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Resumo: 

 

Estratégias amplamente utilizadas para potencializar os efeitos citotóxicos de 

moléculas antitumorais com o objetivo de reduzir a dose aplicada e os efeitos 

colaterais são a inclusão molecular e a associação da quimioterapia com a 

hipertermia. No presente trabalho foram estudadas estas duas estratégias, 

sendo a primeira a inclusão molecular que é muito utilizada para aumentar a 

solubilidade, a absorção e a disponibilidade de moléculas; e a segunda, a 

hipertermia que é uma proposta de tratamento do câncer no qual as células do 

tumor são afetadas pela elevação da temperatura local, podendo ser associada 

com a quimioterapia para potencializar os efeitos dessa técnica. Para a 

inclusão molecular usou-se a hidroxipropil-β-ciclodextrina (HP-β-CD) a fim de 

aumentar a solubilidade, a absorção e a disponibilidade do erlotinibe (ERL), 

caracterizou-se fisico-quimicamente, e avaliou-se a citotoxicidade e a apoptose 

in vitro, e a angiogênese inflamatória in vivo em camundongos Swiss. Para 

avaliar o efeito citotóxico da hipertermia (aquecimento a 42°C ou 43°C por 1h) 

associada à cisplatina utilizou-se linhagens de câncer de mama triplo-negativos 

(MDA-MB-231, MDA-MB-436, MDA-MB-468 e HCC-1937), linhagens de câncer 

de colo do útero (ME-180 e SiHa) e linhagens de câncer de pulmão (A549 e 

H460). A caracterização físico-química mostrou a formação do complexo de 

inclusão em estado sólido e aquoso, e com uma razão molar entre o ERL e HP-

β-CD preferencialmente de 1:1. O estudo de solubilidade de fases mostrou um 

diagrama do tipo AL e a calorimetria de titulação isotérmica e a espectrometria 

de ressonância magnética nuclear, efeito Overhauser nuclear suportam essa 

formação. Os ensaios de citotoxicidade mostraram uma maior citotoxicidade do 

composto de inclusão (ERL:HP-β-CD) em relação ao ERL livre (37,5 µM), o 

que pode ser explicado pelo aumento na solubilidade do ERL pela HP-β-CD. 

Além disso, o ERL e o composto de inclusão ERL:HP-β-CD apresentaram 

citotoxicidade maior para as células tumorais (A431 e Caco-2) em relação a 

célula normal (osteoblastos). Em adição, o composto de inclusão apresentou 

atividade anti-angiogênica sem afetar a ativação e recrutamento de neutrófilos 

e macrófagos. Sendo assim, os resultados sugerem que o composto de 

inclusão (ERL:HP-β-CD) poderia ser utilizado para o desenvolvimento de 

formulações à base de ERL. Com relação ao efeito da hipertermia, o calor 
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apresentou citotoxicidade em 3 das 4 linhagens de câncer de mama avaliadas 

(MDA-MB-231, MDA-MB-436 e MDA-MB-468) e em 2 linhagens de câncer de 

colo do útero (ME-180 e SiHa), sendo esse efeito mais evidente na temperatura 

de 43°C. As células de câncer de pulmão apresentaram resistência ao 

aquecimento. Além disso, o calor alterou o valor da concentração inibitória 50% 

(IC50) da cisplatina nas células MDA-MB-231 e MDA-MB-436. A hipertermia 

mostrou apresentar atividade citotóxica para as células tumorais, mas deve ser 

utilizada com critério, uma vez que determinadas células apresentaram 

resistência ao aumento da temperatura. 

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

hipertermia, câncer. 
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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-β-cyclodextrin (HP-β-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 

aqueous state and with a molar ratio between the ERL and HP-β-CD preferably 

1:1. Phase-solubility analysis showed AL-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-β-CD) in relation to the free ERL (37.5 µM), which can be explained 

by increase in solubility of ERL by HP-β-CD. Furthermore, the ERL and 

inclusion complex ERL:HP-β-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-β-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 (IC50) 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 compreensão do presente trabalho ele será dividido 

em dois capítulos: o Capítulo I: Preparação, caracterização e avaliação da 

citotoxicidade in vitro e da angiogênese inflamatória do composto de inclusão 

de erlotinibe em hidroxipropil-β-ciclodextrina e o Capítulo II: Avaliação in vitro 

da citotoxicidade da hipertermia associada à cisplatina em linhagens celulares 

de carcinoma de mama, colo do útero e pulmão. 

 

CAPÍTULO I: Preparação, caracterização e avaliação da citotoxicidade in 

vitro e da angiogênese inflamatória do composto de inclu são de erlotinibe 

em hidroxipropil- β-ciclodextrina 

 

1. Introdução e relevância: 

 

1.1 Câncer: 

 

O câncer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doenças que 

têm em comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos 

e órgãos. A descoberta dos oncogenes e seus precursores os proto-

oncogenes, destacou-se pelo fato de como estes, agindo por meio de seus 

produtos, as proteínas, alteravam o comportamento celular (1-3).  

A ativação dos oncogenes ou a perda de um gene que suprime o 

potencial neoplásico das células leva à interrupção dos caminhos regulatórios 

normais que controlam as funções celulares básicas, incluindo a divisão, 

proliferação, diferenciação e apoptose (1-3). 

Nos tecidos e órgãos do corpo, as células se dividem de forma ordenada 

e controlada. Quando ocorre alguma disfunção celular que altera este processo 

é produzido um excesso de tecido, denominado tumor (4).   

As modalidades terapêuticas tradicionais do câncer são cirurgia, 

radioterapia e quimioterapia.   

O tratamento cirúrgico consiste na exérese do tumor com margem de 

segurança e, por isso, pode ser bastante mutilante (5).  

A radioterapia é uma modalidade terapêutica que age por ionização dos 

tecidos que somada a outros efeitos como excitação e formação de radicais 

livres, causa mudanças químicas nos componentes celulares. O dano tecidual 
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está relacionado à dose de irradiação absorvida e à fase da divisão em que se 

encontram suas células no momento em que receberam a irradiação (6, 7).  

A terapia com quimioterápicos é uma modalidade de tratamento que 

emprega substâncias químicas, também denominadas drogas antineoplásicas 

ou citotóxicas, capazes de matar as células neoplásicas através da regressão 

do tumor ou das metástases, fornecendo ao doente a cura ou o controle da 

doença ou melhorando a qualidade de vida do paciente (8, 9). Os pacientes em 

tratamento com drogas quimioterápicas podem apresentar efeitos colaterais, 

sendo a fadiga, o mal estar, a alopécia, os calafrios, as náuseas e os vômitos, 

os mais frequentes. Há atualmente no mercado uma série de drogas 

quimioterápicas, que podem ser utilizadas de maneira isolada ou em 

combinação. O advento da associação da radioterapia e da quimioterapia tem 

por objetivo preservar as estruturas com uma boa função, para se extinguir 

com o tempo as sequelas radicais advindas das ressecções cirúrgicas de 

grande porte (10). Além disso, a atividade local da radioterapia é reforçada pela 

utilização simultânea da quimioterapia que pode erradicar possíveis 

micrometástases fora do campo irradiado e melhorar a sobrevida (11). 

Entretanto, o sucesso das modalidades convencionais de tratamento é 

limitado, em parte, pela notável resistência dos tumores à quimioterapia. As 

tentativas para superar essa resistência com doses mais elevadas de 

quimioterápicos, inevitavelmente, resultam em um grau inaceitável de 

toxicidade e danos aos tecidos normais. Assim, há uma necessidade de 

desenvolvimento de novas terapias que sejam bem toleradas e eficazes. A 

identificação das alterações moleculares tem permitido o desenvolvimento de 

novas abordagens terapêuticas visando direcionar o tratamento para as células 

tumorais. Atualmente, com base em inúmeros estudos pré-clínicos e clínicos, 

uma nova estratégia terapêutica para o câncer é inibir a proliferação celular, 

através da inibição 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 à 

família dos receptores tirosina-quinase, sendo membros da família de 
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receptores ErbB/HER (human epidermal growth factor receptor), composta 

ainda pelos HER-2, HER-3 e HER-4, e está envolvido em processos normais 

de proliferação, sobrevivência, adesão, migração, diferenciação celular e 

apoptose (Fig.1).  

 

 

Fig. 1. Principais vias de sinalizações do EGFR (13). 

 

Até o momento, foram identificados 7 ligantes agonistas para o EGFR: 

fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de transformação do crescimento 

alfa (TGF-α), fator de crescimento semelhante ao EGF ligado a heparina (HB-

EGF), anfirregulina, betacelurina, epirregulina e epigen (14). 

Com o isolamento e sequenciamento da proteína do EGFR foi possível a 

descoberta de suas características estruturais e do seu funcionamento (13, 15).  

Estruturalmente, o EGFR é constituído por 3 regiões: uma região 

extracelular, composta de 4 domínios, que está envolvido no reconhecimento e 

ligação ao EGF; uma região transmembrana, que faz seu caminho extracelular 

através da bicamada lipídica da membrana plasmática para o citoplasma; e um 

domínio intracelular, que se estende para o interior do citoplasma com 

atividade da tirosina quinase com 5 sítios de autofosforilação (13, 16).  

Na forma inativa, o receptor apresenta uma conformação com menos 

afinidade pelo ligante. Quando a molécula de EGF se aproxima, o receptor 

assume outra conformação estrutural, com maior afinidade pelo seu ligante, 
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podendo interargir com o mesmo. A ligação do EGF ao EGFR media sua 

homodimerização, que consiste na formação de um dímero quando da ligação 

de dois EGFRs ou, mais raramente, sua heterodimerização, ligação do EGFR a 

outros membros da família, levando a alterações conformacionais do receptor e 

culminando na auto-fosforilação de resíduos de tirosina, que passam a servir 

de sítio de ligação para um pequeno grupo de proteínas sinalizadoras 

intracelulares, levando a uma cascata de sinalização que permite numerosas 

respostas combinatórias que regulam a proliferação, apoptose, angiogênese, 

adesão e diferenciação celular. Em células anormais essas vias se 

desregulam, levando à hiperproliferação e à migração ou metástase (17, 18). 

A desregulação na via de sinalização do EGFR, através da 

superexpressão do receptor, alterações na dimerização e deficiência de 

fosfatases, muitas vezes conduz à transformação malígna (19), caracterizada 

por acentuada proliferação celular, angiogênese, metástase e inibição da 

apoptose (20). Além disso, a superexpressão do EGFR tem sido relatada em 

80-90% dos carcinomas de células escamosas, relacionada à maior 

agressividade da doença, resistência à quimioterapia e à radioterapia, pobre 

prognóstico, aumento do risco de recorrência, metástase e diminuição na 

sobrevida do paciente (21). Esta superexpressão vai aumentando 

continuamente em paralelo às anormalidades histológicas, indo da hiperplasia 

à displasia, carcinoma in situ e invasivo (3, 22). 

Esta super-expressão do EGFR é resultado do aumento na síntese de 

mRNA, assim como da diminuição de sua inibição, estando presente em 

diversos tipos celulares, tais como em linhagens de carcinoma de cólon (Caco-

2) e linhagens de carcinoma epidermóide (A431) (23, 24). A super-expressão 

do EGFR não está presente na mucosa de pacientes sadios, porém o receptor 

está expresso em diversas células do organismo, tais como os fibroblastos (25) 

e os osteoblastos, funcionando de forma a manter a homeostase óssea (26). 

 

1.3 Caco-2: 

 

As células Caco-2 são provenientes de carcinoma de cólon humano e 

contêm cerca de 6.000 receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFRs) 
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por célula, distribuídos de forma desigual, entre a membrana apical e 

basolateral, e respondem ao fator de crescimento epidérmico (EGF) (27). 

O EGF está presente em todo o trato gastrintestinal e apresenta um 

papel significativo na restituição dos danos na mucosa intestinal e oral. A 

ativação mediada pelo ligante ao EGFR desencadeia uma cascata de eventos 

que resultam em migração e proliferação celular, que servem para reparar a 

superfície desnuda da mucosa, estimulando o processo de reepitelização. Além 

disso, essa ativação aumenta a produção de mucopolissacarídeos, 

prostaglandinas e componentes extracelulares da matriz, que desempenha um 

papel importante na proteção das superfícies das mucosas. Entretanto, o EGF 

também resulta na proliferação de células cancerosas, tais como a Caco-2 (28, 

29).  

As células Caco-2, in vitro, crescem formando monocamadas 

semelhantes ao epitélio do cólon, sendo utilizadas como modelos para 

reproduzir a mucosa humana e estudar o efeito de fármacos sobre o EGFR 

(30). Estudo in vitro em células Caco-2 através da utilização de erlotinibe, um 

inibidor do EGFR, reduziu a proliferação celular e aumentou a apoptose, 

podendo ser utilizado em carcinomas de mucosa (31). 

 

1.4 A431: 

 

As células A431 são provenientes de carcinoma epidermóide humano da 

vulva e são utilizadas em estudos de citotoxicidade e do ciclo celular associado 

a cânceres que expressam níveis anormalmente elevados de receptor do fator 

de crescimento epidérmico (EGFR) (32, 33).  

As células A431 apresentam mutações no gene supressor tumoral p53, 

sendo assim, são altamente sensíveis a estímulos mitógenos (34, 35).  

A estimulação das células epidérmicas A431 pelo fator de crescimento 

epidérmico (EGF) induz a rápida fosforilação de proteínas sinalizadoras 

intracelulares que controlam os processos celulares de crescimento, 

proliferação e apoptose. Em baixas concentrações (picomolar) o EGF promove 

o crescimento celular de células A431, enquanto que, em concentrações mais 

elevadas (nanomolar) inibe o crescimento, pois a ligação excessiva ao EGFR 
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aumenta a atividade da tirosina quinase, resultando em desbalanço no 

processo de crescimento (36).   

As células A431 são modelos para estudar o efeito de fármacos sobre o 

EGFR. Estudo in vitro com células A431 através da utilização de erlotinibe, um 

inibidor do EGFR, reduziu a sobrevivência celular e aumentou o percentual de 

células na fase G1 do ciclo celular (33, 37-39). Estudo in vivo em modelos A431 

mostra uma inibição de 66% no crescimento tumoral após aplicação do 

erlotinibe (40). 

 

1.5 Osteoblastos: 

 

O tecido ósseo é constantemente remodelado, através da formação e 

reabsorção óssea. Este processo é resultado de uma interação entre 

hormônios, fatores de crescimento e outras proteínas de sinalização (26). 

Os fatores de crescimento participam da remodelação óssea através da 

ativação dos receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFRs). Esta 

rede de receptores regula aspectos como a proliferação e a diferenciação de 

osteoblastos, condrócitos e osteoclastos (26). 

Os fatores de crescimento ao se ligarem ao EGFR estimulam a 

proliferação de osteoblastos e condrócitos, mas inibem sua diferenciação, 

alterando a produção de fosfatase alcalina e consequentemente a 

mineralização (Fig. 2) (26, 41, 42).  

 

Fig. 2. Via de sinalização do EGFR promovendo à proliferação de células 

mesenquimais progenitoras, pré-condrócitos e pré-osteoblastos, e inibindo a 

diferenciação celular (26). 
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Estudo em animais desprovidos de EGFRs mostrou redução na 

proliferação de osteoblastos e diferenciação celular acelerada (43). Além disso, 

estudo com ratos transgênicos que apresentavam superexpressões de fatores 

de crescimento epidérmico (EGFs) resultou em alta proliferação de 

osteoblastos no periósteo e endósteo, e redução da espessura da cortical 

óssea (44). 

 

1.6 Erlotinibe: 

 

O erlotinibe (Tarceva®) (Fig. 3) é um potente inibidor seletivo e reversível 

da proteína tirosina-quinase, que está localizada no domínio intracelular do 

receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), e tem efeito antitumoral 

estabelecido em neoplasias com aumento da expressão desses receptores (21, 

45). Esse fármaco atua inibindo a autofosforilação do EGFR e induzindo à 

parada do ciclo celular na fase G1 e apoptose (12). Estudo in vitro e in vivo 

mostra que o erlotinibe apresenta atividade anti-angiogênica através da 

redução na expressão de genes pro-angiogênicos, redução na proliferação 

celular e na densidade vascular. As vias angiogênicas são importantes alvos 

para a inibição do crescimento tumoral (46). 

O erlotinibe é um fármaco antitumoral disponível na forma oral, em 

comprimido, nas dosagens de 25, 100 e 150 mg de cloridrato de erlotinibe (47). 

Em relação à farmacocinética, o erlotinibe apresenta uma 

biodisponibilidade moderada, com 44% da concentração plasmática agindo 

sobre o tumor (48). O erlotinibe é metabolizado pelas enzimas hepáticas do 

citocromo P450, principalmente CYP3A4, CYP3A5, CYP1A1 e CYP1A2 (49), e 

seus metabólitos são excretados predominantemente por meio das fezes 

(83%). A solubilidade do erlotinibe em água é baixa (≈ 5-20 µM em pH 7) e 

aumenta com a redução do pH (0,4 mg/mL em pH 2). Seu tempo de meia vida 

médio é de 25,6 h e o pKa a 25 ºC 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 câncer de pulmão de células não pequenas avançado ou 

metastático, após a falha na primeira linha de quimioterapia, e em combinação 

com gencitabina para o tratamento do câncer de pâncreas localmente 
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avançado, irressecável ou metastático. Também é aprovado no Brasil pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) para o tratamento do câncer 

de pulmão (51).  

Os efeitos colaterais mais comuns do erlotinibe são erupções cutâneas e 

diarréia (52). Outros efeitos como insuficiência renal, neutropenia e 

trombocitopenia são menos frequentes (53).  

Apesar de vários resultados clínicos favoráveis pela utilização do 

erlotinibe sozinho ou em combinação com outros antitumorais, a produção de 

novas formulações, mais seguras e eficazes, é uma importante estratégia para 

evolução dos tratamentos farmacológicos contra o câncer. Neste sentido, as 

ciclodextrinas (CDs) são potenciais sistemas carreadores de fármacos, tais 

como o erlotinibe (Fig. 3), que apresenta possíveis regiões capazes de interagir 

com as CDs, objetivando aumentar a solubilidade em água, diminuir a 

concentração aplicada, reduzir os efeitos colaterais, aumentar a 

biodisponibilidade e a atividade.  

 

 

Fig. 3. Estrutura química do erlotinibe (39). 

 

1.7 Ciclodextrina: 

  

As ciclodextrinas (CDs) (Fig. 4) são utilizadas como carreadoras de 

fármacos, podendo modificar suas propriedades físico-químicas, tais como a 

solubilidade e, consequentemente, alterar sua biodisponibilidade através da 

formação de compostos de inclusão e/ou associação. As moléculas dos 

fármacos interagem com as CDs impedindo a degradação que pode ocorrer no 
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trato gastrointestinal, aumentando a absorção e a biodisponibilidade (54, 55). 

Além disso, as CDs controlam a liberação da molécula, diminuindo o número 

de administrações realizadas pelo paciente (54, 56-58).  

As CDs são oligossacarídeos cíclicos de ocorrência natural ou 

semissintética, constituídas por unidades glicosídicas unidas por ligações α-1,4. 

As CDs mais comuns e importantes são as que apresentam seis (α-CD), sete 

(β-CD) e oito (γ-CD) unidades de glicose (54). Devido à conformação em 

cadeira das unidades glicosídicas, as CDs apresentam uma forma tronco-

cônica com altura constante (7,9 Å) e uma cavidade hidrofóbica, cuja dimensão 

e tamanho é determinada pelo número de unidades de glicose (Fig. 4), na qual 

pode ser incluída uma grande variedade de moléculas-hóspedes (59). 

Devido à diferença no diâmetro da cavidade interna, cada CD apresenta 

uma capacidade diferente de formação do composto de inclusão com 

diferentes tamanhos de moléculas hospedeiras (56). 

 

 

Fig. 4. Estrutura físico-química da α, β, γ-ciclodextrinas constituídas por 

unidades glicosídicas unidas por ligações α-1,4 (59). 

 

Na ausência da molécula hóspede, a cavidade hidrofóbica levemente 

apolar é ocupada por moléculas de água, cujas interações são 
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energeticamente desfavoráveis, dada à natureza da interação polar-apolar. 

Contudo, uma molécula hóspede menos polar que as moléculas de água, 

quando adicionada à solução de CD, expulsa as moléculas de água e ocupa 

esta cavidade, tornando o sistema energeticamente mais favorável, e portanto, 

mais estável do ponto de vista termodinâmico (Fig. 5) (60, 61).  

 

 

Fig. 5. Representação esquemática da formação do composto de inclusão em 

ciclodextrina (62). 

 

Em solução aquosa, as moléculas hóspedes interagem com as 

ciclodextrinas na maioria das vezes através de ligações não-covalentes 

simultâneas, tais como: ligações de hidrogênio, interações eletrostáticas, forças 

de van der Waals, interações hidrofóbicas, interações dipolo-dipolo e 

transferências de cargas. Todas estas interações podem ser consideradas 

como relativamente “fracas”, porém dão lugar a efeitos sinérgicos quando 

atuam em conjunto, resultando na formação de complexos. Por outro lado, tais 

forças devem ser suficientemente fracas para liberar as moléculas-hóspede, 

sob condições específicas (61). Portanto, esse processo é dinâmico, no qual a 

molécula hóspede continuamente se associa e desassocia da ciclodextrina 

(60). A formação de compostos de inclusão altera significativamente as 

características físico-químicas das moléculas inclusas sem interferir nas 

atividades da substância, pois sua complexação é um processo dinâmico 

rapidamente reversível (63).  

Além das CDs naturais existem as CDs sintéticas, que foram 

desenvolvidas no intuito de melhorar as características físico-químicas e 

biológicas das CDs. Devido ao fato de serem compostos polidroxílicos, as CDs 

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

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

 

 

Fig. 6. Estrutura química da hidroxipropil-β-ciclodextrina (54). 

 

A HP-β-CD é bem tolerada pelo organismo humano e é isenta de efeitos 

adversos quando administrada por via oral. Além disso, a HP-β-CD apresenta 

redução da toxicidade parenteral, o que viabiliza sua utilização em formulações 

intravenosas (65). A administração de HP-β-CD via parenteral, pode levar a 

uma deposição considerável de colesterol e de ésteres de colesterol nos rins. 

Entretanto, tais quantidades são significativamente inferiores àquelas 

observadas no caso de β-CD, o que aponta para uma menor tendência do 

complexo com HP-β-CD à cristalização, o que lhe confere uma nefrotoxicidade 

mais baixa em comparação com a β-CD. Além disso, a HP-β-CD apresenta 

uma atividade hemolítica menos pronunciada em relação às CDs naturais (56), 

sendo, portanto, a representante mais amplamente utilizada pela indústria 

farmacêutica.  

A literatura tem relatado muitas técnicas de caracterização de 

compostos de inclusão com CDs, contudo, de maneira geral, elas trazem 

evidências que em conjunto podem confirmar o fenômeno de inclusão, 

baseando-se em alterações físico-químicas tanto da molécula incluída quanto 

da molécula de ciclodextrina (60, 66). A dificuldade em caracterizar os 

compostos de inclusão é devido ao fato das técnicas de caracterização físico-

químicas existentes e aplicadas a este tipo de sistema com ciclodextrinas não 

serem sensíveis à distinção entre as espécies livres e as espécies incluídas, 
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tanto em solução quanto no estado sólido (62). A caracterização físico-química 

está principalmente direcionada a investigar aspectos relacionados às 

possíveis orientações da molécula hóspede no processo de inclusão, 

determinar sua geometria e estrutura tridimensional, além dos aspectos 

termodinâmicos e cinéticos, utilizando um conjunto de diferentes técnicas, tais 

como a ressonância magnética nuclear (RMN), análise térmica, espectroscopia 

na região do infravermelho, estudo de solubilidade de fases e calorimetria de 

titulação isotérmica (56, 62, 66-68).  

 

1.8 Caracterização por espectroscopia na região do infravermelho: 

 

A interação da molécula hóspede com a ciclodextrina provoca alterações 

nas frequências vibracionais das substâncias na região do infravermelho, 

geralmente com desaparecimento e/ou deslocamento de bandas. Quando não 

há a interação entre as moléculas, as bandas continuam com as mesmas 

características das substâncias isoladas (66). No entanto, essa técnica não é a 

mais adequada como evidência conclusiva de complexação (69). A 

espectroscopia na região do infravermelho é realizada a fim de detectar a 

ocorrência de novas absorções, desaparecimento de bandas ou 

deslocamentos de absorção que poderão ser atribuídos às interações entre a 

molécula e a CD. 

  

1.9 Caracterização por análise térmica: 

 

 A inclusão de moléculas hóspedes na cavidade da ciclodextrina provoca 

alterações nos eventos térmicos da substância hóspede. Técnicas como a 

calorimetria exploratória diferencial (DSC), termogravimetria (TG) e análise 

termogravimetria derivada (DTG) são bastante utilizadas nos estudos de 

complexação (70). Estas técnicas descrevem o uso de metodologias analíticas 

que determinam as propriedades físicas e químicas de uma amostra, em 

função da temperatura ou tempo. Na técnica de DSC mede-se a diferença de 

energia fornecida à substância e um material de referência em função da 

temperatura, enquanto a substância e a referência são submetidas a uma 

programação controlada de temperatura. Dessa forma, detectam-se mudanças 
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entálpicas do sistema, tais como desidratação, fusão, recristalização e 

decomposição. Os principais indicativos de complexação são: o 

desaparecimento, redução, alargamento ou deslocamento do pico de fusão da 

molécula (71). Já a técnica de TG, permite detectar as variações de massa 

(perda ou ganho de massa) sofridas pela amostra em função da temperatura 

e/ou tempo, enquanto a amostra é submetida a uma programação controlada 

de temperatura. A DTG leva às mesmas informações que a TG, porém com 

acréscimo de resolução, pois registra a velocidade da alteração da massa. A 

decomposição térmica dos compostos de inclusão é frequentemente observada 

em temperatura acima da temperatura de decomposição da molécula não-

complexada, o que evidencia um aumento de estabilidade da molécula 

hóspede quando complexada. Este aspecto é tomado como evidência da 

formação do complexo (72).  

 

1.10 Caracterização por ressonância magnética nuclear:  

 

A Ressonância Magnética Nuclear (RMN) tem sido a técnica que 

evidencia mais diretamente a formação do composto de inclusão, através da 

observação das mudanças provocadas nos sinais de próton 1H ou 13C 

presentes na molécula da ciclodextrina e na molécula hóspede, elucidando a 

estrutura do composto e identificando a parte da molécula hospedeira que está 

incluída na cavidade da ciclodextrina (73, 74). No caso de RMN de 1H, os 

prótons H3 e H5 são direcionados para o interior da cavidade da molécula, 

enquanto H1, H2 e H4, estão localizados no seu exterior. Dessa forma, se a 

molécula-hóspede está acomodada na cavidade, então os prótons localizados 

no interior da cavidade, H3 e H5, ou próximo a ela, H6, devem estar 

deslocados. Alternativamente, se a associação ocorrer no exterior da estrutura, 

H1, H2 e/ou H4 devem ser afetados (56, 60, 74).   

 

1.11 Estudo de solubilidade de fases:  

 

A aplicação mais importante das ciclodextrinas está no aumento da 

solubilidade de fármacos em meio aquoso devido à formação de compostos de 

inclusão. O diagrama de solubilidade de fase desenvolvido por Higuchi e 
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Connors (75) constitui na aproximação mais utilizada na caracterização de 

compostos de inclusão em solução. Este método baseia-se na alteração da 

solubilidade da molécula hóspede frente à adição de ciclodextrinas em 

concentrações crescentes, permitindo fazer inferências sobre a estequiometria 

de inclusão e estimar o valor da constante de associação. Os valores de 

concentração da molécula hóspede são representados graficamente em função 

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

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

com concentrações crescentes da ciclodextrina, sendo subdividido em: 

• AL: aumento linear na solubilidade da molécula hóspede em 

relação ao aumento na concentração da ciclodextrina; 

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

de ciclodextrina se complexa com a molécula hóspede; 

• AN: desvio negativo da linearidade, refletindo interações soluto-

soluto e soluto-solvente. 

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

limitada, sendo subdividido em BS e BI: 

• BS: A solubilidade do complexo aumenta até atingir seu limite. A 

partir dessa solubilidade, o aumento na concentração da 

ciclodextrina acarretará a precipitação do composto; 

• BI: O complexo de inclusão é praticamente insolúvel (54, 75). 

 

 

Fig. 7. Diagrama de solubilidade de fases (54, 75). 

 

AL: aumento linear na solubilidade; 

AP: desvio positivo da linearidade; 

AN: desvio negativo da linearidade; 

BS: solubilidade limitada; 

BI: complexo insolúvel. 
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1.12 Caracterização por calorimetria de titulação isotérmica:  

 

A calorimetria de titulação isotérmica (ITC) é uma técnica usada para 

determinar os parâmetros termodinâmicos de interações moleculares. É 

frequentemente usada para estudar a interação de moléculas, como exemplo, 

a interação entre antitumorais e ciclodextrinas (76, 77). A ITC é uma técnica 

quantitativa que pode medir diretamente a afinidade de ligação (K), mudanças 

na entalpia (∆H) e na estequiometria (n) da interação entre as moléculas em 

solução. A partir desses parâmetros, também é possível determinar mudanças 

na energia livre de Gibbs (∆G) e mudanças na entropia (∆S), proporcionando 

assim, um perfil termodinâmico completo da interação molecular em um único 

ensaio. A ITC é uma técnica bastante útil, uma vez que permite quantificar a 

afinidade e a termodinâmica da ligação, permitindo uma maior otimização da 

interação entre as substâncias. Dentre as vantagens desse ensaio pode-se 

destacar a capacidade de análise a nível nanomolar e picomolar sem 

limitações de peso molecular, solução tampão, soluções coloridas ou partículas 

em suspensão (78-80).  

 

1.13 Citometria de fluxo: 

 

A citometria é uma técnica que permite a análise e quantificação de 

células ou partículas biológicas suspensas em meio líquido em fluxo. Permite a 

análise de vários parâmetros simultaneamente, tais como as características 

físicas e/ou químicas de uma célula. O seu princípio baseia-se na dispersão da 

luz, frontal (forward scatter – FSC), que correlaciona-se com o volume celular, 

e lateral (side scatter – SSC), que correlaciona-se com a complexidade 

morfológica da célula (por exemplo: forma do núcleo, quantidade e tipo dos 

grânulos citoplasmáticos e rugosidade da membrana), e pela fluorescência 

emitida pelos fluorocromos ligados a anticorpos monoclonais, tais como 

anexina V conjugada com o fluorocromo isiotiocianato de fluoresceína (FITC) 

(81). 

 A aplicação da citometria de fluxo, através do uso simultâneo da anexina 

V conjugada com (FITC) e iodeto de propídio (IP), permite a distinção entre 

células em apoptose e necrose (82). 
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A apoptose é um processo fisiológico de morte celular programada 

regulada pelo DNA (83, 84). Esse processo é caracterizado por diversas 

alterações morfológicas e bioquímicas das células. Uma célula em apoptose 

apresenta características morfológicas distintas de uma célula em necrose (83).  

As células em apoptose apresentam perda de aderência com a matriz 

extracelular e com as células vizinhas (85), citoesqueleto alterado, volume 

celular reduzido, citoplasma denso, organelas compactadas, degradação do 

DNA, cromatina condensada, com aparência de núcleos picnóticos (86, 87), 

prolongamento da membrana celular, com empacotamento do conteúdo 

intracelular (corpos apoptóticos) e externalização da fosfatidilserina (PS) (88) 

sem perda da integridade da membrana e sem resposta inflamatória (89). 

Além disso, as células em apoptose expõem na sua superfície PS, 

enquanto células viáveis mantêm esses fosfolipídios na face interna da 

membrana plasmática. A exposição da PS é um dos primeiros eventos que se 

passa na superfície de uma célula em processo de apoptose (90).   

Já a necrose é uma morte celular caótica, caracterizada por apresentar 

edema celular, dilatação das mitocôndrias e do retículo endoplasmático, 

desagregação dos ribossomos, rompimento da membrana plasmática, com 

liberação dos componentes celulares e resposta inflamatória (91).   

 Conforme citado anteriormente, uma forma de distinção entre células em 

apoptose e necrose é através do uso simultâneo da anexina V conjugada com 

(FITC) e iodeto de propídio (IP). A Anexina V é uma proteína que se liga 

fortemente à superfície de fosfolipídeos de membrana plasmática de carga 

negativa, tal como as PS externalizadas, de forma reversível na presença de 

íons de cálcio (92, 93). 

A anexina V não consegue penetrar na membrana celular e comporta-se 

como uma proteína extrínseca. Desse modo, a translocação da PS da região 

interna para a região externa da membrana celular, e sua ligação com a 

anexina V é uma forte evidência que a célula está em apoptose (94).   

Mudanças nesta assimetria da membrana, que é analisada através da 

medição da aderência de Anexina V à membrana celular, podem ser 

detectadas antes das alterações morfológicas associadas ao início da apoptose 

e antes da perda da integridade da membrana. Ao conjugar a Anexina V ao 

FITC é possível avaliar os níveis de PS expostas na membrana celular externa 
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que se associaram a Anexina V, indicando e quantificando as células 

apoptóticas (apoptose precoce) (94). 

Associando ao IP, pode-se mensurar células em que há perda da 

integridade da membrana, o que poderia indicar fase tardia de apoptose ou 

necrose. O IP é uma molécula que se intercala em qualquer DNA emitindo 

fluorescência, mas não consegue atravessar uma membrana citoplasmática 

saudável devido ao alto peso molecular. Assim, as células em necrose ou em 

apoptose tardia exibem os mesmos padrões característicos quanto à 

permeabilidade de membrana. Desse modo, corar células simultaneamente 

com Anexina V-FITC e IP permite a discriminação de células viáveis (FITC - PI 

-), no início da apoptose (FITC + PI -), células tardiamente apoptóticas ou 

necróticas (FITC + PI +) e células necróticas (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 estímulo ou inibição 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 mitocôndria das 

células vivas. Uma solução é adicionada para dissolver os cristais insolúveis de 

formazan roxo produzindo uma solução colorida, que pode ser quantificada em 

um espectrofotômetro (geralmente entre 500 e 600 nm). A redução do MTT 

amarelo ao formazan roxo ocorre apenas quando as enzimas mitocondriais 

redutases estão ativas, portanto a conversão está diretamente relacionada ao 

número de células vivas. Quando a quantidade de formazan roxo produzido por 

células tratadas com um agente é comparada com a quantidade de formazan 

produzido por células não-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 físico-quimicamente e avaliar a citotoxicidade, o efeito 

apoptótico e a angiogênese inflamatória do composto de inclusão de 

erlotinibe em hidroxipropil-β-ciclodextrina. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Preparar um composto de inclusão de erlotinibe em hidroxipropil-β-

ciclodextrina através do método de liofilização, assim como sua mistura 

física; 

• Caracterizar os compostos por espectroscopia de absorção na região do 

infravermelho, análise térmica, ressonância magnética nuclear, estudo 

de solubilidade de fases e calorimetria de titulação isotérmica;  

• Avaliar a citotoxidade em duas linhagens celulares tumorais (Caco-2 e 

A431), e uma linhagem celular normal (osteoblastos), na presença dos 

compostos; 

• Determinar o percentual de células Caco-2 em apoptose precoce, 

apoptose tardia/necrose e necrose após o tratamento com os 

compostos; 

• Avaliar a atividade anti-angiogênica e anti-inflamatória através da 

quantificação 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-β-ciclodextrina (Cerestar, Hammond, IN, EUA); 

soro fetal bovino, aminoácidos não-essenciais, L-glutamina, tripsina/EDTA 

(Ethylenediamine tetraacetic acid), DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 

baixa e alta concentração de glicose (Sigma, St. Louis, MO, EUA); HEPES (4-

(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid), estreptomicina/anfotericina e 

colagenase tipo II (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 

analítico. As Linhagens de células Caco-2 (ATCC HTB-37) foram gentilmente 

doadas pela Pontífica Universidade Javeriana – Colômbia e as células A431 

foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC). 

 

Tabela 1: Características da hidroxipropil-β-ciclodextrina 

Código HP-β-CD 

Estrutura molecular 

Massa molecular 1450,02 g.mol-1 

Solubilidade (H2O; 25 ºC) Solúvel em água (≥ 600 mol.L-1 a 25°C) 

Ponto de fusão > 200°C 

Procedência  CERESTAR 

Lote YI- 470-185 

Pureza 98% 

Nome IUPAC hidroxipropil-ciclohepta-glucoamilose 
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Tabela 2: Características do erlotinibe 

Código ERL 

Estrutura molecular 

 

Fórmula molecular C22H23N3O4.HCl 

Massa molecular 429,90 g.mol-1 

Solubilidade (H2O; 25 ºC) ≈ 5-20 µM 

Ponto de fusão 233 °C  

Origem  USBiological 

Lote L12022202 

Nome IUPAC 
N-(3-ethynylphenyl)-6,7-bis(2-

methoxyethoxy)quinazolin-4-amine 
hydrochloride 

 

 

3.2 Preparação da mistura física: 

 

A mistura física composta de erlotinibe e hidroxipropil-β-ciclodextrina na 

razão molar de erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (1:1) foi realizada através 

da mistura das substâncias em um eppendorf a temperatura ambiente (≈ 25°C) 

até obter uma mistura homogênea. A mistura física foi utilizada após a 

preparação.   

 

3.3 Preparação do composto de inclusão: 

 

A preparação do composto de erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina foi 

realizada através do método de liofilização de solução aquosa de erlotinibe e 

hidroxipropil-β-ciclodextrina na razão molar (1:1), tomando como base os 

métodos previamente descritos na literatura para inclusão em ciclodextrinas 

(98).  

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

suspensão aquosa de erlotinibe (ficou em agitação por 4 h) e acrescentada a 
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essa, uma solução aquosa de hidroxipropil-β-ciclodextrina (ficou em agitação 

por 4 h) na concentração indicada para se obter a razão molar de 

erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (1:1). A seguir, obteve-se uma solução 

que ficou em agitação magnética por 12 h, seguida pelo congelamento em 

nitrogênio líquido e liofilização. Esse método de liofilização é baseado na 

sublimação e tem o propósito de preservar a integridade, estrutura e atividades 

biológicas ou químicas dos fármacos. 

 

3.4 Caracterização físico-química dos compostos: 

 

O composto de inclusão, a mistura física e os materiais de partida 

utilizados foram caracterizados por espectroscopia na região do infravermelho, 

análise térmica, ressonância magnética nuclear de 1H e NOESY, estudo de 

solubilidade de fases e calorimetria de titulação isotérmica. 

 

3.4.1 Caracterização por Espectroscopia de Absorção na Região do 

Infravermelho FTIR: 

 

A espectroscopia na região do infravermelho foi realizada a fim de 

detectar as interações entre o erlotinibe e a hidroxipropil-β-ciclodextrina 

expressas através da ocorrência de novas absorções, desaparecimento de 

bandas ou deslocamentos de bandas. A espectroscopia FTIR é uma técnica 

utilizada para caracterizar complexos de inclusão com CDs através da 

avaliação de interações intermoleculares fracas do tipo hóspede:hospedeiro. 

Os espectros na região do infravermelho foram registrados em um 

espectrômetro Perkin Elmer, Spectrum GX, entre 4000-400 cm-1, em intervalos 

de 1 cm-1, em pastilhas de KBr. As pastilhas foram obtidas por prensagem a 

partir de misturas de KBr (99). 

 

3.4.2 Caracterização por Análise Térmica: 

 

A análise térmica foi utilizada com o objetivo de evidenciar alterações 

térmicas no composto de inclusão em relação aos materiais de partida e a 

mistura física. O composto de inclusão, a mistura física e os materiais de 
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partida utilizados foram caracterizados por análise termogravimétrica (TG), 

termogravimetria derivada (DTG) e análise térmica diferencial (DTA). As 

análises foram realizadas no equipamento SDT Q600 da TA Instruments. As 

amostras (≈ 5 mg) foram aquecidas da temperatura ambiente (≈ 25 ºC) até 700 

ºC, em uma razão de aquecimento de 10 ºC min-1, em atmosfera de N2(g) com 

vazão de 100 mL min-1. 

 

3.4.3 Caracterização por Espectrometria de Ressonância Magnética Nuclear: 

 

Os espectros de RMN de 1H foram obtidos utilizando-se o 

espectrofotômetro Bruker Avance DPX-400 (400 MHz). O solvente DMSO-d6 

utilizado foi de pureza isotópica mínima de 99,5%. As amostras foram 

preparadas em tubos de RMN de 8,00 polegadas de comprimento e 5 mm de 

diâmetro externo.  

Também foram utilizadas técnicas de ressonância magnética nuclear 

bidimensionais utilizando o Efeito nuclear Overhauser (NOESY) para detectar a 

existência de interações espaciais menores que 5 Å entre os hidrogênios dos 

erlotinibe e os hidrogênios da HP-β-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 

HCl (0,1 M), contendo várias concentrações de HP-β-CD (0 - 0,0195 M), foram 

adicionados a uma quantidade excessiva de erlotinibe (3 mg) e agitados 

durante 4 dias num banho de água de temperatura constante de ≈ 25°C. Após 

4 dias, os eppendorfs foram centrifugados a 15.682xg, durante 15 min. Os 

sobrenadantes foram colhidos e a concentração de ERL foi determinada 

espectrofotometricamente (Multiskan Spectrum de UV/visível) a 342 nm. A 

constante de estabilidade por solubilidade em fase KS1:1 foi calculada de acordo 

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

 

Ks1:1 = slope/S0(1 - slope) 
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S0 é a solubilidade do erlotinibe na ausência de HP-β-CD.  

 

3.4.5 Caracterização por calorimetria de titulação isotérmica:  

 

Titulações calorimétricas foram realizadas em duplicata com um 

microcalorímetro VP-ITC (Microcal Company, Northampton, MA, EUA) a 25°C. 

O solvente utilizado em todos os experimentos foi uma solução aquosa de 

ácido acético a 10% v/v (pH ≈ 2). Cada experimento de titulação consistiu de 

51 injeções sucessivas de uma solução de HP-β-CD (60 mM) em ácido acético 

aquoso para a célula de reação carregada com 1,5 mL de uma solução de 

erlotinibe (4,0 mM) em ácido acético aquoso, com intervalos de tempo de 350 

s. A primeira injeção de 1,0 µL foi descartada para eliminar efeitos de difusão 

do material da seringa para a célula calorimétrica. As injeções subsequentes 

foram usadas em volumes constantes de 5,0 µL de HP-β-CD. O tempo de 

injeção foi de 2,0 s. A concentração de HP-β-CD na célula calorimétrica variou 

de 0,0 - 8,57 mM e a concentração 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 após a subtração do branco (titulação de HP-β-CD em 

solução de ácido acético aquoso). 

 

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

 

 Linhagens de células Caco-2 foram cultivadas em meio de cultura 

DMEM com alta concentração de glicose, contendo 10% de soro fetal bovino, 

penicilina/estreptomicina (100 UI/mL), L-glutamina (2 mM) e HEPES (25 mM), e 

incubadas em estufa contendo 5% de CO2 a 37ºC. O meio de cultura foi 

trocado a cada 2 dias. As células em crescimento exponencial foram semeadas 

(100 µL) em uma densidade de 4 x 104 células/mL em uma placa de 96 poços 

e cultivados por 72 h, seguido pela remoção do sobrenadante e inserção dos 

materiais (102). 

 Devido à baixa solubilidade apresentada pelo erlotinibe, os compostos 

foram solubilizados em meio de cultura contendo DMSO (< 1%). Após 24, 48, 

72 e 96 h de incubação das células na presença do composto de inclusão 

erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (1:1) e do erlotinibe livre (100 µL), nas 
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concentrações de 0,3; 1,5; 7,5 e 37,5 µM, foi avaliada a viabilidade das células 

Caco-2 pelo ensaio MTT. Após a remoção do sobrenadante e lavagem (1x 

PBS), foram adicionados 100 µL de meio base sem vermelho de fenol em cada 

poço, seguido pela adição de 10 µL de MTT (5 mg/mL) e incubação em estufa 

contendo 5% de CO2 a 37ºC. Após 2-4 h, a morfologia celular foi analisada por 

microscopia óptica invertida e os cristais de formazan foram dissolvidos em 

SDS (10%) em HCl (0,01 M), seguido por incubação. Após 4-18 h, a medida de 

densidade óptica foi realizada em 570 nm no espectrofotômetro UV-visível 

multiskan spectrum (103). 

 Em todos os experimentos, como grupo controle, foram utilizadas células 

não-tratadas, hidroxipropil-β-ciclodextrina (0,3; 1,5; 7,5 e 37,5 µM) e o solvente 

(DMSO) nas mesmas concentrações utilizadas para solubilização dos 

compostos (Anexo 1 – Fig. 29). Os dados foram expressos em média + desvio 

padrão.  

 

3.6 Determinação da citotoxicidade em linhagens de células A431: 

 

 Linhagens de células A431 foram cultivadas em meio de cultura DMEM 

com alta concentração de glicose, contendo 10% de soro fetal bovino, L-

glutamina (2 mM), penicilina/estreptomicina (100 UI/mL) e HEPES (25 mM) 

incubado em estufa contendo 5% de CO2 a 37ºC. O meio de cultura foi trocado 

a cada 2 dias. As células em crescimento exponencial foram semeadas (100 

µL) em uma densidade de 4 x 104 células/mL em uma placa de 96 poços e 

cultivados por 24h, seguido pela remoção do sobrenadante e inserção dos 

materiais (102). 

 Devido à baixa solubilidade no meio de cultura, o erlotinibe foi 

solubilizado no meio de cultura contendo DMSO (≤ 0,1%). Após 24, 48, 72 e 96 

h de incubação das células na presença do composto de inclusão 

erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (1:1) e do erlotinibe livre (100 µL), nas 

concentrações de 0,3; 1,5; 7,5 e 37,5 µM, foi avaliada a viabilidade das células 

A431 pelo ensaio MTT, conforme descrito anteriormente (103). Em todos os 

experimentos, como grupo controle, foram utilizadas células não-tratadas, 

hidroxipropil-β-ciclodextrina (0,3; 1,5; 7,5 e 37,5 µM) e o solvente (DMSO) nas 
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mesmas concentrações utilizadas para solubilização do ERL (Anexo 1 – Fig. 

31). Os dados foram expressos em média + desvio padrão.    

 

3.7 Determinação da citotoxicidade em osteoblastos: 

 

Osteoblastos foram isolados da calvária de ratos machos Wistar 

neonatos de 1 a 4 dias após aprovação do Comitê de Ética para o uso de 

animais em pesquisas da UFMG. Os animais foram sacrificados por overdose 

de anestésico e foi realizada uma incisão unindo os pavilhões auditivos, 

expondo a calota craniana. O osso da calvária foi removido imediatamente e 

colocado em uma solução tampão fosfato salina (PBS). O tecido ósseo foi 

cortado em pequenos fragmentos e digerido por 5 minutos em tripsina/EDTA, 

seguido de três digestões sequenciais com colagenase tipo II a 2% por 20 min 

cada. O sobrenadante resultante da primeira digestão com colagenase, por 

apresentar elevada proporção de fibroblastos, foi desprezado. Os outros dois 

sobrenadantes foram centrifugados por 10 min a 1400 rpm. As células 

resultantes foram ressuspendidas em meio de cultura DMEM suplementado 

com 10% de soro fetal bovino inativado e penicilina/estreptomicina (100 UI/mL) 

e incubado em estufa contendo 5% de CO2 a 37ºC. O meio de cultura foi 

trocado a cada 2 dias. Após a terceira passagem no cultivo celular, foram 

semeados 100 µL de osteoblastos em uma densidade de 4 x 104 células/mL 

em uma placa de 96 poços e cultivados por 24 h.  

 Devido à baixa solubilidade no meio de cultura, o erlotinibe foi 

solubilizado no meio de cultura contendo DMSO (≤ 0,1%). Após 24, 48, 72 e 96 

h de incubação das células na presença do composto de inclusão 

erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (1:1) e do erlotinibe livre (100 µL), nas 

concentrações de 0,3; 1,5; 7,5 e 37,5 µM, foi avaliada a viabilidade através do 

ensaio MTT, conforme descrito anteriormente (103). Em todos os 

experimentos, como grupo controle, foram utilizadas células não-tratadas, 

hidroxipropil-β-ciclodextrina (0,3; 1,5; 7,5 e 37,5 µM) e o solvente (DMSO) nas 

mesmas concentrações utilizadas para solubilização do erlotinibe (Anexo 1 – 

Fig. 31). Os dados foram expressos em média + desvio padrão.     
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3.8 Determinação do percentual de células Caco-2 em apoptose precoce, 

apoptose tardia/necrose e necrose: 

 

As células Caco-2 foram semeadas (500 µL) em uma densidade de 4 x 

104 células/mL em placas de 24 poços e cultivados por 72 h. Após 72 h o meio 

de cultura foi removido e as células foram expostas aos compostos.  

 Devido à baixa solubilidade apresentada pelo erlotinibe, o composto de 

inclusão, o erlotinibe livre e a hidroxipropil-β-ciclodextrina foram previamente 

solubilizados em DMSO (< 1 %). Após 48 h de incubação na presença do 

composto de inclusão erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (1:1), do erlotinibe 

livre e da hidroxipropil-β-ciclodextrina, nas concentrações de 0,3, 1,5, 7,5 e 

37,5 µM, 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 µL de tampão de ligação de anexina e incubadas com 1 

µL de iodeto de propídeo e 3 µL de anexina V-FITC por 15 min à temperatura 

ambiente, no escuro. Em seguida, 200 µL do tampão de ligação foram 

adicionados às células. As amostras foram analisadas por um citômetro de 

fluxo FACScan (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, 

USA) dentro de 1 h após a coloração. 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 apoptóticas precoce; anexina V(+)/IP(+) 

(quadrante superior direito) foram consideradas apoptóticas tardia/necróticas; e 

anexina V(-)/IP(+) (quadrante superior esquerdo) foram consideradas 

necróticas. Como grupo controle foram utilizadas células não-tratadas, o 

solvente (DMSO) nas mesmas concentrações utilizadas para solubilização dos 

compostos, outro fármaco antitumoral (cloridrato de irinotecano) nas 

concentrações de 385,1, 128,4, 32,1, e 8 µM, e peróxido de hidrogênio 1.000 

µM (Anexo 1 – Fig. 33). Os dados foram expressos em média + desvio padrão.  
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3.9 Estudo in vivo – Preparação e implantação 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 

orientações estabelecidas pelo Comitê de ética em experimentação animal 

(CEUA/UFMG, número 267/2014). 

 Discos de esponjas de poliéter-poliuretano com 4 mm de espessura e 12 

mm de diâmetro foram implantados subcutaneamente nos camundongos para 

avaliar a angiogênese inflamatória. Para a inserção das esponjas os animais 

foram anestesiados via intraperitoneal com 10 µL/g de peso corporal da 

solução de ketamina/xilazina, e submetido à assepsia e à tricotomia. Em 

seguida, foi feito uma incisão 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 infecção no local da cirurgia, 

desconforto ou sofrimento. Foram utilizados 8 animais por grupo. Os grupos 

avaliados foram ERL, ERL:HP-β-CD, HP-β-CD e o veículo (DMSO 4%). A dose 

aplicada foi baseada na concentração de ≈ 2 mg/kg de ERL. Os animais 

receberam essa dose diariamente via gavagem durante 6 dias, sendo os 

animais sacrificados no 8° dia e as esponjas removidas para a avaliação da 

angiogênese inflamatória.  

 

3.10 Determinação da quantidade de hemoglobina: 

 

 A dosagem do conteúdo de hemoglobina (Hb) quantifica indiretamente a 

neovascularização e tem sido utilizada como marcador de angiogênese. O teor 

da vascularização nas esponjas implantadas foi avaliado de acordo com o 

método de Drabkin (104-107). No 8° dia após a implantação das esponjas, os 

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 µm 

(Millípore) e colocados em placas com 96 poços. A leitura foi realizada por 

espectrofotometria a 540 nm e a concentração de hemoglobina determinada 

por comparação a uma curva de calibração padrão de hemoglobina. Os 
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resultados obtidos foram expressos em concentração de hemoglobina em 

µg/mg de peso úmido do implante.  

 

3.11 Determinação das atividades mieloperoxidase (MPO) e N-

acetilglicosaminidase (NAG): 

 

Para a determinação do acúmulo de neutrófilos, utilizou-se a atividade 

da mieloperoxidase (MPO). Inicialmente, o sedimento foi homogeneizado e 

ressuspendido em 2,0 mL de tampão fosfato de sódio (0,1 M NaCl, 0,02 M 

NaPO4, 0,015 M de NaEDTA), pH 5,4 e centrifugado a 12.000xg durante 10 

min. Em seguida, foram retirados 300 µL do sobrenadante e adicionados 600 

µL de tampão de fosfato de sódio 0,05 M, pH 5,4 contendo 0,5% de brometo de 

hexadeciltrimetilamônio (HTAB). A atividade da enzima MPO no sobrenadante 

foi mensurada através da mudança de absorvância (densidade óptica; OD) a 

450 nm utilizando 100 µL de 3,3’-5,5’-tetrametilbenzidina (TMB), preparada em 

DMSO em uma concentração final de 1,6 mM e 100 µL de substrato H2O2 na 

concentração final de 0,3 mM, dissolvida em tampão fosfato pH 5,4. A reação 

foi interrompida com a adição de 50 µL de H2SO4 (4 M) e quantificada 

colorimetricamente a 450 nm em leitor de microplaca. Os resultados foram 

expressos em densidade óptica (OD)/mg de tecido úmido (104-107).  

A quantificação de células mononucleares na esponja foi realizada 

avaliando-se a atividade da enzima N-acetilglicosaminidase (NAG), presente 

em altos níveis em lisossomas de macrófagos ativados. As esponjas foram 

homogeneizadas em solução 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 µL) do sobrenadante resultante foram incubadas durante 10 min 

com 100 µL de p-nitrofenil-N-acetil-β-D-glicosaminídeo preparado em tampão 

citrato/fosfato (ácido cítrico 0,1 M, Na2HPO4 0,1 M; pH 4,5) para se obter uma 

concentração final de 2,24 mM. A reação foi paralisada pela adição de 100 µL 

de tampão glicina 0,2 M (pH 10,6). A hidrólise do substrato foi determinada por 

medição da absorção a 400 nm. Os resultados foram expressos em nmol/mg 

de tecido úmido (104-107). 
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3.12 Análise dos dados: 

 

 Com relação ao experimento de Citometria foram realizados três 

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

 

Para o cálculo do percentual de células viáveis através do ensaio MTT 

foi utilizado a seguinte equação: 

 

 

 

 Foram realizados três experimentos e o n amostral utilizado foi 6. Para 

calcular a concentração que inibe 50% da viabilidade celular (IC50), os 

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 versão 

5.0. 

 

Tabela 3: Classificação da citotoxicidade em função da viabilidade celular 

(108). 

Citotoxicidade Viabilidade celular 

Não citotóxico Maior que 90% 

Ligeiramente citotóxico 60-90% 

Moderadamente citotóxico 30-59% 

Severamente citotóxico Menor ou igual a 30% 

 

A análise estatística foi realizada utilizando o teste ANOVA e Tukey. Um 

valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.  

Para as análises dos dados in vivo foi utilizado o teste Anova e Newman-

Keuls. Diferenças entre as médias foram consideradas significantes quando os 

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

 

4.1 Caracterização físico-química dos compostos: 

 

O composto de inclusão, a mistura física e os materiais de partida 

utilizados foram caracterizados por espectroscopia na região do infravermelho, 

análise térmica, ressonância magnética nuclear de 1H e NOESY, estudo de 

solubilidade de fases e calorimetria de titulação isotérmica.  

 

4.1.1 Caracterização por Espectroscopia de Absorção na Região do 

Infravermelho - FTIR: 

 

A Figura 8 apresenta os espectros de absorção na região do 

infravermelho do erlotinibe (ERL), da hidroxipropil-β-ciclodextrina (HP-β-CD), 

do composto de inclusão erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (ERL:HP-β-CD) 

e da mistura física entre o ERL e a HP-β-CD (MF). Normalmente a 

espectroscopia de FTIR não é uma técnica muito útil para caracterizar os 

compostos de inclusão com CDs, uma vez que as interações 

hóspede:hospedeiro são baseadas em interações intermoleculares fracas (67, 

70, 109-111), mas neste caso, pode-se ver fortes mudanças no espectro do 

composto de inclusão, o que sugere a interação molecular. 

Analisando o espectro do ERL verifica-se uma banda larga entre 3350 e 

3500 cm-1 relacionada a estiramentos simétricos e assimétricos de νNH. 

Observa-se ainda, bandas pouco intensas entre 3078 e 3020 cm-1 referentes a 

estiramentos νC-H do anel aromático e uma banda de absorção intensa em 2750 

cm-1 que corresponde ao estiramento de alcino νC≡C. Em 1636 cm-1, observou-

se uma banda intensa correspondente à vibração de estiramento νC=N de anel 

pirimidínico. As bandas intensas em aproximadamente 1074 e 1024 cm-1 

referem-se ao estiramento νC-O-C, as bandas entre 880 e 800 cm-1 foram 

atribuídas a δC-H de compostos aromáticos e as bandas entre 798 e 778 cm-1 

referem-se a δC-H e δN-H do anel pirimidínico.  

Enquanto as bandas identificadas no espectro de FTIR da HP-β-CD 

foram consistentes com as bandas características previamente identificadas 

para essa molécula (109, 110), o espectro no infravermelho do composto de 
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inclusão (ERL:HP-β-CD) mostrou-se completamente diferente do erlotinibe livre 

(ERL) e da mistura física (MF). Analisando o espectro observa-se o 

alargamento da banda νNH e desaparecimento da banda intensa em 2750 cm-1 

relacionada às frequências de estiramento νC≡C de alcino do ERL. Observa-se 

ainda uma redução significativa de bandas referentes a estiramentos νC-H do 

anel aromático na região entre 3078 e 3020 cm-1 o que sugere uma possível 

interação hóspede:hospedeiro com o anel aromático do ERL. Também se 

observa uma redução significativa da banda em 1636 cm-1, correspondente à 

vibração de estiramento νC=N de anel pirimidínico. Essas observações reforçam 

a hipótese da inclusão do ERL em HP-β-CD.  

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

%
 T

Número de onda / cm-1

 ERL

 ERL:HP-β−CD

 HP-β−CD

MF

 

Fig. 8. Espectro de absorção na região do infravermelho em KBr do erlotinibe 

(ERL), da hidroxipropil-β-ciclodextrina (HP-β-CD), do composto de inclusão 
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erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (ERL:HP-β-CD) e da mistura física entre 

ERL e a HP-β-CD (MF) entre 4000-400 cm-1. 

 

Em contraste, não foram observadas interações entre o ERL e a HP-β-

CD no espectro da MF. No espectro da MF foi possível observar a banda em 

2750 cm-1 relacionados às frequências de estiramento νC≡C de alcino e a banda 

em 1636 cm-1 correspondente à vibração de estiramento νC=N de anel 

pirimidínico.  

 

4.1.2 Caracterização por Análise Térmica: 

 

Nas Figuras 9 e 10 estão apresentadas as curvas de 

termodecomposição TG e DTA do erlotinibe (ERL), da hidroxipropil-β-

ciclodextrina (HP-β-CD), do composto de inclusão erlotinibe:hidroxipropil-β-

ciclodextrina (ERL:HP-β-CD) e da mistura física entre o ERL e a HP-β-CD 

(MF). Analisando a curva TG do ERL, verifica-se uma estabilidade térmica até 

180oC, seguida por dois eventos de perda de massa associados à 

termodecomposição da molécula, gerando um resíduo de 39%. A curva DTA 

apresenta um evento endotérmico em 227,2°C. Esse evento está associado a 

termodecomposição do fármaco como sugerido pela curva TG. Não foi 

observado o ponto de fusão do erlotinibe em torno de 233°C conforme relatado 

na literatura (112). 

Na curva TG da HP-β-CD, pode ser observado uma perda de 7% na 

faixa de 27,0 a 87,9 ºC que pode ser atribuída à saída de 5 moléculas de água 

presentes no interior da cavidade ou das moléculas de água livre da HP-β-CD. 

Em seguida, observa-se um patamar de estabilidade térmica de 87,9 até 205 

ºC. A partir de 205 ºC verifica-se a sua termodecomposição até a geração de 

um resíduo de 24%. O perfil de decomposição térmica da HP-β-CD observado 

na amostra está de acordo com o perfil relatado na literatura (110, 111).  
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Fig. 9. Curvas TG do erlotinibe (ERL), da hidroxipropil-β-ciclodextrina (HP-β-

CD), do composto de inclusão erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (ERL:HP-

β-CD) e da mistura física entre o ERL e a HP-β-CD (MF). 
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Fig. 10. Curvas DTA do erlotinibe (ERL), da hidroxipropil-β-ciclodextrina (HP-β-

CD), do composto de inclusão erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (ERL:HP-

β-CD) e da mistura física entre o ERL e a HP-β-CD (MF). 
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Ao analisar as curvas TG e DTA do composto de inclusão (ERL:HP-β-

CD), mostradas nas Figuras 9 e 10 é possível observar uma clara mudança de 

perfil quando comparadas às curvas do ERL e da HP-β-CD, uma vez que o 

composto de inclusão apresenta uma perda de massa de 8% de 22 oC  até 100 
oC, que foi associado a desidratação, e este foi seguido por outro evento de 

termodecomposição que resultou na geração de um resíduo de 20%, 

diferentemente do fármaco puro (ERL). Além disso, o composto de inclusão é 

termicamente menos estável que a HP-β-CD. Observa-se ainda a formação de 

mais resíduo (20%) do composto de inclusão quando comparado à mistura 

física (15%), sugerindo a interação hóspede:hospedeiro no estado sólido. 

 

4.1.3 Caracterização por Espectrometria de Ressonância Magnética Nuclear - 

RMN 2D 1H-1H NOESY:  

 

O experimento bidimensional NOESY é uma importante técnica para 

demonstrar a formação de compostos de inclusão com CDs, porque é possível 

monitorar interações espaciais em torno de 5 Å (67, 70, 101). 

A Figura 11 e 12 apresentam o mapa de contornos 2D-NOESY e a 

expansão da região correspondente aos hidrogênios, da região dos anéis 

aromáticos do erlotinibe. Analisando o mapa de contornos supracitado na 

região em torno de δ 3,7–3,9 ppm da HP-β-CD com a região em torno de anéis 

aromáticos de δ 7,2 e 8,4 ppm do erlotinibe é possível observar a presença de 

manchas de correlação indicativas de acoplamento dipolar entre os hidrogênios 

do anel aromático do erlotinibe e dos hidrogênios da HP-β-CD, sugerindo a 

interação efetiva do fármaco com a cavidade da ciclodextrina. O mapa de 

contorno 2D-NOESY (Fig. 11), mostrou correlações cruzadas entre os picos 

hidrogênios 4 e 8 do anel aromático do erlotinibe (na região de δ ≈ 7,2-8,4) com 

os hidrogênios H3 e H5 da HP-β-CD (Fig. 12). 
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Fig. 11. Mapa de contornos NOESY do composto de inclusão 

erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (DMSO-d6, 400MHz). 

 
Fig. 12. Seção expandida entre f1: δ 7,2 e 8,4 e f2: δ 3,70 e 3,9 ppm do Mapa 

de contornos NOESY do composto de inclusão erlotinibe:hidroxipropil-β-

ciclodextrina (DMSO-d6, 400MHz). 
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 Com base nos resultados do RMN 2D-NOESY é hipotetizado que a 

inclusão do ERL na HP-β-CD ocorre conforme ilustrado na Figura 13.  

 

 
Fig. 13. Modelo de inclusão molecular proposto do ERL dentro da cavidade da 

HP-β-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 alterações na solubilidade de fármacos quando esses interagem 

com CDs. Além disso, essa técnica é amplamente utilizada para determinar a 

constante de formação hóspede:hospedeiro em solução (110, 113). 

Analisando-se os perfis de solubilidade de fase do ERL e da HP-β-CD 

(Fig. 14) é possível observar um aumento na solubilidade do ERL no sistema 

devido à interação molecular com a HP-β-CD. O diagrama ainda mostra que a 

solubilidade do ERL aumenta linearmente em função da concentração da HP-

β-CD. O ERL formou complexos solúveis com a HP-β-CD em HCl (0,1 M) 

mostrando um típico diagramas de solubilidade do tipo AL (75), em que a 

constante de formação do composto de inclusão foi KS1:1 = 426 + 49 e o valor 

de S0 foi 178,9 µM (Fig. 14). O valor da Ks está na maioria das vezes entre 50 e 

2.000 M-1, com um valor médio de 490 M-1 (73). Um valor de Ks entre 200 e 

5.000 M-1 é considerado como o mais adequado para a melhoria na 

solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de fármacos pouco solúveis em 

água (75, 114). 
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Fig. 14. Diagrama de solubilidade de fases do composto de inclusão ERL:HP-β-

CD a 25°C. 

 

4.1.5 Caracterização por calorimetria de titulação isotérmica: 

 

A estequiometria (N) do composto em solução, bem como os seus 

parâmetros termodinâmicos de interação (entalpia ∆Ho, entropia T∆So, a 

constante de equilíbrio Keq e energia livre de Gibbs ∆Go) foram determinados 

por calorimetria de titulação isotérmica (ITC).  

A Figura 15 mostra o experimento realizado a 25°C, no qual foi utilizado 

o modelo matemático denominado isoterma de Wiseman para fazer o ajuste 

não-linear dos pontos das curvas calorimétricas e determinar os parâmetros 

termodinâmicos da interação (115). 

 

Fig. 15. Curvas calorimétricas (ITC) para (a) HP-β-CD 60,0 mM em solução 

aquosa de ácido acético a 10% v/v (triângulo preenchido) e HP-β-CD 60,0 mM 

(a) (b) 
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em ERL 4,0 mM (quadrado preenchido); (b) após a subtração da curva de 

titulação do branco e ajuste não-linear por Wiseman Isotherm (linha de 

preenchimento). 

 

O ajuste sigmóide (Fig. 15b) mostrou um ponto de equivalência na 

proporção molar de aproximadamente N = 0,75, sugerindo a ocorrência de uma 

estequiometria de 1:1 (116). Entretanto, não necessariamente exclui a 

existência de outras estequiometrias do composto de inclusão em condições de 

equilíbrio químico. 

Com base na estequiometria de 1:1, a constante de equilíbrio calculada 

com base no experimento de ITC, KITC1:1, referindo-se à formação do composto 

de inclusão ERL:HP-β-CD pode ser descrita como: 

 

HP-β-CD + ERL             HP-β-CD:ERL 

KITC1:1 = [HP-β-CD:ERL]/[HP-β-CD] [ERL] 

 Analisando-se os dados da Figura 15, pode-se observar que a interação 

global entre a HP-β-CD e o ERL é ligeiramente exotérmica, acompanhada por 

um grande aumento de entropia, levando a uma constante de equilíbrio 

moderada (KITC1:1 = 623 ± 53), se comparada a outros sistemas 

hóspedes:hospedeiros (117). O valor da constante obtida no experimento de 

ITC está próximo do valor encontrado no experimento de solubilidade de fase. 

Mudanças de entalpia podem ser atribuídas às ligações das moléculas 

de água ricas em entalpia liberadas da cavidade de CD em conjunto com as 

moléculas de água a granel (116), e pela formação simultânea de interações de 

van der Waals entre o anel aromático do ERL e a cavidade da HP-β-CD. A 

variação positiva de entropia foi atribuída à elevada dessolvatação das 

moléculas com consequente ganho no grau de liberdade de translação e 

rotação das moléculas de água (118). 

 

4.2 Teste de citotoxicidade em células Caco-2: 

 

Foram realizados testes de citotoxicidade dos compostos em células de 

linhagem de carcinoma de cólon humano Caco-2.   

Keq,g 
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Após 24, 48, 72 e 96 h (Fig. 16) de incubação das células na presença 

do composto de inclusão erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (ERL:HP-β-CD) 

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

avaliada a viabilidade das células Caco-2 pelo ensaio MTT. Como grupo 

controle foram utilizadas células não-tratadas, hidroxipropil-β-ciclodextrina (0,3; 

1,5; 7,5 e 37,5 µM) e o solvente (DMSO) nas mesmas concentrações utilizadas 

para solubilização 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% viáveis). 

Também foi realizado um estudo de citotoxicidade nas células Caco-2 

com um composto de ERL e β-CD, na razão molar de (1:1). Como grupos 

controle foram utilizados células não-tratadas, β-ciclodextrina e o solvente 

(DMSO) nas mesmas concentrações utilizadas para solubilização do ERL 

(Anexo 1 – Fig. 30).  

 

 

Fig. 16. Teste de citotoxicidade, através do ensaio MTT, em células Caco-2 

após 24 (A), 48 (B), 72 (C) e 96 (D) h na presença do erlotinibe livre (ERL) e do 

composto de inclusão erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (ERL:HP-β-CD) em 

diversas concentrações. *** p<0,001.  
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Os resultados de MTT, apresentados na Figura 16, mostram que o ERL 

e o composto de inclusão atuam de forma dose e tempo-dependentes, 

apresentando maior citotoxicidade nas maiores concentrações avaliadas e no 

maior tempo de incubação com o fármaco.  

A partir da análise dos dados também pode-se concluir que o ERL e o 

composto de inclusão ERL:HP-β-CD apresentam citotoxicidade semelhante na 

linhagem de Caco-2. 

Também foi determinada a concentração necessária para inibir o 

crescimento das células Caco-2 em 50% (IC50) nos diferentes tempos avaliados 

(Tabela 4).  

 

Tabela 4: Atividade citotóxica dos compostos sobre a célula tumoral Caco-2 

(ensaio MTT). 

Tempo 
IC50

a (µM) 

Caco-2b 
 Erlotinibe Erlotinibe:HP-β-CD 

72 h 2,9 11,6 
96 h 1,1 2,9 

a IC50 concentração necessária para inibir o crescimento celular em 50%, 
conforme determinado pela curva dose-resposta. 
b Células de carcinoma de cólon humano.  

 

As IC50 para os tempos de 24 e 48 h de ação do ERL e do composto de 

inclusão não foram determinadas porque na mais alta concentração testada 

(37,5 µM) não foi observada 50% de inibição. Concentrações mais altas não 

foram usadas devido à grande precipitação do ERL no meio de cultura. 

Alguns estudos avaliaram o efeito do ERL livre sobre a proliferação de 

células tumorais Caco-2.  

Kaulfuss et al. (31) avaliaram o efeito do ERL (0,01; 0,1; 1,0 e 10,0 

µg/mL) sobre a proliferação de células Caco-2 após 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 redução na viabilidade celular quando 

comparada ao controle (células sem tratamento) somente foi significativa na 

concentração de 10,0 µg/mL (≈ 23,3 µM) após 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 ácido fólico sobre a expressão de 

uma proteína que causa resistência ao ERL. Para avaliar esse efeito, 

utilizaram-se modelos de células Caco-2. Os dados mostram que a depleção 

do ácido fólico, pode reduzir os efeitos do ERL, por mecanismos dependentes 

ou independentes da proteína avaliada. Os dados de IC50 do erlotinibe após 72 

h de contato sobre as células Caco-2 apresentaram valores que variaram de 

aproximadamente 0,4 µM a 1,0 µM. Esses valores estão abaixo dos valores 

aqui apresentados (2,9 µM), talvez devido ao fato do ácido fólico ter contribuído 

para essa redução (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 

utilizada para a determinação da densidade de células, baseando-se na 

medição do teor de proteína celular. O ERL foi capaz de inibir a proliferação 

das células Caco-2, apresentando IC50 de 0,3 µM após 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 inclusão em linhagens celulares 

tumorais apresentaram resultados semelhantes ao presente estudo, ou seja, 

molécula livre e o composto de inclusão apresentaram citotoxicidades 

semelhantes. Nadzri et al. (120) avaliaram o efeito da inclusão de zerumbona 

(molécula obtida de extrato de planta) em HP-β-CD sobre as células tumorais 

HepG2 (ensaio de MTT). O composto de inclusão apresentou o mesmo efeito 

que a molécula livre. 

Qiu et al. (109) avaliaram o efeito da inclusão de um composto natural 

(barbigerona) em HP-β-CD sobre 2 linhagens tumorais (HCT116 e HepG2) 

(ensaio de MTT). A citotoxicidade do composto de inclusão foi similar ao da 

molécula livre.  

Şoica et al. (121) avaliaram o efeito da inclusão de betulina (terpeno) em 

uma γ-CD modificada sobre uma linhagem tumoral de melanoma - B164A5 

(ensaio de MTT). A citotoxicidade do composto de inclusão foi similar ao da 

molécula livre. 
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Apesar do composto de inclusão (ERL:HP-β-CD) não ser mais citotóxico 

que a molécula livre (ERL), a HP-β-CD foi capaz de aumentar a solubilidade do 

fármaco, o que pode favorecer no desenvolvimento de novas formulações para 

o tratamento de carcinomas que superexpressam o EGFR. Estes resultados 

sugerem que a HP-β-CD pode ser utilizada como carreadora de agentes 

antitumorais insolúveis em água. 

 

4.3 Teste de citotoxicidade em células A431: 

 

Foram realizados testes de citotoxicidade dos compostos em linhagem 

celulares de carcinoma epidermóide humano - A431.   

Após 24, 48, 72 e 96 h de incubação das células na presença do 

composto de inclusão erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (ERL:HP-β-CD) e 

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

avaliada a viabilidade das células A431 pelo ensaio MTT. Como grupos 

controle foram utilizados células não-tratadas, hidroxipropil-β-ciclodextrina (0,3; 

1,5; 7,5 e 37,5 µM) e o solvente (DMSO) nas mesmas concentrações utilizadas 

para solubilização do ERL (Anexo 1 – Fig. 31). O percentual de viabilidade dos 

compostos apresentados na Figura 17 foi calculado com base nas células não-

tratadas (consideradas 100% viáveis). 

 

Fig. 17. Teste de citotoxicidade, através do ensaio MTT, em células A431 após 

24 (A), 48 (B), 72 (C) e 96 (D) h na presença do erlotinibe livre (ERL) e do 
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composto de inclusão erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (ERL:HP-β-CD) em 

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

 

A partir da análise da Figura 17 (a), (b), (c) e (d) pode-se concluir que o 

ERL e o composto de inclusão (ERL:HP-β-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 inclusão nas menores 

concentrações. Entretanto, na mais alta concentração esse efeito se inverte, 

provavelmente devido ao fato da HP-β-CD aumentar a solubilidade e a 

disponibilidade da molécula. 

O ERL atua inibindo a proliferação celular, através da inibição da 

progressão do ciclo celular, prevenindo a transição das células da fase G1 para 

a fase S do ciclo celular (37). 

A concentração necessária para inibir o crescimento das células A431 

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

 

Tabela 5: Atividade citotóxica dos compostos sobre a célula tumoral A431 

(ensaio MTT). 

Tempo 
IC50

a (µM) 

A431b 
 Erlotinibe Erlotinibe:HP-β-CD 

48 h 5,5 8,8 
72 h 1,1 2,4 
96 h 0,7 1,7 

a IC50 concentração necessária para inibir o crescimento celular em 50%, 
conforme determinado pela curva dose-resposta. 
b Células de carcinoma epidermóide.  

 

As IC50 para os tempos de 24 h de ação do ERL e do composto de 

inclusão não foram determinadas porque na mais alta concentração testada 

(37,5 µM) não foi observada 50% de inibição. Concentrações mais altas não 

foram usadas devido à grande precipitação do ERL no meio de cultura. 

Os dados do ensaio de MTT mostraram que o tratamento com ERL (1,5 

µM) durante 72 h, causou uma redução da viabilidade celular > 50%. Estes 

dados de citotoxicidade do presente estudo (Fig. 7) estão 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 µM de ERL 

durante 72 h causou uma redução na viabilidade celular superior a 50%. De 

acordo com Yamasaki et al. (38) o valor da IC50 para o ERL após 72 h foi de 

1,53 µM. No presente estudo, os valores das IC50 para o ERL nas células 

A431, após 72 e 96 h, foram respectivamentes, 1,1 e 0,7 µM. Estudo prévio 

também mostra um valor de IC50 de 1,21 µM para o ERL (40). Além disso, o 

valor da IC50 obtido após o tratamento de 8 dias com ERL foi de 0,3 µM (33). 

Essa diferença pode ser devido ao longo período de tratamento em 

comparação com o presente estudo que durou no máximo 4 dias. 

Estudos anteriores investigaram o efeito da inclusão de moléculas que 

exibem atividade antitumoral sobre a proliferação de células A431. Por 

exemplo, quando HP-γ-CD foi investigada em relação à atividade antitumoral 

do ácido betulínico em células A431, a HP-γ-CD não aumentou a atividade 

antitumoral da droga, no entanto, aumentou a dissolução do ácido betulínico no 

meio de cultura (122). Quando a HP-β-CD foi avaliada no presente estudo, a 

melhoria da dissolução do ERL no meio de cultura, também foi observado. A 

maior citotoxicidade associada com o composto de ERL:HP-β-CD em 

comparação com o fármaco livre na concentração mais elevada (37,5 µM) pode 

ser devido a uma melhor dissolução das moléculas no meio de cultura celular. 

As CDs têm 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 inclusão quando incubadas 

com células tumorais (67). As CDs atuam removendo colesterol da membrana 

plasmática levando a modificações na permeabilidade da membrana, alterando 

assim, a sinalização e o transporte de várias moléculas para as células. Os 

estudos também demonstraram que o aumento na permeabilidade da 

membrana citoplasmática é dependente da concentração da CD (123, 124). 

Além disso, as CDs podem solubilizar alguns lípides específicos das 

membranas biológicas através da formação de compostos de inclusão, 

conduzindo a um aumento na permeabilidade da membrana e o transporte de 

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

 

Foram realizados testes de citotoxicidade dos compostos em linhagem 

celular normal (osteoblastos). 

Após 24, 48, 72 e 96 h de incubação das células na presença do 

composto de inclusão erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (ERL:HP-β-CD) e 

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

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

controle foram utilizados células não-tratadas, hidroxipropil-β-ciclodextrina (0,3; 

1,5; 7,5 e 37,5 µM) e o solvente (DMSO) nas mesmas concentrações utilizadas 

para solubilização do ERL (Anexo 1 – Fig. 32). O percentual de viabilidade dos 

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

tratadas (consideradas 100% viáveis). 

 

Fig. 18. Teste de citotoxicidade, através do ensaio MTT, em osteoblastos após 

24 (A), 48 (B), 72 (C) e 96 (D) h na presença do erlotinibe livre (ERL) e do 

composto de inclusão erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina (ERL:HP-β-CD) em 

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

 

Os osteoblastos são células do tecido ósseo, que expressam o EGFR, 

que quando ativado, estimula a proliferação celular (26). Os resultados de MTT, 
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apresentados na Figura 18, demonstram uma maior citotoxicidade do composto 

de inclusão (ERL:HP-β-CD) na maior concentração avaliada, isso se deve 

provavelmente devido ao fato da HP-β-CD aumentar a solubilidade e a 

disponibilidade da molécula. Observa-se ainda que tanto o erlotinibe livre como 

o composto de inclusão mostraram ser dose e tempo-dependentes. 

A literatura carece de dados sobre a atividade do ERL sobre os 

osteoblastos. Entretanto, sabe-se que os compostos inibem a proliferação 

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 citotóxico para os osteoblastos em 

relação às células tumorais (Caco-2 e A431).  

Além disso, Björkelund et al. (126) mostraram que os inibidores de 

tirosina quinase afeta a cinética de interação entre o EGF e o EGFR, e essa 

alteração é diferente dependendo do fármaco 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 Determinação 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 determinação do percentual 

de células em apoptose precoce, apoptose tardia/necrose e necrose. Devido à 

baixa solubilidade apresentada pelo erlotinibe, os compostos foram 

solubilizados em DMSO (< 1%). 

Após 48 h de incubação na presença do composto de inclusão 

erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina e do erlotinibe livre nas concentrações de 

0,3, 1,5, 7,5 e 37,5 µM foi realizada a marcação com anexina V-FITC e IP. As 

amostras foram analisadas por Citometria e os dados estão apresentados na 

Figura 19. Como grupo controle foram utilizadas células não-tratadas, 

hidroxipropil-β-ciclodextrina (0,3, 1,5, 7,5 e 37,5 µM), o solvente (DMSO), outro 

fármaco antitumoral (cloridrato de irinotecano) nas concentrações de 385,1, 

128,4, 32,1, e 8 µM, e o peróxido de hidrogênio 1000 µM (Anexo 1 – Fig. 33). 
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Anexina V-FITC/Iodeto de propídeo
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Fig. 19. Tipo de morte celular em Caco-2 após 48 h na presença do erlotinibe 

livre (ERL) e do composto de inclusão erlotinibe:hidroxipropil-β-ciclodextrina 

(ERL:HP-β-CD) em diversas concentrações.   

 

Os resultados obtidos através do ensaio de anexina V-FITC/IP, 

apresentados na Figura 19, demonstram que o erlotinibe livre e o composto de 

inclusão não foram capazes de aumentar o percentual de morte celular e nem 

o percentual de células apoptóticas.  

Apesar do presente estudo não 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 ativação das caspase-3/caspase-7. Segundo 

Bijnsdorp et al. (119), os inibidores de EGFR têm sido mostrados para 

estimular a indução de apoptose em vários tipos de células. No entanto, em 

linhagens tumorais de câncer de cólon (Caco-2), o erlotinibe não induziu a 

morte celular, conforme demonstrado através da análise do ciclo celular. A 

ausência de morte celular é suportada pela ausência de ativação de caspases 

após o tratamento com erlotinibe. O erlotinibe parece atuar mais no ciclo 

celular, prendendo as células na fase G0/G1 do que induzindo a apoptose (119).  
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Alguns autores mostram que o erlotinibe foi capaz de estimular a 

indução de apoptose em vários tipos de células. Kim et al. (33) avaliaram o 

efeito do erlotinibe sobre as células A431. O erlotinibe (0,3 µM) após 2 h de 

contato sobre A431 foi capaz de aumentar o percentual de células apoptóticas. 

Segundo Ling et al. (127) a indução de apoptose pelo erlotinibe está 

relacionada com a ativação de caspases, e comporta-se de forma dose e 

tempo-dependente. Ao avaliar o efeito do erlotinibe (0,1 µM) sobre a indução 

de apoptose através da marcação 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 concentrações (50 µM) após 

48 h de ação, foi capaz de aumentar significativamente a taxa de células 

apoptóticas.  

Entretanto, outros estudos mostraram um pequeno aumento ou ausência 

de efeito do erlotinibe sobre a indução 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 câncer de pulmão de células não 

pequenas. Emlet et al. (130) através de estudos multiparamétricos de 

Citometria de fluxo mostraram que o erlotinibe não foi capaz de aumentar a 

apoptose substancialmente. Além disso, os efeitos inibitórios no crescimento 

celular podem ser devido à parada no ciclo celular em vez de apoptose. Li et al. 

(131) e Zhang et al. (132) também mostraram que o erlotinibe não foi capaz 

aumentar o percentual de células apoptóticas.  

Alguns estudos na literatura explicam que o fato de algumas células 

apresentarem resistência ao erlotinibe e não entrarem em apoptose se deve a 

presença de mutações no EGFR que pode estar associado à ativação 

persistente da via Akt (133). Entretanto, Orzáez et al. (134) avaliaram por 

Citometria (anexina V-FITC/IP) o efeito do erlotinibe sobre linhagens tumorais 

sensíveis e resistentes ao erlotinibe, obtendo pouco efeito da molécula sobre o 

percentual de células apoptóticas e de morte celular.  
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4.6 Estudo in vivo - Determinação 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, não foram identificados sinais 

de infecção ou rejeição no local do implante durante o período de incubação de 

8 dias. Os exames in situ das matrizes de esponjas também mostraram 

vascularização visível e integração dos implantes com os tecidos do 

hospedeiro. Estudos prévios mostram que a detecção dos níveis de 

hemoglobina (Hb) nos implantes é um índice bem validado de 

neovascularização e/ou um marcador indireto da angiogênese (104, 107). A 

angiogênese é um importante requisito para o crescimento de tumores e 

metástases (46, 104, 107) e, em 2004, a Food and Drug Administration (FDA) 

declarou que as terapias antiangiogênicas deveriam ser consideradas como 

uma modalidade de tratamento do câncer (135). No presente estudo, o teor de 

Hb das matrizes de esponjas implantadas nos grupos tratados com ERL:HP-β-

CD e ERL foi menor em comparação com os grupos de HP-β-CD e DMSO, 

sendo essa redução superior a 50% em relação ao veículo (DMSO) (Fig. 20).  
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Fig. 20. Teor de hemoglobina (Hb) dos implantes nos grupos tratados com 

ERL, HP-β-CD, ERL:HP-β-CD e DMSO 4% (veículo). * p<0,05. 

 

Os resultados apresentados na Figura 20 são consistentes com os 

efeitos anti-angiogênicos relatados na literatura para o ERL (46), e também 

indicam que o composto de inclusão manteve a atividade anti-angiogênica da 

molécula (136). Segundo a literatura, os efeitos anti-angiogênicos 
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apresentados pelo ERL se devem a redução na expressão de genes pro-

angiogênicos, redução na proliferação celular e densidade vascular (46). 

A atividade anti-inflamatória tem sido associada com a terapia anti-

angiogênica, mediada pela inibição da produção de NAG e MPO. Além disso, a 

atividade anti-inflamatória pode contribuir para a eficácia do tratamento contra o 

câncer. A MPO é um componente inflamatório que contribui para a 

carcinogênese via ativação de pró-carcinógenos para formar intermediários 

genotóxicos, e através da potencialização de xenobióticos carcinogênicos 

(137). NAG é outro componente inflamatório cuja expressão tem sido 

encontrada por estar significativamente mais elevada nos tecidos tumorais e 

poder promover metástases (138).  

O componente inflamatório do tecido fibrovascular induzido pela 

implantação subcutânea de uma matriz de esponja pode ser alterado em 

resposta à administração de certos fármacos. Para avaliar os potenciais efeitos 

do composto de inclusão ERL:HP-β-CD no recrutamento/ativação de 

neutrófilos e macrófagos, foram analisadas a atividade MPO e a atividade NAG 

(Fig. 21). A especificidade da atividade dessas enzimas inflamatórias para a 

avaliação das populações de células inflamatórias é suportada por outras 

publicações (104, 105).  
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Fig. 21 Níveis de (a) neutrófilos e (b) acumulação de monócitos/macrófagos de 

acordo com os níveis de atividade de MPO e NAG, respectivamente, que foram 

detectados nas matrizes das esponjas dos grupos tratados [ERL, HP-β-CD, 

ERL:HP-β-CD, e o grupo de controle (DMSO 4%)].  

 

(a) (b) 
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A partir da análise dos dados de atividade de MPO e NAG pode-se 

concluir que não houve diferenças nos níveis de atividade dessas enzimas 

detectadas entre os grupos avaliados (Fig. 21), excluindo assim um efeito anti-

inflamatório desses compostos neste sistema experimental in vivo. Entretanto, 

o ERL e o composto de inclusão ERL:HP-β-CD não estimulam a inflamação, o 

que é um resultado positivo para uma potencial aplicação do composto de 

inclusão para o tratamento do câncer. Além disso, de acordo com Yano et al. 

(139), a prednisolona livre tem a mesma atividade de MPO da prednisolona 

incluídas em α-CD. 

Os resultados in vitro e in vivo do presente estudo demonstram que o 

composto de inclusão ERL:HP-β-CD apresentou atividade antitumoral, através 

da expressiva citotoxicidade nas células tumorais (A431 e Caco-2) e atividade 

anti-angiogênica, o que sugere o seu potencial uso para o desenvolvimento de 

formulações para o tratamento do câncer. 
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5. Conclusões e perspectivas futuras: 

A caracterização fisico-química mostrou que a formação do composto de 

inclusão entre o ERL e a HP-β-CD é preferencialmente na razão molar de 1:1, 

com aumento na solubilidade. O composto de inclusão ERL:HP-β-CD 

apresentou maior citotoxicidade que o ERL livre na maior concentração 

avaliada (37,5 µM) 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-β-CD nas células tumorais (A431 

e Caco-2) em relação à célula normal (osteoblastos). O ERL e o composto de 

inclusão ERL:HP-β-CD não foram capazes de aumentar a porcentagem de 

morte celular por apoptose. O ERL e o composto de inclusão ERL:HP-β-CD 

também apresentaram atividade anti-angiogênica através de uma redução no 

teor de hemoglobina acima de 50%. Por fim, pode-se concluir que o composto 

de inclusão ERL:HP-β-CD por ser mais solúvel, pode aumentar a 

disponibilidade do fármaco livre no sítio alvo.  

Como perspectivas futuras, poderão ser estudadas novas estratégias de 

preparação de formulações com o composto de inclusão de forma a obtermos 

melhores resultados. Fazem-se necessários testes com soluções em diferentes 

pH e usar o processo de spray-dryer para tentarmos melhorar os resultados. 

Novos experimentos in vivo poderão ser conduzidos para avaliar o efeito do 

composto de inclusão em modelos tumorais, incluindo experimentos de 

farmacocinética, biodistribuição in vivo e eficácia.  
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CAPÍTULO II: Avaliação in vitro da citotoxicidade da hipertermia 

associada à cisplatina em linhagens celulares de ca rcinoma de mama, 

colo do útero e pulmão 

 

1. Introdução e relevância: 

 

O câncer é uma doença complexa caracterizada pela rápida proliferação 

das células neoplásicas podendo atingir qualquer tecido. Dentre os diversos 

tipos de cânceres, gostaríamos de destacar três dos quatro principais cânceres 

que acometem a população feminina, o câncer de mama, o câncer do colo do 

útero e o câncer de pulmão (140).  

O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais frequente no 

mundo, sendo o mais comum entre as mulheres, respondendo por cerca de 

21% dos casos novos a cada ano. Apesar dos avanços terapêuticos, o câncer 

de mama ainda tem uma alta taxa de mortalidade, provavelmente devido ao 

fato da doença ser diagnosticada em estágios avançados. Segundo dados do 

INCA a estimativa de novos casos de câncer de mama para o ano de 2014 é 

de 57.120 (Tabela 6). O câncer de mama é a maior causa de morte por câncer 

nas mulheres em todo o mundo, com cerca de 520 mil mortes estimadas para o 

ano de 2012 (140).  

 

Tabela 6. Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes 

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

Localização primária  Casos novos  % 
Mama Feminina 57.120 20,8% 

Cólon e Reto 17.530 6,4% 
Colo do Útero 15.590 5,7% 

Traquéia, Brônquio e 
Pulmão 10.930 4,0% 

Glândula Tireóide 8.050 2,9% 
Estômago 7.520 2,7% 

Corpo do Útero 5.900 2,2% 
Ovário 5.680 2,1% 

Linfoma não Hodgkin 4.850 1,8% 
Leucemias 4.320 1,6% 

 

Neste cenário, têm surgido diversas terapias dirigidas contra alvos 

moleculares específicos. Entretanto, um subgrupo específico de câncer de 
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mama desperta especial atenção, por não apresentar tratamento direcionado, o 

triplo-negativo. Nesse grupo de tumores, as células são caracterizadas por não 

apresentam em sua superfície a expressão de receptores de estrógeno (RE), 

progesterona (RP) e receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico 

humano (HER-2). O comportamento clínico do câncer de mama triplo-negativo 

é classicamente mais agressivo do que os demais tumores de mama e 

representa cerca de 10-15% de todos os cânceres de mama (141, 142). Muitos 

autores sugerem que existe uma forte associação entre os cânceres de mama 

triplo-negativos e a deficiência 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).  

BRCA1 é um gene supressor de tumor, que atua como mediador na via 

de reparação de danos ao DNA e participa na manutenção da integridade 

genômica das células. O controle dos mecanismos de reparo de danos ao DNA 

por BRCA1 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 câncer de mama 

que apresentam mutações no gene BRCA1 (143, 145). Outras características 

moleculares frequentemente encontradas nos tumores triplo-negativos são a 

presença de mutação no gene supressor de tumores p53 (142, 146, 147) e a 

expressão do EGFR (Tabela 7) (148). A expressão do EGFR nos tumores 

triplo-negativos está associada com mau prognóstico (149).   

 

Tabela 7. Características genéticas de 4 linhagens celulares de câncer de 

mama triplo-negativos (144).  

Linhagem 
celular p53 BRCA1 Imunoistoquímica 

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 câncer que apresenta alta incidência no sexo feminino é o 

câncer do colo do útero, também chamado de cervical, que é o câncer mais 

comum entre as mulheres nos países em desenvolvimento e o segundo câncer 

mais comum em mulheres em todo o mundo (150), com uma incidência anual 
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em torno de 530.000 casos. A história natural desse tipo de câncer tem sido 

amplamente estudada, e sabe-se que está intimamente relacionado à presença 

do papilomavírus humano (HPV) (151). Dentre as diversas linhagens celulares 

do câncer do colo do útero há duas linhagens HPV (+) amplamente estudadas, 

que apresentam pobre prognóstico, denominadas SiHa (152) e ME-180 (153).   

O câncer de pulmão é o tumor maligno mais comum, apresentando um 

aumento de 2% na taxa de incidência anual. A última estimativa mundial 

apontou uma incidência de 1,82 milhões de casos novos de câncer de pulmão 

para o ano de 2012 (140). Existem diversos tipos de câncer de pulmão, 

entretanto o grupo mais comum é o carcinoma de células não-pequenas que 

representam cerca de 85-90% dos casos (154). Como exemplo de linhagens 

celulares de carcinoma de células não-pequenas pode-se citar as células A549 

e H460, que são respectivamente subtipos histológicos de adenocarcinoma e 

de carcinoma de células grandes (155-160).  

Independentemente da origem tumoral, as modalidades básicas de 

tratamento do câncer consiste na cirurgia (remoção do tumor), radioterapia e 

quimioterapia. Em muitos casos, é necessário combinar essas modalidades de 

tratamento. A quimioterapia é uma das principais opções de tratamento do 

câncer, especialmente para pacientes com tumores irressecáveis (161, 162).  

A maioria das células cancerosas tem a propriedade de proliferarem 

rapidamente, todavia elas são heterogêneas e diversas. Nas últimas décadas, 

um número crescente de agentes antineoplásicos tem sido proposto. Dentre 

eles, podem-se citar os complexos de íons metálicos, tais como a platina (163-

165). Fármacos à base de platina têm desempenhado um papel fundamental 

entre os agentes anticancerígenos à base de metal. Estima-se que 50-70% dos 

pacientes com câncer são tratados com fármacos à base de platina(II) (158). 

Dentre as moléculas a base de platina, a cisplatina continua a ser a mais 

amplamente utilizada no tratamento de diversos tipos de câncer, incluindo 

mama, colo do útero e pulmão (153, 166, 167). 

A cisplatina (cis-diaminodicloroplatina II, cDDP) é um fármaco que 

possui um íon central de platina(II) coordenado a dois cloretos e dois grupos 

amônia (Figura 22) (168).  
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Fig. 22. Estrutura química da cisplatina. 

 

Ao atingir a parte interna da célula por difusão ou transporte ativo, a 

cisplatina torna-se ativada, através da rápida troca dos íons cloretos por água 

(Figura 23), uma vez que a concentração dos íons cloreto no citoplasma (0,004 

M) está substancialmente mais baixa que aquela encontrada no plasma 

sanguíneo (0,103 M), além da alta concentração de moléculas de água no 

citoplasma. Então, as espécies hidrolisadas atingem alguns alvos celulares, 

como os centros nucleofílicos de biomoléculas como DNA, RNA, proteínas e 

membranas fosfolipídicas (169).   

 

 

Fig. 23. Representação esquemática da reação de hidrólise da cisplatina. 

 

Ao se ligar ao DNA a cisplatina forma complexos platina-DNA, também 

denominados de adutos, que envolvem principalmente os átomos de nitrogênio 

das bases nitrogenadas do DNA, mais especificamente os átomos N7 das 

bases purinas (guanina e adenina, especialmente guanina). Vários tipos de 

adutos podem ser formados envolvendo coordenações interfitas e intrafita 

(Figura 24). Devido à formação das ligações cruzadas intrafita e interfitas, o 

DNA danificado torna-se incapaz de replicar-se (169). Alguns estudos definem 

como sendo o mais importante o aduto formado em coordenação intrafita (170). 

A geometria cis do complexo platina-DNA, que diz respeito às posições dos 

ligantes amônia, está relacionada com a citotoxicidade, por isso complexos do 

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

 

Os adutos platina-DNA interferem na duplicação do DNA através do 

bloqueio da enzima DNA polimerase e inibição na transcrição do RNA, 

resultando no bloqueio do ciclo celular e ativação das vias de apoptose (162).   

Infelizmente, o uso da cisplatina durante a quimioterapia pode resultar 

no desenvolvimento de resistência, intrínseca ou adquirida, assim como 

toxicidade (171). 

A citotoxicidade apresentada pela cisplatina é atribuída principalmente à 

sua capacidade de se ligar a molécula de DNA, causando-lhe danos, levando a 

célula a apoptose. Os principais mecanismos que contribuem para a resistência 

à cisplatina são a redução na sua absorção celular, aumento do seu efluxo 

através da membrana celular, aumento na capacidade de reparação dos 

adutos platina-DNA e a tolerância aumentada do DNA (172).  

Devido à falta de especificidade para as células tumorais, ela geralmente 

exibe toxicidade nas células normais, especialmente nos tecidos de rápida 

proliferação. Os principais efeitos colaterais frequentemente associados à 

cisplatina são a nefrotoxicidade, a neurotoxicidade, a ototoxicidade, a 

hepatotoxicidade e a toxicidade gastrointestinal (163). Efeitos colaterais 

adicionais, tais como aumento da pressão arterial, mielossupressão, 

neutropenia, anemia e toxicidade renal, também foram relatados (159, 173). 

Estratégias amplamente utilizadas para potencializar os efeitos 

citotóxicos de moléculas antitumorais com o objetivo de reduzir a dose aplicada 

e os efeitos colaterais são as associações da quimioterapia com a hipertermia 

(146, 174, 175).  

Um dos primeiros registros da aplicação da hipertermia no câncer foi no 

século XIX, em que se observou a regressão completa de um sarcoma de face 
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após episódios de erisipela acompanhados de quadros febris. Da mesma 

forma, Coley em 1893 observou que a indução de quadros febris, após a 

inoculação de bactérias, poderia estar relacionada com a regressão do tumor 

(176, 177).  

Vários estudos têm mostrado um efeito positivo da hipertermia sobre as 

células tumorais, isso se deve ao fato das células tumorais serem mais 

sensíveis ao aumento da temperatura em relação às células normais (146, 174, 

175, 178). Devido às condições específicas intracelulares das células 

cancerosas, tais como hipóxia, altas concentrações de ácido e insuficiência de 

nutrientes fazem com que as células cancerosas sejam menos capazes de lidar 

com o estresse do calor em relação às células saudáveis (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 

câncer 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 região tumoral aumenta o fluxo sanguíneo que permite o aumento 

da oxigenação do tumor e a disponibilidade do quimioterápico, 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 à quimioterapia sobre linhagens celulares de câncer de mama triplo-

negativo com- e sem- mutação no gene BRCA1 (MDA-MB-231, MDA-MB-436, 

MDA-MB-468 e HCC-1937), câncer de colo do útero (ME-180 e SiHa) e câncer 

de pulmão (A549 e H460). Para isso foi utilizado como quimioterápico a cDDP, 

e os ensaios utilizados para a avaliação da associação foi os ensaios de 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium (MTS) e ensaio citotóxico de fosfatase ácida (APH). 
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2. Objetivos: 

 

2.1 Objetivo geral: 

 

• Avaliar a citotoxicidade da hipertermia associada à cisplatina em 

linhagens de câncer de mama, colo do útero e pulmão. 

 

2.2 Objetivo específico: 

 

• Avaliar o efeito citotóxico do aquecimento por 1h a 42°C ou 43°C 

sozinho ou associado à cisplatina em 4 linhagens triplo-negativos de 

carcinoma de mama, sendo 2 linhagens com mutação no gene BRCA1 e 

2 linhagens sem essa mutação, 2 linhagens de carcinoma de colo do 

útero e 2 linhagens de carcinoma de pulmão.  
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3. Materiais e Métodos: 

 

3.1 Materiais: 

 

A cisplatina, o substrato de fosfatase, o etossulfato de fenazina e a 

solução de hidróxido de sódio 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 

α-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: Características da cisplatina 

Código cDDP 

Estrutura molecular 

 

Fórmula molecular Cl2H6N2Pt 

Massa molecular média 300,05 g.moL-1 

Solubilidade (H2O; 25 ºC) 2.530 mg/L  

Ponto de fusão  270 oC 

Origem  Sigma Aldrich 

Lote - 

Nome IUPAC Dichloroplatinumdiamine 

 

 

3.2 Cultura de células: 

 

As células de câncer de mama (MDA-MB-231, MDA-MB-436, MDA-MB-

468 e HCC-1937), câncer do colo do útero (SiHa e ME-180), e câncer de 

pulmão (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 α-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 CO2. 

 

3.3 Ensaio de citotoxicidade: 

 

A avaliação da citotoxicidade da cisplatina (cDDP) nas células de câncer 

foi realizada através do ensaio 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) nas células de 

câncer de colo do útero, SiHa e ME-180, e câncer de pulmão, A549 e H460, e 

através do ensaio citotóxico de fosfatase ácida (APH) nas células de câncer 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 viáveis 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 poços (5 x 103 células/poço) e incubadas por 24h. As diferentes linhagens 

celulares foram tratadas com diferentes concentrações de cDDP (0,002 - 

666,44 µM).  

 Para avaliar o efeito da temperatura sobre as linhagens celulares as 

placas foram incubadas em estufas a 5% de CO2 em 3 diferentes temperaturas 

(37°C, 42°C e 43°C). O tempo de incubação na estufa nas temperaturas de 

42°C e 43°C foi de 1h, seguido pela incubação a 37°C. A temperatura foi 

medida em tempo real utilizando o equipamento FOT lab Kit – Fluoroptic – 

Thermometry (Luxtron). O equipamento apresenta uma precisão de + 0,5°C. 

Foram realizadas 6 replicatas de cada concentração em cada experimento (3 

ou mais experimentos independentes). Depois de 48 e 72h de incubação, a 

viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de MTS nas células de câncer 

de colo do útero e pulmão, e através do ensaio APH nas células de câncer de 

mama. O ensaio de MTS consiste na redução dos sais tetrazólio para os 

cristais de formazan. Brevemente, 20 µL de MTS (0,33 mg/mL) foram 
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adicionados para cada poço. Após 1h, a medida da densidade óptica foi obtida 

a 490 nm (Multiskan Spectrum UV/visible) (181). O ensaio APH consiste na 

transformação de p-nitrofenil fosfato (PNPP) para p-nitrofenol. Brevemente, 100 

µL de tampão de reação PNPP (2 mg/mL) foram adicionados para cada poço. 

Após 2h de incubação foram adicionados 10 µL de NaOH (1 M) para cada poço 

para desenvolvimento da coloração. A medida da densidade óptica foi obtida a 

405 nm (Multiskan Spectrum UV/visible) (182). Os dados foram expressos na 

curva dose-resposta como média + desvio padrão para cada temperatura 

(37°C, 42°C e 43°C). A concentração inibitória de 50% (IC50) foi determinada 

através da curva dose-resposta (181).        
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4. Resultados e discussão: 

 

4.1 Ensaio de citotoxicidade por MTS: 

 

O ensaio por MTS foi utilizado para avaliar o efeito da hipertermia 

associada à cisplatina (cDDP) em linhagens de câncer de colo do útero (ME-

180 e SiHa) e câncer de pulmão (A549 e H460). A cDDP é o principal agente 

quimioterápico para o tratamento do câncer do colo do útero, mas sua 

toxicidade é um problema-chave associada com a sua aplicação clínica (175). 

Sendo assim, a associação da cDDP com a hipertermia visa melhorar a 

eficácia da molécula, reduzindo a dose aplicada e consequentemente os 

efeitos colaterais.  

O MTS na presença de metossulfato de fenazina produz o formazan nas 

células viáveis que tem uma absorvância máxima entre 490-500 nm. O ensaio 

de MTS é frequentemente descrito como um ensaio de MTT de “um só passo”, 

o que oferece a conveniência da adição do reagente diretamente na cultura de 

células, sem os passos intermitentes necessários no ensaio MTT. No entanto, 

isto faz com que a conveniência do ensaio de MTS seja susceptível a 

interferências colorimétricas quando se utiliza compostos coloridos (181).  

A Hipertermia é uma proposta de tratamento de câncer onde as células 

do tumor são afetadas pela elevação 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 são resistentes ao aumento na temperatura (180). 

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

cDDP nas células de carcinoma de colo do útero, SiHa e ME-180, após 48 e 

72h de ação do quimioterápico, estão expressos na Figura 25. 
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Fig. 25. Percentual de viabilidade das células de carcinoma de colo do útero, 

(a, b) SiHa e (c, d) ME-180, após tratamento com cisplatina (cDDP) por 48 e 

72h à 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 análise da Figura 25a pode-se concluir que a hipertermia não 

apresentou efeito citotóxico sobre a linhagem celular SiHa após 1h de 

aquecimento a 42°C ou 43°C, seguido por incubação a 37°C por um tempo 

total de 48h (1h a 42°C ou 43°C + 47h a 37°C). Com relação 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 relação à temperatura de 42°C. Dados da literatura 

mostram que a hipertermia por 1-4h a 41°C não 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 relação às células ME-180 (Figura 25c e 

d), a hipertermia apresentou um pequeno efeito citotóxico sobre sua 

viabilidade, sendo esse efeito mais pronunciado após 72h de ação da cDDP 

com o aquecimento por 1h a 43°C.  

O efeito da hipertermia sobre o valor de IC50 da cDDP nas células SiHa e 

ME-180 estão expressos na Tabela 9. 

Tabela 9: Valores de IC50 da cDDP após 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  

IC50 (µM) 
 SiHa ME-180 

Temperatura/tempo 48h 72h 48h 72h 
37°C 5,71 + 0,81 4,20 + 1,39 2,87 + 0,59 1,76 + 0,40 
42°C 6,21 + 0,62 4,30 + 0,68 1,77 + 0,55 1,56 + 0,52 
43°C 6,05 + 1,02 4,16 + 1,65 2,04 + 0,52 1,67 + 0,33 

 A partir da análise dos valores de IC50 nas células de câncer de colo do 

útero, SiHa e ME-180, pode-se concluir que a hipertermia não interferiu no 

valor da IC50 da cDDP (Tabela 9). A literatura mostra que a associação da 

cisplatina com a hipertermia leva ao aumento na citotoxicidade do fármaco 

(174). Esse efeito pode ser explicado devido ao fato da hipertermia agir inibindo 

a reparação de danos nas fitas de DNA, sendo esse efeito melhor observado 

através do ensaio clonogênico, que avalia a capacidade das células de 

formarem clones após determinado tratamento. Também é possível concluir 

que a cDDP age sobre as células SiHa e ME-180 de forma dose e tempo-

dependente, com a menor viabilidade nas maiores concentrações e com IC50 

menor após 72h de ação da molécula em relação ao tempo de 48h (Figura 25 e 

Tabela 9). Os dados de IC50 apresentados na Tabela 9 para a célula SiHa são 

condizentes com os dados reportados na literatura para os tempos de 48h 

(8,92 + 1.23 µM (161)) e 72h (1,5 + 1,2 µM (172)). Entretanto, os valores de 

IC50 da cDDP disponíveis na literatura para a célula ME-180 nos tempos de 48h 

(33,5 + 1,0 µM (183)) e 72h (6,5 µM (153)) são 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). 



RESULTADOS E DISCUSSÃO   86 

 

 
 

A partir da análise da atividade da cDDP em linhagens de câncer de colo 

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

citotoxidade sobre essas células, sendo o efeito maior após 1h de aquecimento 

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

que a hipertermia agiu como um adicional na redução 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 câncer de pulmão, quando usado em conjunto com a 

quimioterapia (178).  

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

cDDP nas células de carcinoma de pulmão, A549 e H460, após 48 e 72h de 

ação do quimioterápico, estão expressos na Figura 26. 

 

 

Fig. 26. Percentual de viabilidade das células de carcinoma de pulmão, (a, b) 

A549 e (c, d) H460, após tratamento com cisplatina (cDDP) por 48 e 72h à 
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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 análise da Figura 26 pode-se concluir que a hipertermia não 

apresentou efeito citotóxico sobre as linhagens de câncer de pulmão, A549 e 

H460.  

Dados da literatura, mostraram que a célula A549 foi resistente ao 

aquecimento à temperatura de 40°C por 3 dias (180). Além disso, essa 

linhagem celular não foi sensível a hipertermia a 42°C por 1h, apresentando 

sensibilidade a hipertermia somente na temperatura de 45°C após um 

aquecimento por 40 min e 1h (184). 

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

células A549 e H460, os dados de IC50 estão expressos na Tabela 10. 

 

Tabela 10: Valores de IC50 da cDDP após 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  

IC50 (µM) 
 A549 H460 

Temperatura/tempo 48h 72h 48h 72h 
37°C 23,97 + 2,57 11,36 + 1,52 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 IC50 da cDDP a 37°C expressos na Tabela 10 são 

condizentes com os dados reportados na literatura para a célula A549 nos 

tempos de 48h (19,85 + 1,49 µM (163); 32,0 + 3,2 µM (155); 25,3 + 3,1 µM 

(164); 27,2 µM (185); e 22,98 µM (156)) e 72h (15,38 + 0,58 µM (163); 6,82 + 

2,56 µM (157); 9,87 + 2,40 µM (186); e 9,3 + 3,0 µM (158, 165, 187)), e para a 

célula H460 (8,7 µM (188); e 6,1 + 2,1 µM (159)). Também é possível concluir 

que a cDDP age sobre as células A549 e H460 de forma dose e tempo-

dependente (184).  

A partir da análise dos valores de IC50 nas células A549 e H460, pode-se 

concluir que a hipertermia não 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 citotóxico nas células A549 

foi observado em comparação com a cisplatina ou a hipertermia isoladamente 

(178). 

 A partir da análise da atividade da cDDP em linhagens de câncer de 

pulmão, A549 e H460, pode-se concluir que as células avaliadas foram 

resistentes a hipertermia (1h a 42°C ou 43°C), não apresentando efeito 

citotóxico sobre as mesmas. Além disso, pode-se concluir que a hipertermia 

não interferiu na atividade do fármaco.  

 

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 o p-nitrofenil fosfato é transformado em p-nitrofenol que 

apresenta uma coloração amarela, que pode ser determinada utilizando um 

espectrofotômetro UV-visível no comprimento de onda de 405 nm (189).  

Muitos autores sugerem que existe uma associação sinérgica entre a 

hipertermia e fármacos à base de platina no tratamento do câncer de mama 

triplo-negativo (146, 190, 191). Diante disso, o presente trabalho procurou 

avaliar essa associação em 4 linhagens de mama triplo-negativos, sendo 2 

com mutações no gene BRCA1.   

O efeito da hipertermia (1h a 42°C ou 43°C) associada à cDDP avaliado 

através do ensaio APH nas células de câncer de mama triplo-negativo sem 

mutação no gene BRCA1, MDA-MB-231 e MDA-MB-468, após 48 e 72 h de 

ação do quimioterápico, estão 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, após tratamento com cisplatina (cDDP) 

por 48 e 72h à 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 análise 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 relação à 

temperatura de 42°C.  

A vantagem da hipertermia em relação à quimioterapia, é que ela tem 

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

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

de tratamento mais seletivo. A lógica 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 incubação a 37°C por 

47h foi pouco tóxico para as células cancerosas MDA-MB-231, corroborando 

com os dados aqui apresentados. Segundo a literatura, o aquecimento a 42°C 

reduziu 35% à sobrevivência das células MDA-MB-231 avaliadas através do 

ensaio clonogênico (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 só 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 aquecimento por 30 min a 43°C é muito inferior em comparação 

ao aquecimento a 45°C (191). 

O efeito da hipertermia (1h a 42°C ou 43°C) sobre o valor da IC50 da 

cDDP nas células MDA-MB-231 e MDA-MB-468 estão expressos na Tabela 11. 

 

Tabela 11: Valores de IC50 da cDDP após 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  

IC50 (µM) 
 MDA-MB-231 MDA-MB-468 

Temperatura/tempo 48h 72h 48h 72h 
37°C 16,29 + 6,98 9,83 + 1,36 1,45 + 0,58 1,19 + 0,33 
42°C 11,91 + 4,25 6,80 + 2,33 1,60 + 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 IC50 da cDDP a 37°C expressos na Tabela 11 são 

condizentes com os dados reportados na literatura para a célula MDA-MB-231 

nos tempos de 48h (21,9 + 2,3 µM (192)) e 72 h (7,33 + 0,56 µM (157); e 6,5 + 

2,4 µM (165, 187)), e para a célula MDA-MB-468 nos tempos de 48h (0,32 µM 

(193); e 5,82 + 0,07 µM (171)) e 72h (0,99 + 0,06 µM (168, 173)). 

A partir da análise dos valores de IC50 nas células MDA-MB-468, pode-

se concluir que a hipertermia não interferiu no valor de IC50 da cDDP (Tabela 
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11). Entretanto, o mesmo não 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 captação da cisplatina pelas células cancerosas. Portanto, o 

número de ligações cruzadas de cisplatina-DNA pode também ter sido 

aumentado. Além disso, a inibição da resistência celular à cisplatina foi 

observada quando combinada com a hipertermia (178, 191).  

Estudos in vivo mostram que a hipertermia aumenta o fluxo sanguíneo e 

a permeabilidade vascular, o que permite uma maior absorção de fármacos e 

melhor oxigenação do tecido tumoral. Além disso, em altas temperaturas 

(41°C-43°C) as células neoplásticas podem tornar-se mais quimiossensíveis, 

fato que ocorre especialmente com os agentes alquilantes, tal como a cDDP 

(174).  

A eficácia da hipertermia por si só não é suficiente para substituir 

qualquer um dos padrões de quimioterapia correntes, mas os seus efeitos são 

suficientes para melhorar os efeitos tóxicos de muitos agentes quimioterápicos. 

Portanto, a combinação da hipertermia com a cisplatina, pode reduzir a 

dosagem eficaz da cisplatina, por conseguinte, diminuir os efeitos colaterais do 

quimioterápico (174, 175). Também é possível 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 à cDDP avaliado através do ensaio 

APH nas células de carcinoma de mama com mutação no gene BRCA1, MDA-

MB-436 e HCC-1937, após 48 e 72h de ação do quimioterápico, estão 

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, após tratamento com cisplatina (cDDP) por 

48 e 72h à 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 análise da Figura 28 pode-se concluir que a hipertermia não 

teve efeito sobre a viabilidade da célula HCC-1937. Entretanto, o mesmo não 

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

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

hipertermia atua aumentando a energia térmica no interior da célula 

ocasionando a desnaturação de proteínas (191). 

O efeito da hipertermia sobre os valores de IC50 da cDDP na célula 

MDA-MB-436 e HCC-1937, estão expressos na Tabela 12. 
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Tabela 12: Valores de IC50 da cDDP após 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  

IC50 (µM) 
 MDA-MB-436 HCC-1937 

Temperatura/tempo 48h 72h 48h 72h 
37°C 2,06 + 0,61 0,74 + 0,45 11,11 + 1,00 6,56 + 1,77 
42°C 5,44 + 2,16 1,81 + 0,36 12,39 + 4,64 6,59 + 1,26 
43°C 3,95 + 3,74 0,98 + 0,71 14,07 + 7,39 7,11 + 1,44 

 

Os valores de IC50 da cDDP a 37°C expressos na Tabela 12 para a 

célula MDA-MB-436 são condizentes com os dados reportados na literatura 

(1,8 + 0,5 (167)). Entretanto, os dados de IC50 da cDDP para a linhagem celular 

HCC-1937 reportados na literatura são bastantes discrepantes dos dados aqui 

apresentados, sendo 30-40 µM para o tempo de 48h (143) e 22,1 + 3,1 µM 

para o tempo de 72h (167).  

A partir da análise dos dados de IC50 observa-se que a hipertermia não 

interferiu no valor de IC50 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 IC50 para essa célula na 

temperatura de 42°C, isso ocorre provavelmente devido ao fato da própria 

hipertermia ocasionar a morte de quase todas as células na temperatura de 

43°C. Também é possível concluir que a cDDP age sobre as células MDA-MB-

436 e HCC-1937 de forma dose e tempo-dependente.  

Os efeitos biofísicos da hipertermia sobre as células tumorais incluem 

alterações de complexos multimoleculares, do citoesqueleto (178), além de 

alterações nos complexos enzimáticos responsáveis pela síntese e reparação 

do DNA (146, 174, 191). Soma-se a todas estas considerações 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 clínica ainda é restrito 

principalmente devido à dificuldade em se determinar a temperatura dentro do 

tumor durante o tratamento. Obter a temperatura dentro de tumores sólidos de 
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forma não invasiva é uma tecnologia ainda não alcançada, o que tira a 

atratividade do procedimento perante outros métodos disponíveis (194).   

Sendo assim, esse estudo indica a necessidade de uma abordagem 

mais racional para o uso da hipertermia no tratamento do câncer, tendo em 

conta que os subgrupos diferem e reconhecendo que a resposta pode não ser 

sempre idêntica, mesmo dentro dos subgrupos. Como pode ser observado a 

partir dos dados apresentados, existem outros fatores além da mutação no 

gene BRCA1 que podem influenciar na atividade da cisplatina, sendo 

necessários novos estudos de modo a melhor compreender a biologia do 

câncer.  
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5. Conclusões e perspectivas futuras: 

 

A Hipertermia é uma proposta de tratamento do câncer onde as células 

do tumor são afetadas pela elevação 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 análise 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 somatório entre a hipertermia e a 

cDDP, sendo que a citotoxicidade apresentada pela hipertermia foi maior na 

temperatura de 43°C em relação a temperatura de 42°C. Além disso, a 

hipertermia agiu interferindo no valor de IC50 das células MDA-MB-231 e MDA-

MB-436. Esse fator provavelmente não está relacionado a presença/ausência 

de mutação na gene BRCA1, uma vez, que a célula MDA-MB-436 apresenta 

mutação nesse gene e a célula MDA-MB-231 não apresenta. Apesar da 

hipertermia ser uma técnica antiga, e mostrar bons resultados, seu uso na 

clínica ainda é restrito devido à dificuldade em se determinar a temperatura 

dentro do corpo do paciente durante o tratamento. Apesar da dificuldade de se 

determinar a real temperatura na região tumoral, o uso da hipertermia 

apresenta a grande vantagem dos tecidos saudáveis terem uma tolerância 

muito maior ao calor em relação ao tumor, além de ser uma técnica não 

invasiva, justificando assim, na maioria das vezes a sua utilização. 

Como perspectivas futuras poderão ser conduzidos estudos in vivo para 

avaliar o efeito da hipertermia e da cDDP em modelos tumorais, incluindo 

experimentos de farmacocinética, biodistribuição in vivo e eficácia. 

Posteriormente, desenvolver uma formulação à base de cDDP para aplicação 

em carcinoma sensíveis a hipertermia.  
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Fig. 29. Teste de citotoxicidade em células Caco-2 após 24 (A), 48 (B), 72 (C) e 
96 (D) h na presença do erlotinibe livre (ERL), da hidroxipropil-β-ciclodextrina 
(HP-β-CD), do composto de inclusão (ERL:HP-β-CD) e do DMSO 
(37,5=0,81%v/v; 7,5=0,162%v/v; 1,5=0,0324%v/v; 0,3=0,00648%v/v) em 
diversas concentrações. 
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Fig. 30. Teste de citotoxicidade em células Caco-2 após 48 h na presença do 
erlotinibe livre (ERL), da β-ciclodextrina (β-CD), do composto de inclusão 
(ERL:β-CD) e do DMSO (37,5=0,81%v/v; 7,5=0,162%v/v; 1,5=0,0324%v/v; 
0,3=0,00648%v/v) em diversas concentrações. 
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Fig. 31. Teste de citotoxicidade em células A431 após 24 (A), 48 (B), 72 (C) e 
96 (D) h na presença do erlotinibe livre (ERL), da hidroxipropil-β-ciclodextrina 
(HP-β-CD), do composto de inclusão (ERL:HP-β-CD) e do DMSO 
(37,5=0,1%v/v; 7,5=0,02%v/v; 1,5=0,004%v/v; 0,3=0,0008%v/v) em diversas 
concentrações.  
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Fig. 32. Teste de citotoxicidade em osteoblastos após 24 (A), 48 (B), 72 (C) e 
96 (D) h na presença do erlotinibe livre (ERL), da hidroxipropil-β-ciclodextrina 
(HP-β-CD), do composto de inclusão (ERL:HP-β-CD) e do DMSO 
(37,5=0,1%v/v; 7,5=0,02%v/v; 1,5=0,004%v/v; 0,3=0,0008%v/v) em diversas 
concentrações. 
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Anexina V-FITC/Iodeto de propídeo
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Fig. 33. Tipo de morte celular em Caco-2 após 48 h na presença do erlotinibe 
livre (ERL), do composto de inclusão (ERL:HP-β-CD), da hidroxipropil-β-
ciclodextrina (HP-β-CD), do DMSO (37,5=0,81%v/v; 7,5=0,162%v/v; 
1,5=0,0324%v/v; 0,3=0,00648%v/v), do irinotecano (IRI) e do peróxido de 
hidrogênio (H2O2).  
 

 
Fig. 34. Curva de calibração do ERL em HCl 0,1 M.  
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Fig. 35. Varredura do ERL no espectrofotômetro UV-visível. 
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CERTIFICADO 

Certificamos que o Protocolo nº. 267 / 2014, relativo ao projeto intitulado “Ensaio pré-clínico de 

compostos com atividade anti-inflamatória, anti-angiogênica e anti-fibrogênica no modelo de 

implante de esponja”, que tem como responsável Silvia Passos Andrade, está de acordo com 

os Princípios Éticos da Experimentação Animal, adotados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunião de 23/10/2014. Este certificado espira-

se em 23/10/2019. 
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We hereby certify that the Protocol nº. 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. 
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