semelhantes foram observados por Guarneri et al., 2022,
sendo tambem relatado um aumento na sobrevida global dos pacientes que receberam
trastuzumabe e lapatinibe associados a quimioterapia, em relacdo aqueles que receberam apenas
trastuzumabe associado a quimioterapia ou lapatinibe associado a quimioterapia.

Outra reviséo sistematica e meta-analise de ensaios clinicos randomizados apontou que
0 uso combinado de lapatinibe e trastuzumabe melhorou a resposta patoldgica completa, a
sobrevida livre de progressdo e sobrevivéncia global dos pacientes, quando comparada as
terapias administradas de forma isolada, em pacientes com cancer de mama HER2 positivo. No
entanto, eventos adversos foram frequentemente relatados ap6s administracdo combinada de
trastuzumabe e lapatinibe (XU et al., 2017).

De acordo com as informac@es disponiveis sobre os medicamentos, entre os efeitos
adversos relatados para terapias isoladas com trastuzumabe e lapatinibe esta a cardiotoxicidade
(FDA, 2010, FDA, 2018). Contudo, a combinagao entre trastuzumabe e lapatinibe mostrou-se
segura do ponto de vista cardiaco em ensaios clinicos, no entanto alguns eventos cardiacos

sintomaticos e assintomaticos foram relatados (EIGER et al., 2020).

2.9. Nanoparticulas como ferramenta alternativa para direcionamento de fArmacos para

o tratamento do cancer de mama: lapatinibe e trastuzumabe

Apesar dos avancos nas descobertas sobre a biologia do cancer, nos procedimentos para
a prevencao, bem como, novas alternativas terapéuticas, o cancer de mama ainda provoca altas
taxas de morbidade e mortalidade. Nesse sentido, novas estratégias tém sido exploradas para
melhorar a eficcia terapéutica e o direcionamento alvo-especifico, incluindo a utilizacdo da
nanotecnologia (WHITE et al., 2020).

A nanotecnologia aplicada para tratamento do céancer, explora as caracteristicas
singulares de nanocarreadores lipidicos, poliméricos e inorganicos (WHITE et al., 2020). Entre

as caracteristicas dos nanocarreadores estdo o aumento da eficacia terapéutica devido ao maior
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acumulo no tecido-alvo, isso porque, essas particulas em escala nanométrica podem melhorar
o perfil farmacocinético de farmacos e sua distribuicdo tecidual. Além disso, o direcionamento
especifico contribui para a reducdo de efeitos adversos. Outra vantagem dessa tecnologia é a
viabilidade de combinar diferentes agentes terapéuticos em uma mesma particula, e a
manipulacdo de superficie para obter direcionamento ativo e especificidade para o alvo, ou
ainda para reduzir a interacdo da particula com proteinas plasmaticas e reduzir o
reconhecimento pelo sistema fagocitario (MEEL et al., 2013).

Neste sentido, lipossomas pH responsivos contendo lapatinibe e funcionalizado com o
peptideo T7 (ligante de transferrina) demonstrou-se mais eficaz contra o cancer de mama HER2
positivo e mais seguro do que o farmaco livre em ensaios in vitro e in vivo. Além disso, estudos
de distribuices demonstraram que a presenca do peptideo na superficie da particula melhorou
o0 direcionamento e acumulo das particulas na regido tumoral e possibilitou um aumento na
biodisponibilidade do farmaco (ZHANG et al., 2021).

Em outro estudo, nanoparticulas de albumina contendo lapatinibe foram desenvolvidas
visando a aplicacdo por via intravenosa. Nos testes preliminares, in vitro, as nanoparticulas
demonstraram citotoxicidade as células SKBR3 (células de cancer de mama HER2 positivo), a
qual foi mediada pela internalizacdo das particulas por endocitose, e ativacdo de vias de
apoptose. In vivo, as nanoparticulas promoveram redu¢do do volume tumoral superior (volume
tumoral ao término do tratamento 21,1%) ao farmaco livre (39,8%). Ainda, a formulacdo néo
apresentou potencial hepatotoxico, o qual foi avaliado por meio de analises histologicas e
marcadores bioguimicos (WAN et al., 2015).

Além do cancer de mama locorregional, outra preocupacao durante o diagnostico do
cancer de mama e progressao da doenca é o surgimento de metéstases, incluindo as metéstases
cerebrais, devido a dificuldade em tratar esses tumores (BROSNAN, ANDERS 2018). Dessa
forma, nanocarreadores estdo sendo desenvolvidos com a intencdo de superar as barreiras para
a entrega ao tecido cerebral, com por exemplo micelas contendo lapatinibe e paclitaxel
decoradas com Angiopep-2 (direcionamento via receptor de lipoproteina de baixa densidade).
Tais particulas demonstraram capacidade de transpor a barreira hematoencefalica em modelos
in vitro e in vivo, com actmulo significativo nas metastases cerebrais. In vitro, as micelas
reduziram a viabilidade celular em linhagem HER positiva e foram mais citotoxicas do que em
células que ndo expressavam o receptor (LU et al., 2022).

Nanoparticulas biodegradaveis funcionalizadas com trastuzumabe e contendo

dasatinibe, um inibidor multiquinase utilizado no tratamento de leucemia linfoblastica aguda e
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leucemia mieloide cronica, demonstraram um maior efeito citotoxico em células de cancer de
mama HER?2 positivo (BT474) e HER2 positivo resistente ao trastuzumabe, comparado aos
farmacos em solucdo. Aliado a isso, o tratamento induziu apoptose e parada de ciclo celular em
G1/G0O (NIZA et al., 2019). Da mesma forma, “Nanorods” contendo paclitaxel e superficie
funcionalizada com o anticorpo trastuzumabe demonstraram reducdo na viabilidade celular de
celulas HER2 positivas (SKBR3 e BT474), parada de ciclo celular em G2/M, além da ativacéao
de vias de morte celular por apoptose. Além disso, a formulacdo apresentou menor toxicidade
para células normais, indicando seletividade para as células cancerigenas (ABEDIN et al.,
2021).

Resultados interessantes também foram observados em modelo murino de xenoenxerto,
com células de cancer de mama HER2 positivo, apds a administracdo de um lipossoma
catiénico (Lipoplex) contendo substancias ativas encapsuladas (curcumina ou doxorrubicina) e
a complexacdo de trastuzumabe (complexacdo ndo covalente) a superficie da particula. Neste
contexto, a formulacao apresentou a capacidade de direcionar as substéancias ativas para o tecido
tumoral, melhorando a eficicia, uma vez que, reduziu o volume tumoral quando comparada
com as substancias ativas administradas de forma isolada. Ainda, a administracdo da
formulacéo desenvolvida aumentou a taxa de sobrevivéncia dos animais tratados (LIN et al.,
2019).

Além disso, 0 nosso grupo de pesquisa demonstrou que é possivel encapsular o farmaco
ditosilato de lapatinibe em nanocéapsulas de ndcleo lipidico e que esta formulacdo apresenta
resultados promissores contra célula de cancer de bexiga (BUSS et al., 2019). Ainda, outros
estudos do nosso grupo de pesquisa demonstraram que ligantes como anticorpos e fragmentos
de anticorpos podem ser acoplados a superficie das nanocapsulas de nucleo lipidico via
complexacdo organometalica (ALVES et al., 2020; ALVES et al., 2021; BENDER et al., 2014;
CAVALCANTE et al., 2016; CAVALCANTE et al., 2021).

Como citado acima, a combinacdo entre lapatinibe e trastuzumabe ja estd sendo
explorada na clinica. Além disso, varios trabalhos demonstram que a encapsulacao do lapatinibe
e o direcionamento de particula pela funcionalizacdo de superficie com o trastuzumabe sdo
alternativas para melhorar o tratamento de cancer de mama HER2 positivo. Contudo, até o
momento essa combinacao ainda ndo foi explorada utilizando nanocapsulas de ndcleo lipidico,

nem mesmo com outras particulas de base nanotecnologica.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver nanocépsulas de ndcleo lipidico multiparede contendo o farmaco ditosilato
de lapatinibe e funcionalizadas com anticorpo monoclonal trastuzumabe, além de avaliar o seu

potencial antitumoral in vitro, frente as células de cancer de mama HER2 positivo.

3.2. Objetivo Especifico

Capitulo 1: Realizar levantamento bibliografico sobre as nanocéapsulas de ndcleo
lipidico, desde o processo de sintese, caracteristicas fisico-quimicas, métodos de marcacédo
fluorescente e modificacao de superficie até as aplicagGes bioldgicas, a fim de redigir um artigo

de revisdo.

Capitulo 2: Desenvolver uma formulacdo de base nanotecnoldgica com a associacao
ditosilato de lapatinibe e trastuzumabe, caracterizando as nanocapsulas por diferentes técnicas.
Alem disso, avaliar o efeito antitumoral frente a células com superexpressdo de HER2
(linhagem SKBR3) e investigar o processo de internaliza¢do das particulas.

Capitulo 3: Avaliar o efeito antitumoral frente a células com superexpressdo de HERZ2,
resistentes a inibidores de receptores tirosina quinase (linhagem HCC1954). Investigar
alteracOes de expressdo génica relacionada a morte celular por apoptose e parada de ciclo

celular.

Capitulo 4: Investigar a estabilidade da formulagdo desenvolvida em fluidos géastrico e

intestinal simulados.

42



4. CAPITULO1




O texto completo do capitulo 1, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo de
paginas compreendido entre as paginas 44-119, foi suprimido por tratar-se de um manuscrito
intitulado: “Nanocapsulas de Nucleo Lipidico: Preparacao, Caracterizagdo e Aplicagdes
Bioldgicas”, publicado na revista Quimica Nova. Neste capitulo consta uma revisdo
bibliografica sobre nanocépsulas de ndcleo lipidico. As informacdes abordadas vao desde a
estrutura supramolecular, aspectos metodoldgicos de preparacao, fatores que influenciam nas
suas caracteristicas fisico-quimicas, bem como estratégias de marcacdo fluorescente e
modificacdo de superficie. Neste artigo, também descrevemos a versatilidade desse sistema, o
qual permite a obtencdo de formulacdes com potencial aplicacdo nas areas farmacéutica,

médica e veterinaria.
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5. CAPITULO?2




O texto completo do capitulo 2, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo de
paginas compreendido entre as paginas 122-151, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em
preparacdo para publicacdo em periddico cientifico. Neste capitulo consta a descri¢cdo do
desenvolvimento de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo lapatinibe e funcionalizacéo de
superficie com o anticorpo trastuzumabe, sua caracterizacao fisico-quimica, bem como, testes
de viabilidade celular com a linhagem SKBR3 (HER2 positiva) para avaliar a citotoxicidade da

formulacéo desenvolvida e a sua internalizagéo celular (direcionamento ativo).
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6. CAPITULO3




O texto completo do capitulo 3, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo de
paginas compreendido entre as paginas 154-180, foi suprimido por tratar-se da descricdo de
resultados que serdo utilizados para a preparacdo de um manuscrito, o qual sera posteriormente
publicado em periddico cientifico. Neste capitulo consta uma breve descrigédo da caracterizacao
fisico-quimica de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo lapatinibe e funcionalizacdo de
superficie com o anticorpo trastuzumabe, bem como, testes de viabilidade celular na linhagem
HCC1954 (HER2 positiva, intrinsecamente resistente a inibidores de tirosina-quinase) para
avaliar a citotoxicidade da formulacdo desenvolvida, bem como, resultados da expressédo génica

de marcadores relacionados a morte celular por apoptose e ciclo celular.

154



155



156



157



158



159



160



161



162



163



164



165



166



167



168



169



170



171



172



173



174



175



176



177



178



179



180



7. CAPITULO 4




O texto completo do capitulo 4, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo de
paginas compreendido entre as paginas 182-208, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em
preparacdo para publicacdo em periodico cientifico. Neste capitulo a estabilidade das
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo lapatinibe e funcionalizacdo de superficie com o
anticorpo trastuzumabe foi avaliada apos a exposicao frete a fluidos biolégicos simulados
(fluido géstrico e intestinal).
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8. DISCUSSAO GERAL




8. DISCUSSAO GERAL

O termo céncer representa um amplo espectro de doengas que apresentam como
caracteristica principal o crescimento descontrolado. Isso porque, as células que compdem 0s
tumores apresentam sinalizacdo proliferativa sustentada, evasdo dos mecanismos de supressao
de crescimento, células que apresentam resisténcia aos processos de morte celular e
imortalidade replicativa (HANAHAN, WEIBERG, 2011). Outras caracteristicas podem ser
adicionadas as anteriormente descritas como: a evasdo do sistema imunologico e
reprogramacao metabdlica (HANAHAN, WEIBERG, 2011). Essas caracteristicas aumentam
os desafios para que os tratamentos sejam efetivos.

Entre as mulheres, o cancer de mama é a neoplasia mais frequente e com maior
letalidade (GLOBOCAN, 2022). Assim como para outros tipos de cancer, ha a necessidade do
desenvolvimento de novos tratamentos para o cancer de mama, ou melhoria das opc¢des ja
existentes. Nesse sentido, as pesquisas na area da nanotecnologia voltadas para o drug delivery,
tem ganhado destaque. Diversos trabalhos investigam o direcionamento tumoral de
antineoplasicos classicos e novas moléculas, que estdo sob investigacdo, via nanocarreadores
organicos e inorganicos. Além disso, a nanotecnologia aplicada a &rea médica e farmacéutica
como um possibilidade para a implementacdo de terapias individualizadas (KEMP; KWON,
2021).

Entre as nanoparticulas investigadas para essa finalidade estdo as nanocapsulas de
nucleo lipidico. Como pode ser observado no levantamento bibliografico contemplado no artigo
de revisdo — Capitulo 1, uma parcela significativa dos artigos publicados entre 2013 — 2021,
envolvendo nanocépsulas de ndcleo lipidico, tem como objeto de investigacdo diferentes tipos
de cancer. Também fica evidente a potencialidade desse sistema para tal finalidade visto o
aumento da citotoxicidade de farmacos (ANTONOW et al., 2017; BRUINSMANN et al., 2020;
FIGUEIRO et al., 2015), inducdo de diferentes mecanismos antitumorais (BUSS et al., 2019) e
direcionamento ativo, evidenciados em estudos in vitro (ANTONOW et al., 2018; OLIVEIRA
et al., 2018). Para além dos estudos in vitro, os estudos em modelo murinos demonstram que
em um organismo complexo essas nanoparticulas conseguem transpor barreiras bioldgicas e
promover a entrega das sustancias ativas de estudos, atingindo o principal objetivo que é a
reducdo tumoral (ALVES et al., 2021; PEREIRA et al., 2018; RODRIGUES et al., 2016). Mais
importante que isso, é existéncia de estudo clinico aplicando as nanocapsulas de nucleo lipidico

para o tratamento de lesdes pré-tumorais (clinical trials: NCT04219358). O ingresso desse tipo
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de nanoparticula nos ensaios clinicos, reforca a sua importancia e a necessidade de avangar nos
estudos que ja foram iniciados com nanocéapsulas de nucleo lipidico visando o tratamento
oncologico. Além de explora-la para a incorporacdo/complexacédo de outros antineoplasicos.

Diante da versatilidade e potencialidade das nanocépsulas de nucleo lipidico, o presente
estudo investigou a possibilidade de combinar, em uma mesma particula, um inibidor especifico
e reversivel dos receptores tirosina quinase EGFR e HER2 — o ditosilato de lapatinibe e um
anticorpo monoclonal que reconhece a porc¢éo extracelular de HER2 — o trastuzumabe (XU et
al.,, 2017). Como demonstrado no Capitulo 2, essa combinacdo € possivel através da
encapsulacdo do farmaco e a complexacao do anticorpo na superficie da particula, mantendo as
caracteristicas fisico-quimicas anteriormente relatadas para as nanocapsulas de nucleo lipidico
(BRUINSMANN et al., 2020; BUSS et al., 2019).

Além das caracteristicas fisico-quimicas, a formulacdo LAP-LNC*-TRAS apresentou
direcionamento para células com expressao de HER2, uma vez que formula¢des marcadas, mas
sem a funcionalizacdo de superficie, apresentaram internalizacdo de vermelho do Nilo similar
ao corante em solucédo. Estudos comparativos com diferentes particulas, demonstram diferenca
na entrega de vermelho do Nilo comparado ao corante em solucdo, o que € atribuido a
encapsulacdo (CADETE et al., 2019; SNIPSTAD et al., 2014). Além disso, particulas com
diferentes caracteristicas de superficie apresentaram internalizacdo do corante de forma
semelhante (CADETE et al., 2019). O dado de internalizacdo vai ao encontro do teste de
viabilidade celular, visto que o ICso por nimero de particula foi menor para a formulacéo
contendo o anticorpo na superficie ap6s as 48 h de exposicao.

A combinacdo de ditosilato de lapatinibe e trastuzumabe em uma mesma particula é
uma abordagem interessante, visto que essa combinacéo é utilizada na clinica para o tratamento
do cancer de mama, principalmente em estagio mais avancados da doenca, e até onde sabemos,
até o momento, ndo havia sido explorada em nanocarreadores.

As formas farmacéuticas existentes para a administracdo do lapatinibe séo por via oral
e do trastuzumabe injetavel (i.v ou intradérmico), respectivamente (WALLER, MOBIUS,
FUENTES-ALBURO, 2021). O lapatinibe possui baixa absor¢do pela via oral e baixa
solubilidade em &gua. Neste contexto, a administragdo oral necessita de altas doses e a
administracdo pela via intravenosa é dificultada (BUDHA et al. 2012; WAN et al., 2015). Aqui
demonstramos que o ditosilato de lapatinibe pode ser encapsulado nas nanocapsulas de ndcleo
lipidico, as quais ja foram exploradas para administragdo intravenosa de diferentes farmacos

(PEREIRA et al., 2018) e talvez essa possa ser uma via de administracdo para a formulacéo
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proposta. Lipossomas contendo lapatinibe melhoram o direcionamento do farmaco e
apresentaram melhora na eficécia terapéutica apos administracdo por via intravenosa de forma
isolada ou em combinacdo com lipossomos de doxorrubicina (SAREMI et al., 2021). Por outro
lado, também demostramos, no Capitulo 4, a manutencdo do sistema nanoestrturado apos a
exposicdo a fluidos géstrico e intestinal, sendo essa também uma possivel alternativa de
administracdo, visto que a administracdo oral de nanocéapsulas de nucleo lipidico melhoram o
efeito terapéuticos alguns farmacos (MICHALOWSKI et al., 2021).

O presente trabalho demonstrou a possibilidade de producéo da nanocapsulas e algumas
atividades bioldgicas, porém ele ndo contempla todas as respostas sobre a funcionalidade e as
limitacdes do sistema desenvolvido. Dessa forma, ele servira de base para futuras investigacdes.
Como relatamos no Capitulo 3, a baixa carga de farmaco e 0s ensaios in vitro, em um sistema
de monocamada, evidenciaram o efeito da estrutura supramolecular das particulas sobre a
viabilidade celular, no entanto efeitos adicionais, pela presenca do farmaco e anticorpo ndo
foram observados. Mendes et al., (2015) relatou que além do numero de particula, o tipo de
nanocarreador pode influenciar negativamente a viabilidade celular em ensaios pré-clinicos.
Além disso, demonstrou que sistemas poliméricos podem ser mais citotoxicos do que
lipossomas. Neste contexto ainda ha a necessidade de elucidar a forma com as nanocépsulas
afetam os ensaios in vitro, bem como buscar novos modelos experimentas.

Outro resultado importante, descrito no Capitulo 3, foi a observacao de que a formulacao
contendo ditosilato de lapatinibe e funcionalizacdo de superficie proporcionou um aumento da
expressdao de P21 na linhagem HCC1954, sem que ocorressem alteracdes nas expressoes de
marcadores relacionados a apoptose e a P53. Esse resultado sugere que vias de sinalizacdo
relacionadas a parada de ciclo celular ou outra vias de morte podem, de alguma forma,
influenciar na viabilidade celular e esses mecanismos merecem ser explorados em trabalhos

futuros.
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A elaboracdo do artigo de revisdo permitiu o0 resgate das pesquisas recentes
desenvolvidas com as nanocapsulas de nucleo lipidico demonstrando a versatilidade do sistema
e sua potencialidade de aplicagdo nas areas farmacéutica, médica e veterinaria. Aliado a isso, 0
material elaborado conta com detalhes importantes sobre a sintese das nanocapsulas de nucleo
lipidico, incluindo fatores metodoldgicos que influenciam nas caracteristicas fisico-quimicas,
sua estrutura supramolecular, estratégias de marcacao fluorescente e modificacdo de superficie
que podem contribuir para a elaboracéo de novos trabalhos.

Quanto a parte experimental, os resultados obtidos demonstram que nanocapsulas de
nucleo lipidico contendo o farmaco ditosilato de lapatinibe podem ser obtidas pelo método de
deposicédo de polimero pré-formado e que estas sdo passiveis de revestimento com o polimero
catibnico quitosana e funcionalizacdo, por complexacdo organometélica, com o anticorpo
monoclonal trastuzumabe. Ainda, as formulacdes desenvolvidas apresentaram caracteristicas
fisico-quimicas que possibilitaram os ensaios in vitro.

In vitro, a formulacao desenvolvida foi capaz de reduzir a viabilidade de uma linhagem
celular HER2 positiva, a qual tambeém é sensivel ao farmaco ditosilato de lapatinibe e ao
anticorpo trastuzumabe quando em solucdo. Aliado ao resultado de viabilidade, foi possivel
observar a importancia da funcionalizacdo de superficie para o direcionamento das
nanocapsulas para células com superexpressdo de HER2.

Também in vitro demonstramos que as particulas desenvolvidas sdo capazes de reduzir
a viabilidade celular de células de cancer de mama HER2 positivas que apresentam resisténcia
intrinseca a inibidores de tirosina quinase. Contudo, o efeito pode estar relacionado apenas a
estrutura supramolecular do nanocarreador. Além disso, nessa linhagem e condicdo
experimental, as caracteristicas de superficie ndo exerceram influéncia no resultado.

Por fim, foi possivel verificar a influéncia do revestimento com o polimero catiénico na
estabilidade das particulas quando expostas a fluidos biologicos simulados, sendo esta essencial
para que ndo ocorra reducdo no diametro de particula quando da exposicdo ao fluido intestinal.
Essa observacdo abre oportunidade para novas investigagdes, incluindo a estabilidade dos
anticorpos quando complexados as nanocapsulas de nucleo lipidico e expostos aos fluidos

gastrico e intestinal simulados.
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Ainda sdo necessarios estudos para compreender melhor como ocorre o direcionamento
ativo para as células com superexpressdo de HER2, principalmente como acontece o
reconhecimento entre anticorpo e receptor, bem como o0 processo de internalizacdo das
particulas. Além disso, estudos futuros poderdo elucidar se a reducéo na viabilidade celular de
células sensiveis a inibidores de tirosina quinase, estd associada ao direcionamento ativo da
particula ou ainda pela liberacdo do farmaco a partir nanocapsulas. Aliado a isso, sdo
necessarios ensaios para identificar quais os processos envolvidos na reducdo da viabilidade
celular, incluindo a investigagdo de mecanismos de morte celular diferentes da apoptose.
Também faz-se necessario estudos sobre o efeito da formulacdo proposta em linhagens de
células normais (por exemplo, fibroblastos), a fim de confirmar sua seletividade para as células
tumorais. Por fim, para determinar a eficicia da formulac&o no tratamento de cancer de mama,
ensaios em modelos pré-clinicos alternativos ou modelo murino de cancer de mama séo
necessarios, bem como estudos farmacocinéticos a fim de avaliar a administracdo da

formulacéo por via oral ou intravenosa.
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