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RESUMO XVii

Resumo:

Estratégias amplamente utilizadas para potencializar os efeitos citotoxicos de
moléculas antitumorais com o objetivo de reduzir a dose aplicada e os efeitos
colaterais sdo a inclusdo molecular e a associacdo da quimioterapia com a
hipertermia. No presente trabalho foram estudadas estas duas estratégias,
sendo a primeira a inclusdo molecular que é muito utilizada para aumentar a
solubilidade, a absorcdo e a disponibilidade de moléculas; e a segunda, a
hipertermia que € uma proposta de tratamento do cancer no qual as células do
tumor sdo afetadas pela elevagédo da temperatura local, podendo ser associada
com a quimioterapia para potencializar os efeitos dessa técnica. Para a
inclusdo molecular usou-se a hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) a fim de
aumentar a solubilidade, a absorcdo e a disponibilidade do erlotinibe (ERL),
caracterizou-se fisico-quimicamente, e avaliou-se a citotoxicidade e a apoptose
in vitro, e a angiogénese inflamatdria in vivo em camundongos Swiss. Para
avaliar o efeito citotoxico da hipertermia (aquecimento a 42°C ou 43°C por 1h)
associada a cisplatina utilizou-se linhagens de cancer de mama triplo-negativos
(MDA-MB-231, MDA-MB-436, MDA-MB-468 e HCC-1937), linhagens de cancer
de colo do utero (ME-180 e SiHa) e linhagens de cancer de pulméo (A549 e
H460). A caracterizacao fisico-quimica mostrou a formacdo do complexo de
inclusédo em estado sélido e aquoso, e com uma razao molar entre o ERL e HP-
B-CD preferencialmente de 1:1. O estudo de solubilidade de fases mostrou um
diagrama do tipo A_ e a calorimetria de titulagdo isotérmica e a espectrometria
de ressonancia magnética nuclear, efeito Overhauser nuclear suportam essa
formacdo. Os ensaios de citotoxicidade mostraram uma maior citotoxicidade do
composto de inclusdo (ERL:HP-B-CD) em relagcdo ao ERL livre (37,5 puM), o
gue pode ser explicado pelo aumento na solubilidade do ERL pela HP-3-CD.
Além disso, o0 ERL e o composto de inclusdo ERL:HP-B-CD apresentaram
citotoxicidade maior para as células tumorais (A431 e Caco-2) em relacédo a
célula normal (osteoblastos). Em adicdo, o composto de inclusdo apresentou
atividade anti-angiogénica sem afetar a ativacao e recrutamento de neutréfilos
e macrdéfagos. Sendo assim, os resultados sugerem que o composto de
inclusdo (ERL:HP-B-CD) poderia ser utilizado para o desenvolvimento de

formulacbes a base de ERL. Com relacdo ao efeito da hipertermia, o calor
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apresentou citotoxicidade em 3 das 4 linhagens de cancer de mama avaliadas
(MDA-MB-231, MDA-MB-436 e MDA-MB-468) e em 2 linhagens de cancer de
colo do utero (ME-180 e SiHa), sendo esse efeito mais evidente na temperatura
de 43°C. As células de cancer de pulmédo apresentaram resisténcia ao
aguecimento. Além disso, o calor alterou o valor da concentracéo inibitoria 50%
(ICs0) da cisplatina nas células MDA-MB-231 e MDA-MB-436. A hipertermia
mostrou apresentar atividade citotoxica para as células tumorais, mas deve ser
utilizada com critério, uma vez que determinadas células apresentaram

resisténcia ao aumento da temperatura.

Palavras-chave: erlotinibe, ciclodextrina, composto de inclusdo, cisplatina,

hipertermia, cancer.
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Abstract:

Strategies widely used to potentiate the cytotoxic effects of antitumor molecules
with the aim of reduce the applied dose and side effects are molecular inclusion
and the combination of chemotherapy with hyperthermia. In this thesis, these
two strategies were studied, the first molecular inclusion that is widely used to
enhance solubility, absorption and availability molecules; and the second,
hyperthermia which is a proposal for treatment of cancer where the tumor cells
are affected by local temperature elevation and can be associated with
chemotherapy to enhance the effects of this technique. For molecular inclusion
used to hydroxypropyl-p-cyclodextrin (HP-B-CD) to enhance solubility,
absorption and availability of erlotinib (ERL), was characterized physico-
chemically and evaluated the in vitro cytotoxicity and apoptosis, and in vivo
inflammatory angiogenesis in Swiss mice. To evaluate the cytotoxic of
hyperthermia (heating to 42°C or 43°C for 1h) associated with cisplatin was
used triple-negative breast cancer cell lines (MDA-MB-231, MDA-MB-436,
MDA-MB-468 and HCC-1937), cervical cancer cell lines (ME-180 and SiHa)
and lung cancer cell lines (A549 and H460). The physico-chemical
characterization showed the formation of the inclusion complex in solid and
agueous state and with a molar ratio between the ERL and HP-3-CD preferably
1:1. Phase-solubility analysis showed A -type diagrams and the isothermal
titration calorimetry and nuclear Overhauser effect spectroscopy support that
formation. Cytotoxicity assays showed a higher cytotoxicity of inclusion complex
(ERL:HP-B-CD) in relation to the free ERL (37.5 uM), which can be explained
by increase in solubility of ERL by HP-B-CD. Furthermore, the ERL and
inclusion complex ERL:HP-B-CD showed higher cytotoxicity to tumor cells
(A431 and Caco-2) than to normal cell (osteoblasts). In addition, the inclusion
complex exhibited antiangiogenic activity without affect the activation and
recruitment of neutrophils and macrophages. Thus, the results suggest that the
inclusion complex (ERL:HP-B-CD) may be used for the development of ERL-
based formulations. With regard the effect of hyperthermia, heat was
cytotoxicity in 3 of the 4 breast cancer cell lines evaluated (MDA-MB-231, MDA-
MB-436 and MDA-MB-468) and in 2 cervical cancer cell lines (ME-180 and

SiHa), this being more evident on 43°C. The lung cancer cells were resistant to
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heat. Furthermore, the heat changed the cisplatin value of 50% inhibitory
concentration (ICso) in MDA-MB-231 and MDA-MB-436 cells. Hyperthermia
showed cytotoxic activity for tumor cells, but should be used with a criterion,

because certain cells exhibit resistance to the temperature increase.

Keywords: erlotinib, cyclodextrin, inclusion complex, cisplatin, hyperthermia
cancer.
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Para uma melhor compreensao do presente trabalho ele sera dividido
em dois capitulos: o Capitulo |: Preparagdo, caracterizacdo e avaliacdo da
citotoxicidade in vitro e da angiogénese inflamatéria do composto de incluséo
de erlotinibe em hidroxipropil-B-ciclodextrina e o Capitulo Il: Avaliagdo in vitro
da citotoxicidade da hipertermia associada a cisplatina em linhagens celulares

de carcinoma de mama, colo do utero e pulmdo.

CAPITULO I: Preparacéo, caracterizacdo e avaliagdo da citotoxicidade in
vitro e da angiogénese inflamatoria do composto de inclu sao de erlotinibe

em hidroxipropil- B-ciclodextrina

1. Introducéo e relevancia:

1.1 Cancer:

O céancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que
tém em comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos
e Orgdos. A descoberta dos oncogenes e Seus precursores 0S proto-
oncogenes, destacou-se pelo fato de como estes, agindo por meio de seus
produtos, as proteinas, alteravam o comportamento celular (1-3).

A ativacdo dos oncogenes ou a perda de um gene que suprime o
potencial neoplasico das células leva a interrup¢cdo dos caminhos regulatorios
normais que controlam as fungbes celulares basicas, incluindo a diviséo,
proliferacéo, diferenciacéao e apoptose (1-3).

Nos tecidos e 6rgaos do corpo, as células se dividem de forma ordenada
e controlada. Quando ocorre alguma disfuncao celular que altera este processo
é produzido um excesso de tecido, denominado tumor (4).

As modalidades terapéuticas tradicionais do cancer sao cirurgia,
radioterapia e quimioterapia.

O tratamento cirargico consiste na exérese do tumor com margem de
seguranca e, por isso, pode ser bastante mutilante (5).

A radioterapia € uma modalidade terapéutica que age por ionizacao dos
tecidos que somada a outros efeitos como excitacdo e formacdo de radicais

livres, causa mudancas quimicas nos componentes celulares. O dano tecidual
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esta relacionado a dose de irradiacdo absorvida e a fase da divisdo em que se
encontram suas células no momento em que receberam a irradiacao (6, 7).

A terapia com quimioterapicos € uma modalidade de tratamento que
emprega substancias quimicas, também denominadas drogas antineoplasicas
ou citotoxicas, capazes de matar as células neoplasicas atraves da regressao
do tumor ou das metastases, fornecendo ao doente a cura ou o controle da
doenca ou melhorando a qualidade de vida do paciente (8, 9). Os pacientes em
tratamento com drogas quimioterapicas podem apresentar efeitos colaterais,
sendo a fadiga, o mal estar, a alopécia, os calafrios, as nauseas e os vomitos,
os mais frequentes. Ha atualmente no mercado uma série de drogas
quimioterapicas, que podem ser utilizadas de maneira isolada ou em
combinacdo. O advento da associacdo da radioterapia e da quimioterapia tem
por objetivo preservar as estruturas com uma boa funcdo, para se extinguir
com o tempo as sequelas radicais advindas das ressecc¢fes cirlrgicas de
grande porte (10). Além disso, a atividade local da radioterapia é reforcada pela
utiizacdo simultdnea da quimioterapia que pode erradicar possiveis
micrometéastases fora do campo irradiado e melhorar a sobrevida (11).

Entretanto, o sucesso das modalidades convencionais de tratamento é
limitado, em parte, pela notavel resisténcia dos tumores a quimioterapia. As
tentativas para superar essa resisténcia com doses mais elevadas de
quimioterapicos, inevitavelmente, resultam em um grau inaceitavel de
toxicidade e danos aos tecidos normais. Assim, hd uma necessidade de
desenvolvimento de novas terapias que sejam bem toleradas e eficazes. A
identificacdo das alteragdes moleculares tem permitido o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas visando direcionar o tratamento para as células
tumorais. Atualmente, com base em inumeros estudos pré-clinicos e clinicos,
uma nova estratégia terapéutica para o cancer € inibir a proliferacdo celular,
através da inibicdo do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)
(12).

1.2 Receptor do fator de crescimento epidérmico:

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) pertence a

familia dos receptores tirosina-quinase, sendo membros da familia de




INTRODUCAO E RELEVANCIA 23

receptores ErbB/HER (human epidermal growth factor receptor), composta
ainda pelos HER-2, HER-3 e HER-4, e estd envolvido em processos normais
de proliferacdo, sobrevivéncia, adesdo, migragcdo, diferenciacdo celular e
apoptose (Fig.1).
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Fig. 1. Principais vias de sinalizacdes do EGFR (13).

Até o momento, foram identificados 7 ligantes agonistas para o EGFR:
fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de transformacéo do crescimento
alfa (TGF-a), fator de crescimento semelhante ao EGF ligado a heparina (HB-
EGF), anfirregulina, betacelurina, epirregulina e epigen (14).

Com o isolamento e sequenciamento da proteina do EGFR foi possivel a
descoberta de suas caracteristicas estruturais e do seu funcionamento (13, 15).

Estruturalmente, o EGFR € constituido por 3 regides: uma regiao
extracelular, composta de 4 dominios, que esta envolvido no reconhecimento e
ligacdo ao EGF; uma regido transmembrana, que faz seu caminho extracelular
através da bicamada lipidica da membrana plasmatica para o citoplasma; e um
dominio intracelular, que se estende para o interior do citoplasma com
atividade da tirosina quinase com 5 sitios de autofosforilagéo (13, 16).

Na forma inativa, 0 receptor apresenta uma conformagdo com menos
afinidade pelo ligante. Quando a molécula de EGF se aproxima, o receptor

assume outra conformacédo estrutural, com maior afinidade pelo seu ligante,
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podendo interargir com o mesmo. A ligacdo do EGF ao EGFR media sua
homodimerizacéo, que consiste na formacdo de um dimero quando da ligagédo
de dois EGFRs ou, mais raramente, sua heterodimerizagao, ligagado do EGFR a
outros membros da familia, levando a alteragdes conformacionais do receptor e
culminando na auto-fosforilacdo de residuos de tirosina, que passam a servir
de sitio de ligacdo para um pequeno grupo de proteinas sinalizadoras
intracelulares, levando a uma cascata de sinalizacdo que permite numerosas
respostas combinatérias que regulam a proliferacdo, apoptose, angiogénese,
adesdo e diferenciacdo celular. Em células anormais essas vias se
desregulam, levando a hiperproliferacdo e a migracdo ou metastase (17, 18).

A desregulagdo na via de sinalizacdo do EGFR, através da
superexpressao do receptor, alteracbes na dimerizacdo e deficiéncia de
fosfatases, muitas vezes conduz a transformacao maligna (19), caracterizada
por acentuada proliferacdo celular, angiogénese, metastase e inibicdo da
apoptose (20). Além disso, a superexpressdao do EGFR tem sido relatada em
80-90% dos carcinomas de células escamosas, relacionada a maior
agressividade da doenca, resisténcia a quimioterapia e a radioterapia, pobre
prognostico, aumento do risco de recorréncia, metastase e diminuicdo na
sobrevida do paciente (21). Esta superexpressdao vai aumentando
continuamente em paralelo as anormalidades histolégicas, indo da hiperplasia
a displasia, carcinoma in situ e invasivo (3, 22).

Esta super-expressdo do EGFR é resultado do aumento na sintese de
MRNA, assim como da diminuicdo de sua inibicdo, estando presente em
diversos tipos celulares, tais como em linhagens de carcinoma de célon (Caco-
2) e linhagens de carcinoma epidermoide (A431) (23, 24). A super-expressao
do EGFR néo esta presente na mucosa de pacientes sadios, porém o receptor
esta expresso em diversas células do organismo, tais como os fibroblastos (25)

e 0s osteoblastos, funcionando de forma a manter a homeostase 0ssea (26).

1.3 Caco-2:

As células Caco-2 sao provenientes de carcinoma de célon humano e

contém cerca de 6.000 receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFRS)
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por ceélula, distribuidos de forma desigual, entre a membrana apical e
basolateral, e respondem ao fator de crescimento epidérmico (EGF) (27).

O EGF esta presente em todo o trato gastrintestinal e apresenta um
papel significativo na restituicio dos danos na mucosa intestinal e oral. A
ativacdo mediada pelo ligante ao EGFR desencadeia uma cascata de eventos
que resultam em migracao e proliferacdo celular, que servem para reparar a
superficie desnuda da mucosa, estimulando o processo de reepitelizagdo. Além
disso, essa ativagdo aumenta a producdo de mucopolissacarideos,
prostaglandinas e componentes extracelulares da matriz, que desempenha um
papel importante na protecédo das superficies das mucosas. Entretanto, o EGF
também resulta na proliferacdo de células cancerosas, tais como a Caco-2 (28,
29).

As células Caco-2, in vitro, crescem formando monocamadas
semelhantes ao epitélio do célon, sendo utilizadas como modelos para
reproduzir a mucosa humana e estudar o efeito de farmacos sobre o EGFR
(30). Estudo in vitro em células Caco-2 através da utilizacdo de erlotinibe, um
inibidor do EGFR, reduziu a proliferacdo celular e aumentou a apoptose,

podendo ser utilizado em carcinomas de mucosa (31).

1.4 A431:

As células A431 sao provenientes de carcinoma epiderméide humano da
vulva e séo utilizadas em estudos de citotoxicidade e do ciclo celular associado
a canceres que expressam niveis anormalmente elevados de receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR) (32, 33).

As células A431 apresentam mutacdes no gene supressor tumoral p53,
sendo assim, sdo altamente sensiveis a estimulos mitégenos (34, 35).

A estimulacéo das células epidérmicas A431 pelo fator de crescimento
epidérmico (EGF) induz a rapida fosforilacdo de proteinas sinalizadoras
intracelulares que controlam o0s processos celulares de crescimento,
proliferacdo e apoptose. Em baixas concentragdes (picomolar) o EGF promove
o crescimento celular de células A431, enquanto que, em concentracdes mais

elevadas (nanomolar) inibe o crescimento, pois a ligacdo excessiva ao EGFR
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aumenta a atividade da tirosina quinase, resultando em desbalanco no
processo de crescimento (36).

As células A431 sdo modelos para estudar o efeito de farmacos sobre o
EGFR. Estudo in vitro com células A431 através da utilizagdo de erlotinibe, um
inibidor do EGFR, reduziu a sobrevivéncia celular e aumentou o percentual de
células na fase G; do ciclo celular (33, 37-39). Estudo in vivo em modelos A431
mostra uma inibicdo de 66% no crescimento tumoral apds aplicagdo do
erlotinibe (40).

1.5 Osteoblastos:

O tecido 6sseo é constantemente remodelado, através da formacédo e
reabsorcdo Ossea. Este processo € resultado de uma interacdo entre
hormonios, fatores de crescimento e outras proteinas de sinalizagéo (26).

Os fatores de crescimento participam da remodelacdo 0ssea atraves da
ativacdo dos receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFRs). Esta
rede de receptores regula aspectos como a proliferacéo e a diferenciacdo de
osteoblastos, condrdcitos e osteoclastos (26).

Os fatores de crescimento ao se ligarem ao EGFR estimulam a
proliferacdo de osteoblastos e condrocitos, mas inibem sua diferenciacéo,
alterando a producdo de fosfatase alcalina e consequentemente a
mineralizacao (Fig. 2) (26, 41, 42).
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Fig. 2. Via de sinalizacdo do EGFR promovendo a proliferacdo de células
mesenquimais progenitoras, pré-condrocitos e pré-osteoblastos, e inibindo a

diferenciacéo celular (26).
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Estudo em animais desprovidos de EGFRs mostrou reducdo na
proliferacéo de osteoblastos e diferenciagéo celular acelerada (43). Além disso,
estudo com ratos transgénicos que apresentavam superexpressdes de fatores
de crescimento epidérmico (EGFs) resultou em alta proliferacdo de
osteoblastos no periésteo e enddsteo, e reducdo da espessura da cortical

Ossea (44).

1.6 Erlotinibe:

O erlotinibe (Tarceva®) (Fig. 3) é um potente inibidor seletivo e reversivel
da proteina tirosina-quinase, que esta localizada no dominio intracelular do
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), e tem efeito antitumoral
estabelecido em neoplasias com aumento da expresséo desses receptores (21,
45). Esse farmaco atua inibindo a autofosforilagdo do EGFR e induzindo a
parada do ciclo celular na fase G; e apoptose (12). Estudo in vitro e in vivo
mostra que o erlotinibe apresenta atividade anti-angiogénica através da
reducdo na expressdo de genes pro-angiogénicos, reducdo na proliferacédo
celular e na densidade vascular. As vias angiogénicas sao importantes alvos
para a inibicdo do crescimento tumoral (46).

O erlotinibe € um farmaco antitumoral disponivel na forma oral, em
comprimido, nas dosagens de 25, 100 e 150 mg de cloridrato de erlotinibe (47).

Em relagdo a farmacocinética, o erlotinibe apresenta uma
biodisponibilidade moderada, com 44% da concentracdo plasmética agindo
sobre o tumor (48). O erlotinibe € metabolizado pelas enzimas hepaticas do
citocromo P450, principalmente CYP3A4, CYP3A5, CYP1Al e CYP1A2 (49), e
seus metabdlitos sdo excretados predominantemente por meio das fezes
(83%). A solubilidade do erlotinibe em agua é baixa (= 5-20 uM em pH 7) e
aumenta com a reducao do pH (0,4 mg/mL em pH 2). Seu tempo de meia vida
meédio é de 25,6 h e 0 pKa a 25 °C é de 5,42 (50).

O erlotinibe é aprovado nos EUA pela Food and Drug Administration
(FDA) e na Europa pela European Medicines Agency (EMEA) para o
tratamento do cancer de pulm&o de células ndo pequenas avancado ou
metastatico, apos a falha na primeira linha de quimioterapia, e em combinacéo

com gencitabina para o tratamento do céancer de pancreas localmente
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avancado, irressecavel ou metastatico. Também é aprovado no Brasil pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para o tratamento do cancer
de pulmao (51).

Os efeitos colaterais mais comuns do erlotinibe sdo erupcdes cutaneas e
diarréia (52). Outros efeitos como insuficiéncia renal, neutropenia e
trombocitopenia sdo menos frequentes (53).

Apesar de varios resultados clinicos favoraveis pela utlizacdo do
erlotinibe sozinho ou em combinagdo com outros antitumorais, a producdo de
novas formulacdes, mais seguras e eficazes, € uma importante estratégia para
evolugdo dos tratamentos farmacoldgicos contra o cancer. Neste sentido, as
ciclodextrinas (CDs) sdo potenciais sistemas carreadores de farmacos, tais
como o erlotinibe (Fig. 3), que apresenta possiveis regides capazes de interagir
com as CDs, objetivando aumentar a solubilidade em &gua, diminuir a
concentracdo aplicada, reduzir os efeitos colaterais, aumentar a

biodisponibilidade e a atividade.
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Fig. 3. Estrutura quimica do erlotinibe (39).
1.7 Ciclodextrina:

As ciclodextrinas (CDs) (Fig. 4) sao utilizadas como carreadoras de
farmacos, podendo modificar suas propriedades fisico-quimicas, tais como a
solubilidade e, consequentemente, alterar sua biodisponibilidade através da
formacdo de compostos de inclusdo e/ou associacdo. As moléculas dos

farmacos interagem com as CDs impedindo a degradac&o que pode ocorrer no
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trato gastrointestinal, aumentando a absorcdo e a biodisponibilidade (54, 55).
Além disso, as CDs controlam a liberacdo da molécula, diminuindo o nimero
de administracdes realizadas pelo paciente (54, 56-58).

As CDs sao oligossacarideos ciclicos de ocorréncia natural ou
semissintética, constituidas por unidades glicosidicas unidas por ligacdes a-1,4.
As CDs mais comuns e importantes sdo as que apresentam seis (a-CD), sete
(B-CD) e oito (y-CD) unidades de glicose (54). Devido a conformacdo em
cadeira das unidades glicosidicas, as CDs apresentam uma forma tronco-
conica com altura constante (7,9 A) e uma cavidade hidrofébica, cuja dimens&o
e tamanho é determinada pelo numero de unidades de glicose (Fig. 4), na qual
pode ser incluida uma grande variedade de moléculas-hGspedes (59).

Devido a diferenca no diametro da cavidade interna, cada CD apresenta
uma capacidade diferente de formacdo do composto de inclusdo com

diferentes tamanhos de moléculas hospedeiras (56).
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Fig. 4. Estrutura fisico-quimica da a, B, y-ciclodextrinas constituidas por

unidades glicosidicas unidas por ligacdes a-1,4 (59).

Na auséncia da molécula héspede, a cavidade hidrofébica levemente

apolar é ocupada por moléculas de agua, cujas interacdes sé&o
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energeticamente desfavoraveis, dada a natureza da interacdo polar-apolar.
Contudo, uma molécula héspede menos polar que as moléculas de agua,
quando adicionada a solucdo de CD, expulsa as moléculas de agua e ocupa
esta cavidade, tornando o sistema energeticamente mais favoravel, e portanto,

mais estavel do ponto de vista termodinamico (Fig. 5) (60, 61).

Fig. 5. Representacdo esquemaética da formagdo do composto de inclusdo em
ciclodextrina (62).

Em solucdo aquosa, as moléculas hospedes interagem com as
ciclodextrinas na maioria das vezes através de ligagbes nao-covalentes
simultaneas, tais como: ligacbes de hidrogénio, interacdes eletrostéaticas, forcas
de van der Waals, interagBes hidrofobicas, interagbes dipolo-dipolo e
transferéncias de cargas. Todas estas interacbes podem ser consideradas
como relativamente “fracas”, porém dao lugar a efeitos sinérgicos quando
atuam em conjunto, resultando na formagao de complexos. Por outro lado, tais
forcas devem ser suficientemente fracas para liberar as moléculas-hospede,
sob condicdes especificas (61). Portanto, esse processo é dinamico, no qual a
molécula hdspede continuamente se associa e desassocia da ciclodextrina
(60). A formacdo de compostos de inclusdo altera significativamente as
caracteristicas fisico-quimicas das moléculas inclusas sem interferir nas
atividades da substancia, pois sua complexacdo é um processo dinamico
rapidamente reversivel (63).

Além das CDs naturais existem as CDs sintéticas, que foram
desenvolvidas no intuito de melhorar as caracteristicas fisico-quimicas e
bioldgicas das CDs. Devido ao fato de serem compostos polidroxilicos, as CDs

podem ser transformadas em uma grande variedade de derivados (64).
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Atualmente, o grupo de derivados mais utilizados sédo as ciclodextrinas

hidroxialquiladas, tal com a hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) (Fig. 6).

ROH,C
ROH ZZ//%OR\ R= *—CH,CH(CH,-O} H

n=0,1, 2etc
RO} CH,OR
ROH.C
8]
ORO

CH,OR

ORO a
ROH,C

CH ;OR

o

Fig. 6. Estrutura quimica da hidroxipropil-B-ciclodextrina (54).

A HP-B-CD é bem tolerada pelo organismo humano e é isenta de efeitos
adversos quando administrada por via oral. Além disso, a HP-B-CD apresenta
reducdo da toxicidade parenteral, o que viabiliza sua utilizacdo em formulacdes
intravenosas (65). A administracdo de HP-B-CD via parenteral, pode levar a
uma deposicdo consideravel de colesterol e de ésteres de colesterol nos rins.
Entretanto, tais quantidades s&o significativamente inferiores aquelas
observadas no caso de B-CD, o que aponta para uma menor tendéncia do
complexo com HP-B-CD a cristalizacéo, o que |he confere uma nefrotoxicidade
mais baixa em comparagdo com a B-CD. Além disso, a HP-B-CD apresenta
uma atividade hemolitica menos pronunciada em relacdo as CDs naturais (56),
sendo, portanto, a representante mais amplamente utilizada pela industria
farmacéutica.

A literatura tem relatado muitas técnicas de caracterizacdo de
compostos de inclusdo com CDs, contudo, de maneira geral, elas trazem
evidéncias que em conjunto podem confirmar o fenbmeno de incluséo,
baseando-se em alteracdes fisico-quimicas tanto da molécula incluida quanto
da molécula de ciclodextrina (60, 66). A dificuldade em caracterizar os
compostos de inclusdo é devido ao fato das técnicas de caracterizacao fisico-
guimicas existentes e aplicadas a este tipo de sistema com ciclodextrinas néo

serem sensiveis a distingcdo entre as espécies livres e as espécies incluidas,
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tanto em solucdo quanto no estado solido (62). A caracterizacao fisico-quimica
esta principalmente direcionada a investigar aspectos relacionados as
possiveis orientacdes da molécula héspede no processo de incluséo,
determinar sua geometria e estrutura tridimensional, além dos aspectos
termodinamicos e cinéticos, utilizando um conjunto de diferentes técnicas, tais
como a ressonancia magnética nuclear (RMN), analise térmica, espectroscopia
na regido do infravermelho, estudo de solubilidade de fases e calorimetria de
titulacao isotérmica (56, 62, 66-68).

1.8 Caracterizacdo por espectroscopia na regiao do infravermelho:

A interacdo da molécula hdspede com a ciclodextrina provoca alteracdes
nas frequéncias vibracionais das substancias na regido do infravermelho,
geralmente com desaparecimento e/ou deslocamento de bandas. Quando n&o
h& a interacdo entre as moléculas, as bandas continuam com as mesmas
caracteristicas das substancias isoladas (66). No entanto, essa técnica nao € a
mais adequada como evidéncia conclusiva de complexacdo (69). A
espectroscopia na regido do infravermelho é realizada a fim de detectar a
ocorréncia de novas absorgbes, desaparecimento de bandas ou
deslocamentos de absorcédo que poderdo ser atribuidos as interacdes entre a

molécula e a CD.

1.9 Caracterizagdo por analise térmica:

A inclusdo de moléculas hospedes na cavidade da ciclodextrina provoca
alteragbes nos eventos térmicos da substancia héspede. Técnicas como a
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), termogravimetria (TG) e analise
termogravimetria derivada (DTG) sdo bastante utilizadas nos estudos de
complexacao (70). Estas técnicas descrevem o0 uso de metodologias analiticas
que determinam as propriedades fisicas e quimicas de uma amostra, em
funcd@o da temperatura ou tempo. Na técnica de DSC mede-se a diferenca de
energia fornecida a substancia e um material de referéncia em funcdo da
temperatura, enquanto a substancia e a referéncia sdo submetidas a uma

programacao controlada de temperatura. Dessa forma, detectam-se mudancas
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entalpicas do sistema, tais como desidratacdo, fusdo, recristalizacdo e
decomposicdo. Os principais indicativos de complexacdo sdo: o
desaparecimento, reducao, alargamento ou deslocamento do pico de fusao da
molécula (71). Ja a técnica de TG, permite detectar as variagcbes de massa
(perda ou ganho de massa) sofridas pela amostra em funcédo da temperatura
e/ou tempo, enquanto a amostra é submetida a uma programacgao controlada
de temperatura. A DTG leva as mesmas informacdes que a TG, porém com
acrescimo de resolucéo, pois registra a velocidade da alteracdo da massa. A
decomposicédo térmica dos compostos de inclusao € frequentemente observada
em temperatura acima da temperatura de decomposicdo da molécula néo-
complexada, o que evidencia um aumento de estabilidade da molécula
hospede quando complexada. Este aspecto € tomado como evidéncia da

formacao do complexo (72).

1.10 Caracterizag¢do por ressonancia magnética nuclear:

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tem sido a técnica que
evidencia mais diretamente a formacdo do composto de inclusdo, através da
observacdo das mudancas provocadas nos sinais de préton 'H ou *3C
presentes na molécula da ciclodextrina e na molécula hospede, elucidando a
estrutura do composto e identificando a parte da molécula hospedeira que esta
incluida na cavidade da ciclodextrina (73, 74). No caso de RMN de 'H, os
protons H3 e H5 sdo direcionados para o interior da cavidade da molécula,
enquanto H1, H2 e H4, estédo localizados no seu exterior. Dessa forma, se a
molécula-hdspede esta acomodada na cavidade, entdo os protons localizados
no interior da cavidade, H3 e H5, ou préximo a ela, H6, devem estar
deslocados. Alternativamente, se a associagao ocorrer no exterior da estrutura,
H1, H2 e/ou H4 devem ser afetados (56, 60, 74).

1.11 Estudo de solubilidade de fases:
A aplicacdo mais importante das ciclodextrinas estd no aumento da

solubilidade de farmacos em meio aquoso devido a formacgéo de compostos de

inclusdo. O diagrama de solubilidade de fase desenvolvido por Higuchi e
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Connors (75) constitui na aproximagdo mais utilizada na caracterizacdo de

compostos de inclusdo em solucdo. Este método baseia-se na alteracdo da

solubilidade da molécula hospede frente a adicdo de ciclodextrinas em

concentracdes crescentes, permitindo fazer inferéncias sobre a estequiometria

de inclusdo e estimar o valor da constante de associacdo. Os valores de

concentracdo da molécula héspede sao representados graficamente em funcao

das concentracbes de ciclodextrina, exibindo dois tipos de perfis: A e B. O

diagrama do tipo A indica que a solubilidade da molécula héspede aumenta

com concentracdes crescentes da ciclodextrina, sendo subdividido em:

AL aumento linear na solubilidade da molécula hdspede em

relacdo ao aumento na concentracao da ciclodextrina;

Ap: desvio positivo da linearidade, no qual mais de uma molécula

de ciclodextrina se complexa com a molécula hospede;

An: desvio negativo da linearidade, refletindo interagdes soluto-

soluto e soluto-solvente.

O diagrama tipo B indica a formacdo de um composto de solubilidade

limitada, sendo subdividido em Bg e B;:

Bs: A solubilidade do complexo aumenta até atingir seu limite. A

partir dessa solubilidade, o aumento na concentracdo da

ciclodextrina acarretara a precipitacdo do composto;

Bi: O complexo de inclusdo é praticamente insoluvel (54, 75).

Concentracdodo Farmaco (M)

A.: aumento linear na solubilidade;
Ap: desvio positivo da linearidade;
An: desvio negativo da linearidade;
Bgs: solubilidade limitada;

B,: complexo insoltvel.

v

Concentracdo da ciclodextrina (M)

Fig. 7. Diagrama de solubilidade de fases (54, 75).
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1.12 Caracterizacédo por calorimetria de titulacéo isotérmica:

A calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) é uma técnica usada para
determinar os parametros termodinamicos de interacdes moleculares. E
frequentemente usada para estudar a interacdo de moléculas, como exemplo,
a interacdo entre antitumorais e ciclodextrinas (76, 77). A ITC é uma técnica
quantitativa que pode medir diretamente a afinidade de ligacao (K), mudancas
na entalpia (AH) e na estequiometria (n) da interacdo entre as moléculas em
solucéo. A partir desses parametros, também € possivel determinar mudancas
na energia livre de Gibbs (AG) e mudancas na entropia (AS), proporcionando
assim, um perfil termodindmico completo da interagcdo molecular em um Unico
ensaio. A ITC € uma técnica bastante util, uma vez que permite quantificar a
afinidade e a termodinamica da ligacdo, permitindo uma maior otimizacdo da
interacdo entre as substancias. Dentre as vantagens desse ensaio pode-se
destacar a capacidade de andlise a nivel nanomolar e picomolar sem
limitacbes de peso molecular, solugdo tampéo, solucdes coloridas ou particulas

em suspensao (78-80).

1.13 Citometria de fluxo:

A citometria € uma técnica que permite a analise e quantificacdo de
células ou particulas biolégicas suspensas em meio liquido em fluxo. Permite a
andlise de varios parametros simultaneamente, tais como as caracteristicas
fisicas e/ou quimicas de uma célula. O seu principio baseia-se na dispersédo da
luz, frontal (forward scatter — FSC), que correlaciona-se com o volume celular,
e lateral (side scatter — SSC), que correlaciona-se com a complexidade
morfolégica da célula (por exemplo: forma do nucleo, quantidade e tipo dos
granulos citoplasmaticos e rugosidade da membrana), e pela fluorescéncia
emitida pelos fluorocromos ligados a anticorpos monoclonais, tais como
anexina V conjugada com o fluorocromo isiotiocianato de fluoresceina (FITC)
(81).

A aplicagdo da citometria de fluxo, através do uso simultaneo da anexina
V conjugada com (FITC) e iodeto de propidio (IP), permite a distincdo entre

células em apoptose e necrose (82).
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A apoptose é um processo fisiologico de morte celular programada
regulada pelo DNA (83, 84). Esse processo € caracterizado por diversas
alteracdes morfologicas e bioquimicas das células. Uma célula em apoptose
apresenta caracteristicas morfoldgicas distintas de uma célula em necrose (83).

As células em apoptose apresentam perda de aderéncia com a matriz
extracelular e com as células vizinhas (85), citoesqueleto alterado, volume
celular reduzido, citoplasma denso, organelas compactadas, degradagao do
DNA, cromatina condensada, com aparéncia de nucleos picnoticos (86, 87),
prolongamento da membrana celular, com empacotamento do contetudo
intracelular (corpos apoptoticos) e externalizacdo da fosfatidilserina (PS) (88)
sem perda da integridade da membrana e sem resposta inflamatoria (89).

Além disso, as células em apoptose expbem na sua superficie PS,
enquanto células viaveis mantém esses fosfolipidios na face interna da
membrana plasmatica. A exposi¢do da PS é um dos primeiros eventos que se
passa na superficie de uma célula em processo de apoptose (90).

Ja a necrose é uma morte celular cadtica, caracterizada por apresentar
edema celular, dilatacdo das mitocondrias e do reticulo endoplasmatico,
desagregacdo dos ribossomos, rompimento da membrana plasmética, com
liberacdo dos componentes celulares e resposta inflamatoria (91).

Conforme citado anteriormente, uma forma de distingdo entre células em
apoptose e necrose é através do uso simultaneo da anexina V conjugada com
(FITC) e iodeto de propidio (IP). A Anexina V é uma proteina que se liga
fortemente a superficie de fosfolipideos de membrana plasmatica de carga
negativa, tal como as PS externalizadas, de forma reversivel na presenca de
ions de calcio (92, 93).

A anexina V ndo consegue penetrar na membrana celular e comporta-se
como uma proteina extrinseca. Desse modo, a translocacdo da PS da regido
interna para a regido externa da membrana celular, e sua ligacdo com a
anexina V é uma forte evidéncia que a célula esta em apoptose (94).

Mudancas nesta assimetria da membrana, que é analisada através da
medicdo da aderéncia de Anexina V a membrana celular, podem ser
detectadas antes das alteracdes morfolégicas associadas ao inicio da apoptose
e antes da perda da integridade da membrana. Ao conjugar a Anexina V ao

FITC é possivel avaliar os niveis de PS expostas na membrana celular externa
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que se associaram a Anexina V, indicando e quantificando as células
apoptéticas (apoptose precoce) (94).

Associando ao IP, pode-se mensurar células em que ha perda da
integridade da membrana, o que poderia indicar fase tardia de apoptose ou
necrose. O IP € uma molécula que se intercala em qualquer DNA emitindo
fluorescéncia, mas ndo consegue atravessar uma membrana citoplasmatica
saudavel devido ao alto peso molecular. Assim, as células em necrose ou em
apoptose tardia exibem 0s mesmos padrdes -caracteristicos quanto a
permeabilidade de membrana. Desse modo, corar células simultaneamente
com Anexina V-FITC e IP permite a discriminagéo de células viaveis (FITC - PI
-), no inicio da apoptose (FITC + PI -), células tardiamente apoptéticas ou

necroticas (FITC + Pl +) e células necréticas (FITC - PI +) (95).

1.14 Ensaio de MTT:

O ensaio de MTT é um ensaio colorimétrico que pode ser usado para
determinar a citotoxidade, através do estimulo ou inibicdo do crescimento e da
viabilidade celular. O MTT amarelo (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) é reduzido a formazan roxo na mitocondria das
células vivas. Uma solucéo € adicionada para dissolver os cristais insolaveis de
formazan roxo produzindo uma solucéo colorida, que pode ser quantificada em
um espectrofotometro (geralmente entre 500 e 600 nm). A redugdo do MTT
amarelo ao formazan roxo ocorre apenas quando as enzimas mitocondriais
redutases estdo ativas, portanto a conversao esta diretamente relacionada ao
namero de células vivas. Quando a quantidade de formazan roxo produzido por
células tratadas com um agente € comparada com a quantidade de formazan
produzido por células ndo-tratadas, a efetividade do agente em causar a morte

de células pode ser deduzida (96, 97).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Caracterizar fisico-quimicamente e avaliar a citotoxicidade, o efeito
apoptoético e a angiogénese inflamatdria do composto de inclusdo de

erlotinibe em hidroxipropil-B-ciclodextrina.

2.2 Objetivos especificos

Preparar um composto de inclusdo de erlotinibe em hidroxipropil-f-
ciclodextrina através do método de liofilizagdo, assim como sua mistura
fisica,

Caracterizar os compostos por espectroscopia de absorgéo na regidao do
infravermelho, analise térmica, ressonancia magnética nuclear, estudo
de solubilidade de fases e calorimetria de titulacdo isotérmica;

Avaliar a citotoxidade em duas linhagens celulares tumorais (Caco-2 e
A431), e uma linhagem celular normal (osteoblastos), na presenca dos
compostos;

Determinar o percentual de células Caco-2 em apoptose precoce,
apoptose tardia/necrose e necrose apdés o0 tratamento com O0s
compostos;

Avaliar a atividade anti-angiogénica e anti-inflamatoria através da
quantificacdo de hemoglobina, mieloperoxidase (MPO) e n-

acetilglicosaminidase (NAG) in vivo.
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3. Materiais e métodos:

3.1 Materiais:

Os materiais utilizados foram: cloridrato de erlotinibe (USBiological,
Salem, MA, EUA); hidroxipropil-B-ciclodextrina (Cerestar, Hammond, IN, EUA);
soro fetal bovino, aminoacidos ndo-essenciais, L-glutamina, tripsina/EDTA
(Ethylenediamine tetraacetic acid), DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
baixa e alta concentracdo de glicose (Sigma, St. Louis, MO, EUA); HEPES (4-
(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid), estreptomicina/anfotericina e
colagenase tipo Il (Gibco, Grand Island, NY, EUA); MTT (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA); Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (LGC Biotecnologia, SP, Brasil); L-
glutamina (Vetec, RJ, Brasil); e esponjas de poliéter-poliuretano (Vitafoam,
Manchester, Reino Unido). Todos os solventes utilizados foram de grau
analitico. As Linhagens de células Caco-2 (ATCC HTB-37) foram gentilmente
doadas pela Pontifica Universidade Javeriana — Coldombia e as células A431
foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC).

Tabela 1: Caracteristicas da hidroxipropil$-ciclodextrina

Cadigo HP{$-CD
ROH ZZ/%GR\ROHC R= *—CH CH(CH,- O} H
n=0,1 2etc
CH,0R

Estrutura molecular Rt

R jCH ,OR

ROH,C ORO 2

CH;OR

Massa molecular 1450,02 g.mo’r
Solubilidade (H,0; 25 °C) SolGvel em agua(600 mol.L* a 25°C)
Ponto de fuséo > 200°C
Procedéncia CERESTAR
Lote YI- 470-185
Pureza 98%
Nome IUPAC hidroxipropil-ciclohepta-glucoamilose
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Tabela 2: Caracteristicas do erlotinibe

Caddigo ERL
HN/©\\
Estrutura molecular o SCH
HeCO~ > SN
HsCO_~ @ - HC
Formula molecular C22H23N30,4.HCI
Massa molecular 429,90 g.mot
Solubilidade (H,O; 25 °C) ~5-20 pM
Ponto de fuséo 233 °C
Origem USBiological
Lote L12022202
N-(3-ethynyl phenyl)-6,7-bis(2-
Nome IUPAC methoxyethoxy)quinazolin-4-amine
hydrochloride

3.2 Preparagédo da mistura fisica:

A mistura fisica composta de erlotinibe e hidroxipropil-B-ciclodextrina na
razdo molar de erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (1:1) foi realizada através
da mistura das substancias em um eppendorf a temperatura ambiente (= 25°C)
até obter uma mistura homogénea. A mistura fisica foi utilizada apds a

preparacao.

3.3 Preparacgédo do composto de incluséo:

A preparacao do composto de erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina foi
realizada através do método de liofilizacdo de solucdo aquosa de erlotinibe e
hidroxipropil-B-ciclodextrina na razdo molar (1:1), tomando como base os
meétodos previamente descritos na literatura para inclusdo em ciclodextrinas
(98).

Inicialmente foi preparada a temperatura ambiente (= 25°C), uma

suspensao aquosa de erlotinibe (ficou em agitacdo por 4 h) e acrescentada a
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essa, uma solucdo aquosa de hidroxipropil-B-ciclodextrina (ficou em agitacao
por 4 h) na concentracdo indicada para se obter a razdo molar de
erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (1:1). A seguir, obteve-se uma solucao
que ficou em agitacdo magnética por 12 h, seguida pelo congelamento em
nitrogénio liquido e liofilizacdo. Esse método de liofilizacdo é baseado na
sublimacédo e tem o propdsito de preservar a integridade, estrutura e atividades

bioldgicas ou quimicas dos farmacos.
3.4 Caracterizacao fisico-quimica dos compostos:

O composto de inclusdo, a mistura fisica e os materiais de partida
utilizados foram caracterizados por espectroscopia na regiao do infravermelho,
andlise térmica, ressonancia magnética nuclear de 'H e NOESY, estudo de

solubilidade de fases e calorimetria de titulacéo isotérmica.

3.4.1 Caracterizagdo por Espectroscopia de Absorcdo na Regido do
Infravermelho FTIR:

A espectroscopia na regido do infravermelho foi realizada a fim de
detectar as interacdes entre o erlotinibe e a hidroxipropil-B-ciclodextrina
expressas através da ocorréncia de novas absorcdes, desaparecimento de
bandas ou deslocamentos de bandas. A espectroscopia FTIR é uma técnica
utiizada para caracterizar complexos de inclusdo com CDs através da
avaliacao de interacdes intermoleculares fracas do tipo héspede:hospedeiro.

Os espectros na regido do infravermelho foram registrados em um
espectrometro Perkin Elmer, Spectrum GX, entre 4000-400 cm™, em intervalos
de 1 cm™, em pastilhas de KBr. As pastilhas foram obtidas por prensagem a

partir de misturas de KBr (99).
3.4.2 Caracterizacdo por Analise Térmica:
A andlise térmica foi utilizada com o objetivo de evidenciar alteracbes

térmicas no composto de inclusdo em relacdo aos materiais de partida e a

mistura fisica. O composto de inclusdo, a mistura fisica e os materiais de
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partida utilizados foram caracterizados por analise termogravimétrica (TG),
termogravimetria derivada (DTG) e andlise térmica diferencial (DTA). As
analises foram realizadas no equipamento SDT Q600 da TA Instruments. As
amostras (= 5 mg) foram aquecidas da temperatura ambiente (= 25 °C) até 700
°C, em uma raz&o de aquecimento de 10 °C min™, em atmosfera de Ny com

vaz&o de 100 mL min™,
3.4.3 Caracterizacdo por Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear:

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos utilizando-se o
espectrofotometro Bruker Avance DPX-400 (400 MHz). O solvente DMSO-dg
utilizado foi de pureza isotdépica minima de 99,5%. As amostras foram
preparadas em tubos de RMN de 8,00 polegadas de comprimento e 5 mm de
diametro externo.

Também foram utilizadas técnicas de ressonancia magnética nuclear
bidimensionais utilizando o Efeito nuclear Overhauser (NOESY) para detectar a
existéncia de interacbes espaciais menores que 5 A entre os hidrogénios dos
erlotinibe e os hidrogénios da HP-B3-CD, conforme descrito na literatura (100,
101).

3.4.4 Estudo de solubilidade de fases:

Os estudos de solubilidade de fase foram realizados pelo método
previamente descrito por Higuchi e Connors (75). Resumidamente, 1 mL de
HCI (0,1 M), contendo varias concentracdes de HP-B-CD (0 - 0,0195 M), foram
adicionados a uma quantidade excessiva de erlotinibe (3 mg) e agitados
durante 4 dias num banho de agua de temperatura constante de = 25°C. Apds
4 dias, os eppendorfs foram centrifugados a 15.682xg, durante 15 min. Os
sobrenadantes foram colhidos e a concentracdo de ERL foi determinada
espectrofotometricamente (Multiskan Spectrum de UV/visivel) a 342 nm. A
constante de estabilidade por solubilidade em fase Ksi.1 foi calculada de acordo

com a seguinte equacgao, assumindo a estequiometria de 1:1:

Ks1:1 = slope/Sy(1 - slope)
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So € a solubilidade do erlotinibe na auséncia de HP-B-CD.

3.4.5 Caracterizacao por calorimetria de titulacédo isotérmica:

Titulagbes calorimétricas foram realizadas em duplicata com um
microcalorimetro VP-ITC (Microcal Company, Northampton, MA, EUA) a 25°C.
O solvente utilizado em todos os experimentos foi uma solugdo aquosa de
acido aceético a 10% v/v (pH = 2). Cada experimento de titulacdo consistiu de
51 injecBes sucessivas de uma solucao de HP-B-CD (60 mM) em &cido acético
aquoso para a célula de reacdo carregada com 1,5 mL de uma solucdo de
erlotinibe (4,0 mM) em &cido acético aquoso, com intervalos de tempo de 350
s. A primeira injecdo de 1,0 uL foi descartada para eliminar efeitos de difuséo
do material da seringa para a célula calorimétrica. As injecfes subsequentes
foram usadas em volumes constantes de 5,0 uL de HP-B-CD. O tempo de
injecdo foi de 2,0 s. A concentracado de HP-B-CD na célula calorimétrica variou
de 0,0 - 8,57 mM e a concentracdo de ERL de 4,0 - 3,6 mM. Os dados foram
analisados utilizando o modelo "one site model” estabelecido pelo Microcal
Origin 7.0 para ITC apo0s a subtracdo do branco (titulacdo de HP-B-CD em

solucéo de acido acético aquoso).

3.5 Determinacgéo da citotoxicidade em linhagens de células Caco-2:

Linhagens de células Caco-2 foram cultivadas em meio de cultura
DMEM com alta concentracéo de glicose, contendo 10% de soro fetal bovino,
penicilina/estreptomicina (100 Ul/mL), L-glutamina (2 mM) e HEPES (25 mM), e
incubadas em estufa contendo 5% de CO; a 37°C. O meio de cultura foi
trocado a cada 2 dias. As células em crescimento exponencial foram semeadas
(100 pL) em uma densidade de 4 x 10* células/mL em uma placa de 96 pocos
e cultivados por 72 h, seguido pela remocao do sobrenadante e insercdo dos
materiais (102).

Devido a baixa solubilidade apresentada pelo erlotinibe, os compostos
foram solubilizados em meio de cultura contendo DMSO (< 1%). ApGs 24, 48,
72 e 96 h de incubacdo das células na presenca do composto de incluséo

erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (1:1) e do erlotinibe livre (100 pL), nas
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concentragdes de 0,3; 1,5; 7,5 e 37,5 puM, foi avaliada a viabilidade das células
Caco-2 pelo ensaio MTT. Apds a remocdo do sobrenadante e lavagem (1x
PBS), foram adicionados 100 puL de meio base sem vermelho de fenol em cada
poco, seguido pela adicdo de 10 uL de MTT (5 mg/mL) e incubacdo em estufa
contendo 5% de CO; a 37°C. ApOs 2-4 h, a morfologia celular foi analisada por
microscopia Optica invertida e os cristais de formazan foram dissolvidos em
SDS (10%) em HCI (0,01 M), seguido por incubac&o. Apos 4-18 h, a medida de
densidade oOptica foi realizada em 570 nm no espectrofotbmetro UV-visivel
multiskan spectrum (103).

Em todos os experimentos, como grupo controle, foram utilizadas células
nao-tratadas, hidroxipropil-B-ciclodextrina (0,3; 1,5; 7,5 e 37,5 pM) e o solvente
(DMSO) nas mesmas concentracOes utilizadas para solubilizagdo dos
compostos (Anexo 1 — Fig. 29). Os dados foram expressos em meédia + desvio

padrao.

3.6 Determinacgéo da citotoxicidade em linhagens de células A431.:

Linhagens de células A431 foram cultivadas em meio de cultura DMEM
com alta concentracdo de glicose, contendo 10% de soro fetal bovino, L-
glutamina (2 mM), penicilina/estreptomicina (100 Ul/mL) e HEPES (25 mM)
incubado em estufa contendo 5% de CO; a 37°C. O meio de cultura foi trocado
a cada 2 dias. As células em crescimento exponencial foram semeadas (100
uL) em uma densidade de 4 x 10* células/mL em uma placa de 96 pocos e
cultivados por 24h, seguido pela remoc¢ao do sobrenadante e insercdo dos
materiais (102).

Devido a baixa solubilidade no meio de cultura, o erlotinibe foi
solubilizado no meio de cultura contendo DMSO (< 0,1%). Apdés 24, 48, 72 e 96
h de incubacdo das células na presenca do composto de inclusdo
erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (1:1) e do erlotinibe livre (100 pL), nas
concentragdes de 0,3; 1,5; 7,5 e 37,5 uM, foi avaliada a viabilidade das células
A431 pelo ensaio MTT, conforme descrito anteriormente (103). Em todos os
experimentos, como grupo controle, foram utilizadas células né&o-tratadas,
hidroxipropil-B-ciclodextrina (0,3; 1,5; 7,5 e 37,5 uM) e o solvente (DMSO) nas
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mesmas concentracdes utilizadas para solubilizacdo do ERL (Anexo 1 — Fig.
31). Os dados foram expressos em média + desvio padrao.

3.7 Determinacao da citotoxicidade em osteoblastos:

Osteoblastos foram isolados da calvaria de ratos machos Wistar
neonatos de 1 a 4 dias ap6s aprovacdo do Comité de Etica para o uso de
animais em pesquisas da UFMG. Os animais foram sacrificados por overdose
de anestésico e foi realizada uma incisdo unindo os pavilhdes auditivos,
expondo a calota craniana. O osso da calvaria foi removido imediatamente e
colocado em uma solucdo tampéo fosfato salina (PBS). O tecido 6sseo foi
cortado em pequenos fragmentos e digerido por 5 minutos em tripsina/EDTA,
seguido de trés digestbes sequenciais com colagenase tipo Il a 2% por 20 min
cada. O sobrenadante resultante da primeira digestdo com colagenase, por
apresentar elevada proporcéo de fibroblastos, foi desprezado. Os outros dois
sobrenadantes foram centrifugados por 10 min a 1400 rpm. As ceélulas
resultantes foram ressuspendidas em meio de cultura DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado e penicilina/estreptomicina (100 Ul/mL)
e incubado em estufa contendo 5% de CO, a 37°C. O meio de cultura foi
trocado a cada 2 dias. ApOs a terceira passagem no cultivo celular, foram
semeados 100 pL de osteoblastos em uma densidade de 4 x 10* células/mL
em uma placa de 96 pocos e cultivados por 24 h.

Devido a baixa solubilidade no meio de cultura, o erlotinibe foi
solubilizado no meio de cultura contendo DMSO (< 0,1%). Apés 24, 48, 72 e 96
h de incubacdo das células na presenca do composto de incluséo
erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (1:1) e do erlotinibe livre (100 pL), nas
concentragdes de 0,3; 1,5; 7,5 e 37,5 uM, foi avaliada a viabilidade através do
ensaio MTT, conforme descrito anteriormente (103). Em todos os
experimentos, como grupo controle, foram utilizadas células néao-tratadas,
hidroxipropil-3-ciclodextrina (0,3; 1,5; 7,5 e 37,5 uM) e o solvente (DMSO) nas
mesmas concentracdes utilizadas para solubilizacdo do erlotinibe (Anexo 1 —

Fig. 31). Os dados foram expressos em meédia + desvio padrao.
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3.8 Determinacdo do percentual de células Caco-2 em apoptose precoce,
apoptose tardia/necrose e necrose:

As células Caco-2 foram semeadas (500 puL) em uma densidade de 4 x
10* células/mL em placas de 24 pocos e cultivados por 72 h. Apés 72 h o meio
de cultura foi removido e as células foram expostas aos compostos.

Devido a baixa solubilidade apresentada pelo erlotinibe, o composto de
incluséo, o erlotinibe livre e a hidroxipropil-B-ciclodextrina foram previamente
solubilizados em DMSO (< 1 %). Ap6s 48 h de incubacdo na presenca do
composto de incluséao erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (1:1), do erlotinibe
livre e da hidroxipropil-B-ciclodextrina, nas concentracdoes de 0,3, 1,5, 7,5 e
37,5 UM, as células Caco-2 foram removidas e centrifugadas a 1.300 rpm por 8
min. O sobrenadante foi descartado, as células foram lavadas com PBS (x 1) e
ressuspendidas em 50 uL de tampéo de ligacdo de anexina e incubadas com 1
ML de iodeto de propideo e 3 pyL de anexina V-FITC por 15 min a temperatura
ambiente, no escuro. Em seguida, 200 yL do tampdo de ligacdo foram
adicionados as células. As amostras foram analisadas por um citbmetro de
fluxo FACScan (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA,
USA) dentro de 1 h apdés a coloracdo. Um total de 10.000 eventos foram
avaliados para cada amostra. Os resultados foram interpretados no software
FlowJo da seguinte forma: células que eram anexina V(-)/IP(-) (quadrante
inferior esquerdo) foram consideradas vivas; anexina V(+)/IP(-) (quadrante
inferior direito) foram consideradas apoptoéticas precoce; anexina V(+)/IP(+)
(quadrante superior direito) foram consideradas apoptéticas tardia/necréticas; e
anexina V(-)/IP(+) (quadrante superior esquerdo) foram consideradas
necroticas. Como grupo controle foram utilizadas células nao-tratadas, o
solvente (DMSO) nas mesmas concentracdes utilizadas para solubilizacdo dos
compostos, outro farmaco antitumoral (cloridrato de irinotecano) nas
concentragbes de 385,1, 128,4, 32,1, e 8 uM, e perdxido de hidrogénio 1.000

UM (Anexo 1 — Fig. 33). Os dados foram expressos em média + desvio padrao.
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3.9 Estudo in vivo — Preparacéo e implantacéo das esponjas:

Para os ensaios in vivo foram utilizados camundongos Swiss com idade
de 7 a 8 semanas, pesando aproximadamente 25-30 g, provenientes do Centro
Bioterismo (CEBIO) da UFMG. Os animais foram tratados de acordo com as
orientacdes estabelecidas pelo Comité de ética em experimentacdo animal
(CEUA/UFMG, numero 267/2014).

Discos de esponjas de poliéter-poliuretano com 4 mm de espessura e 12
mm de diametro foram implantados subcutaneamente nos camundongos para
avaliar a angiogénese inflamatoria. Para a insercdo das esponjas 0s animais
foram anestesiados via intraperitoneal com 10 uL/g de peso corporal da
solucdo de ketamina/xilazina, e submetido a assepsia e a tricotomia. Em
seguida, foi feito uma incisdo de aproximadamente 1 cm na pele do animal, e
assim o disco de esponja foi introduzido. Posteriormente, os animais foram
monitorados para detectar quaisquer sinais de infeccdo no local da cirurgia,
desconforto ou sofrimento. Foram utilizados 8 animais por grupo. Os grupos
avaliados foram ERL, ERL:HP-B-CD, HP-B-CD e o veiculo (DMSO 4%). A dose
aplicada foi baseada na concentracdo de = 2 mg/kg de ERL. Os animais
receberam essa dose diariamente via gavagem durante 6 dias, sendo 0s
animais sacrificados no 8° dia e as esponjas removidas para a avaliagcdo da

angiogénese inflamatéria.

3.10 Determinacao da quantidade de hemoglobina:

A dosagem do contetudo de hemoglobina (Hb) quantifica indiretamente a
neovascularizacao e tem sido utilizada como marcador de angiogénese. O teor
da vascularizagcdo nas esponjas implantadas foi avaliado de acordo com o
meétodo de Drabkin (104-107). No 8° dia apés a implantacdo das esponjas, 0s
animais foram sacrificados e as esponjas foram pesadas e homogeneizadas
em 2,0 mL do reagente de Drabkin e centrifugadas a 4°C a 1.200xg por 20 min.
Em seguida, os sobrenadantes foram filtrados em membranas de 0,22 ym
(Millipore) e colocados em placas com 96 pocos. A leitura foi realizada por
espectrofotometria a 540 nm e a concentracdo de hemoglobina determinada

por comparacdo a uma curva de calibracdo padrdao de hemoglobina. Os
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resultados obtidos foram expressos em concentracdo de hemoglobina em
Mg/mg de peso Umido do implante.

3.11 Determinacdo das atividades mieloperoxidase (MPO) e N-

acetilglicosaminidase (NAG):

Para a determinacdo do acumulo de neutrofilos, utilizou-se a atividade
da mieloperoxidase (MPO). Inicialmente, o sedimento foi homogeneizado e
ressuspendido em 2,0 mL de tampéao fosfato de sédio (0,1 M NaCl, 0,02 M
NaPOQOg4, 0,015 M de NaEDTA), pH 5,4 e centrifugado a 12.000xg durante 10
min. Em seguida, foram retirados 300 pyL do sobrenadante e adicionados 600
pL de tampéo de fosfato de sédio 0,05 M, pH 5,4 contendo 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB). A atividade da enzima MPO no sobrenadante
foi mensurada através da mudanca de absorvancia (densidade Optica; OD) a
450 nm utilizando 100 uL de 3,3-5,5-tetrametilbenzidina (TMB), preparada em
DMSO em uma concentracao final de 1,6 mM e 100 uL de substrato H,O, na
concentracéo final de 0,3 mM, dissolvida em tampéao fosfato pH 5,4. A reacéo
foi interrompida com a adicdo de 50 pyL de H,SO, (4 M) e quantificada
colorimetricamente a 450 nm em leitor de microplaca. Os resultados foram
expressos em densidade 6ptica (OD)/mg de tecido umido (104-107).

A quantificacdo de células mononucleares na esponja foi realizada
avaliando-se a atividade da enzima N-acetilglicosaminidase (NAG), presente
em altos niveis em lisossomas de macréfagos ativados. As esponjas foram
homogeneizadas em solucdo de NaCl a 0,9% p/v contendo 0,1% v/v de Triton
X-100 (Promega, Madson, WI, EUA) e centrifugadas (3.000xg, 10 min a 4°C).
Amostras (100 uL) do sobrenadante resultante foram incubadas durante 10 min
com 100 uL de p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminideo preparado em tampéo
citrato/fosfato (acido citrico 0,1 M, Na,HPO,4 0,1 M; pH 4,5) para se obter uma
concentracéao final de 2,24 mM. A reacao foi paralisada pela adicdo de 100 uL
de tampao glicina 0,2 M (pH 10,6). A hidrdlise do substrato foi determinada por
medicado da absor¢céo a 400 nm. Os resultados foram expressos em nmol/mg
de tecido umido (104-107).
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3.12 Analise dos dados:

Com relacdo ao experimento de Citometria foram realizados trés

experimentos e o n amostral em cada experimento foi de 3.

Para o céalculo do percentual de células viaveis através do ensaio MTT

foi utilizado a seguinte equacao:

o Viabilidade celular = Densidade oética do grupo teste % 100

Media da densidade o6tica do controle

Foram realizados trés experimentos e o n amostral utilizado foi 6. Para
calcular a concentracdo que inibe 50% da viabilidade celular (ICso), 0s
resultados foram expressos como uma percentagem do controle (células
incubadas somente com meio de cultura) e foram determinados graficamente a
partir das curvas dose-resposta utilizando o programa GraphPad Prism verséo
5.0.

Tabela 3: Classificagdo da citotoxicidade em fungdo da viabilidade celular
(108).

Citotoxicidade Viabilidade celular
N&o citotoxico Maior que 90%
Ligeiramente citotoxico 60-90%
Moderadamente citotoxico 30-59%
Severamente citotdxico Menor ou igual a 30%

A analise estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA e Tukey. Um
valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Para as andlises dos dados in vivo foi utilizado o teste Anova e Newman-
Keuls. Diferencas entre as médias foram consideradas significantes quando os

valores de P foram menores que 0,05.
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4. Resultados e discussao:

4.1 Caracterizacao fisico-quimica dos compostos:

O composto de inclusdo, a mistura fisica e os materiais de partida
utilizados foram caracterizados por espectroscopia na regido do infravermelho,
anélise térmica, ressonancia magnética nuclear de *H e NOESY, estudo de

solubilidade de fases e calorimetria de titulacéo isotérmica.

4.1.1 Caracterizagdo por Espectroscopia de Absorcdo na Regido do

Infravermelho - FTIR:

A Figura 8 apresenta 0s espectros de absorcdo na regidao do
infravermelho do erlotinibe (ERL), da hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD),
do composto de incluséao erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (ERL:HP-3-CD)
e da mistura fisica entre o ERL e a HP-B-CD (MF). Normalmente a
espectroscopia de FTIR ndo é uma técnica muito Uutil para caracterizar os
compostos de inclusdo com CDs, uma vez que as interacdes
hospede:hospedeiro sdo baseadas em interacdes intermoleculares fracas (67,
70, 109-111), mas neste caso, pode-se ver fortes mudancas no espectro do
composto de incluséo, o que sugere a interacdo molecular.

Analisando o espectro do ERL verifica-se uma banda larga entre 3350 e
3500 cm™ relacionada a estiramentos simétricos e assimétricos de vy
Observa-se ainda, bandas pouco intensas entre 3078 e 3020 cm™ referentes a
estiramentos vc.4 do anel aromatico e uma banda de absorgéo intensa em 2750
cm™ que corresponde ao estiramento de alcino ve—c. Em 1636 cm™, observou-
se uma banda intensa correspondente a vibracdo de estiramento vc=y de anel
pirimidinico. As bandas intensas em aproximadamente 1074 e 1024 cm™
referem-se ao estiramento vc.o.c, as bandas entre 880 e 800 cm™ foram
atribuidas a d¢. de compostos aromaticos e as bandas entre 798 e 778 cm™
referem-se a &c. e On-1 Ao anel pirimidinico.

Enquanto as bandas identificadas no espectro de FTIR da HP-B-CD
foram consistentes com as bandas caracteristicas previamente identificadas

para essa molécula (109, 110), o espectro no infravermelho do composto de
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inclusdo (ERL:HP-B-CD) mostrou-se completamente diferente do erlotinibe livre
(ERL) e da mistura fisica (MF). Analisando o espectro observa-se o
alargamento da banda vy e desaparecimento da banda intensa em 2750 cm™
relacionada as frequéncias de estiramento vc-c de alcino do ERL. Observa-se
ainda uma reducéao significativa de bandas referentes a estiramentos vc.y do
anel aromatico na regido entre 3078 e 3020 cm™ o que sugere uma possivel
interacdo hospede:hospedeiro com o anel aromatico do ERL. Também se
observa uma reducdo significativa da banda em 1636 cm™, correspondente &
vibrac&o de estiramento vc=y de anel pirimidinico. Essas observacdes reforcam

a hipétese da inclusédo do ERL em HP-B-CD.
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Fig. 8. Espectro de absorcao na regiao do infravermelho em KBr do erlotinibe
(ERL), da hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD), do composto de incluséo
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erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (ERL:HP-B-CD) e da mistura fisica entre
ERL e a HP-B-CD (MF) entre 4000-400 cm™.

Em contraste, ndo foram observadas interacdes entre o ERL e a HP-B-
CD no espectro da MF. No espectro da MF foi possivel observar a banda em
2750 cm™ relacionados as frequéncias de estiramento v de alcino e a banda
em 1636 cm™ correspondente & vibracdo de estiramento vc-y de anel

pirimidinico.
4.1.2 Caracterizacao por Analise Térmica:

Nas Figuras 9 e 10 estdo apresentadas as curvas de
termodecomposicdo TG e DTA do erlotinibe (ERL), da hidroxipropil-B-
ciclodextrina (HP-B-CD), do composto de inclusdo erlotinibe:hidroxipropil-3-
ciclodextrina (ERL:HP-B-CD) e da mistura fisica entre o ERL e a HP-B-CD
(MF). Analisando a curva TG do ERL, verifica-se uma estabilidade térmica até
180°C, seguida por dois eventos de perda de massa associados a
termodecomposicdo da molécula, gerando um residuo de 39%. A curva DTA
apresenta um evento endotérmico em 227,2°C. Esse evento esta associado a
termodecomposicdo do farmaco como sugerido pela curva TG. Nao foi
observado o ponto de fuséo do erlotinibe em torno de 233°C conforme relatado
na literatura (112).

Na curva TG da HP-B-CD, pode ser observado uma perda de 7% na
faixa de 27,0 a 87,9 °C que pode ser atribuida a saida de 5 moléculas de agua
presentes no interior da cavidade ou das moléculas de agua livre da HP-B-CD.
Em seguida, observa-se um patamar de estabilidade térmica de 87,9 até 205
°C. A partir de 205 °C verifica-se a sua termodecomposicao até a geracao de
um residuo de 24%. O perfil de decomposicéo térmica da HP-B-CD observado

na amostra estd de acordo com o perfil relatado na literatura (110, 111).
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Fig. 9. Curvas TG do erlotinibe (ERL), da hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-
CD), do composto de inclusao erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (ERL:HP-
B-CD) e da mistura fisica entre o ERL e a HP-B-CD (MF).
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Fig. 10. Curvas DTA do erlotinibe (ERL), da hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-3-
CD), do composto de inclusao erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (ERL:HP-
B-CD) e da mistura fisica entre o ERL e a HP-B-CD (MF).
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Ao analisar as curvas TG e DTA do composto de inclusédo (ERL:HP-[3-
CD), mostradas nas Figuras 9 e 10 € possivel observar uma clara mudanca de
perfil guando comparadas as curvas do ERL e da HP-B-CD, uma vez que o
composto de inclusdo apresenta uma perda de massa de 8% de 22 °C até 100
°C, que foi associado a desidratacdo, e este foi seguido por outro evento de
termodecomposicdo que resultou na geracdo de um residuo de 20%,
diferentemente do farmaco puro (ERL). Além disso, o composto de incluséo é
termicamente menos estavel que a HP-B-CD. Observa-se ainda a formacéo de
mais residuo (20%) do composto de inclusdo quando comparado a mistura
fisica (15%), sugerindo a interacdo hospede:hospedeiro no estado sélido.

4.1.3 Caracterizacdo por Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear -
RMN 2D *H-'H NOESY:

O experimento bidimensional NOESY €& uma importante técnica para
demonstrar a formacéo de compostos de inclusdo com CDs, porque € possivel
monitorar interacdes espaciais em torno de 5 A (67, 70, 101).

A Figura 11 e 12 apresentam o mapa de contornos 2D-NOESY e a
expansdo da regido correspondente aos hidrogénios, da regido dos anéis
aromaticos do erlotinibe. Analisando o mapa de contornos supracitado na
regidao em torno de & 3,7-3,9 ppm da HP-B-CD com a regido em torno de anéis
aromaticos de & 7,2 e 8,4 ppm do erlotinibe é possivel observar a presenca de
manchas de correlacéo indicativas de acoplamento dipolar entre os hidrogénios
do anel aromatico do erlotinibe e dos hidrogénios da HP-B-CD, sugerindo a
interacdo efetiva do farmaco com a cavidade da ciclodextrina. O mapa de
contorno 2D-NOESY (Fig. 11), mostrou correlagbes cruzadas entre os picos
hidrogénios 4 e 8 do anel aroméatico do erlotinibe (na regido de 6 = 7,2-8,4) com
os hidrogénios H3 e H5 da HP-B-CD (Fig. 12).
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Fig. 11. Mapa de contornos NOESY do composto de inclusédo
erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (DMSO-dg, 400MHZz).
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Fig. 12. Secao expandida entre f1: 6 7,2 e 8,4 e f2: 6 3,70 e 3,9 ppm do Mapa
de contornos NOESY do composto de inclusdo erlotinibe:hidroxipropil-3-
ciclodextrina (DMSO-dg, 400MH2z).
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Com base nos resultados do RMN 2D-NOESY é hipotetizado que a
inclusdo do ERL na HP-B-CD ocorre conforme ilustrado na Figura 13.

| J Hb Hb

Fig. 13. Modelo de inclusdo molecular proposto do ERL dentro da cavidade da
HP-B-CD baseado nos resultados de RMN 2D-NOESY.

4.1.4 Estudo de solubilidade de fases:

O diagrama de solubilidade de fase é uma técnica muito utilizada para
demonstrar as altera¢des na solubilidade de farmacos quando esses interagem
com CDs. Além disso, essa técnica € amplamente utilizada para determinar a
constante de formacao hospede:hospedeiro em solugéo (110, 113).

Analisando-se os perfis de solubilidade de fase do ERL e da HP-3-CD
(Fig. 14) é possivel observar um aumento na solubilidade do ERL no sistema
devido a interacdo molecular com a HP-B-CD. O diagrama ainda mostra que a
solubilidade do ERL aumenta linearmente em funcédo da concentracdo da HP-
B-CD. O ERL formou complexos soluveis com a HP-B-CD em HCI (0,1 M)
mostrando um tipico diagramas de solubilidade do tipo A_ (75), em que a
constante de formagédo do composto de incluséo foi Ksi:; = 426 + 49 e o valor
de Sy foi 178,9 uM (Fig. 14). O valor da Ks esta na maioria das vezes entre 50 e
2.000 M*, com um valor médio de 490 M* (73). Um valor de Ks entre 200 e
5.000 M* é considerado como o mais adequado para a melhoria na
solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de farmacos pouco solGveis em
agua (75, 114).
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Fig. 14. Diagrama de solubilidade de fases do composto de inclusdo ERL:HP-[3-
CD a 25°C.

4.1.5 Caracterizacao por calorimetria de titulacdo isotérmica:

A estequiometria (N) do composto em solugdo, bem como os seus
parametros termodinamicos de interacdo (entalpia AH°, entropia TAS®, a
constante de equilibrio Keq € energia livre de Gibbs AG®) foram determinados
por calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC).

A Figura 15 mostra o experimento realizado a 25°C, no qual foi utilizado
o modelo matematico denominado isoterma de Wiseman para fazer o ajuste
nao-linear dos pontos das curvas calorimétricas e determinar os parametros

termodinamicos da interacéo (115).
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Fig. 15. Curvas calorimétricas (ITC) para (a) HP-B-CD 60,0 mM em solucao

aguosa de acido acético a 10% v/v (triangulo preenchido) e HP-B-CD 60,0 mM
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em ERL 4,0 mM (quadrado preenchido); (b) apds a subtracdo da curva de
titulacdo do branco e ajuste nao-linear por Wiseman Isotherm (linha de

preenchimento).

O ajuste sigmoéide (Fig. 15b) mostrou um ponto de equivaléncia na
proporcao molar de aproximadamente N = 0,75, sugerindo a ocorréncia de uma
estequiometria de 1:1 (116). Entretanto, ndo necessariamente exclui a
existéncia de outras estequiometrias do composto de inclusdo em condi¢des de
equilibrio quimico.

Com base na estequiometria de 1:1, a constante de equilibrio calculada
com base no experimento de ITC, Kirc1:1, referindo-se a formacédo do composto

de inclusdo ERL:HP-B3-CD pode ser descrita como:

Keq,g
HP--CD + ERL &—> HM-CD:ERL

Kircy1 = [HPB-CD:ERL]/[HP-B-CD] [ERL]

Analisando-se os dados da Figura 15, pode-se observar que a interacao
global entre a HP-B-CD e o ERL é ligeiramente exotérmica, acompanhada por
um grande aumento de entropia, levando a uma constante de equilibrio
moderada (Kigc11 = 623 % 53), se comparada a outros sistemas
héspedes:hospedeiros (117). O valor da constante obtida no experimento de
ITC esta préximo do valor encontrado no experimento de solubilidade de fase.

Mudancas de entalpia podem ser atribuidas as ligacées das moléculas
de agua ricas em entalpia liberadas da cavidade de CD em conjunto com as
moléculas de agua a granel (116), e pela formacgao simultanea de interacbes de
van der Waals entre o anel aromatico do ERL e a cavidade da HP-B-CD. A
variacdo positiva de entropia foi atribuida a elevada dessolvatacdo das
moléculas com consequente ganho no grau de liberdade de translacdo e

rotacdo das moléculas de agua (118).

4.2 Teste de citotoxicidade em células Caco-2:

Foram realizados testes de citotoxicidade dos compostos em células de

linhagem de carcinoma de célon humano Caco-2.
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Apbs 24, 48, 72 e 96 h (Fig. 16) de incubacdo das células na presenca
do composto de inclusao erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (ERL:HP-3-CD)
e do erlotinibe livre (ERL), nas concentracdes de 0,3; 1,5; 7,5 e 37,5 uM, foi
avaliada a viabilidade das células Caco-2 pelo ensaio MTT. Como grupo
controle foram utilizadas células ndo-tratadas, hidroxipropil-B-ciclodextrina (0,3;
1,5; 7,5 e 37,5 uM) e o solvente (DMSO) nas mesmas concentracdes utilizadas
para solubilizacdo dos compostos (Anexo 1 — Fig. 29). O percentual de
viabilidade dos compostos apresentados na Figura 16 foi calculado com base
nos seus respectivos controles de DMSO (considerados 100% viaveis).

Também foi realizado um estudo de citotoxicidade nas células Caco-2
com um composto de ERL e B-CD, na razdo molar de (1:1). Como grupos
controle foram utilizados células nao-tratadas, (-ciclodextrina e o solvente
(DMSO) nas mesmas concentracdes utilizadas para solubilizacdo do ERL
(Anexo 1 — Fig. 30).
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Fig. 16. Teste de citotoxicidade, através do ensaio MTT, em células Caco-2
apos 24 (A), 48 (B), 72 (C) e 96 (D) h na presenca do erlotinibe livre (ERL) e do
composto de incluséo erlotinibe:hidroxipropil-p-ciclodextrina (ERL:HP-B-CD) em

diversas concentracdes. *** p<0,001.
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Os resultados de MTT, apresentados na Figura 16, mostram que o ERL
e 0 composto de inclusdo atuam de forma dose e tempo-dependentes,
apresentando maior citotoxicidade nas maiores concentracdes avaliadas e no
maior tempo de incubacdo com o farmaco.

A partir da andlise dos dados também pode-se concluir que o ERL e o
composto de inclusdo ERL:HP-B-CD apresentam citotoxicidade semelhante na
linhagem de Caco-2.

Também foi determinada a concentracdo necessaria para inibir o
crescimento das células Caco-2 em 50% (ICsp) nos diferentes tempos avaliados
(Tabela 4).

Tabela 4: Atividade citotéxica dos compostos sobre a célula tumoral Caco-2
(ensaio MTT).

ICs0” (UM)
Tempo b
Caco-2
Erlotinibe Erlotinibe:HP-B-CD
72 h 2,9 11,6
96 h 1,1 2,9

% ICsg concentragdo necessaria para inibir o crescimento celular em 50%,
conforme determinado pela curva dose-resposta.

b Células de carcinoma de célon humano.

As ICso para os tempos de 24 e 48 h de agdo do ERL e do composto de
inclusdo ndo foram determinadas porque na mais alta concentragcdo testada
(37,5 uM) néo foi observada 50% de inibicdo. Concentragcdes mais altas néo

foram usadas devido a grande precipitacdo do ERL no meio de cultura.

Alguns estudos avaliaram o efeito do ERL livre sobre a proliferagdo de
células tumorais Caco-2.

Kaulfuss et al. (31) avaliaram o efeito do ERL (0,01; 0,1; 1,0 e 10,0
pug/mL) sobre a proliferacdo de células Caco-2 apos 24, 48 e 72 h. Os
resultados mostram que o ERL foi capaz de inibir o crescimento celular de
forma dose e tempo-dependentes. A reducdo na viabilidade celular quando
comparada ao controle (células sem tratamento) somente foi significativa na

concentracéo de 10,0 pg/mL (= 23,3 uM) apds 48 e 72 h. O efeito do ERL, aqui
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apresentado, sobre as células Caco-2 também se apresentou dose e tempo-
dependentes e com pequena citotoxicidade no tempo de 24 h.

Lemos et al. (20) avaliaram o efeito do acido folico sobre a expresséo de
uma proteina que causa resisténcia ao ERL. Para avaliar esse efeito,
utilizaram-se modelos de células Caco-2. Os dados mostram que a deplegéo
do acido fdlico, pode reduzir os efeitos do ERL, por mecanismos dependentes
ou independentes da proteina avaliada. Os dados de ICso do erlotinibe apés 72
h de contato sobre as células Caco-2 apresentaram valores que variaram de
aproximadamente 0,4 pM a 1,0 puM. Esses valores estdo abaixo dos valores
agui apresentados (2,9 uM), talvez devido ao fato do acido fdlico ter contribuido
para essa reducao (Tabela 4).

Bijnsdorp et al. (119) também avaliaram a citotoxicidade do ERL sobre
células tumorais Caco-2. O ensaio utilizado foi da sulforrodamina B que é
utiizada para a determinacdo da densidade de células, baseando-se na
medicdo do teor de proteina celular. O ERL foi capaz de inibir a proliferacao
das células Caco-2, apresentando ICso de 0,3 pM apos 72 h. Os dados aqui
apresentados, juntamente com os dados apresentados por Bijnsdorp et al.
(119) mostram a efetividade do ERL sobre as células Caco-2 (Tabela 4).

Estudos utilizando outros compostos de inclusdo em linhagens celulares
tumorais apresentaram resultados semelhantes ao presente estudo, ou seja,
molécula livre e o composto de inclusdo apresentaram citotoxicidades
semelhantes. Nadzri et al. (120) avaliaram o efeito da inclusdo de zerumbona
(molécula obtida de extrato de planta) em HP-B-CD sobre as células tumorais
HepG2 (ensaio de MTT). O composto de inclusdo apresentou 0 mesmo efeito
que a molécula livre.

Qiu et al. (109) avaliaram o efeito da inclusdo de um composto natural
(barbigerona) em HP-B-CD sobre 2 linhagens tumorais (HCT116 e HepG2)
(ensaio de MTT). A citotoxicidade do composto de inclusdo foi similar ao da
molécula livre.

Soica et al. (121) avaliaram o efeito da incluséo de betulina (terpeno) em
uma y-CD modificada sobre uma linhagem tumoral de melanoma - B164A5
(ensaio de MTT). A citotoxicidade do composto de inclusdo foi similar ao da

molécula livre.
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Apesar do composto de inclusdo (ERL:HP-B-CD) ndo ser mais citotdxico
gue a molécula livre (ERL), a HP-B-CD foi capaz de aumentar a solubilidade do
farmaco, o que pode favorecer no desenvolvimento de novas formulacdes para
o tratamento de carcinomas que superexpressam o EGFR. Estes resultados
sugerem que a HP-B-CD pode ser utilizada como carreadora de agentes

antitumorais insolUveis em agua.

4.3 Teste de citotoxicidade em células A431:

Foram realizados testes de citotoxicidade dos compostos em linhagem
celulares de carcinoma epiderméide humano - A431.

Apos 24, 48, 72 e 96 h de incubacdo das células na presenca do
composto de incluséo erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (ERL:HP-B-CD) e
do erlotinibe livre (ERL), nas concentra¢cbes de 0,3; 1,5; 7,5 e 37,5 uM, foi
avaliada a viabilidade das células A431 pelo ensaio MTT. Como grupos
controle foram utilizados células ndo-tratadas, hidroxipropil-B-ciclodextrina (0,3;
1,5; 7,5 e 37,5 uM) e o solvente (DMSO) nas mesmas concentracdes utilizadas
para solubilizacdo do ERL (Anexo 1 — Fig. 31). O percentual de viabilidade dos
compostos apresentados na Figura 17 foi calculado com base nas células néo-

tratadas (consideradas 100% viaveis).
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Fig. 17. Teste de citotoxicidade, através do ensaio MTT, em células A431 apés
24 (A), 48 (B), 72 (C) e 96 (D) h na presenca do erlotinibe livre (ERL) e do
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composto de incluséo erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (ERL:HP-B-CD) em
diversas concentracdes. ** p<0,01; *** p<0,001.

A partir da analise da Figura 17 (a), (b), (c) e (d) pode-se concluir que o
ERL e o composto de inclusdo (ERL:HP-B3-CD) agem sobre as células A431 de
forma dose e tempo-dependentes. Percebe-se a partir dos dados que a
citotoxicidade do ERL é superior ao composto de inclusdo nas menores
concentracfes. Entretanto, na mais alta concentracdo esse efeito se inverte,
provavelmente devido ao fato da HP-B-CD aumentar a solubilidade e a
disponibilidade da molécula.

O ERL atua inibindo a proliferacdo celular, através da inibicdo da
progressao do ciclo celular, prevenindo a transicao das células da fase G1 para
a fase S do ciclo celular (37).

A concentragdo necessaria para inibir o crescimento das células A431

em 50% também foi determinada nos diferentes tempos avaliados (Tabela 5).

Tabela 5: Atividade citotéxica dos compostos sobre a célula tumoral A431
(ensaio MTT).

ICs0” (M)
Tempo b
A431
Erlotinibe Erlotinibe:HP-B-CD
48 h 5,5 8.8
72 h 1,1 2,4
96 h 0,7 1,7

% ICso concentracdo necessaria para inibir o crescimento celular em 50%,
conforme determinado pela curva dose-resposta.

® Células de carcinoma epidermoide.

As ICs para os tempos de 24 h de acdo do ERL e do composto de
inclusdo nao foram determinadas porque na mais alta concentracdo testada
(37,5 uM) néo foi observada 50% de inibicdo. Concentragcdes mais altas néo

foram usadas devido a grande precipitacdo do ERL no meio de cultura.

Os dados do ensaio de MTT mostraram que o tratamento com ERL (1,5
HM) durante 72 h, causou uma reducgdo da viabilidade celular > 50%. Estes
dados de citotoxicidade do presente estudo (Fig. 7) estdo de acordo com os
dados descritos na literatura por Ling et al. (37) e Yamasaki et al. (38). De
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acordo com Ling et al. (37) o tratamento das células A431 com 2 uM de ERL
durante 72 h causou uma reducdo na viabilidade celular superior a 50%. De
acordo com Yamasaki et al. (38) o valor da ICso para 0 ERL ap6s 72 h foi de
1,53 pM. No presente estudo, os valores das ICsy para o ERL nas células
A431, apds 72 e 96 h, foram respectivamentes, 1,1 e 0,7 uM. Estudo prévio
também mostra um valor de ICso de 1,21 uM para o ERL (40). Além disso, o
valor da ICso obtido apos o tratamento de 8 dias com ERL foi de 0,3 uM (33).
Essa diferenca pode ser devido ao longo periodo de tratamento em

comparacao com o presente estudo que durou no maximo 4 dias.

Estudos anteriores investigaram o efeito da inclusdo de moléculas que
exibem atividade antitumoral sobre a proliferacdo de células A431. Por
exemplo, quando HP-y-CD foi investigada em relacdo a atividade antitumoral
do acido betulinico em células A431, a HP-y-CD ndo aumentou a atividade
antitumoral da droga, no entanto, aumentou a dissolu¢do do acido betulinico no
meio de cultura (122). Quando a HP-B-CD foi avaliada no presente estudo, a
melhoria da dissolu¢do do ERL no meio de cultura, também foi observado. A
maior citotoxicidade associada com o composto de ERL:HP-B-CD em
comparacao com o farmaco livre na concentracdo mais elevada (37,5 uM) pode
ser devido a uma melhor dissolugdo das moléculas no meio de cultura celular.
As CDs tém sido demonstradas por aumentarem a solubilidade aquosa de
drogas e o seu transporte para a membrana celular, proporcionando assim,
uma maior citotoxicidade para os compostos de inclusdo quando incubadas
com células tumorais (67). As CDs atuam removendo colesterol da membrana
plasmatica levando a modificagdes na permeabilidade da membrana, alterando
assim, a sinalizacdo e o transporte de varias moléculas para as células. Os
estudos também demonstraram que 0 aumento na permeabilidade da
membrana citoplasmatica € dependente da concentracdo da CD (123, 124).
Além disso, as CDs podem solubilizar alguns lipides especificos das
membranas biologicas através da formacdo de compostos de incluséo,
conduzindo a um aumento na permeabilidade da membrana e o transporte de

farmacos (125).
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4.4 Teste de citotoxicidade em osteoblastos:

Foram realizados testes de citotoxicidade dos compostos em linhagem

celular normal (osteoblastos).

Apbs 24, 48, 72 e 96 h de incubacdo das células na presenca do

composto de incluséo erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (ERL:HP-B-CD) e

do erlotinibe livre (ERL), nas concentragbes de 0,3; 1,5; 7,5 e 37,5 uM, foi

avaliada a viabilidade dos osteoblastos através do ensaio MTT. Como grupos

controle foram utilizados células nao-tratadas, hidroxipropil-B-ciclodextrina (0,3;

1,5; 7,5 e 37,5 uM) e o solvente (DMSO) nas mesmas concentracdes utilizadas

para solubilizacdo do ERL (Anexo 1 — Fig. 32). O percentual de viabilidade dos

compostos apresentados na Figura 18 foi calculado com base nas células néo-

tratadas (consideradas 100% viaveis).
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Fig. 18. Teste de citotoxicidade, através do ensaio MTT, em osteoblastos apds
24 (A), 48 (B), 72 (C) e 96 (D) h na presenca do erlotinibe livre (ERL) e do
composto de incluséo erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina (ERL:HP-B-CD) em

diversas concentragdes. ** p<0,01; *** p<0,001.

Os osteoblastos séo células do tecido 6sseo, que expressam o EGFR,

que quando ativado, estimula a proliferacao celular (26). Os resultados de MTT,
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apresentados na Figura 18, demonstram uma maior citotoxicidade do composto
de inclusdo (ERL:HP-B-CD) na maior concentracdo avaliada, isso se deve
provavelmente devido ao fato da HP-B-CD aumentar a solubilidade e a
disponibilidade da molécula. Observa-se ainda que tanto o erlotinibe livre como
0 composto de inclusdo mostraram ser dose e tempo-dependentes.

A literatura carece de dados sobre a atividade do ERL sobre os
osteoblastos. Entretanto, sabe-se que 0s compostos inibem a proliferacéo
celular de forma diferente, dependendo da linhagem celular (109, 122). O efeito
do ERL aqui apresentando também apresentou atividade diferente dependendo
da linhagem celular avaliada, sendo menos citotoxico para os osteoblastos em
relacdo as células tumorais (Caco-2 e A431).

Além disso, Bjorkelund et al. (126) mostraram que os inibidores de
tirosina quinase afeta a cinética de interacdo entre o EGF e o EGFR, e essa
alteracdo é diferente dependendo do farmaco e da célula avaliada. Os
inibidores de tirosina quinase inibem o crescimento celular de forma diferente
dependendo da linhagem celular, corroborando com os dados aqui

apresentados.

4.5 Determinacdo do percentual de células Caco-2 em apoptose precoce,

apoptose tardia/necrose e necrose:

Foram realizados testes de Citometria de fluxo (anexina V-FITC/IP) dos
compostos em linhagem tumoral de Caco-2 para determinagcdo do percentual
de células em apoptose precoce, apoptose tardia/necrose e necrose. Devido a
baixa solubilidade apresentada pelo erlotinibe, os compostos foram
solubilizados em DMSO (< 1%).

Apbés 48 h de incubagdo na presenca do composto de inclusdo
erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina e do erlotinibe livre nas concentracbes de
0,3, 1,5, 7,5 e 37,5 uM foi realizada a marcacdo com anexina V-FITC e IP. As
amostras foram analisadas por Citometria e os dados estdo apresentados na
Figura 19. Como grupo controle foram utilizadas células nao-tratadas,
hidroxipropil-B-ciclodextrina (0,3, 1,5, 7,5 e 37,5 uM), o solvente (DMSO), outro
farmaco antitumoral (cloridrato de irinotecano) nas concentracdes de 385,1,
128,4, 32,1, e 8 uM, e o peroéxido de hidrogénio 1000 uM (Anexo 1 — Fig. 33).
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Fig. 19. Tipo de morte celular em Caco-2 apds 48 h na presenca do erlotinibe
livre (ERL) e do composto de inclusédo erlotinibe:hidroxipropil-B-ciclodextrina

(ERL:HP-B-CD) em diversas concentracoes.

Os resultados obtidos atraves do ensaio de anexina V-FITC/IP,
apresentados na Figura 19, demonstram que o erlotinibe livre e o composto de
inclusdo nao foram capazes de aumentar o percentual de morte celular e nem
o percentual de células apoptéticas.

Apesar do presente estudo ndo mostrar aumento no percentual de morte
celular dos compostos testes, Kaulfuss et al. (31) mostraram que o erlotinibe foi
capaz de aumentar a taxa de apoptose de células Caco-2. Além disso, o
erlotinibe se comportou de forma dose dependente e o aumento na taxa de
apoptose foi relacionado com a ativacdo das caspase-3/caspase-7. Segundo
Bijnsdorp et al. (119), os inibidores de EGFR tém sido mostrados para
estimular a inducdo de apoptose em Vvarios tipos de células. No entanto, em
linhagens tumorais de cancer de coélon (Caco-2), o erlotinibe ndo induziu a
morte celular, conforme demonstrado através da analise do ciclo celular. A
auséncia de morte celular é suportada pela auséncia de ativacao de caspases
apos o tratamento com erlotinibe. O erlotinibe parece atuar mais no ciclo
celular, prendendo as células na fase Go/G; do que induzindo a apoptose (119).
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Alguns autores mostram que o erlotinibe foi capaz de estimular a
inducdo de apoptose em varios tipos de células. Kim et al. (33) avaliaram o
efeito do erlotinibe sobre as células A431. O erlotinibe (0,3 uM) apds 2 h de
contato sobre A431 foi capaz de aumentar o percentual de células apoptoticas.
Segundo Ling et al. (127) a inducdo de apoptose pelo erlotinibe esta
relacionada com a ativacdo de caspases, e comporta-se de forma dose e
tempo-dependente. Ao avaliar o efeito do erlotinibe (0,1 uM) sobre a inducao
de apoptose através da marcacdo com anexina V-FITC/IP utilizando a técnica
de Citometria, por 24 h sobre linhagem de carcinoma pulmonar, obteve um
aumento no percentual de células em apoptose tardia/necrose para 23% e um
aumento no percentual de células em apoptose precoce para 6%. Lu et al.
(128) também mostraram que o erlotinibe em altas concentracdes (50 M) apos
48 h de acéo, foi capaz de aumentar significativamente a taxa de células
apoptaéticas.

Entretanto, outros estudos mostraram um pequeno aumento ou auséncia
de efeito do erlotinibe sobre a indugdo de apoptose. Segundo Giovannetti et al.
(129) o erlotinibe foi capaz de aumentar o percentual de apoptose para 8,0 e
6,5 em diferentes linhagens de células de cancer de pulméo de células néo
pequenas. Emlet et al. (130) através de estudos multiparamétricos de
Citometria de fluxo mostraram que o erlotinibe n&o foi capaz de aumentar a
apoptose substancialmente. Além disso, os efeitos inibitérios no crescimento
celular podem ser devido a parada no ciclo celular em vez de apoptose. Li et al.
(131) e Zhang et al. (132) também mostraram que o erlotinibe ndo foi capaz
aumentar o percentual de células apoptoticas.

Alguns estudos na literatura explicam que o fato de algumas células
apresentarem resisténcia ao erlotinibe e ndo entrarem em apoptose se deve a
presenca de mutagbes no EGFR que pode estar associado a ativacao
persistente da via Akt (133). Entretanto, Orzdez et al. (134) avaliaram por
Citometria (anexina V-FITC/IP) o efeito do erlotinibe sobre linhagens tumorais
sensiveis e resistentes ao erlotinibe, obtendo pouco efeito da molécula sobre o
percentual de células apoptéticas e de morte celular.
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4.6 Estudo in vivo - Determinacdo da quantidade de hemoglobina (Hb) e das

atividades da mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglicosaminidase (NAG):

Os implantes das esponjas foram considerados bem tolerados pelos
camundongos no presente estudo. Por exemplo, ndo foram identificados sinais
de infeccdo ou rejeicdo no local do implante durante o periodo de incubagéo de
8 dias. Os exames in situ das matrizes de esponjas também mostraram
vascularizacdo visivel e integracdo dos implantes com os tecidos do
hospedeiro. Estudos prévios mostram que a deteccdo dos niveis de
hemoglobina (Hb) nos implantes € um indice bem validado de
neovascularizacdo e/ou um marcador indireto da angiogénese (104, 107). A
angiogénese € um importante requisito para o crescimento de tumores e
metastases (46, 104, 107) e, em 2004, a Food and Drug Administration (FDA)
declarou que as terapias antiangiogénicas deveriam ser consideradas como
uma modalidade de tratamento do cancer (135). No presente estudo, o teor de
Hb das matrizes de esponjas implantadas nos grupos tratados com ERL:HP-[3-
CD e ERL foi menor em comparagdo com os grupos de HP-B-CD e DMSO,
sendo essa reducdo superior a 50% em relagédo ao veiculo (DMSO) (Fig. 20).
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Fig. 20. Teor de hemoglobina (Hb) dos implantes nos grupos tratados com
ERL, HP-B-CD, ERL:HP-B-CD e DMSO 4% (veiculo). * p<0,05.

Os resultados apresentados na Figura 20 s&o consistentes com 0s
efeitos anti-angiogénicos relatados na literatura para o ERL (46), e também
indicam que o composto de inclusdo manteve a atividade anti-angiogénica da

molécula (136). Segundo a literatura, os efeitos anti-angiogénicos
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apresentados pelo ERL se devem a reducdo na expressdo de genes pro-
angiogénicos, reducao na proliferacao celular e densidade vascular (46).

A atividade anti-inflamatéria tem sido associada com a terapia anti-
angiogénica, mediada pela inibicdo da producdo de NAG e MPO. Além disso, a
atividade anti-inflamatoria pode contribuir para a eficacia do tratamento contra o
cancer. A MPO € um componente inflamatério que contribui para a
carcinogénese via ativacdo de pro-carcinégenos para formar intermediarios
genotoxicos, e através da potencializacdo de xenobidticos carcinogénicos
(137). NAG ¢é outro componente inflamatério cuja expressdo tem sido
encontrada por estar significativamente mais elevada nos tecidos tumorais e
poder promover metastases (138).

O componente inflamatério do tecido fibrovascular induzido pela
implantagdo subcutadnea de uma matriz de esponja pode ser alterado em
resposta a administracao de certos farmacos. Para avaliar os potenciais efeitos
do composto de inclusdo ERL:HP-B-CD no recrutamento/ativacdo de
neutrofilos e macrofagos, foram analisadas a atividade MPO e a atividade NAG
(Fig. 21). A especificidade da atividade dessas enzimas inflamatodrias para a

avaliacdo das populacdes de células inflamatorias é suportada por outras
publicacdes (104, 105).
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Fig. 21 Niveis de (a) neutrdfilos e (b) acumulagdo de mondcitos/macréfagos de
acordo com os niveis de atividade de MPO e NAG, respectivamente, que foram
detectados nas matrizes das esponjas dos grupos tratados [ERL, HP-B-CD,
ERL:HP-B-CD, e o grupo de controle (DMSO 4%)].
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A partir da analise dos dados de atividade de MPO e NAG pode-se
concluir que ndo houve diferencas nos niveis de atividade dessas enzimas
detectadas entre os grupos avaliados (Fig. 21), excluindo assim um efeito anti-
inflamatoério desses compostos neste sistema experimental in vivo. Entretanto,
0 ERL e o composto de inclusdo ERL:HP-B-CD né&o estimulam a inflamacgéao, o
que € um resultado positivo para uma potencial aplicacdo do composto de
inclusdo para o tratamento do cancer. Além disso, de acordo com Yano et al.
(139), a prednisolona livre tem a mesma atividade de MPO da prednisolona
incluidas em a-CD.

Os resultados in vitro e in vivo do presente estudo demonstram que o
composto de inclusdo ERL:HP-B-CD apresentou atividade antitumoral, através
da expressiva citotoxicidade nas células tumorais (A431 e Caco-2) e atividade
anti-angiogénica, o que sugere o seu potencial uso para o desenvolvimento de

formulagbes para o tratamento do cancer.
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5. Conclusdes e perspectivas futuras:

A caracterizacgao fisico-quimica mostrou que a formacao do composto de
incluséo entre o ERL e a HP-B-CD é preferencialmente na razdo molar de 1:1,
com aumento na solubilidade. O composto de incluséo ERL:HP-B-CD
apresentou maior citotoxicidade que o ERL livre na maior concentragéo
avaliada (37,5 uM) nas células A431 e osteoblastos, o que pode ser explicado
pelo aumento na solubilidade. Além disso, foi observado uma maior
citotoxicidade do ERL e do composto ERL:HP-B-CD nas células tumorais (A431
e Caco-2) em relagédo a célula normal (osteoblastos). O ERL e o composto de
inclusdo ERL:HP-B-CD nao foram capazes de aumentar a porcentagem de
morte celular por apoptose. O ERL e o composto de inclusdo ERL:HP-B-CD
também apresentaram atividade anti-angiogénica através de uma reducdo no
teor de hemoglobina acima de 50%. Por fim, pode-se concluir que o composto
de inclusdo ERL:HP-B-CD por ser mais soluvel, pode aumentar a
disponibilidade do farmaco livre no sitio alvo.

Como perspectivas futuras, poderdo ser estudadas novas estratégias de
preparacao de formulagdes com o composto de incluséo de forma a obtermos
melhores resultados. Fazem-se necessarios testes com solucdes em diferentes
pH e usar o processo de spray-dryer para tentarmos melhorar os resultados.
Novos experimentos in vivo poderdo ser conduzidos para avaliar o efeito do
composto de inclusdo em modelos tumorais, incluindo experimentos de

farmacocinética, biodistribui¢cdo in vivo e eficacia.
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CAPITULO II: Avaliagédo in vitro da citotoxicidade da hipertermia
associada a cisplatina em linhagens celulares de ca  rcinoma de mama,

colo do utero e pulméao

1. Introdugéo e relevancia:

O céancer € uma doenca complexa caracterizada pela rapida proliferacéo
das células neoplasicas podendo atingir qualquer tecido. Dentre os diversos
tipos de canceres, gostariamos de destacar trés dos quatro principais canceres
gue acometem a populagcao feminina, o cancer de mama, o cancer do colo do
Utero e o cancer de pulméo (140).

O cancer de mama € o segundo tipo de cancer mais frequente no
mundo, sendo o mais comum entre as mulheres, respondendo por cerca de
21% dos casos novos a cada ano. Apesar dos avangos terapéuticos, o cancer
de mama ainda tem uma alta taxa de mortalidade, provavelmente devido ao
fato da doenca ser diagnosticada em estagios avancados. Segundo dados do
INCA a estimativa de novos casos de cancer de mama para o ano de 2014 é
de 57.120 (Tabela 6). O cancer de mama é a maior causa de morte por cancer
nas mulheres em todo o mundo, com cerca de 520 mil mortes estimadas para o
ano de 2012 (140).

Tabela 6. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes

estimados para 2014 no sexo feminino, exceto pele ndo melanoma (140).

Localizacdo primaria Casos novos %
Mama Feminina 57.120 20,8%
Célon e Reto 17.530 6,4%
Colo do Utero 15.590 5,7%
Traquéia, Br~oan|0 e 10.930 4.0%

Pulméao

Glandula Tireéide 8.050 2,9%
Estdbmago 7.520 2,7%
Corpo do Utero 5.900 2,2%
Ovaério 5.680 2,1%
Linfoma ndo Hodgkin 4.850 1,8%
Leucemias 4,320 1,6%

Neste cenario, tém surgido diversas terapias dirigidas contra alvos
moleculares especificos. Entretanto, um subgrupo especifico de cancer de
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mama desperta especial aten¢ao, por ndo apresentar tratamento direcionado, o
triplo-negativo. Nesse grupo de tumores, as células sao caracterizadas por nao
apresentam em sua superficie a expressao de receptores de estrégeno (RE),
progesterona (RP) e receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HER-2). O comportamento clinico do cancer de mama triplo-negativo
€ classicamente mais agressivo do que os demais tumores de mama e
representa cerca de 10-15% de todos os canceres de mama (141, 142). Muitos
autores sugerem que existe uma forte associacao entre os canceres de mama
triplo-negativos e a deficiéncia do gene Breast cancer 1, early onset (BRCA1),
como exemplo pode-se citar as linhagens celulares humanas HCC-1937 (143,
144) e MDA-MB-436 (144, 145) (Tabela 7).

BRCAL € um gene supressor de tumor, que atua como mediador na via
de reparacdo de danos ao DNA e participa na manutencdo da integridade
gendmica das células. O controle dos mecanismos de reparo de danos ao DNA
por BRCAL é de grande interesse no estudo de moléculas antitumorais que
agem danificando o DNA, tal como a cisplatina. Estudos mostram que a
cisplatina apresenta alta taxa de resposta em pacientes com cancer de mama
que apresentam mutacdes no gene BRCAL (143, 145). Outras caracteristicas
moleculares frequentemente encontradas nos tumores triplo-negativos sao a
presenca de mutacdo no gene supressor de tumores p53 (142, 146, 147) e a
expressao do EGFR (Tabela 7) (148). A expressdo do EGFR nos tumores
triplo-negativos esta associada com mau prognaostico (149).

Tabela 7. Caracteristicas genéticas de 4 linhagens celulares de cancer de

mama triplo-negativos (144).

Linhagem p53 BRCA1l Imunoistoquimica
celular
HCC-1937 Mutado Mutado  RE(-), RP(-), HER-2(-), EGFR(+)

MDA-MB-231 Mutado Normal  RE(-), RP(-), HER-2(-), EGFR(+)
MDA-MB-436 Mutado Mutado  RE(-), RP(-), HER-2(-), EGFR(+)
MDA-MB-468 Mutado Normal  RE(-), RP(-), HER-2(-), EGFR(+)

Outro tipo de céancer que apresenta alta incidéncia no sexo feminino é o
cancer do colo do utero, também chamado de cervical, que € o cancer mais
comum entre as mulheres nos paises em desenvolvimento e o segundo cancer

mais comum em mulheres em todo o mundo (150), com uma incidéncia anual
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em torno de 530.000 casos. A histdria natural desse tipo de cancer tem sido
amplamente estudada, e sabe-se que esté intimamente relacionado a presenca
do papilomavirus humano (HPV) (151). Dentre as diversas linhagens celulares
do cancer do colo do utero ha duas linhagens HPV (+) amplamente estudadas,
gue apresentam pobre prognéstico, denominadas SiHa (152) e ME-180 (153).

O cancer de pulmao é o tumor maligno mais comum, apresentando um
aumento de 2% na taxa de incidéncia anual. A dltima estimativa mundial
apontou uma incidéncia de 1,82 milhdes de casos novos de cancer de pulméo
para o ano de 2012 (140). Existem diversos tipos de céancer de pulméao,
entretanto o grupo mais comum € o carcinoma de células ndo-pequenas que
representam cerca de 85-90% dos casos (154). Como exemplo de linhagens
celulares de carcinoma de células ndo-pequenas pode-se citar as células A549
e H460, que sao respectivamente subtipos histolégicos de adenocarcinoma e
de carcinoma de células grandes (155-160).

Independentemente da origem tumoral, as modalidades béasicas de
tratamento do cancer consiste na cirurgia (remoc¢édo do tumor), radioterapia e
quimioterapia. Em muitos casos, é necessario combinar essas modalidades de
tratamento. A quimioterapia é uma das principais opcfes de tratamento do
cancer, especialmente para pacientes com tumores irressecaveis (161, 162).

A maioria das células cancerosas tem a propriedade de proliferarem
rapidamente, todavia elas sdo heterogéneas e diversas. Nas Ultimas décadas,
um numero crescente de agentes antineoplasicos tem sido proposto. Dentre
eles, podem-se citar os complexos de ions metalicos, tais como a platina (163-
165). Farmacos a base de platina tém desempenhado um papel fundamental
entre 0s agentes anticancerigenos a base de metal. Estima-se que 50-70% dos
pacientes com cancer sdo tratados com farmacos a base de platina(ll) (158).
Dentre as moléculas a base de platina, a cisplatina continua a ser a mais
amplamente utilizada no tratamento de diversos tipos de cancer, incluindo
mama, colo do utero e pulmao (153, 166, 167).

A cisplatina (cis-diaminodicloroplatina 1l, cDDP) é um farmaco que
possui um ion central de platina(ll) coordenado a dois cloretos e dois grupos
amonia (Figura 22) (168).
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Fig. 22. Estrutura quimica da cisplatina.

Ao atingir a parte interna da célula por difusdo ou transporte ativo, a
cisplatina torna-se ativada, através da rapida troca dos ions cloretos por agua
(Figura 23), uma vez que a concentracao dos ions cloreto no citoplasma (0,004
M) esta substancialmente mais baixa que aquela encontrada no plasma
sanguineo (0,103 M), além da alta concentracdo de moléculas de agua no
citoplasma. Entdo, as espécies hidrolisadas atingem alguns alvos celulares,
como os centros nucleofilicos de biomoléculas como DNA, RNA, proteinas e

membranas fosfolipidicas (169).
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Fig. 23. Representacao esquematica da reacdo de hidrolise da cisplatina.

Ao se ligar ao DNA a cisplatina forma complexos platina-DNA, também
denominados de adutos, que envolvem principalmente os atomos de nitrogénio
das bases nitrogenadas do DNA, mais especificamente os atomos N7 das
bases purinas (guanina e adenina, especialmente guanina). Varios tipos de
adutos podem ser formados envolvendo coordenacfes interfitas e intrafita
(Figura 24). Devido a formagéo das ligagcbes cruzadas intrafita e interfitas, o
DNA danificado torna-se incapaz de replicar-se (169). Alguns estudos definem
como sendo 0 mais importante o aduto formado em coordenacéo intrafita (170).
A geometria cis do complexo platina-DNA, que diz respeito as posi¢cdes dos
ligantes amonia, esta relacionada com a citotoxicidade, por isso complexos do

tipo trans ndo apresentam atividade antitumoral (169).
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Fig. 24. Formacao de aduto platina-DNA intrafita e interfitas (162).

Os adutos platina-DNA interferem na duplicacdo do DNA através do
blogueio da enzima DNA polimerase e inibicdo na transcricdo do RNA,
resultando no bloqueio do ciclo celular e ativacao das vias de apoptose (162).

Infelizmente, o uso da cisplatina durante a quimioterapia pode resultar
no desenvolvimento de resisténcia, intrinseca ou adquirida, assim como
toxicidade (171).

A citotoxicidade apresentada pela cisplatina é atribuida principalmente a
sua capacidade de se ligar a molécula de DNA, causando-lhe danos, levando a
célula a apoptose. Os principais mecanismos que contribuem para a resisténcia
a cisplatina sdo a redugcdo na sua absorcdo celular, aumento do seu efluxo
através da membrana celular, aumento na capacidade de reparacdo dos
adutos platina-DNA e a tolerancia aumentada do DNA (172).

Devido a falta de especificidade para as células tumorais, ela geralmente
exibe toxicidade nas células normais, especialmente nos tecidos de rapida
proliferacdo. Os principais efeitos colaterais frequentemente associados a
cisplatina sdo a nefrotoxicidade, a neurotoxicidade, a ototoxicidade, a
hepatotoxicidade e a toxicidade gastrointestinal (163). Efeitos colaterais
adicionais, tais como aumento da pressdo arterial, mielossupresséao,
neutropenia, anemia e toxicidade renal, também foram relatados (159, 173).

Estratégias amplamente utilizadas para potencializar os efeitos
citotoxicos de moléculas antitumorais com o objetivo de reduzir a dose aplicada
e os efeitos colaterais sdo as associacoes da quimioterapia com a hipertermia
(146, 174, 175).

Um dos primeiros registros da aplicacdo da hipertermia no cancer foi no

século XIX, em que se observou a regressdo completa de um sarcoma de face
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apOs episddios de erisipela acompanhados de quadros febris. Da mesma
forma, Coley em 1893 observou que a indugcdo de quadros febris, apos a
inoculacdo de bactérias, poderia estar relacionada com a regressdao do tumor
(176, 177).

Vérios estudos tém mostrado um efeito positivo da hipertermia sobre as
células tumorais, isso se deve ao fato das células tumorais serem mais
sensiveis ao aumento da temperatura em relacédo as células normais (146, 174,
175, 178). Devido as condicbes especificas intracelulares das células
cancerosas, tais como hipoxia, altas concentracdes de acido e insuficiéncia de
nutrientes fazem com que as células cancerosas sejam menos capazes de lidar
com o estresse do calor em relacao as células saudaveis (166, 179).

Uma leve hipertermia pode causar danos letais na célula tumoral, além
de induzir a apoptose. Hipertermia leve pode ser definida como o tratamento do
cancer com um aumento na temperatura do tecido a 40-43°C, podendo ser
aplicada conjuntamente com a radioterapia ou quimioterapia (175). O excesso
de calor na regidao tumoral aumenta o fluxo sanguineo que permite o aumento
da oxigenagcdo do tumor e a disponibilidade do quimioterapico, o que é,
provavelmente, um dos principais mecanismos do sinergismo (174, 175, 178,
180).

Diante disso, o presente trabalho procurou avaliar o efeito da hipertermia
associada a quimioterapia sobre linhagens celulares de cancer de mama triplo-
negativo com- e sem- mutacédo no gene BRCA1 (MDA-MB-231, MDA-MB-436,
MDA-MB-468 e HCC-1937), cancer de colo do utero (ME-180 e SiHa) e cancer
de pulméo (A549 e H460). Para isso foi utilizado como quimioterapico a cDDP,
e 0S ensaios utilizados para a avaliacdo da associacao foi os ensaios de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium (MTS) e ensaio citotoxico de fosfatase acida (APH).
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2. Objetivos:

2.1 Objetivo geral:

* Avaliar a citotoxicidade da hipertermia associada a cisplatina em

linhagens de cancer de mama, colo do utero e pulmao.

2.2 Objetivo especifico:

* Avaliar o efeito citotoxico do aquecimento por 1h a 42°C ou 43°C
sozinho ou associado a cisplatina em 4 linhagens triplo-negativos de
carcinoma de mama, sendo 2 linhagens com mutagao no gene BRCA1 e
2 linhagens sem essa mutacéo, 2 linhagens de carcinoma de colo do

Utero e 2 linhagens de carcinoma de pulmao.
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3. Materiais e Métodos:

3.1 Materiais:

A cisplatina, o substrato de fosfatase, o etossulfato de fenazina e a
solucéo de hidréxido de sodio 1 M foram obtidos da Sigma-Aldrich. O soro fetal
bovino, a tripsina-EDTA e os meios de culturas Dulbecco's Modified Eagle's
Medium/F-12 Ham 1:1, RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium) e
a-MEM (alpha-minimal essential) foram obtidos da Gibco. O reagente 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium (MTS) foi obtido da Promega.

Tabela 8: Caracteristicas da cisplatina

Caddigo cDDP
Estrutura molecular 7 b Pt 7 7
HsN 7N NH4
Formula molecular ClaHgN2Pt
Massa molecular média 300,05 g.moL
Solubilidade (H,O; 25 °C) 2.530 mg/L
Ponto de fuséo 270°C
Origem Sigma Aldrich
Lote -
Nome IUPAC Dichloroplatinumdiamine

3.2 Cultura de células:

As células de cancer de mama (MDA-MB-231, MDA-MB-436, MDA-MB-
468 e HCC-1937), cancer do colo do utero (SiHa e ME-180), e cancer de
pulmdo (A549 e H460) foram obtidas da American Type Culture Collection
(ATCC; Manassas, VA, USA). As células MDA-MB-231, MDA-MB-436 e MDA-

MB-468 foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium/F-12
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Ham 1:1. As células HCC-1937, A549 e H460 foram cultivadas em meio RPMI-
1640 e as células SiHa e ME-180 foram cultivadas em meio a-MEM (alpha-
minimal essential). Todos os meios de cultura foram suplementados com 10%
de soro fetal bovino. As células foram mantidas incubadas em estufa a 37°C e
5% de CO..

3.3 Ensaio de citotoxicidade:

A avaliacdo da citotoxicidade da cisplatina (cDDP) nas células de cancer
foi  realizada atravées do ensaio  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) nas células de
cancer de colo do utero, SiHa e ME-180, e cancer de pulméo, A549 e H460, e
através do ensaio citotoxico de fosfatase acida (APH) nas células de cancer de
mama MDA-MB-231, MDA-MB-436, MDA-MB-468 e HCC-1937.

O efeito sobre a viabilidade celular foi expresso através da curva dose-
resposta calculada através do percentual de células viaveis detectadas no
grupo tratado versus a viabilidade celular das células incubadas apenas com
meio de cultura nas diferentes temperaturas utilizadas.

As células em crescimento exponencial foram semeadas em placas de
96 pocos (5 x 10° células/poco) e incubadas por 24h. As diferentes linhagens
celulares foram tratadas com diferentes concentracdes de cDDP (0,002 -
666,44 pM).

Para avaliar o efeito da temperatura sobre as linhagens celulares as
placas foram incubadas em estufas a 5% de CO, em 3 diferentes temperaturas
(37°C, 42°C e 43°C). O tempo de incubacédo na estufa nas temperaturas de
42°C e 43°C foi de 1h, seguido pela incubagcéo a 37°C. A temperatura foi
medida em tempo real utilizando o equipamento FOT lab Kit — Fluoroptic —
Thermometry (Luxtron). O equipamento apresenta uma precisdo de + 0,5°C.
Foram realizadas 6 replicatas de cada concentracdo em cada experimento (3
ou mais experimentos independentes). Depois de 48 e 72h de incubacéo, a
viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de MTS nas células de cancer
de colo do utero e pulméo, e através do ensaio APH nas células de céancer de
mama. O ensaio de MTS consiste na reducdo dos sais tetrazolio para os

cristais de formazan. Brevemente, 20 pL de MTS (0,33 mg/mL) foram
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adicionados para cada poco. Apés 1h, a medida da densidade 6ptica foi obtida
a 490 nm (Multiskan Spectrum UV/visible) (181). O ensaio APH consiste na
transformacao de p-nitrofenil fosfato (PNPP) para p-nitrofenol. Brevemente, 100
puL de tampéo de reacdo PNPP (2 mg/mL) foram adicionados para cada poco.
Apés 2h de incubacdo foram adicionados 10 pL de NaOH (1 M) para cada poc¢o
para desenvolvimento da coloragédo. A medida da densidade Optica foi obtida a
405 nm (Multiskan Spectrum UV/visible) (182). Os dados foram expressos na
curva dose-resposta como meédia + desvio padrdo para cada temperatura
(37°C, 42°C e 43°C). A concentragao inibitéria de 50% (ICso) foi determinada
através da curva dose-resposta (181).
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4. Resultados e discussao:

4.1 Ensaio de citotoxicidade por MTS:

O ensaio por MTS foi utilizado para avaliar o efeito da hipertermia
associada a cisplatina (cDDP) em linhagens de cancer de colo do utero (ME-
180 e SiHa) e cancer de pulméo (A549 e H460). A cDDP é o principal agente
quimioterapico para o tratamento do cancer do colo do (tero, mas sua
toxicidade é um problema-chave associada com a sua aplicacdo clinica (175).
Sendo assim, a associacdo da cDDP com a hipertermia visa melhorar a
eficacia da molécula, reduzindo a dose aplicada e consequentemente o0s
efeitos colaterais.

O MTS na presenca de metossulfato de fenazina produz o formazan nas
células viaveis que tem uma absorvancia maxima entre 490-500 nm. O ensaio
de MTS é frequentemente descrito como um ensaio de MTT de “um sé passo”,
0 que oferece a conveniéncia da adicdo do reagente diretamente na cultura de
células, sem o0s passos intermitentes necessarios no ensaio MTT. No entanto,
isto faz com que a conveniéncia do ensaio de MTS seja susceptivel a
interferéncias colorimétricas quando se utiliza compostos coloridos (181).

A Hipertermia € uma proposta de tratamento de cancer onde as células
do tumor sédo afetadas pela elevagédo da temperatura local. Esse tratamento
pode ser feito em conjunto a outros tipos de tratamento como a quimioterapia,
inclusive podendo potencializar os resultados dessa técnica. Entretanto, o
emprego da hipertermia deve ser utilizado com critério, uma vez, que certos
tipos celulares séo resistentes ao aumento na temperatura (180).

A avaliacdo do efeito da hipertermia (1h a 42°C ou 43°C) associada a
cDDP nas células de carcinoma de colo do utero, SiHa e ME-180, ap6s 48 e

72h de acao do quimioterapico, estdo expressos na Figura 25.
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Fig. 25. Percentual de viabilidade das células de carcinoma de colo do Utero,

(a, b) SiHa e (c, d) ME-180, apos tratamento com cisplatina (cDDP) por 48 e
72h a 37°C e sob hipertermia (1h a 42°C ou 43°C, seguido de 47 e 71h a 37°C)

(Ensaio MTS).

A partir da analise da Figura 25a pode-se concluir que a hipertermia nao

apresentou efeito citotoxico sobre a linhagem celular SiHa apos 1h de

aguecimento a 42°C ou 43°C, seguido por incubacdo a 37°C por um tempo
total de 48h (1h a 42°C ou 43°C + 47h a 37°C). Com relagcéo ao tempo total de

72h (Figura 25b), percebe-se um pequeno efeito da hipertermia sobre a

viabilidade celular, sendo que na temperatura de 43°C a citotoxicidade sobre a

célula SiHa foi maior em relacdo a temperatura de 42°C. Dados da literatura

mostram que a hipertermia por 1-4h a 41°C ndo apresentou citotoxicidade nas
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células SiHa. Entretanto, a hipertermia por 1-4h a 43°C reduziu drasticamente a
viabilidade dessas células (174). Com relacdo as células ME-180 (Figura 25c e
d), a hipertermia apresentou um pequeno efeito citotdxico sobre sua
viabilidade, sendo esse efeito mais pronunciado apés 72h de acdo da cDDP
com o aquecimento por 1h a 43°C.

O efeito da hipertermia sobre o valor de ICso da cDDP nas células SiHa e

ME-180 estéo expressos na Tabela 9.

Tabela 9: Valores de ICso da cDDP apos 48 e 72h nas linhagens SiHa e ME-
180 a 37°C e sob hipertermia (1h a 42°C ou 43°C, seguido de 47 e 71h a
37°C).

cDDP
ICs0 (M)
SiHa ME-180
Temperatura/tempo 48h 72h 48h 72h
37°C 571+081 420+139 287+059 1,76+0,40
42°C 6,21+062 430+0,68 1,77+055 1,56+0,52
43°C 6,06+1,02 4,16+165 204+052 1,67+0,33

A partir da andlise dos valores de ICsp nas células de cancer de colo do
atero, SiHa e ME-180, pode-se concluir que a hipertermia nao interferiu no
valor da ICsp da cDDP (Tabela 9). A literatura mostra que a associacdo da
cisplatina com a hipertermia leva ao aumento na citotoxicidade do farmaco
(174). Esse efeito pode ser explicado devido ao fato da hipertermia agir inibindo
a reparacéo de danos nas fitas de DNA, sendo esse efeito melhor observado
através do ensaio clonogénico, que avalia a capacidade das células de
formarem clones ap6s determinado tratamento. Também é possivel concluir
que a cDDP age sobre as células SiHa e ME-180 de forma dose e tempo-
dependente, com a menor viabilidade nas maiores concentracdes e com ICsg
menor apos 72h de agéo da molécula em relacéo ao tempo de 48h (Figura 25 e
Tabela 9). Os dados de ICsy apresentados na Tabela 9 para a célula SiHa s&o
condizentes com os dados reportados na literatura para os tempos de 48h
(8,92 + 1.23 uM (161)) e 72h (1,5 + 1,2 uM (172)). Entretanto, os valores de
ICso da cDDP disponiveis na literatura para a célula ME-180 nos tempos de 48h
(33,5 + 1,0 uM (183)) e 72h (6,5 pM (153)) séo superiores aos dados aqui
apresentados (Tabela 9). Além disso, segundo Dou et al. (2014), a cDDP

apresentou um efeito sinérgico com a hipertermia nas células ME-180 (175).
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A partir da analise da atividade da cDDP em linhagens de céncer de colo

do utero, pode-se concluir que a hipertermia apresentou uma pequena

citotoxidade sobre essas células, sendo o efeito maior apds 1h de aguecimento

a 43°C seguido pela incubacéo por 71h a 37°C. Além disso, pode-se concluir

que a hipertermia agiu como um adicional na reducédo da viabilidade celular.

Dados da literatura mostraram um efeito sinérgico entre a hipertermia e

a cDDP, no qual o aquecimento do tecido a 41-45°C foi demonstrado ser eficaz

no tratamento do cancer de pulméo, quando usado em conjunto com a

quimioterapia (178).

A avaliacdo do efeito da hipertermia (1h a 42°C ou 43°C) associada a

cDDP nas células de carcinoma de pulméo, A549 e H460, apds 48 e 72h de

acao do quimioterapico, estdo expressos na Figura 26.
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Fig. 26. Percentual de viabilidade das células de carcinoma de pulméo, (a, b)

A549 e (c, d) H460, apbs tratamento com cisplatina (cDDP) por 48 e 72h a
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37°C e sob hipertermia (1h a 42°C ou 43°C, seguido de 47 e 71h a 37°C)
(Ensaio MTS).

A partir da andlise da Figura 26 pode-se concluir que a hipertermia nao
apresentou efeito citotdxico sobre as linhagens de cancer de pulméo, A549 e
H460.

Dados da literatura, mostraram que a célula A549 foi resistente ao
aguecimento a temperatura de 40°C por 3 dias (180). Além disso, essa
linhagem celular ndo foi sensivel a hipertermia a 42°C por 1lh, apresentando
sensibilidade a hipertermia somente na temperatura de 45°C apds um
aguecimento por 40 min e 1h (184).

Com relacédo ao efeito da hipertermia sobre a atividade da cDDP nas

células A549 e H460, os dados de ICsy estao expressos na Tabela 10.

Tabela 10: Valores de ICso da cDDP apdés 48 e 72h nas linhagens A549 e H460
a 37°C e sob hipertermia (1h a 42°C ou 43°C, seguido de 47 e 71h a 37°C).

cDDP
ICs0 (LM)
A549 H460
Temperatura/tempo 48h 72h 48h 72h
37°C 2397 +257 1136+152 9,02+3,36 6,96+ 2,05
42°C 15,72 +6,57 10,87+1,19 9,02+5,16 6,44+ 1,95
43°C 20,05 +10,36 15,83 +13,37 8,81+3,74 6,35+2,30

Os valores de ICsy da cDDP a 37°C expressos na Tabela 10 séo
condizentes com os dados reportados na literatura para a célula A549 nos
tempos de 48h (19,85 + 1,49 uM (163); 32,0 + 3,2 uM (155); 25,3 + 3,1 uM
(164); 27,2 uM (185); e 22,98 uM (156)) e 72h (15,38 + 0,58 puM (163); 6,82 +
2,56 uM (157); 9,87 + 2,40 uM (186); e 9,3 + 3,0 uM (158, 165, 187)), e para a
célula H460 (8,7 uM (188); e 6,1 + 2,1 pM (159)). Também é possivel concluir
que a cDDP age sobre as células A549 e H460 de forma dose e tempo-
dependente (184).

A partir da analise dos valores de ICsy nas células A549 e H460, pode-se
concluir que a hipertermia néo interferiu na atividade da cDDP (Tabela 10).

Entretanto, segundo Kruse et al. (2014), quando a cDDP foi administrada em
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conjunto com a hipertermia, um aumento no efeito citotoxico nas células A549
foi observado em comparagcdo com a cisplatina ou a hipertermia isoladamente
(178).

A partir da analise da atividade da cDDP em linhagens de cancer de
pulmdo, A549 e H460, pode-se concluir que as células avaliadas foram
resistentes a hipertermia (1h a 42°C ou 43°C), ndo apresentando efeito
citotoxico sobre as mesmas. Além disso, pode-se concluir que a hipertermia

nao interferiu na atividade do farmaco.

4.2 Ensaio de citotoxicidade por APH:

Esse ensaio trata-se de um ensaio de citotoxicidade que determina a
viabilidade celular via atividade de enzimas fosfatases presentes no citosol.
Nesse ensaio o0 p-nitrofenil fosfato é transformado em p-nitrofenol que
apresenta uma coloracdo amarela, que pode ser determinada utilizando um
espectrofotometro UV-visivel no comprimento de onda de 405 nm (189).

Muitos autores sugerem que existe uma associacdo sinérgica entre a
hipertermia e farmacos a base de platina no tratamento do cancer de mama
triplo-negativo (146, 190, 191). Diante disso, o presente trabalho procurou
avaliar essa associacdo em 4 linhagens de mama triplo-negativos, sendo 2
com mutacdes no gene BRCAL.

O efeito da hipertermia (1h a 42°C ou 43°C) associada a cDDP avaliado
através do ensaio APH nas células de cancer de mama triplo-negativo sem
mutagcdo no gene BRCA1, MDA-MB-231 e MDA-MB-468, apds 48 e 72 h de

acao do quimioterapico, estdo expressos na Figura 27.
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Fig. 27. Percentual de viabilidade das células de carcinoma de mama, (a, b)
MDA-MB-231 e (c, d) MDA-MB-468, apos tratamento com cisplatina (cDDP)
por 48 e 72h a 37°C e sob hipertermia (1h a 42°C ou 43°C, seguido de 47 e

71h a 37°C) (Ensaio APH).

A partir da analise da Figura 27 pode-se concluir que a hipertermia teve

um efeito expressivo sobre a viabilidade da célula MDA-MB-231 e MDA-MB-

468, sendo esse efeito mais evidente na temperatura de 43°C em relacdo a

temperatura de 42°C.

A vantagem da hipertermia em relagdo a quimioterapia, € que ela tem

poucos efeitos colaterais. O efeito é causado pelo dano fisico e, sendo as

células normais mais resistentes ao aumento da temperatura, torna esse tipo

de tratamento mais seletivo. A logica da hipertermia é baseada no efeito da
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morte celular direta em temperaturas acima de 42,5°C, e este efeito é
aumentado por aquecimentos repetidos (190).

O aquecimento a 42°C durante 1h seguido por incubacéo a 37°C por
47h foi pouco téxico para as células cancerosas MDA-MB-231, corroborando
com os dados aqui apresentados. Segundo a literatura, 0 aquecimento a 42°C
reduziu 35% a sobrevivéncia das células MDA-MB-231 avaliadas através do
ensaio clonogénico (146). Além disso, o aquecimento a 45°C por 1h resultou na
morte de praticamente total as células MDA-MB-231 (190).

Estudos mostram que a hipertermia por si sé apresenta certa
citotoxicidade nas células MDA-MB-468. Além disso, a temperatura e o tempo
de aquecimento pode influenciar o grau de citotoxicidade. O aquecimento por
30 min a 45°C mata praticamente todas as células. Entretanto, a citotoxicidade
causada pelo aguecimento por 30 min a 43°C € muito inferior em comparacao
ao aquecimento a 45°C (191).

O efeito da hipertermia (1h a 42°C ou 43°C) sobre o valor da ICs, da
cDDP nas células MDA-MB-231 e MDA-MB-468 estao expressos na Tabela 11.

Tabela 11: Valores de ICso da cDDP apés 48 e 72h nas linhagens MDA-MB-
231 e MDA-MB-468 a 37°C e sob hipertermia (1h a 42°C ou 43°C, seguido de
47 e 71h a 37°C).

cDDP
1Cs0 (LM)
MDA-MB-231 MDA-MB-468
Temperatura/tempo 48h 72h 48h 72h
37°C 16,29+6,98 983+1,36 145+0,58 1,19+0,33
42°C 1191+425 6,80+233 160+1,03 1,16+0,64
43°C 5,22 + 3,11 5,44 + 1,99 1,74 + 1,33 1,07 + 0,16

Os valores de ICsy da cDDP a 37°C expressos na Tabela 11 séo
condizentes com os dados reportados na literatura para a célula MDA-MB-231
nos tempos de 48h (21,9 + 2,3 uM (192)) e 72 h (7,33 + 0,56 uM (157); e 6,5 +
2,4 uM (165, 187)), e para a célula MDA-MB-468 nos tempos de 48h (0,32 uM
(193); € 5,82 + 0,07 uM (171)) e 72h (0,99 + 0,06 uM (168, 173)).

A partir da analise dos valores de ICsy nas células MDA-MB-468, pode-

se concluir que a hipertermia nao interferiu no valor de 1Cso da cDDP (Tabela
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11). Entretanto, 0 mesmo nao ocorreu para a célula MDA-MB-231, em que se
observa um efeito sinérgico entre o calor e a cDDP. A hipertermia pode ter
induzido um aumento na permeabilidade da membrana celular, resultando no
aumento da captacdo da cisplatina pelas células cancerosas. Portanto, o
namero de ligacdes cruzadas de cisplatina-DNA pode também ter sido
aumentado. Além disso, a inibicdo da resisténcia celular a cisplatina foi
observada quando combinada com a hipertermia (178, 191).

Estudos in vivo mostram que a hipertermia aumenta o fluxo sanguineo e
a permeabilidade vascular, o que permite uma maior absor¢do de farmacos e
melhor oxigenagdo do tecido tumoral. Além disso, em altas temperaturas
(41°C-43°C) as ceélulas neoplasticas podem tornar-se mais quimiossensiveis,
fato que ocorre especialmente com os agentes alquilantes, tal como a cDDP
(174).

A eficacia da hipertermia por si s6 ndo é suficiente para substituir
qualquer um dos padrdes de quimioterapia correntes, mas os seus efeitos séo
suficientes para melhorar os efeitos toxicos de muitos agentes quimioterapicos.
Portanto, a combinacdo da hipertermia com a cisplatina, pode reduzir a
dosagem eficaz da cisplatina, por conseguinte, diminuir os efeitos colaterais do
quimioterapico (174, 175). Também é possivel concluir que a cDDP age sobre
as células MDA-MB-231 e MDA-MB-468 de forma dose e tempo-dependente.

O efeito da hipertermia associada a cDDP avaliado através do ensaio
APH nas células de carcinoma de mama com mutacédo no gene BRCA1, MDA-
MB-436 e HCC-1937, ap0s 48 e 72h de acdo do quimioterapico, estdo

expressos na Figura 28.
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Fig. 28. Percentual de viabilidade das células de carcinoma de mama, (a, b)
MDA-MB-436 e (c, d) HCC-1937, apds tratamento com cisplatina (cDDP) por
48 e 72h a 37°C e sob hipertermia (1h a 42°C ou 43°C, seguido de 47 e 71h a

37°C) (Ensaio APH).

A partir da andlise da Figura 28 pode-se concluir que a hipertermia nao

teve efeito sobre a viabilidade da célula HCC-1937. Entretanto, o0 mesmo néo

ocorreu com a célula MDA-MB-436, em que a hipertermia matou praticamente

quase todas as células ap6s o aquecimento por 1h a temperatura de 43°C. A

hipertermia atua aumentando a energia térmica no

ocasionando a desnaturagdo de proteinas (191).

interior da célula

O efeito da hipertermia sobre os valores de ICso da cDDP na célula
MDA-MB-436 e HCC-1937, estdo expressos ha Tabela 12.
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Tabela 12: Valores de ICso da cDDP apés 48 e 72h nas linhagens MDA-MB-
436 e HCC-1937 a 37°C e sob hipertermia (1h a 42°C ou 43°C, seguido de 47
e 71h a 37°C).

cDDP
ICs0 (LM)
MDA-MB-436 HCC-1937
Temperatura/tempo 48h 72h 48h 72h
37°C 206+0,61 0,74+045 11,11+1,00 6,56+ 1,77
42°C 544+216 181+0,36 12,39+4,64 6,59+1,26
43°C 3,95+3,74 098+0,71 14,07+7,39 7,11+1,44

Os valores de ICso da cDDP a 37°C expressos na Tabela 12 para a
célula MDA-MB-436 sao condizentes com os dados reportados na literatura
(1,8 + 0,5 (167)). Entretanto, os dados de IC5, da cDDP para a linhagem celular
HCC-1937 reportados na literatura sdo bastantes discrepantes dos dados aqui
apresentados, sendo 30-40 uM para o tempo de 48h (143) e 22,1 + 3,1 uM
para o tempo de 72h (167).

A partir da andlise dos dados de ICs, observa-se que a hipertermia nao
interferiu no valor de ICsy da cDDP na linhagem celular HCC-1937. Entretanto,
para a célula MDA-MB-436 observa-se um efeito adicional entre o calor e a
cDDP. A hipertermia teve um efeito maior no valor de ICsy para essa célula na
temperatura de 42°C, isso ocorre provavelmente devido ao fato da propria
hipertermia ocasionar a morte de quase todas as células na temperatura de
43°C. Também é possivel concluir que a cDDP age sobre as células MDA-MB-
436 e HCC-1937 de forma dose e tempo-dependente.

Os efeitos biofisicos da hipertermia sobre as células tumorais incluem
alteracdes de complexos multimoleculares, do citoesqueleto (178), além de
alteracdes nos complexos enzimaticos responsaveis pela sintese e reparacao
do DNA (146, 174, 191). Soma-se a todas estas consideracdes um efeito
sinérgico entre o calor e algumas drogas, tais como a cisplatina (174, 175).

Apesar da hipertermia ser uma técnica antiga, e mostrar bons efeitos em
determinadas linhagens celulares, seu uso na clinica ainda € restrito
principalmente devido a dificuldade em se determinar a temperatura dentro do

tumor durante o tratamento. Obter a temperatura dentro de tumores solidos de
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forma n&o invasiva € uma tecnologia ainda ndo alcancada, o que tira a
atratividade do procedimento perante outros métodos disponiveis (194).

Sendo assim, esse estudo indica a necessidade de uma abordagem
mais racional para o uso da hipertermia no tratamento do cancer, tendo em
conta que os subgrupos diferem e reconhecendo que a resposta pode néo ser
sempre idéntica, mesmo dentro dos subgrupos. Como pode ser observado a
partir dos dados apresentados, existem outros fatores além da mutacdo no
gene BRCA1l que podem influenciar na atividade da cisplatina, sendo
necessarios novos estudos de modo a melhor compreender a biologia do

cancer.
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5. Conclusdes e perspectivas futuras:

A Hipertermia € uma proposta de tratamento do cancer onde as células
do tumor sdo afetadas pela elevacdo da temperatura local, podendo ser
associada com a quimioterapia, potencializando os efeitos dessa técnica.
Entretanto, o emprego da hipertermia deve ser utilizado com critério, uma vez,
que certos tipos celulares (A549, H460 e HCC-1937) foram resistentes ao
aumento na temperatura. A partir da analise dos dados pode-se concluir que
para determinadas linhagens celulares (MDA-MB-231, MDA-MB-436, MDA-MB-
468, ME-180 e SiHa), observou-se um efeito somatdrio entre a hipertermia e a
cDDP, sendo que a citotoxicidade apresentada pela hipertermia foi maior na
temperatura de 43°C em relacdo a temperatura de 42°C. Além disso, a
hipertermia agiu interferindo no valor de ICso das células MDA-MB-231 e MDA-
MB-436. Esse fator provavelmente ndo esta relacionado a presenca/auséncia
de mutacdo na gene BRCAL, uma vez, que a célula MDA-MB-436 apresenta
mutacdo nesse gene e a célula MDA-MB-231 ndo apresenta. Apesar da
hipertermia ser uma técnica antiga, e mostrar bons resultados, seu uso na
clinica ainda é restrito devido a dificuldade em se determinar a temperatura
dentro do corpo do paciente durante o tratamento. Apesar da dificuldade de se
determinar a real temperatura na regido tumoral, o uso da hipertermia
apresenta a grande vantagem dos tecidos saudaveis terem uma tolerancia
muito maior ao calor em relagdo ao tumor, além de ser uma técnica nao
invasiva, justificando assim, na maioria das vezes a sua utilizacéo.

Como perspectivas futuras poderéao ser conduzidos estudos in vivo para
avaliar o efeito da hipertermia e da cDDP em modelos tumorais, incluindo
experimentos de farmacocinética, biodistribuicdo in vivo e eficacia.
Posteriormente, desenvolver uma formulacdo a base de cDDP para aplicacédo

em carcinoma sensiveis a hipertermia.
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Fig. 29. Teste de citotoxicidade em células Caco-2 apos 24 (A), 48 (B), 72 (C) e
96 (D) h na presenca do erlotinibe livre (ERL), da hidroxipropil-B-ciclodextrina

(HP-B-CD),
(37,5

inclusdo (ERL:HP-B-CD) e do DMSO

do composto de

0,81%vlv;
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Fig. 30. Teste de citotoxicidade em células Caco-2 ap0s 48 h na presenca do
erlotinibe livre (ERL), da B-ciclodextrina (B-CD), do composto de incluséo
(ERL:B-CD) e do DMSO (37,5=0,81%vl/v; 7,5=0,162%v/v; 1,5=0,0324%V/v;
0,3=0,00648%v/v) em diversas concentragoes.
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Fig. 31. Teste de citotoxicidade em células A431 apods 24 (A), 48 (B), 72 (C) e
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Fig. 32. Teste de citotoxicidade em osteoblastos apds 24 (A), 48 (B), 72 (C) e
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Fig. 33. Tipo de morte celular em Caco-2 apés 48 h na presenca do erlotinibe
livre (ERL), do composto de inclusdo (ERL:HP-B-CD), da hidroxipropil-B-
ciclodextrina (HP-B-CD), do DMSO (37,5=0,81%vl/v; 7,5=0,162%vVl/v;
1,5=0,0324%v/v; 0,3=0,00648%v/v), do irinotecano (IRl) e do peréxido de
hidrogénio (H20.,).
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Anexo 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
CEUVA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 267 / 2014, relativo ao projeto intitulado “Ensaio pré-clinico de
compostos com atividade anti-inflamatoria, anti-angiogénica e anti-fiborogénica no modelo de
implante de esponja”, que tem como responsavel Silvia Passos Andrade, esta de acordo com
os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 23/10/2014. Este certificado espira-
se em 23/10/2019.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 267 / 2014, related to the Project entilted “Preclinical trial
of antinflammatory, antiangiogenic and antifibrogenic compounds in the sponge implant model”,
under the supervision of Silvia Passos Andrade, is in agreement with the Ethical Principles in
Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CEUA/UFMG), and was approved in 23/10/2014. This certificates expires in 23/10/2019.

Cleuza Maria de Faria Rezende

Coordenador CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 23/10/2014.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592

www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

; _ CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n@, 91 / 2015, relativo ao projeto intituladoe " Composto de inclusdo de erlotinibe em
ciclodextrina: sintese, caracterizacdo e avaliacdo da bioccompatibilidade e do potencial atitumeral”, que tem como
responsavel Maria Esperanza Cortes Segura, esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdc Animal,
adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo side aprovade na reunido de 12/05/2015.
Este certificado espira-se em 12/05/2020.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n®, 91 / 2015, related to the Project entilted "Erlotinib inclusion complex in
cyclodextrin: synthesis, characterization and evaluation of biocompatibility and petential atitumaoral”, under the
supervision of Maria Esperanza Cortes Segura, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation,
adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/FMG), and was approved in 12/05/2015. This
certificates expires in 12/05/2020.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 12/05/2015.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https: /fwww.ufmg. br/bicetica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa II - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 - Fax: (31) 3499-4592
ufmag.br/bicetica/cetea - cetea@prpg.ufmag. br




