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RESUMO

PETRILLI, R. Aplicacdo topica de lipossomas contendo cetuximabe: efeito do
uso de métodos fisicos de penetracdo cutédnea no carcinoma celular escamoso
de pele. 2016. 129f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

O carcinoma de células escamosas (SCC) é um tumor maligno de origem epitelial no
qual o receptor de fator de crescimento epidermal (EGFR) esta superexpresso e
associado a malignizacéo. O cetuximabe é um anticorpo monoclonal, capaz de se ligar
seletivamente ao EGFR. A combinacao de cetuximabe com o quimioterpico hidrofilico
5-fluorouracil (5-FU) é utilizada na clinica pela via intravenosa e é associada a efeitos
colaterais. A administracdo topica de 5-FU também é realizada a partir de cremes
convencionais, porém sua eficicia € limitada a doengas pré-cancerosas e o carcinoma
basocelular. Estima-se que a conjuga¢édo do cetuximabe a superficie de lipossomas,
0s quais podem ser administrados na pele em associa¢do a um método fisico, como a
iontoforese, seja capaz de direcionar a liberacdo do 5-FU para as camadas da pele
onde os tumores estdo presentes, além de aumentar o uptake celular em linhagem
EGFR positiva, viabilizando o tratamento topico de SCC. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a influéncia do cetuximabe conjugado a um lipossoma
(imunolipossoma) na penetracdo cutanea passiva e iontoforética do 5-FU e na
regressao do SCC. Para tanto, um método analitico e um método bioanalitico foram
desenvolvidos e validados para quantificagdo de 5-FU. Lipossomas convencionais
foram preparados a partir de diferentes composicdes lipidicas, métodos de preparo e
razdo farmacol/lipideo para selecionar aqueles que encapsulassem maior porcentagem
de 5-FU. Lipossomas compostos por 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina e colesterol
(DSPC:Chol, 55:45), preparados por hidratacdo do filme lipidico, na razdo farmaco/
lipideo 0,1, de aproximadamente 140 nm, foram escolhidos por encapsularem cerca
de 50% de 5-FU. Para obtencdo dos imunolipossomas, o cetuximabe foi
primeiramente conjugado ao lipideo DSPE acoplado ao ligante
maleimida(polietilenoglicol)-2000 (DSPE-PEG-Mal), resultando em 94% de eficiéncia
de conjugacdo. Os imunolipossomas foram entdo obtidos da mesma forma que os
lipossomas e apresentaram tamanho e porcentagem de encapsulacdo do 5-FU
semelhante a apresentada pelos lipossomas. Estudo in vitro em linhagem EGFR
positiva (A431) mostrou sinergismo entre 5-FU e imunolipossoma, resultando em
valores de IC50 cerca de 3 vezes menores do que o apresentado pelo 5-FU em
solucdo. O uptake celular do imunolipossoma foi 3,5 vezes maior do que o do
lipossoma. Nos estudos de penetracdo cutanea in vitro observou-se que, em relacéo a
uma solucdo de 5-FU, lipossomas e imunolipossomas diminuiram a quantidade de 5-
FU que atravessou a pele. A iontoforese aumentou a penetragdo do 5-FU a partir de
todas as formulacdes. Neste caso, o acumulo de 5-FU na epiderme viavel, onde os
tumores estédo presentes, foi duas vezes maior quando este estava encapsulado no
imunolipossoma em relagdo ao lipossoma. In vivo, as formulacdes foram
administradas por via subcutdnea ou tépica usando iontoforese em modelo
xenogréafico de SCC. O tratamento com 0s imunolipossomas diminuiu o crescimento
tumoral em mais de 60% em relagdo ao controle e em torno de 50% em relacdo aos
tratamentos com solugéo e lipossoma de 5-FU. A administraco topica por iontoforese
apresentou maior reducdo tumoral do que a subcutdnea quando os tumores foram
tratados com solucdo de 5-FU e lipossomas, mas foi igualmente eficaz para os
imunolipossomas. Andlise imunohistolégica revelou que o potencial de proliferagéo
celular foi reduzido para os grupos tratados. Desta forma, a administracdo por
iontoforese de imunolipossomas contendo 5-FU é uma estratégia promissora para o
tratamento topico de SCC.

Palavras-chave: lipossoma, imunolipossoma, cetuximabe, 5-fluorouracil, cancer de
pele, carcinoma celular escamoso.



ABSTRACT

PETRILLI, R. Topical application of liposomes containing cetuximab: effect of
physical methods for skin penetration in skin squamous cell carcinoma.
2016. 129f Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Squamous cell carcinoma (SCC) is a malignant tumor of epithelial origin in which
the epidermal growth factor receptor (EGFR) is overexpressed and associated with
malignization. Cetuximab is a monoclonal antibody, able to selectively bind EGFR.
The combination of the chemotherapy with the hydrophilic drug 5-fluorouracil (5-
FU) and cetuximab is applied in the clinic by intravenous injection and is associated
with side effects. Cetuximab conjugation onto liposomal surface, which can be
administered topically onto the skin using physical methods, such as iontophoresis,
is able to direct 5-FU release to the skin layers where tumors are localized and to
increase cellular uptake in EGFR positive cells, making possible the topical
treatment of SCC. Thus, the objective of this work was to investigate the influence
of cetuximab conjugation to liposomes (immunoliposomes) in the passive and
iontophoresis skin penetration of 5-FU and SCC regression. For this purpose, an
analytical and a bioanalytical method were developed and validated for 5-FU
quantification. Then, conventional liposomes were prepared using different lipid
compositions, preparation methods and drug to lipid ratios in order to select those
able to load higher percentages of 5-FU. Liposomes composed by 1,2-Distearoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine and cholesterol (DSPC:Chol, 55:45) prepared by the
thin lipid film hydration with drug/lipid ratio 0.1 with approximately 140 nm, were
chosen because they encapsulated about 50% of 5-FU. For the obtainment of
immunoliposomes, cetuximab was first coupled to the lipid DSPE linked to
maleimide (polyethylene glycol)-2000 (DSPE-PEG-Mal) as an anchor for the
antibody conjugation, resulting in 94% coupling efficiency. The immunoliposomes
were obtained similarly to liposomes, with similar particle size and loading
efficiency of 5-FU. In vitro studies using EGFR positive cells (A431) showed
synergism for 5-FU and cetuximab, resulting in IC50 values about 3 times lower
than 5-FU solution. Cellular uptake of immunoliposomes increased 3.5-fold
compared to the liposomes. In vitro skin penetration studies revealed that,
compared to the 5-FU solution, liposomes and immunoliposomes reduced the
amount of 5-FU that passed through the skin. lontophoresis increased the amount
of 5-FU retained in viable epidermis for all formulations. In this case, the amount of
5-FU in viable epidermis, where tumors are localized, was 2 times higher when it
was encapsulated in immunoliposomes compared to liposomes. In vivo, the
formulations were administered subcutaneously or topically with iontophoresis in
xenograft animal model of SCC. Treatment with immunoliposomes reduced tumor
growth more than 60% compared to the negative control and about 50% compared
to the treatments with 5-FU solution and liposomes. The topical administration
using iontophoresis resulted in improved tumor reduction compared to the
subcutaneous administration when tumors were treated with 5-FU solution and
liposomes, but was equally effective for the immunoliposomes. The histological
analysis showed the reduction of cellular proliferation for the treated groups. In
conclusion, the administration of immunoliposomes containing 5-FU using
iontophoresis is a promising strategy for the topical treatment of SCC.

Keywords: liposome, immunoliposome, cetuximab, 5-fluorouracil, skin cancer,
squamous cell carcinoma.
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way ANOVA com pos-teste de Bonferroni indicado no texto (* p<0,05
imunolipossomas vs. PBS e solucédo de 5-FU; ** p<0,05 imunolipossomas
vs. lipossoma).
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com aumento de 200X. Os nucleos castanhos indicam a presenca de
proliferacéo celular.

Figura 40. Volumes tumorais de células A431 injetadas em camundongos
Swiss nude obtidos com o tratamento tépico usando iontoforese com
solugdo 5-FU, solugcdo 5-FU e cetuximabe, lipossoma contendo 5-FU e
imunolipossoma de cetuximabe contendo 5-FU em relagdo ao grupo de
animais nédo tratados (controle negativo). As formula¢des continham 500
pg/mL de 5-FU e 20 pg de cetuximabe por pmol de lipideo, aplicadas
topicamente a cada 3-4 dias no total de 6 doses. Teste estatistico two-way
ANOVA com pés-teste de Bonferroni indicado no texto (* p<0,05 vs. PBS, **

solugéo de 5-FU vs. imunolipossomas).
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1. INTRODUCAO



O céancer de pele é a forma mais comum de todos os tumores. Destes, 0
carcinoma celular escamoso (SCC) ocupa a segunda posi¢cdo em frequéncia e é
biologicamente mais agressivo do que o carcinoma basocelular visto que em cerca de
12% dos casos ocorre metastase, especialmente para os linfonodos (URIBE,
GONZALEZ 2011; ALAM, RATNER, 2001). De acordo com dados do Instituto
Nacional do Cancer (INCA, 2016) estima-se que o céancer da pele do tipo nao
melanoma € o mais frequente no Brasil, correspondendo a 30% dos casos de tumores
nao malignos. Sendo assim, cerca de 175 mil novos casos sao esperados para 2016.

A primeira escolha de tratamento do SCC € a cirurgia, seguida ou em
associacdo a quimioterapia sistémica. Considerando-se que o principal objetivo na
cirurgia € a retirada completa do tumor e a manutencéo da vida do paciente, nem
sempre resultados adequados sao alcancados do ponto de vista cosmético, visto que
cicatrizes e areas completas da face, por exemplo, podem ser perdidas. Outro aspecto
a ser considerado € a necessidade de quimioterapia quando metastase é observada,
principalmente no tratamento de pacientes idosos que possuem, muitas vezes, fungao
renal e hepatica prejudicadas (STRATIGOS et al., 2015). Sendo assim, sistemas de
liberacdo capazes de direcionar a liberacdo dos farmacos e reduzir a exposicao
sistémica sédo promissores

O tratamento de canceres de pele pela via tpica € uma possibilidade, inclusive
na clinica, na qual muitas vezes a terapia fotodindmica com creme de acido 5-
aminolevulinico ou cremes convencionais de 5-FU séo utilizados, principalmente para
0 tratamento de tumores cutdneos menos agressivos como o carcinoma basocelular.
Estudos séo necessarios para uma maior utilizacdo da via tépica para o tratamento
de tumores mais agressivos como o SCC.

Neste trabalho, o objetivo principal é desenvolver um sistema de liberagcéao
capaz de veicular topicamente um quimioterapico convencional, o 5-fluorouracil (5-
FU), que seja seletivo para as células de SCC, as quais possuem superexpressao do
fator de crescimento epidermal (EGFR). Para tanto, o anticorpo monoclonal anti-
EGFR, cetuximabe, sera ligado covalentemente a superficie de lipossomas contendo
5-FU, gerando imunolipossomas. Devido a alta hidroficilidade e irritagcdo cutanea do
5-FU, no entanto, ele ndo é capaz de penetrar, em concentracdes adequadas, através
do estrato corneo que compde a superficie do SCC. Desta forma, ele carece de um
carreador, como o lipossoma, para atravessar o estrato corneo e atingir as células

tumorais. A ligacao do cetuximabe ao sistema de liberagdo deve aumentar a captura



(uptake) dos lipossomas pelas células tumorais EGFR positivas, possibilitando uma
maior concentracao intratumoral do quimioterapico. Como o SCC cutaneo apresenta-
se normalmente hiperqueratinizado, a associacdo de um método fisico a dispersao de
imunolipossoma para aumentar e direcionar a penetracdo cutanea do sistema de
liberacé@o para as células tumorais serd também avaliado. A iontoforese € um método
fisico que se baseia no transporte de farmacos carregados ou ndo na/através da pele
usando corrente elétrica de baixa intensidade, favorecendo a veiculacao de farmacos
encapsulados ou nao principalmente através dos apéndices cutaneos. Desta forma,
espera-se que este trabalho possa contribuir para a aplicacéo futura do tratamento
tépico de SCC empregando sistemas de liberacdo e métodos fisicos.



2. REVISAO DA LITERATURA



2.1 Carcinoma de células escamosas

O SCC é um tumor maligno de origem epitelial, derivado principalmente de
células escamosas. Como essas células representam a principal parte da epiderme,
0 SCC é a segunda forma mais frequente de tumores de pele ndo-melanoma, ficando
atrés apenas do carcinoma basocelular. Este tipo de neoplasia responde por 20% das
neoplasias malignas cutaneas (JOHNSON et. al., 1992; SALEHI et. al., 2007), e por
90% de todos os canceres de cabeca e pescoco.

Sabe-se que a exposi¢do a luz ultravioleta tem um papel importante como
iniciador e promotor da carcinogénese, sendo que a incidéncia aumenta em pacientes
imunocomprometidos, especialmente aqueles que apresentem concomitantemente a
infeccdo do papiloma virus. A radiacao ultravioleta produz mutacdes no DNA que séo
usualmente reparadas pela formacéo de dimeros de timidina pelo gene supressor de
tumor p53, cuja falha no mecanismo de reparo é capaz de resultar na formacédo de
tumor. Outras doencas também geram predisposi¢cao ao desenvolvimento do SCC,
tais como xeroderma pigmentoso, epidermolise bolhosa recessiva e disqueratose
congénita (URIBE, GONZALEZ 2011).

Até o0 momento ndo se sabe o numero exato de alteracbes genéticas ou
epigenéticas necessarias para a malignizacdo do SCC. Um dos modelos prop8e que
clones epidérmicos com p53 mutados sejam precursores da displasia escamosa,
gerando SCC in situ, infiltracdo e culminando com a metéastase. Assim como no
melanoma, o SCC apresenta alteracfes na via de sinalizacdo MAPK Erk, além de
mutacdes em k-RAS (URIBE, GONZALEZ 2011). Ademais, o receptor de fator de
crescimento epidermal (EGFR) esté& associado ao progndstico ruim e os tumores que
0 apresentam s&o mais agressivos (NUNO-GONZALEZ et. al., 2012).

O EGFR é um dos quatro membros da familia ErbB-HER de receptores de
fatores de crescimento transmembrana de tirosinas quinase. O reconhecimento dos
ligantes extracelulares naturalmente presentes pelo dominio Ill do EGFR promove
mudangas conformacionais que permitem a homodimerizagcdo com outro EGFR ou
heterodimerizacdo com outro membro da familia HER. A formacdo dos dimeros e
multimeros promove a autofosforilagdo da tirosina do dominio intracelular do EGFR,
0 que aumenta 0 acesso ao ATP e substrato e cria sitios de ligacdo para moléculas
sinalizadoras, servindo como locais de ligagdo para a unido de varias moléculas

associadas a multiplas vias de transdu¢éo mitogénicas, antiapoptoticas, angiogénicas



e pro-invasivas (RATUSHNY et. al., 2009; URIBE, GONZALEZ 2011). No cancer, a
atividade de EGFR estd aumentada como resultado da hiper-regulacéo, amplificacao,
mutacdo ou expressao aumentada de ligantes e cofatores, gerando o efeito maligno
dos canceres, conforme ilustrado esquematicamente na Figura 1 (RATUSHNY et. al.,
2009).

Recentemente foi demonstrada a superexpressao de EGFR em SCC cutaneo
de cabeca e pescoco com metastases locais, comparado aos casos cutaneos nao
metastaticos. Ch'ng e colaboradores (CH'NG et. al., 2008) utilizaram imuno-
histoquimica e hibridizacao fluorescente in situ para avaliar a expressao de EGFR em
3 grupos de lesbes: lesdes primarias sem metastase (P), lesdes primarias com
metastase (PM) e doenca metastatica (M). Os resultados indicaram superexpressao
do EGFR para 36% dos casos de P, 79% dos casos de PM e 47% dos casos de M,
revelando a importancia deste receptor no prognéstico e tratamento deste tipo de

carcinoma.

sobrevivéncia

Figura 1. EGFR transmite sinais de sobrevivéncia e proliferacdo celular através de
diferentes vias de sinalizacdo (Adaptado de RATUSHNY et. al., 2009).

2.2 Tratamento

O tratamento convencional do SCC de pele é geralmente realizado através de
cirurgias e/ou radioterapia, esta geralmente utilizada em casos onde a cirurgia nédo é

possivel ou em pacientes idosos. E necessario o acompanhamento do paciente a



cada 4 ou 6 meses, no entanto, h4 sempre a possibilidade do desenvolvimento
regional ou distante de metastases (MAUBEC et. al., 2005; NUNO-GONZALEZ et. al.,
2012). O uso de cirurgia, eletrodissecacdo, curetagem ou criocirurgia Sao
preferenciais para SCC de baixo risco. Para 0os casos mais avancados, é indicado o
uso de quimioterapicos sistémicos, como 5-fluorouracil (5-FU), cisplatina, bleomicina
e doxorrubicina, imunoterpicos, como interferon, e agentes para alvos moleculares,
como cetuximabe, gefitinibe e erlotinibe (CRANMER et. al., 2010).

O cetuximabe (Figura 2) € indicado pelo FDA como primeira linha para o
tratamento de SCC recorrente ou metastatico de cabeca e pescoco. Ele é um
anticorpo 1gG1 recombinante quimérico que inibe competitivamente o fator EGFR
através de ligacao altamente especifica, bloqueando a fosforilacdo induzida por outros
ligantes (CUNNINGHAM 2004; BONNER et. al., 2006; BAUMAN et. al., 2007). Sua
aplicacao pode ser observada em diversos relatos na literatura (BAUMAN et. al., 2007;
SUE et. al., 2007; GIACCHERO et. al., 2011) e em pelo menos 74 ensaios clinicos em
andamento (Clinical Trials, 2016). Contudo a administracdo intravenosa € a utilizada
na clinica e nos estudos citados, o0 que implica na administracdo de altas

concentragdes relativas e em efeitos colaterais gerais.

_ Regido variavel:
origem murina

Regido constante:
___—origem humana

Figura 2. llustracdo esquematica da estrutura do anticorpo quimérico cetuximabe,
mostrando a regido variavel e a constante (Adaptado de https://www.neb.com, acesso

em novembro/2016).

Comparado aos quimioterapicos convencionais, o cetuximabe é bem tolerado.

A maioria dos efeitos adversos por ele causados sdo reacdes cutaneas, incluindo



erupcdes acneiformes (em 50 a 100% dos pacientes), xerose, paroniquia, alteracdes
nos cabelos, telangectasias (quando vasos capilares ficam visiveis abaixo da pele) e
hiperpigmentacao (KALAPURAKAL et. al., 2012). Acredita-se que os efeitos adversos
na pele estejam relacionados ao papel fisiolégico do EGFR na epiderme. Salienta-se,
no entanto, que o cetuximabe, como outros quimioterapicos/imunotergpicos, sao
administrados por via endovenosa. Os efeitos colaterais gerados sao, portanto,
generalizados, ndo se restringindo ao local onde o tumor se encontra. A combinacgao
de cetuximabe e 5-FU, cisplatina ou carboplatina demonstrou relacéo custo-beneficio
aceitdvel devido ao aumento do tempo de sobrevida e auséncia de toxicidade
adicional (VERMOKEN et al., 2008; MESIA et al., 2010; COHEN et al., 2013).

O tratamento do SCC em estagio avancado é normalmente realizado com o
cetuximabe em combinacdo com quimioterapicos convencionais, como com o 5-FU,
a cisplatina ou a carboplatina. Essas associacdes demonstraram relacdo custo-
beneficio aceitavel devido ao aumento do tempo de sobrevida do paciente e auséncia
de toxicidade adicional (VERMOKEN et al., 2008; MESIA et al., 2010; COHEN et al.,
2013).

O 5-FU (Figura 3) é um antineoplasico analogo da pirimidina, capaz de interferir
tanto na sintese do DNA como do RNA, pois blogueia a metilacdo do &cido
deoxiuridilico em &cido timidilico. O 5-FU foi desenvolvido em 1957 e tem sido usado
para o tratamento de diversos tipos de canceres, tais como mama, intestino, prostata,
gastrointestinal, vaginal, cervical e pele. Geralmente € utilizado pela via intravenosa,
mas alguns estudos tém demonstrado sua eficacia para o tratamento intralesional
(GROVES et al, 2017; METTERLE et al, 2015). Esta disponivel também
comercialmente na forma de cremes para a aplicacdo tépica, tais como Efurix® 5%
(Valeant Pharmaceuticals, Int., Costa Mesa, CA), Fluoroplex® 1% (Allergan, Inc.,
Irvine, CA) e Carac® 0,5% (Dermik Laboratories, Berwyn, PA). E indicado para o
tratamento de queratose actinica e carcinoma basocelular (MCGILLIS et al, 2004),
mas também tem demonstrado sucesso para o tratamento do SCC (MORSE et al.,
2003; PETRILLI et al., 2016).
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Figura 3. Estrutura do 5-fluorouracil.

Diversos trabalhos demonstraram gque o uso combinado de 5-FU e cetuximabe
€ vantajoso para o tratamento do SCC, associado ou ndo a outros farmacos, tais como
docetaxel, cisplatina, carboplatina e bleomicina, seguido ou ndo de radioterapia
(BUIRET et al., 2010; COHEN et al., 2013; KEIL et al., 2013; CRANMER et al., 2010).
Em 2011, o Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso de cetuximabe em
combinagao com cisplatina ou carboplatina e 5-FU como primeira linha de tratamento
em pacientes com SCC recorrente locoregional ou mestatastico de cabeca e pescoco.
A aprovacéo foi baseada em um estudo randomizado com 442 pacientes, que utilizou
a administracdo de cisplatina (100 mg/mz, intravenoso), carboplatina (area sob a curva
5, intravenoso) no primeiro dia de tratamento e 5-FU (1000 mg/m?/dia, infusédo
intravenosa continua do 1° ao 4° dia de tratamento). O cetuximabe foi administrado
na dose de 400 mg/mz2 inicialmente, seguido da dose de 250 mg/m?/semana. Neste
estudo, foi verificado melhora na sobrevivéncia dos pacientes tratados com
cetuximabe, com tempo de sobrevida média de 10,1 a 7,4 meses. O tempo de
sobrevida sem recorréncia da doenca também foi melhorado para o grupo tratado com
cetuximabe (COHEN et al., 2013). Neste estudo foi feito o uso intravenoso dos
farmacos livres, sem o uso de sistemas de liberacéo, resultando em efeitos adversos
tais como nausea, vOmitos, neutropenia, exantema, diarreia, conjuntivite, além de

reacoes adversas a infusao, tais como hipomagnesemia, hipocalcemia e hipocalemia.

2.3 Vias de administragéo

O transporte de farmacos e o direcionamento destes para tumores soélidos € um
assunto de interesse na tecnologia farmacéutica. A veiculacdo inadequada de um
farmaco pode resultar em crescimento tumoral devido a células residuais e a
possibilidade de desenvolvimento de células resistentes ao tratamento (SHENOY et
al., 2005; FASEHEE et al., 2016).
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A rota de administracdo também € muito importante quando sistemas de
liberacdo de farmacos sao utilizados (FASEHEE et al., 2016). Em um estudo realizado
por Wiklander e colaboradores (WIKILANDER et al., 2015), por exemplo, vesiculas
extracelulares foram avaliadas quanto a sua biodistribuicdo apds serem injetadas em
camundongos pela via intravenosa, intraperitoneal e subcutdnea. Os autores
observaram diferentes perfis de distribuicdo, sendo que as vias intraperitoneal e
subcuténea resultaram em menor acumulo no figado e rins, mas maior acumulo no
pancreas e trato gastrointestinal.

A administracdo subcutdanea de biomacromoléculas €& mais segura e
conveniente que a administracdo intravenosa (STONER et al., 2014; LIU et al., 2016).
Por outro lado, espera-se uma reducao na biodisponibilidade, principalmente quando
se tem a administracdo de macromoléculas, visto que o farmaco precisa atravessar a
complexa barreira tridimensional de matriz extracelular da derme, capilares e vasos
linfaticos para atingir tumores de pele ou para alcancar os capilares e vasos linfaticos
para atingir a circulacéo sistémica (LIU et al., 2016).

A administracado topica, localizada, para o tratamento de SCC, principalmente
os de pele, é uma alternativa promissora para diminuir efeitos adversos causados pela
quimioterapia sistémica. No entanto, os SCCs localizam-se nas camadas profundas
da pele. Para um tratamento tpico efetivo € necessario que o quimioterapico chegue
até essas camadas em altas concentracdes, 0 que representa uma tarefa bastante
complexa. Isto porque a funcéo primordial da pele é a protecdo contra agentes fisicos,
quimicos, imunolégicos, patégenos, radiacdo UV, dentre outros. A pele representa,
portanto, uma barreira e também, em certos casos, uma oportunidade para a
passagem de farmacos devido a sua extensa superficie (MENON, 2002).

O estrato cérneo € camada mais externa da epiderme e o principal responsavel
pela funcdo barreira da pele, sendo composto de cornedcitos, que sao queratinécitos
completamente diferenciados, e pelos contetudos secretados pelos corpos lamelares
(Figura 4). O arranjo espacial desta camada ocasiona a formacado de um caminho
tortuoso, pelo qual as substancias necessitam atravessar para chegar as camadas
viaveis da pele, o que limita a permeabilidade cutanea (MENON, 2002; HARDING,
2004).

O estrato corneo mantém o conteudo de 4gua no organismo mesmo em
condicdes climaticas variaveis, bem como limita a absor¢do de substancias toxicas do

ambiente o0 que, consequentemente, dificulta a entrada de farmacos na pele. Esses
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precisam, portanto, ter caracteristicas fisico-quimicas adequadas para difundir através
do estrato cérneo e chegar, em concentracdes terapéuticas, nas camadas da pele
onde os tumores se encontram. Como o0 estrato corneo é uma barreira complexa,
heterogénea, formada por regibes hidro e lipofilicas, para atravessa-lo o farmaco
precisa ter, além de outras caracteristicas, coeficiente de partilha 6leo/agua adequado

(logKo/a de aproximadamente 2) e massa molecular baixa (GRATIERI et al., 2012a).
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Figura 4: Pele e suas camadas. A) Representacdo esqueméatica dos componentes do
estrato corneo (Adaptado de HARDING, 2004) e B) camadas da pele (Adaptado de
BEAR et al.,2002)

O cetuximabe (formula molecular CesaH10042N173202023S36), se administrado

topicamente, deve difundir através do estrato cérneo, onde nao existe EGFR com os
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quais o cetuximabe possa interagir, e alcancar as células tumorais (GUSTERSON &
HUNTER, 2009). No entanto, além do mesmo ser uma macromolécula (MM =
145781,6 g/mol), é hidrossolavel e pode sofrer degradacdo ou mudancas
conformacionais quando em contato com o estrato corneo ou tecidos subcutaneos.
Para a sua administracdo efetiva, sistemas de liberacdo, como os
lipossomas/imunolipossomas, sdo necessarios para mascarar suas caracteristicas
fisico-quimicas e proteger o farmaco contra a degradacdo, assim como métodos
fisicos, como a iontoforese e o ultrassom, sdo necessarios para “forcar” a penetragao
do farmaco em altas concentragfes e para o intersticio tumoral.

O uso tépico de 5-FU para o tratamento de queratose actinica, por exemplo,
vém sendo realizado desde 1970, quando este foi aprovado para uso dermatolégico
pelo FDA. Porém, reacdes como dermatite erosiva, dor, prurido, hipopigmentacédo e
hiperpigmentacdo, principalmente quando usa-se oclusdo e resultam em baixa
adeséao ao tratamento (LOYAL et al., 2016; WESCHLER et al., 2008). Outro aspecto
a ser considerado é a elevada hidrofilicidade da molécula, que limita sua penetracao
através do estrato corneo lipofilico. Sendo assim, sistemas de liberacdo vém sendo
estudados como alternativas promissoras para a veiculagéo de 5-FU (CHINEMBIRI et
al., 2015).

2.4  Sistemas de liberacao

A administracao topica de quimioterapicos ainda € pouco explorada, mas vem
mostrando sua potencialidade principalmente para o tratamento de tumores cutaneos
associados a terapia fotodinamica (LOPEZ et. al., 2004; OH et. al., 2011; ROCHA et.
al., 2012; BOLFARINI et. al., 2012; LEMOS et al., 2016), antimicrobianos (GAO et al.,
2014; PEREZ et al., 2016; JORAHOLMEN et al., 2015) e antitumorais (COSCO et al.,
2015; HUBER et al., 2015; PETRILLI et al., 2016). Trés estratégias podem ser
empregadas para facilitar a penetracdo de quimioterapicos na pele: a primeira delas
€ o desenvolvimento de novas moléculas, mais especificas e seguras, sendo este o
caminho mais lento e caro (LI & WALLACE, 2008). A segunda estratégia envolve o
desenvolvimento de sistemas nanocarreadores, uma alternativa que vem sendo
explorada devido ao menor custo e tempo requeridos (KARATHANASIS, 2008). E a
terceira estratégia envolve a aplicacdo de métodos fisicos, como a iontoforese e o

ultrassom para forcar a penetragdo de altas concentragbes de quimioterapicos no



13

tumor (GRATIERI et al., 2008, TAVEIRA et al., 2009; OGURA; PALIWAL;
MITRAGOTRI, 2008).

Neste contexto, 0s nanocarreadores sao sistemas nanométricos coloidais
capazes de encapsular ou de se ligar a moléculas quimioterapicas, sejam elas
moléculas pequenas, como o 5-FU, ou macromoléculas, como o cetuximabe.
Nanocarreadores, tais como nanoparticulas poliméricas e lipossomas, sdo capazes
de proteger farmacos contra degradacéo, sustentar sua liberacdo, aumentar a adeséo
do paciente ao tratamento por reduzir a frequéncia de administracdo e os efeitos
adversos. Estes, por sua vez, sdo reduzidos devido a acumulagdo melhorada dos
quimioterapicos nas células tumorais, evitando os tecidos normais. Desta forma, altas
concentracfes do farmaco carreado pelo sistema de liberacdo sdo atingidas nos
tumores, com reduzida toxicidade sistémica se comparados a administracdo de
farmacos livres (ndo encapsulados nos nanocarreadores) (PEREZ-HERRERO &
FERNANDEZ-MENARDES, 2015).

O acumulo preferencial de nanocarreadores no tecido tumoral se deve a um
dos fenbmenos mais descritos do microambiente tumoral, o “efeito permeabilidade e
retencdo aumentada” (EPR) (Figura 5). O EPR descreve o transporte facilitado de
macromoléculas pelo intersticio tumoral devido a vasculatura frouxa e mais permeavel
dos tumores (IVEY et al., 2016; ELOY et al., 2014). Sendo assim, macromoléculas
maiores que 40 kDa séo capazes de extravasar seletivamente dos vasos sanguineos
tumorais e se acumular nos tecidos tumorais, efeito este que ndo ocorre nos tecidos
normais (MATSUMURA & MAEDA, 1986; MAEDA, 2001).
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Figura5: Esquema ilustrativo da acumulacao de lipossomas e de moléculas pequenas
em tecidos normal e tumoral (efeito EPR) (Adaptado de MILLA et al, 2012).
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Lipossomas sdo nanocarreadores atoxicos, biodegradaveis e passiveis de
preparacdo em larga escala. Com a forma de vesiculas, s&o compostos por uma ou
mais bicamadas lipidicas arranjadas concentricamente a um compartimento aquoso
(Figura 6). Nesses sistemas de liberacédo, os farmacos podem ser encapsulados no
compartimento aquoso ou intercalados na bicamada lipidica, permitindo assim a
incorporacao de moléculas hidrofilicas e lipofilicas (EGBARIA, WEINER 1990).

Um exemplo classico da melhora do tratamento de tumores com lipossomas
estd na administracdo endovenosa de lipossomas de doxorrubicina (DOX). Os
lipossomas de DOX foram os primeiros sistemas de liberagdo nanoparticulados
aprovados pelo FDA. O Doxil® € o medicamento referéncia e estad no mercado desde
1995 (BARENHOLZ, 2012).

Além de serem sistemas de liberacdo de uso consagrado na literatura e no
mercado, lipossomas sao sistemas interessantes para veiculagdo de farmacos
hidrofilicos como o 5-FU. Apesar de farmacos hidrofilicos serem facilmente dissolvidos
na fase aquosa durante o preparo dos lipossomas, sdo necessarias diversas
estratégias, dentre elas o uso de lipideos adequados e métodos de preparo otimizados
com o intuito de melhorar a encapsulacao destes farmacos, bem como evitar o
extravasamento durante a estocagem (ELOY et al., 2014).

A superficie dos lipossomas pode ser facilmente modificada para aumentar seu
tempo de circulacdo sistémica ou para direciona-los para células especificas. Por
exemplo, a incorporacdo de polietilenoglicol (PEG) a bicamada lipidica, estratégia
conhecida como peguilacado, dificulta o reconhecimento das vesiculas pelo sistema
mononuclear fagocitario, aumentando o tempo de circulacao do sistema de liberacéo
(GABIZON et al., 1994; VIJAYAKUMAR et al., 2016). A peguilacdo evita ainda a
agregacdo das vesiculas, protege os lipossomas da degradacdo por proteinas
plasmaticas e evita a liberacdo prematura do farmaco. Além disso, € capaz de reduzir
a adsorcéo de opsoninas. Sendo assim, lipossomas com maior tempo de circulagéao
podem se acumular mais facilmente na area do tumor pelo efeito EPR (MILLA et al.,
2012).

A superficie dos lipossomas também pode ser funcionalizada com anticorpos,
polissacarideos, transferrina, folato, peptideos de transducdo de membrana, dentre
outros (PETRILLI et al., 2014). A conjugacdo a superficie de lipossomas com
anticorpos monoclonais da origem aos imunolipossomas. Os imunolipossomas tem,

portanto, afinidade por um antigeno/receptor especifico. Se este estiver altamente
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expresso no alvo terapéutico, o farmaco carreado pelo imunolipossoma pode ser
liberado neste local especifico em altas concentrages. A liberacdo direcionada do
farmaco minimiza a toxicidade em tecidos com baixa expresséo do antigeno/receptor,
gerando menores efeitos colaterais e permitindo a administracdo do medicamento em
menores doses (Figura 6) (PARK et. al., 2001).

A B
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|

Figura 6. Lipossomas. A) Lipossoma convencional. B) Lipossoma funcionalizado com
anticorpo — imunolipossoma. C) Representacdo do uptake de imunolipossomas por

células que contém receptores para o anticorpo (Adaptado de ELOY et al., 2014).

No preparo de imunolipossomas (Figura 7), os anticorpos podem ser ligados a
superficie destes covalentemente ou ndo covalentemente. A ligacao nao covalente é
geralmente realizada com o uso de anticorpos biotinilados, ligados a lipossomas
derivatizados com avidina. A ligacéo covalente utiliza técnicas de bioconjugacao, tais
como formacdo de ligacdes tioéster, dissulfidica ou amida entre os lipideos e os
anticorpos a serem ligados. Neste caso, 0s anticorpos podem ser ligados diretamente
a grupos presentes na superficie dos lipossomas ou ligados pés-insercionalmente via

micelas de um anticorpo ligado a um lipideo (PAN et. al., 2007).

Figura 7. Representacdo esquematica de imunolipossomas. A figura mostra

diferentes modos de conjugacao do anticorpo ao lipossoma: no Tipo A o anticorpo é
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diretamente conjugado ao lipossoma, enquanto que no Tipo B o anticorpo é conjugado
ao lipossoma usando um espacador flexivel (Adaptado de IYER et al., 2011).

Imunolipossomas estericamente estabilizados podem ser obtidos pelo
acoplamento de anticorpos as terminacgdes distais de cadeias de PEG. Estas cadeias
de PEG podem ser utilizadas como ligantes entre os lipossomas e 0s anticorpos,
visando melhorar a ligacao antigeno-anticorpo. Koning et al (2002) demonstraram que
a ligacdo de anticorpos a extremidade terminal da cadeia de PEG é capaz de
aumentar a associacdo entre os imunolipossomas e as células que possuem o
receptor, mesmo quando baixas concentracdes do anticorpo séo utilizadas. Este
reconhecimento melhorado se deve a correta orientacdo para a interacdo com o
antigeno na superficie celular, combinada a reduzida interferéncia estérica das
cadeias de PEG para esta interacao.

Diversos métodos de acoplamento covalente foram desenvolvidos para a
ligacdo de anticorpos derivatizados as extremidades PEG usando lipideos peguilados
funcionalizados com um grupamento terminal quimicamente reativo, tais como
hidrazina, N-3-(piridilditio) proprionato, maleimida, succinil, p-nitrofenilcarbonil, entre
outros. Uma das técnicas mais comuns de derivatizacdo utiliza o reagente de Traut,
capaz de produzir grupamentos tiol no anticorpo, permitindo a subsequente reacéo
com o grupamento maleimida de lipideos modificados através de ligacao covalente
(SCHNYDER et al., 2004; BARRAJON-CATALAN et al., 2011).

O uso de imunolipossomas de cetuximabe é promissor visto que o EGFR esta
presente em uma variedade de tumores sélidos, incluindo o SCC. Imunolipossomas
contendo DOX especificos para ligacdo ao EGFR demonstraram atividade clinica em
um estudo de fase 1 de escalonamento de dose (MAMOT et al., 2005; WICKI et al.,
2015) e estes progrediram para fase 2 (LIMASALE et al., 2015).

A aplicacdo topica de lipossomas, sejam eles funcionalizados ou n&o, pode
aumentar a deposi¢do de farmacos na pele no sitio de acdo, reduzindo a absorgéo
sistémica e os efeitos adversos, além de carrear farmacos diretamente pelos
apéndices da pele (MAGHRABY et. al., 2008). Diversos peptideos e proteinas ja
tiveram sua penetracdo cutanea beneficiada pelos lipossomas (SHEW et. al., 1985;
MEYENBURG et. al., 2000).

Sistemas de liberagcdo na forma de nanobastbes de ouro conjugados ao

cetuximabe ja foram descritos como facilitadores do diagnostico de SCC por aplicacao
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topica (PUVANAKRISHNAN et. al., 2012). Este estudo foi realizado, no entanto,
aplicando os nanobastfes diretamente no tumor, ex vivo, sem a barreira conferida
pelo estrato corneo. Sistemas mais conhecidos e nado-rigidos, como os lipossomas,
podem facilitar a penetracao do cetuximabe através do estrato corneo, permitindo que
ele chegue até o tumor em quantidades superiores aquelas conseguidas a partir da
administracdo em nanobastfes rigidos de ouro. Além disso, a presenca do
cetuximabe na superficie dos lipossomas, como no caso dos imunolipossomas, pode
aumentar o uptake do lipossoma pelas células tumorais, aumentando a concentracao
nas células tumorais tanto do cetuximabe, como de quimioterapicos encapsulados no

sistema de liberagéo.

2.5 Métodos fisicos de promocéao da penetracdo cutanea de farmacos

O emprego de métodos fisicos € uma estratégia promissora para aumentar o
transporte de macromoléculas através do estrato cérneo e, consequentemente,
permitir que maiores quantidades das mesmas cheguem as células tumorais
(GRATIERI et al., 2008, TAVEIRA et al., 2009). Dentre os métodos mais estudados
para este fim esta a iontoforese.

A iontoforese é a aplicacdo de uma corrente elétrica fraca, de no maximo 0,5
mA/cm?. Ela aumenta tanto a penetracdo cutanea de farmacos ionizados, por
eletromigracdo, como de farmacos neutros, por eletrosmose (GELFUSO et al., 2011).

Na iontoforese uma corrente elétrica € aplicada na pele por meio de uma
solucdo/formulacdo eletrolitica e de dois eletrodos, um positivo, 0 anodo, e outro
negativo, o catodo (Figura 8). A formulacdo que contém o farmaco, de preferéncia
ionizado, € colocada em contato com um dos eletrodos de forma que forcas
eletromigratérias direcionem a molécula para a pele. Desta forma, de maneira
simplificada, moléculas catibnicas, ou seja, positivamente carregadas, sofrem
repulséo pelo eletrodo positivo ou anodo e penetram a pele, enquanto farmacos
negativamente carregados ou anions sofrem repulsdo pelo catodo. Devido a
eletromigracdo, a taxa de penetracdo cutanea de substancias ionizadas aumenta
substancialmente quando comparada com a penetracdo passiva (na auséncia de
corrente elétrica) (TESSELAR, SJOBERG, 2011).



18

FONTE DE CORRENTE
CONSTANTE

|

XD

AgCHY(AgC)Y(AgCIYAgCl

Ag(s) + Cl(aq) — AgCI(s) + e= AgCI(s) + e=—>Ag(s) + Cl(aq)

©

. e D © ] @ "
¢é F IR

! l

L& ® o g;;@

Figura 8. Figura esquematica de um aparato para iontoforese com sistema de

Pele

eletrodos Ag/AgCIl. O anodo possui um farmaco ionizavel D* e seu contra ion A
(GRATIERI et al., 2008). Para facilitar a passagem da corrente elétrica e as reacdes
eletroquimicas, o sal Na*Cl- esta presente nos dois compartimentos.

Eletrosmose é o termo utilizado para descrever o fluxo de um volume de
solvente e movimentacgéo de cargas quando uma corrente elétrica é aplicada sobre a
pele. Tal corrente causa a movimentacéo de ions Na* preferencialmente em relacéo
aos ions CI-. Isso se deve ao ponto isoelétrico da pele (aproximadamente 4-4,5), que
faz com que esta, em contato com uma solucdo em pH fisiol6gico, esteja
negativamente carregada, favorecendo o transporte de cations. Desta forma, é
favorecido o transporte de ions no sentido do &nodo para o catodo visando neutralizar
as cargas negativas na pele e, com isso, ocorre 0 transporte de solvente e das
moléculas neutras presentes no sistema. Sendo assim, moléculas com carga neutra
em pH fisiolégico sdo beneficiadas pela eletrosmose quando colocadas em contato
com o anodo e os cations se beneficiam de uma forca adicional de transporte a
eletromigracdo (GUY et al., 2000; GRATIERI et al., 2008). Desta forma, o fluxo
iontoforético total € a soma das contribuicfes da eletromigracao e eletrosmose, como

indicado na Equacgéo |I.
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+ v.cp Equacgéo I.

Sendo Z,U,c, a carga do permeante, a mobilidade e a concentracéo,

respectivamente, | a intensidade da corrente elétrica aplicada, F a constante de

Faraday e v a velocidade do solvente eletrosmotico.

Diversos fatores sdo conhecidos por influenciar a iontoforese. Estes incluem as
propriedades fisico-quimicas da molécula (tamanho, carga, concentracdo), a
formulacédo escolhida (veiculo, tampéao, pH, viscosidade, presenca de outros ions), o
equipamento utilizado (faixa de corrente elétrica disponivel, corrente continua ou
pulsada, tipo de eletrodo), variagdes bioldgicas (sitio de aplicacédo, fluxo sanguineo no
local, idade, sexo), temperatura da pele e duracdo da iontoforese (RAWAT et al.,
2008).

A influéncia da iontoforese na penetracdo de sistemas nanoparticulados
comegou a ser explorada apenas recentemente. A maioria dos trabalhos sugere o
aumento da retencdo dos farmacos encapsulados na pele, com menor permeacao
através dela (VUTLA et al.,, 1996; FANG et al.,, 1999; TAVEIRA et al., 2009;
KAJINOMOTO et al., 2011). No primeiro trabalho publicado com a associacdo de
iontoforese e lipossomas, 0s autores investigaram o transporte iontoforético da
[Leu5]encefalina em pele de cadaver e observaram a penetragédo cutdnea do farmaco
e dos constituintes do lipossoma, com menor degradacdo do farmaco encapsulado
(VUTLA et al., 1996). Além disso, foi demonstrado que o aumento da cadeia carbbnica
do fosfolipideo usado para preparar o lipossoma reduz a permeacdo cutanea do
farmaco nele encapsulado, mas nado foi observada diferenca estatisticamente
significativa para cadeias carbonicas de 14, 16 ou 18 com relacdo a quantidade
acumulada de farmaco nas camadas da pele (FANG et al., 1999). A associacdo da
iontoforese com nanoparticulas também ja foi avaliada visando o tratamento de
tumores cuténeos. A aplicacdo da iontoforese em nanoparticulas lipidicas contendo
DOX aumentou a penetracdo cutdnea da DOX (TAVEIRA et al., 2009), o que resultou
na regressao do crescimento tumoral do SCC (HUBER et al., 2015).

Sendo assim, a iontoforese parece forcar a entrada de componentes das
nanoparticulas para dentro da pele, mantendo o farmaco neste local, diminuindo sua
difus@o para a circulagéo sistémica, o que é promissor para um tratamento local de

doencas como o cancer de pele.
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3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver lipossomas convencionais e imunolipossomas com cetuximabe,

ambos contendo 5-FU, para o tratamento topico de SCC de pele, bem como avaliar a

influéncia do uso tdépico da iontoforese na promoc¢éo da penetracao cutanea in vitro e

regressao tumoral in vivo em modelo xenografico de SCC de pele comparado a

administracao subcutanea.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho sao:

Desenvolver e validar um método analitico para quantificacdo de 5-FU
em lipossomas e imunolipossomas;

Desenvolver e validar um método bioanalitico para quantificacdo de 5-
FU em pele;

Preparar e caracterizar lipossomas contendo 5-FU usando medidas de
tamanho de particula e potencial zeta, porcentagem de encapsulacao de
5-FU, estabilidade e avaliacdo morfolégica das vesiculas;

Conjugar cetuximabe aos lipossomas para obter imunolipossomas e
caracteriza-los quanto a eficiéncia de conjugacdo do cetuximabe e
integridade da estrutura priméaria do anticorpo;

Preparar e caracterizar imunolipossomas contendo 5-FU usando
medidas de tamanho de particula e potencial zeta, porcentagem de
encapsulacdo de 5-FU, estabilidade, eficiéncia de conjugacdo do
cetuximabe, integridade da estrutura priméaria do anticorpo e avaliacdo
morfologica das vesiculas

Avaliar a citotoxicidade, IC50 e sinergismo entre 5-FU e cetuximabe, em
solugéo ou nos lipossomas, em linhagem de SCC humano A431,
Avaliar o uptake celular de lipossomas e imunolipossomas em linhagem
EGFR positiva (A431) e em linhagem EGFR negativa (B16F10) usando
microscopia confocal e citometria de fluxo;

Estudar a liberagdo in vitro de 5-FU dos lipossomas e dos

imunolipossomas;
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Avaliar, in vitro, a penetracdo cutanea passiva e iontoforética do 5-FU a
partir de solucdes, lipossomas e imunolipossomas;

Avaliar, in vitro, a acumulacdo 5-FU no foliculo piloso a partir da
iontoforese de solucdes, lipossomas e imunolipossomas;

Avaliar a regressao tumoral do SCC induzido em camundongos Swiss
nude apos administracao subcutanea e iontoforética topica de solucdes,
lipossomas e imunolipossomas contendo 5-FU,;

Avaliar a perda de peso e a sobrevivéncia de camundongos Swiss nude
apos administracdo subcutanea e topica por iontoforese de solucdes,
lipossomas e imunolipossomas contendo 5-FU,;

Avaliacdo histologica e imunohistoquimica dos tumores extraidos dos
camundongos Swiss nude apos o tratamento subcutéaneo e tépico com

iontoforese de solucdes, lipossomas e imunolipossomas contendo 5-FU.
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4  MATERIAL E METODOS



4.1

41.1
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MATERIAL
Substancias quimicas

1,2-dihexadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), Avanti Polar Lipids;
1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DSPC), Avanti Polar Lipids;
1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N- [amino(polietilenenoglycol)-
2000] (sal de amonio) (DSPE-PEG-NH2), LaySan Bio;
1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-maleimida(polietilenoglicol)-
2000] (sal de amonio) (DSPE-PEG-Mal), LaySan Bio;

2-mercaptoetanol, Biorad,;

3,3'-Dioctadeciloxacarbocianina perclorato (Dio), Sigma Aldrich;
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo tetrazolico (MTT), Sigma Aldrich;
5-FU, Sigma Aldrich;

Acetato de etila, Synth;

Anticorpo Rb Anti-Ki-67 (SP6) Mab, Spring;

Cloreto de prata, Sigma Aldrich;

Colesterol (Col), Sigma Aldrich;

Colunas PD-10 descartaveis, GE Healthcare;

Erbitux 5 mg/mL (Cetuximabe) contendo os seguintes adjuvantes: cloreto de
sédio, glicina, polissorbato 80, acido citrico monoidratado, hidroxido de sddio
1M e agua para injecao, Merck Serono;

Gel Tris-HCI pronto para uso SDS-Page 4-20% mini-PROTEAN, Biorad;
lodeto de propideo, Sigma Aldrich;

Kit para imunohistoquimica REVEAL Biotin Free Polyvalent DAB -Spring;
L-a-fosfatidilcolina de soja (SPC), Avanti Polar Lipids;

Meio de cultura DMEM, Gibco;

Paraformaldeido, Sigma Aldrich;

Polietilenimina (PEI);

Precision Plus Protein™ (padrdo com duas cores), Biorad;

Prolong® Diamond com DAPI, Life Technologies;

Reagente de Traut, Sigma Aldrich;

Sepharose CL-4B, GE Healthcare;
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e Solucdo de antibidtico/antimicético contendo 10,000 unidades/mL de
penicillina, 10,000 pg/mL de estreptomicina e 25 pg/mL de anfotericina B,
Gibco;

e Soro bovino fetal, Gibco;

e Tampao de amostra Laemmli 4X, Biorad;

e Tampao Tris/ Glicina/ SDS 10X, Biorad;

e Tubos de ultracentrifugacdo 50 kDa, Amicon;

e Tripsina 2,5X, Sigma.

4.1.2 Linhagens celulares

e Linhagem celular de SCC humano A431-CRL 1555™ ATCC.
e Linhagem celular de melanoma murinho B16F10 -CRL 6475™, ATCC.

4.2METODOS
4.2.1 Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos

42.1.1 Quantificacdo do 5-FU em lipossomas por espectrofotometria

Um método espectrofotométrico para quantificacdo de 5-FU em lipossomas foi
desenvolvido e validado. Solu¢des estoque de concentracdo 1,3 mg/mL em agua
foram preparadas e diluicdes seriadas foram realizadas obtendo-se solu¢des de 5-FU
em agua na faixa de concentracao de 0,25 a 6 uyg/mL. A absorvancia das solugdes foi
monitorada em 265 nm utilizando-se agua milli-Q como branco em espectrofotémetro
UV-Vis (UV-1800, Shimadzu). Para a validacdo do método foram avaliados a
seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo (LOD) e limite de
qguantificacdo (LOQ), seguindo os parametros preconizados pelo ICH Q2(R1) e
ANVISA (Resolucédo n°899, de 29 de maio de 2003- “Guia para validagao de métodos

analiticos e bioanaliticos”).

A) Especificidade

A especificidade foi avaliada analisando as solugbes contendo todos o0s
componentes dos lipossomas, exceto o farmaco (placebo). Sendo assim, lipossomas

branco foram preparados pelo método da hidratacdo do filme lipidico compostos por
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DSPC:Col (55:45). Ao volume de 25 pL de lipossomas foram adicionados 25 pL de
DMSO, que foram submetidos a agitacdo em vértex por 2 minutos e banho
ultrassoénico por 10 min. Em seguida, as amostras foram diluidas em 950 pL de agua
e filtradas usando filtro com porosidade 0,22 uM previamente a quantificacdo. As
respostas foram avaliadas pela presenca de interferentes e sobreposi¢cbes com a
absorcao de 5-FU em 265 nm.

B) Linearidade

Para a avaliacdo da linearidade, trés séries de solu¢des padrdes de 5-FU (0,25;
0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 pg/mL) foram preparadas por diluicdo da solugéo estoque em

agua milli-Q. A absorvancia foi monitorada em triplicata em 265 nm.

C) Precisao e Exatidao

A precisdo intra-ensaio e a exatiddo foram determinadas pela andlise de
replicatas de diferentes concentracfes, preparadas e analisadas no mesmo dia. A
precisao intra-ensaio (repetibilidade) e a exatiddo (E) intra-ensaio foram avaliadas
pela medida da absorvancia de 3 diferentes concentracdes (0,5; 2; 6 pg/mL), n=6,
avaliadas no mesmo dia sob as mesmas condi¢des experimentais. Os resultados de
precisdo foram calculados usando o coeficiente de variacdo (CV) obtido pela razéao
entre o desvio padrdo e a média (Equacado Il). A E foi obtida levando-se em
consideracao a diferenca entre a concentracdo obtida experimentalmente (Cmedida)
e a concentracao tedrica (Cesperada) (Equacao Ill). A preciséo inter-ensaio (precisédo
intermediaria) e a E inter-ensaio foram calculadas usando os resultados de
absorvancia de 5 concentracdes em 3 dias consecutivos (n=6 para cada concentracéo

por dia de analise).

Desvio padrio
Média

CV (%) = x 100 (Equacéao II)

E = Cmedida—-C esperadax 100 (Equagéio |||)

Cesperada
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Os resultados foram avaliados de acordo as diretrizes da ANVISA (Resolugéo
- RE n° 899, de 29 de maio de 2003 — “Guia para validacido de métodos analiticos e
bionaliticos”) e ICH Harmonised Tripartite Guideline, guia para a validagcdo de métodos
analiticos Q2(R1).

D) Limites de deteccéo (LOD) e quantificagdo (LOQ)

O limite de deteccéo (LOD) foi determinado com o auxilio da Equagéo IV:

LOD = DPax % (Equacéo V),

Na qual DPa representa o desvio padrao do intercepto com o eixo y de, 3 curvas
de calibracdo construidas contendo diferentes concentracdes do farmaco (faixa de
0,25 a 6ug/mL). S € a inclinacdo da curva de calibragéo.

O limite de quantificacdo (LOQ) foi considerado a menor concentragéo obtida
com precisao e exatiddo adequadas de acordo as diretrizes da ANVISA (Resolucéo -
RE n° 899, de 29 de maio de 2003 — “Guia para validagao de métodos analiticos e
bionaliticos”) e ICH Harmonised Tripartite Guideline, guia para a validacdo de métodos
analiticos Q2(R1), visto que o guia da ANVISA determina valores de até 5% e o ICH
nao estabelece limites, mas sabe-se que de acordo a complexidade da amostra e

concentracéo, valores de até 20% séao aceitaveis (RIBANI et al., 2004).

4.2.1.2 Quantificacdo do 5-FU em pele por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

As analises foram realizadas usando um cromatografo a liquido modelo UFLC
Prominience (Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado de uma bomba binaria (LC-20AT
Prominience), degaseificador (DGU-20A3 Prominience), auto-amostrador (SIL-20A
Prominience) e detector UV-vis (SPD-20A Prominience). As separacdes
cromatograficas foram conduzidas em coluna de fase reversa Lichrospher RP-C18
(250 mmX 4,6mm, 5um, 100 A), inserida em um compartimento com temperatura
regulada por termostato (CTO-20A). A aquisicdo e analise dos dados foram feitas
empregando um maédulo controlador (CBM-20A) acoplado a um computador com o
software Shimadzu LC solution. Foram testadas as seguintes condi¢cdes analiticas,

tais como: acetonitrila e solugdo aquosa de &cido perclérico 0,1% (2:98, v/v, pH 2,6);
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metanol e solucdo aquosa de acido perclorico 0,1%(2:98, viv, pH 2,6) e solucéo
aquosa contendo acido perclérico 0,02% (pH 2,6). A escolha da melhor composi¢éo
da fase movel foi baseada na resolucdo dos picos e tempo de retencéo de solucdes
de 5-FU em agua, metanol e acetonitrila. A condicdo analitica que se mostrou mais
adequada foi composta de uma fase moével agua: acido perclérico (99,8%:0,02%,
pH=2,6), sob fluxo isocratico 1 mL/min, comprimento de onda de deteccdo 265 nm,
temperatura do compartimento da coluna de 25°C, volume de injecdo 100 pL e tempo
total de corrida fixado em 16 min.

Visando a validacdo de um método bioanalitico para quantificacdo de 5-FU em
amostras de pele de orelha de suinos (frigorifico de Ipud-SP), foram utilizados 0,95
cm? de pele dermatomizada a 700 um como matriz para cada concentracéo de 5-FU
e padrao interno (PI) timina na concentracdo final de 2 pg/mL. Especificamente, as
amostras de pele foram picotadas e contaminadas com 12, 80 e 240 uL de solucdes
de 5-FU em agua a 125 pg/mL. ApGs secagem dessas solucdes na pele, o 5-FU foi
extraido com 5 mL de 3 diferentes solventes: agua ou metanol ou acetonitrila,
resultando em dispersées com 0,3, 0,5, 1, 2, 4 e 6 pg/mL de 5-FU. As amostras foram
submetidas a vértex por 1 min, seguidas de banho de ultrassom por 15 min e adi¢ao
do PI. As amostras foram entao centrifugadas por 10 min e filtradas em 0,22 um. Um
procedimento de extracdo liquido-liquido pela particdo da dispersao de pele em agua
com acetato de etila foi também avaliado com base em estudos prévios (ALSARRA &
ALARIFI, 2004; SANSON et al., 2011). Adicionaram-se 5 mL de acetato de etila a 1
mL das amostras de pele em 4gua, que foram submetidas a agitacdo em vortex por 7
min e centrifugacdo a 4000 x g por 10 min. O sobrenadante (fase orgéanica) foi
reservado e o procedimento foi repetido, de forma que ao final, 10 mL de fase organica
foram submetidos a evaporacédo a 60°C, ressupensas usando 500 uL de agua milliQ,
agitadas em vortex por 1 min e filtradas em 0,22 ym para quantificagdo do 5-FU por
CLAE.

A) Especificidade

A especificidade foi avaliada analisando as amostras de pele na auséncia do
farmaco (placebo). As respostas foram avaliadas pela presenca de interferentes e
sobreposi¢des de picos no mesmo tempo de retengéo que o 5-FU e a timina em 265

nm.
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B) Linearidade

Para a avaliacdo da linearidade, trés séries de solucdes padrdes de 5-FU (0,3;
0,5; 1,0; 2,0; 4,0 and 6,0 pg/mL) foram preparadas atraves de diluicbes a partir das
solugdes estoque em agua milli-Q, utilizando-se pele como matriz e timina 2 pg/mL
como padrao interno. A absorvancia foi monitorada em triplicata em 265 nm. Os
valores da razéo (area pico 5-FU)/(area pico PI) foram plotados no eixo das ordenadas

versus a concentracdo de 5-FU no eixo das abcissas

C) Preciséo, Exatidao, LOD e LOQ
A avaliacdo da precisdo e exatiddao foram realizadas utilizando-se trés
diferentes concentracdes (0,3; 2; 6 pg/mL) conforme especificado na metodologia
analitica para quantificacdo de 5-FU nos lipossomas (item 4.2.1.1). Os valores de LOD
e LOQ também foram obtidos seguindo-se a metodologia ja descrita.

D) Estabilidade
A estabilidade das solucdes de 5-FU foi avaliada em curva matrizada com
presenca de Pl apds trés ciclos de congelamento e descongelamento. Os resultados
foram avaliados de acordo as diretrizes da ANVISA (Resolucéo - RDC n° 27, de 17 de
maio de 2012 — “Guia para validacdo de métodos bionaliticos”) e FDA- guia para a
industria de validacdo de métodos bioanaliticos (2013), que determinam desvios de
até 15% como aceitaveis (ANVISA, 2012; FDA, 2013).

E) Avaliacdo darecuperacéao

Amostras de pele de orelha de suinos dermatomizadas com area de 0,95 cm?
foram picotadas e contaminadas com solu¢des de 5-FU de concentracdes conhecidas
(0,3 pg/mL, 2 pg/mL e 6 pg/mL). As amostras de pele foram submetidas a secagem
em ar comprimido e o procedimento de extracao foi procedido com a adi¢cdo de 5 mL
de agua. Os tubos foram submetidos a agitagdo em vértex por 1 min e banho de
ultrassom por 15 min e entédo adicionados de 80 pL de Pl a 125 yg/mL. As amostras
foram centrifugadas por 10 min e filtradas em 0,22 um. Em seguida, 1 mL destas
amostras foram submetidos a extrac&o liquido-liquido usando com 5 mL de acetato

de etila, que foram submetidas a agitacdo em vortex por 7 min e centrifugagéo a 4000
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X g por 10 min. A fase organica foi reservada e o procedimento foi repetido, de forma
que ao final, 10 mL de fase organica foram submetidos a evaporacao a 60°C. Por fim,
foram ressuspendidas usando 500 uL de agua milliQ, agitadas em vértex por 1 min e
fitradas em 0,22 yM para quantificagdo do 5-FU por CLAE. Os valores obtidos de
concentracéo de 5-FU foram comparados aos valores da curva padrao para obtencéo
dos valores de recuperacéao.

F) Aplicacdo do método

A aplicabilidade do método foi verificada a partir de um estudo de penetracéo
cutanea in vitro do 5-FU a partir de uma solucdo e um creme comercial. As peles
dermatomizadas a 700 um (n=6) foram montadas em células de difusdo de Franz,
com compartimento doador preenchido com solucdo de 5-FU ou 70 ug de pomada
comercial Efurix® ambos contendo 5% de 5-FU, resultando em 3,5 mg de 5-FU
aplicados. O compartimento receptor foi preenchido com tampéo PBS (100 mM pH
7,4), com agitacdo a 500 rpm durante 24 h (OECD, 2004). Ao término do experimento,
as peles foram lavadas com agua destilada e submetidas a extracdo pelo método
validado. O compartimento receptor também foi coletado e extraido com agua seguido
de particdo com acetato de etila para quantificacdo usando o método validado por
CLAE.

4.2.2 Desenvolvimento e caracterizacao de lipossomas contendo 5-FU
42.2.1 Métodos de preparo

Com o objetivo de alcancar a maior eficiéncia de encapsulacao possivel para o
5-FU, os lipideos SPC, DPPC ou DSPC foram combinados ao Col usando a razdo
molar de 55:45 (100 umol lipideos) e razdo farmaco-lipideo 0,2 ou 0,1, com base nos
estudos de THOMAS et al. (2011). Os lipossomas foram primeiramente preparados
pelo método classico da hidratacdo do filme lipidico (BANGHAM et al, 1965) e pelo
método de ciclos de congelamento e descongelamento. Na hidratacdo do filme
lipidico, os lipideos DSPC:Col na propor¢do molar 55:45 foram colocados em balBes
de fundo redondo e dissolvidos em 2 mL de cloroformio, até que uma solucao limpida
fosse obtida. Em seguida, o baldo foi acoplado a um rotaevaporador (RV-10 equipado
com controlador HB-10 e banho termostatizado SL-152/10, lka), mantido imerso em

banho termostatizado a 60°C com agitacdo de 100 rpm até a completa evaporacao do
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cloroférmio e formagéo de um fino filme lipidico (30 min). Em seguida, adicionou-se 5
mL de tampao fosfato (PBS pH 7,4) contendo 5-FU e este foi mantido em banho
termostatizado com agitacdo de 100 rpm até a completa hidratacao do filme lipidico
(1h). Para os ciclos de congelamento e descongelamento, os lipossomas previamente
preparados, pela hidratagdo do filme lipidico, foram submetidos a 5 ciclos de
congelamento/descongelamento, de forma que o baldo foi colocado alternadamente
em banho de gelo seco ou em banho a 37°C (ELORZA et al., 1993; UHL et al., 2007).
Todos os lipossomas foram extruidos (extrusor Northern Lipids) cinco vezes utilizando
membranas de policarbonato com porosidade 0,2 um, seguidos de extrusdo trés
vezes em membranas de porosidade 0,1 um. A melhor composi¢cado lipidica
(DSPC:Col) para os demais estudos foi escolhida e outros dois métodos de preparo
foram testados: método de encapsulagéo ativa por gradiente e método de evaporacao
da fase reversa.

A encapsulacdo ativa por gradiente foi realizada seguindo-se o método
proposto por THOMAS et al. (2011) e esta resumida na Figura 9A. De maneira geral,
a solucado de encapsulacdo foi preparada composta por PEl e acetato de cobre
(Cu:PEI, razédo 1:4, concentracdo final de cobre 600 umol/mL) e usada para a
hidratacdo do filme lipidico a 60°C por 1 h. ApGs a extrusdo, os lipossomas foram
purificados em coluna Sepharose CL-4B e fracdes de 1 mL foram eluidas em PBS.
As fracBes contendo os lipossomas foram monitoradas quanto a absorvancia em 400
nm, sendo que as fracdes 4 a 6 que continham os lipossomas foram combinadas a
solucdo de 5-FU em PBS de diferentes concentracdes, gerando razdes
farmacol/lipideos 0,2; 0,5 e 1. Ap6s a homogeneizag¢do em rotaevaporador por 1 h, os
lipossomas foram separados do farmaco livre usando coluna Sepharose CL-4B, cujas
fracBes (1 mL) foram eluidas em PBS e a porcentagem de encapsulacéo de 5-FU foi

avaliada pelo método espectrofotométrico validado.
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Figura 9. Representacdo esquematica dos métodos de preparo de lipossomas: A)
encapsulacdo ativa por gradiente usando Cu:PEI e B) evaporacao de fase reversa
(Adaptado de PETRILLI et al., 2016).

Com o objetivo de avaliar a influéncia do método de preparo dos lipossomas ha
porcentagem de encapsulacdo de 5-FU, os lipossomas também foram preparados
pelo método da evaporacao de fase reversa (Figura 9B). Primeiramente, os lipideos
foram combinados a uma mistura de 2-propanol/cloroféormio/solucéo de 5-FU (2:1:1)
e foi realizada emulsificacéo sob agitacdo. Os solventes organicos foram evaporados
(a 60°C em placa de agitacdo em capela) e a mistura foi ressuspensa utilizando-se
PBS, seguido de extrusdo em membranas de policarbonato com porosidade 0,2 ym,
seguidos de extrusao trés vezes em membranas de porosidade 0,1 pm. Por fim, os
lipossomas foram separados da fragdo ndo encapsulada usando-se uma coluna CL-
4B e a porcentagem de encapsulagcdo foi avaliada utilizando-se o método
espectrofotomeétrico validado.



33

4.2.2.2 Tamanho de particula e potencial zeta

O tamanho de particula, polidispersividade (Pdl) e o potencial zeta dos
lipossomas foram avaliados usando-se espalhamento dinamico da luz (DLS) em um
aparelho Zetasizer NS 90 (Malvern Instruments) usando-se laser 10 mW HeNe
operando em 633 nm com um angulo de incidéncia de 90° e temperatura a 25°C.
Todas as andlises foram realizadas no modo automatico por intensidade, com
amostras diluidas 10 vezes em agua e os resultados (n=3) expressos em média +

desvio padréo (SD).

4223 Porcentagem de encapsulacéo de 5-FU

A separacdo do 5-FU encapsulado nos lipossomas e livre foi realizada
utilizando-se uma coluna de exclusdo cromatografica Sepharose CL-4B (0,7 cm x 10
cm), na qual 1 mL dos lipossomas extruidos foi aplicado. As fracbes (1 mL cada) foram
coletadas usando PBS pH 7,4 e a absorvancia foi verificada em 265 nm para
quantificacdo do 5-FU livre e em 400 nm para deteccdo dos lipossomas (MADY,
DARWISH, 2010). As fracdes lipossomais (fracdes 4-6) e do 5-FU livre (fracdes 10-
14) foram separadas e o lipossoma total (previamente a separacdo na coluna de
Sepharose) e o farmaco livre foram quantificados utilizando a metodologia validada.

A porcentagem de encapsulacdo foi determinada como a porcentagem de
farmaco livre relativa & quantidade total de farmaco (Equacéo V). Para a quantificacédo
do lipossoma total, os lipossomas foram lisados usando-se DMSO, submetidos a
agitacado em vortex por 2 min e sonicados em banho de ultrassom por 10 min. Por fim,
as amostras foram diluidas com agua deionizada e filtradas previamente a

quantificacao.

. C Y — «
% encapsulacio = =£ Ut"ct:;wo:; Yivre (Equagéo V)

Na qual C sru ttal € a concentragdo total de 5-FU (previamente a eluicdo na

coluna) e Ciivre 5-Fu € @ concentracao de 5-FU livre (fragbes 10-14).

4.2.2.4 Estabilidade dos lipossomas

A formulacdo lipossomal escolhida para o protocolo de conjugacao ao

cetuximabe (DSPC:Col) foi monitorada para verificar a estabilidade usando tamanho
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de particula, polidispersividade e porcentagem de encapsulagdo durante 30 dias a
4°C. Para isso, os lipossomas foram mantidos a 4°C e eluidos em coluna CL-4B
imediatamente antes das quantificacbes para monitoramento da porcentagem de
encapsulacdo. Os resultados estdo expressos como a média = desvio padrao (SD)
das analises em triplicata e submetidos a analise estatistica pelo teste de Kruskal-
Wallis seguido do pds-teste de Dunn.

4.2.3 Desenvolvimento e caracterizagdo de imunolipossomas
4.2.3.1 Preparo do cetuximabe para conjugacado aos lipossomas

O protocolo de conjugacao foi baseado no método previamente descrito por
LAGINHA et al. (2005). Brevemente, cetuximabe (1 mg/mL) foi tiolado usando-se uma
mistura reagente de traut:cetuximabe 40:1 (mol/mol) em tamp&o PBS/EDTA (5 mM,
pH 8,0) por 1 h a 37°C (Figura 10). O excesso de reagente de Traut foi removido
usando-se cromatografia em colunas descartaveis PD-10, coletando-se fracGes de 1
mL eluidas com tampdo PBS/EDTA. A concentracdo de cetuximabe tiolado foi
determinada pelo método do &cido bicinconinico (BCA) seguindo-se as especificacdes
do fabricante. Por fim, as fracdes contendo cetuximabe tiolado (fracbes 4-6) foram

combinadas e reservadas para conjugacao aos lipossomas.

NH,+Cl- NHy+Cl-

SH
NH,— NH,+Cl- N N

—NH, 2
2 PBSH
N EDTA
5 1h3rcC.

2-1T
FAb Thiolated FAb

+

Figura 10. Reacdo de tiolacdo do cetuximabe (Adaptado de

http://www.google.com/patents/US7691826).

4.2.3.2 Preparo dos imunolipossomas

Lipossomas foram preparados pelo método da hidrata¢éo do filme lipidico como
feito anteriormente (item 4.2.2.1), mas acrescentando-se ao preparo do filme lipidico
composto por DSPC-Col, o lipideo DSPE ligado ao PEG-Mal (DSPE-PEG-Mal) como
ancora para o cetuximabe tiolado através de uma ligacdo covalente, devido a

presenca da extremidade quimicamente reativa maleimida (Mal). Desta forma, a
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mistura lipidica DSPC:Col:DSPE-PEG-Mal (55:45:2,5) foi dissolvida em 2 mL de
cloroférmio, o qual foi evaporado em rotaevaporador a 60°C e o filme lipidico formado
foi hidratado usando-se 2 mL de PBS (pH 7,4) contendo ou ndo 5-FU, seguido de
extrusdo cinco vezes em membranas de policarbonato 0,2 ym e trés vezes em
porosidade 0,1 ym. A esta dispersdo lipossomal foram adicionados 3 mL do
cetuximabe tiolado e esta mistura foi deixada em repouso overnight a temperatura
ambiente (lipossoma total).

O cetuximabe ndo conjugado ao lipossoma foi removido usando-se coluna
Sepharose CL-4B e eluente PBS (pH 7,4). Resumidamente, 1 mL das amostras foram
eluidas em coluna Sepharose CL-4B, usando-se PBS e fragfes de 1 mL de volume.
A absorvancia destas frac6es foi monitorada em 400 nm (absorcéo de lipossomas) e
pelo método do BCA para quantificacdo das proteinas (item 4.2.3.3). A eficiéncia de
conjugacéao do cetuximabe aos lipossomas foi determinada pela diferenca porcentual
entre a quantidade de cetuximabe adicionada e a recuperada nas fracbes 4 a 6
(imunolipossomas).

Os imunolipossomas foram caracterizados usando-se tamanho de particula,
polidispersividade, potencial zeta, eficiéncia de conjugacdo do cetuximabe,
integridade da estrutura primaria do cetuximabe e microscopia eletrbnica de
transmisséo.

Com o intuito de avaliar possiveis alteracdes na porcentagem de encapsulacao
de 5-FU nos lipossomas contendo o lipideo DSPE-PEG, também foram preparados e
caracterizados lipossomas formados por DSPC:Col:DSPE-PEG-NH2 (55:45:2.5).

4.2.3.3 Quantificacdo do cetuximabe conjugado aos lipossomas por BCA

A eficiéncia de conjugacao dos anticorpos aos lipossomas foi avaliada pelo
método de quantificacdo de proteinas, BCA, seguindo as instru¢des do fabricante.
Resumidamente, o reagente de trabalho foi preparado misturando-se 50 partes do
reagente A e 1 parte do reagente B (50:1, Reagente A:B). Em placas de 96 pocos,
aplicaram-se a 25 pL da curva padrao (25-750 pg/mL) ou amostras e 200 pL do
reagente de trabalho. As microplacas foram entdo homogeneizadas por 30 s em um
agitador de placas e incubadas a 37°C por 30 min. Por fim, a absorvancia foi medida

em 562 nm e a eficiéncia de conjugacdo foi calculada como a porcentagem de
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cetuximabe conjugado comparado a quantidade total de anticorpo tiolado adicionado
a disperséo de lipossoma (Equacéo VI).

C cetuximabe fracdes 4—6

Eficiéncia de conjugacdo = x 100 (Equacgéo VI)

C cetuximabe tiolado

Na qual C cetuximabe fragdes 4-6 € @ concentracao obtida de cetuximabe nas fragdes
4-6 e C cetuximabe tiolado € @ concentracao de cetuximabe tiolado adicionado a disperséo

lipossomal.

4.2.3.4 Integridade da estrutura primaria do cetuximabe

A integridade da estrutura priméria do anticorpo apés a ligacdo covalente aos
lipossomas foi avaliada usando eletroforese em gel SDS-Page, sob condi¢Oes
redutoras, baseada em estudos prévios de PERK et al (2005) e nos protocolos
fornecidos pelo fabricante Biorad. As amostras contendo 1 mg de proteina
previamente tratadas com a adicdo do reagente redutor 2-mercaptoetanol e do
tampédo Laemmli foram aquecidas a 60°C por 10 minutos e entdo aplicadas nos géis
SDS-Page 4-20% mini-PROTEAN. A corrida eletroforética foi conduzida a 100 V por
50 min usando tampé&o Tris/glicina/SDS pH 8,3 e Precision Plus Protein™ (padrdo com
duas cores, Biorad) para confirmacao do peso molecular das bandas. A coloracéo foi
conduzida usando Coomassie coloidal QC (Biorad), seguido de remocéo do excesso
do corante com trés ciclos de lavagem em agua milliQ por 30 min cada. Por fim, os

géis foram fotografados para a interpretacao dos resultados.

4.2.35 Microscopia eletrénica de transmisséo (TEM)

Os lipossomas e imunolipossomas foram visualizados usando contraste
negativo em um microscopio eletrénico de transmissédo. As amostras foram diluidas
previamente em tampao PBS pH 7,4 de forma que a concentracéo final de lipideos
obtida foi de 0,5 mg/mL. As formulacdes foram colocadas em grades de cobre com
200 mesh, deixadas em repouso para a adsor¢géo e o excedente foi removido com
papel de filtro. Uma gota de 1% (p/v) de solucdo aquosa de acetato de uranila foi

adicionada e deixada em contato com as amostras por 2 min. O excesso de agua foi
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removido e as amostras foram secas em temperatura ambiente. As andlises foram
entdo realizadas usando aceleracdo de 100 kV e aumento de 200.000 vezes

(microscopio eletrdnico de transmissdo JEM-100CX2, JEOL).

4.2.4 Avaliagdo in vitro em linhagem de carcinoma celular escamoso de pele
humana (A431) EGFR positiva

424.1 Cultivo de células

Células de SCC humano (ATCC A431) foram cultivadas em meio DMEM,
suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal (FBS) inativado com calor e 1% (v/v)
de solucdo antibidtica/antimicotica contendo 10000 Ul de penicilina, 10 mg de
estreptomicina e 25 pg de anfotericina B por mL, cultivadas a 37°C em atmosfera
contendo 5% de COa.

4.2.4.2 Avaliacao da citotoxicidade

A citotoxicidade induzida pelas amostras foi avaliada pelo método do MTT. Para
este experimento, 1x10* células/poco foram plagueadas em microplacas de 96 pocos
e incubadas por 24 h a 37°C em atmosfera contendo 5% CO2. Em seguida, as células
foram lavadas e incubadas com amostras de 5- FU (10 a 1000 uM), cetuximabe
(6,85.107 a 0,685 puM), lipossomas (5.10“ a 10 uM) e imunolipossomas (5.10% a 10
puM) diluidas em meio DMEM incompleto por 72 h e 120 h. Em seguida, as células
foram lavadas com PBS e meio DMEM incompleto acrescido de solucédo de MTT a 2,5
mg/mL foram adicionados e as microplacas incubadas a 37°C por 4 h. Ap6s essa
etapa, o meio foi descartado e os cristais de formazan solubilizados em 200 pL de
DMSO. A absorvancia foi avaliada em leitor de microplacas em 570 nm. A
citotoxicidade foi calculada como a porcentagem de células viaveis comparadas ao
grupo controle e a concentracéo inibitoria para 50% das células (IC50) foi calculada.

O método de CHOU e TALALAY et al. (1984) foi usado para calcular o indice
de combinacdo entre os farmacos (5-FU e cetuximabe), como representado na

Equacéo VII:

- @) O

-

D)D)

=]

(Equagéao VII)
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Na qual, (D)! e (D)? séo as concentracdes dos farmacos 1 e 2 requeridos para causar
IC50 em combinacdo, enquanto (Dx)'e (Dx)?sédo as doses dos farmacos 1 e 2
requeridas para causar IC50 quando aplicados individualmente. Valores de Ci<1
indicam sinergismo, CI>1 indicam antagonismo e Cl=1 indicam aditividade (JAAFARI
et al., 2012).

4.2.5 Avaliacdo do uptake celular de lipossomas e imunolipossomas em
linhagem EGFR positiva (A431) e negativa (B16F10)

425.1 Cultivo de células

Células de SCC humano (A431), EGFR positivas, e células de melanoma
murino (B16F10), EGFR negativas, foram cultivadas conforme descrito no item
4.2.4.1.

4.25.2 Microscopia confocal

Visando avaliar o uptake de lipossomas e imunolipossomas pelas células A431
(EGFR postivas) e B16F10 (EGFR negativas), os lipossomas e os imunolipossomas
foram marcados com o corante Dio. Para tanto, foram adicionados 100 pyL de uma
solucéo de Dio na concentracdo de 2,5 mg/mL em cloroférmio no momento do preparo
do filme lipidico (MORTESEN et al.,, 2013). O filme lipidico foi obtido por
rotaevaporacéo conforme descrito no item 4.2.2.1 e 4.2.3.2 e hidratado com 2 mL de
PBS. Entdo, 4x10° células/poco foram plagueadas em microplacas de 6 pocos,
contendo laminulas esterilizadas de 22 mm/22 mm e incubadas por 24 h a 37°C em
atmosfera contendo 5% CO2. Em seguida, as células foram lavadas e incubadas por
3, 6 € 24 h com as amostras (20 pL) diluidas em meio DMEM incompleto. Apés o
tratamento as células foram lavadas com PBS e entdo se acrescentaram 2 mL de
paraformaldeido (1%) nos pogos para fixacdo das células. As placas foram mantidas
overnight a 4°C e vedadas com vitafiime. Em seguida, os po¢cos foram novamente
lavados com PBS e as laminulas vertidas em laminas de histologia contendo Prolong
Diamond® com o marcador de nlicleo DAPI. As laminas foram mantidas em repouso
por 24 h previamente a visualizagcdo em microscopio confocal Leica TCS SP8 (Aexc=

488 nm, Aem= 552 nm, aumento de 63 vezes com objetiva de imersdo em 6leo).
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425.3 Citometria de fluxo

As mesmas amostras avaliadas em microscopia confocal foram estudadas em
citometria de fluxo. Para isso, 4x10° células/poco foram plagueadas em microplacas
de 6 pocos e incubadas por 24 h a 37°C em atmosfera contendo 5% CO2. Em seguida,
as células foram lavadas e incubadas com as amostras diluidas (lipossomas e
imunolipossomas marcados com Dio) em meio incompleto por 24 h. Apds o tratamento
as células foram lavadas duas vezes com PBS e tripsinizadas usando-se 300 uL de
tripsina 0,25%, seguidas de neutralizacdo com meio completo, centrifugacdo e
ressupensdo em PBS. No momento da andlise as amostras foram acrescidas de 5 pL
de iodeto de propideo (50 pug/mL). As amostras foram entdo submetidas a analise em
citbmetro de fluxo (BD FACSCanto I), usando Aexc= 488 nm, Aem= 530/30 nm (Dio) e
Aexc= 488 nm, Aem= 670 nm (iodeto de propideo).

4.2.6 Avaliacdo da liberacgéo in vitro

A avaliacdo da quantidade de 5-FU liberada dos lipossomas e imunolipossomas
foi realizada utilizando-se 1,5 mL das amostras (n=3) e 48,5 mL de PBS pH 7,4 sob
agitacao constante a 500 rpm. Nos tempos 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 h foram retiradas
aliquotas de 1 mL das amostras diluidas e acrescentados 1 mL de PBS (GIJSENS et
al., 2002). As amostras foram entéo dispostas em tubos Amicon® 50 kDa e submetidas
a centrifugacao durante 10 min a 4000 g para separacao da fracéo livre, que deveria
atravessar a membrana de 50 kDa (aliquota filtrada), da fracdo encapsulada do
farmaco, retida pelo filtro. Como controle deste processo, uma solucao simples de 5-
FU em agua foi analisada da mesma forma que os lipossomas e imunolipossomas.
Por fim, as amostras da aliquota filtrada foram diluidas para leitura em
espectrofotometro em 265 nm. Amostras branco de lipossomas e imunolipossomas
foram submetidas ao mesmo processo para verificacdo de possiveis interferentes. O
meétodo analitico para quantificacdo de 5-FU em espectrofotdmetro foi utilizado para
quantificacdo do farmaco liberado. Os perfis de liberagdo da solucdo controle,
lipossomas e imunolipossomas foram comparados e calculou-se a porcentagem de 5-
FU liberada.



40

A cinética de liberacéo foi determinada avaliando-se o maior coeficiente de
correlacdo linear dentre as cinéticas de ordem zero, primeira ordem e Higuchi, de

acordo com as equacdes VIII, IX e X (Frizon et al., 2013):
Cinética de ordem zero: Mo—Mrt= ko.t (Equacéo VIII);
Cinética de primeira ordem: In(Mo/MT)= k1.t (Equacéo IX);

Modelo de Higuchi: Mt= ka\t (Equacéo X).

4.2.7 Estudo in vitro de penetracdo cutanea

A pele da porcéo externa de orelhas de suinos recentemente sacrificados foi
dissecada com ajuda de um bisturi e dermatomizada (~700 um). As peles foram
estocadas a -70°C por um periodo maximo de 30 dias antes do uso. Com o objetivo
de garantir que a barreira da pele estava integra, no dia do experimento, a
resistividade elétrica das peles foi determinada usando-se o0s parametros
determinados por Tang et al. (2001). Resumidamente, as peles dermatomizadas
foram montadas nas células de difuséo tipo Franz e eletrodos de Ag/AgCl inseridos
no compartimento doador e receptor das células. O eletrodo em contato com o meio
receptor foi ligado a um gerador de corrente elétrica alternada e uma poténcia de 100
mV (RMS) e 10 Hz de frequéncia foi aplicada. A intensidade da corrente elétrica capaz
de ser passada através da pele foi entdo medida por meio do eletrodo inserido no
compartimento doador ligado a um multimetro (Minipa ET 2053). A resisténcia da pele
foi calculada utilizando-se a lei de Ohm e o valor de resistividade foi obtido
multiplicando-se o valor de resisténcia pela area da pele disponivel para permeacao
(0,95 cm?). As amostras de pele com resistividade elétrica inferior a 35 kQ.cm2 foram
consideradas danificadas e nao foram utilizadas nos experimentos (TANG et al. 2001).

Na avaliacdo da penetracdo cutanea em pele de orelha de suinos, as peles
(n=6) foram dispostas em células de difusdo de Franz de area 0,95 cmz2, com
compartimento doador preenchido com 1,5 mL de solucdo, lipossomas ou
imunolipossomas contendo 5-FU, todos na concentragdo de 500 pg/mL de farmaco.
O compartimento receptor foi preenchido com 16 mL de tampédo PBS pH 7,4 e
submetido a agitacdo a 500 rpm durante 6 h. Nesta etapa, o objetivo foi avaliar a

penetracdo cutdnea do 5-FU na auséncia da corrente elétrica (penetragdo passiva do
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farmaco) para posterior comparacdo com a penetracdo do 5-FU na presenca da
iontoforese (Figura 11).

Figura 11. llustracdo do experimento de penetracdo cutanea passivo (A) e de

iontoforese (B).

Nos experimentos de iontoforese foram utilizados eletrodos de prata (Ag) e
cloreto de prata (AgCl) obtidos conforme descrito por Lopez et al. (2000) e Bernardi et
al. (2015). Primeiramente, para obtencao dos eletrodos negativos (catodo), um fio de
prata (99,9% de pureza) teve sua ponta dobrada e foi imerso em cloreto de prata
fundido e entdo removido para solidificacdo a temperatura ambiente. Para o preparo
de eletrodos positivos (anodo) foi feito um circuito elétrico em série com fios de platina
e eletrodos de AgCI, todos mergulhados em solucdo de NaCl. Uma corrente de 0,3
mA foi passada pelos eletrodos por 24 h, partindo do terminal positivo ligado a platina
e se ligando ao terminal negativo nos eletrodos de AgCl para sua reducéo ao estado
de Ag.

Para os experimentos de penetracdo cutanea usando a iontoforese e células
de difusdo de Franz, o eletrodo de Ag (&anodo) foi colocado no compartimento doador,
em contato com a formulacdo que continha o 5-FU (solucdo, lipossoma ou
imunolipossoma). O eletrodo de AgCl (catodo) foi colocado no compartimento receptor
e o sistema, com os eletrodos ligados em série em 6 células de difuséo, foi submetido
a uma corrente elétrica constante de 0,5 mA/cm2 6 h (Figura 11B). Desta forma, as
formulagdes foram submetidas a iontoforese anddica.

Ao término do experimento, as peles foram lavadas com agua destilada e
colocadas sobre uma superficie forrada, com o estrato corneo voltado para cima. Para
separar o0 estrato corneo das demais camadas da pele, as amostras de pele foram
submetidas a técnica do tape stripping. O processo foi realizado utilizando 15 pedagos
de fita adesiva (Durex® 3M), aderidas ao estrato corneo e retiradas sucessivamente,

sendo que a primeira foi descartada e as demais mergulhadas em tubo falcon
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contendo 5 mL de &4gua milliQ. A parte remanescente da pele (epiderme viavel e
derme) foi picotada e imersa em tubos falcon contendo 5 mL de agua milliQ. O
compartimento receptor também foi coletado e o volume de 5 mL foi colocado em
tubos falcon. As amostras foram entdo submetidas a agitacdo em vortex por 1 min,
seguidas de banho de ultrassom por 15 minutos e adi¢cao do padrao interno timina na
concentracgéo final de 2 yg/mL. Em seguida foram centrifugadas por 10 min e filtradas
em 0,22 um. O procedimento de extracdo do 5-FU das amostras foi realizado por
particdo liquido-liquido (Agua-acetato de etila), conforme padronizado no item 4.2.1.2.
Desta forma, adicionaram-se 5 mL de acetato de etila & 1 mL dessas amostras em
agua, que foram submetidas a agitacdo em vértex por 7 min e centrifugacao a 4000 x
g por 10 min. O sobrenadante (fase orgéanica) foi reservado e o procedimento foi
repetido, de forma que ao final 10 mL de fase organica foram submetidos a
evaporacao a 60°C, ressupensa usando 500 pL de agua milliQ, agitada em vortex por
1 min e filtrada em 0,22 ym para quantificacdo do 5-FU que penetrou no estrato cérneo
pelo método validado usando CLAE (item 4.2.1.2).

4.2.7.1 Determinagao da quantidade de 5-FU retida na regiao folicular

Com o objetivo de determinar a quantidade de 5-FU retida na regiéo folicular e
avaliar a influéncia dos lipossomas e imunolipossomas no direcionamento do farmaco
para o foliculo piloso com o uso de iontoforese, utilizou-se a técnica de tape stripping
diferencial (GELFUSO et al., 2015). Ao final do experimento de penetracéo cutanea,
procedeu-se o tape stripping com o auxilio de 15 fitas adesivas para a remoc¢ao do
estrato corneo. Em seguida, o contetdo folicular desta area da pele sem estrato
cérneo foi removido pela aplicacdo de uma gota de cola de cianoacrilato
(SuperBonder, Brasil) em sua superficie. Uma fita adesiva foi posicionada sobre a cola
e pressionada levemente por 5 min até que secasse completamente. Em seguida, a
fita foi removida com um unico movimento. A fita adesiva com o conteudo folicular foi
entdo submetida ao procedimento de extracdo em agua e particdo com acetato de
etila para quantificagdo do 5-FU acumulado nos foliculos pilosos pelo método

bioanalitico validado.
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4.2.7.2 Analise Estatistica

Os estudos de penetracdo cutanea in vitro foram analisados usando o método
de variancia ANOVA, com pos teste de Tukey (p< 0,05 foi considerado o valor minimo

de significancia).

4.2.8 Estudo in vivo em modelo xenografico de SCC com superexpressao de
EGFR

428.1 Animais

Camundongos fémea Swiss nude de 12 a 16 semanas foram utilizados para os
experimentos de acordo ao protocolo aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade de Sao Paulo, campus de Ribeirdo Preto (Protocolo
CEUA n° 13.1.1156.53.0). Os animais foram mantidos a temperatura e umidade
controladas com agua e comida ad libitum e ciclos de 12 h claro/escuro, em racks com

ar filtrado por filtros HEPA e manipulados em capela de fluxo laminar.

4.2.8.2 Inducéo do SCC nos camundongos

Células A431 de SCC de pele humano, EGFR positivas, forma cultivadas em
meio DMEM como descrito no item 4.2.4.1. Por via subcutanea, 2x10°8 células A431
foram injetadas no dorso dos camundongos. Os experimentos foram iniciados quando
os tumores atingiram entre 50 e 100 mm3 (12 dias apoés a inje¢ao), de maneira similar
ao trabalho de Nakata et al (2004) e Skvortsova et al (2010).

4.2.8.3 Tratamento do SCC induzido em camundongos

As formulagdes contendo 5-FU (solucéo, lipossoma e imunolipossoma) foram
administradas a dois grupos distintos de animais por duas vias diferentes: subcutanea
e topica. A administracdo tépica foi feita com o auxilio da iontoforese anddica (0,5
mA/cm?).

A Figura 12 mostra um esquema dos protocolos de tratamento realizado para

cada uma das vias de administracao.
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Figura 12. Esquema dos protocolos de tratamento realizado para cada uma das vias

de administracao: subcutanea e tépica (iontoforese)

Todos 0s grupos eram compostos por 5 animais. A quantidade de cetuximabe
utilizada nas formulacdes foi de 20 pug por umol de lipideo, de acordo a literatura e
estudos clinicos (PAN et al., 2007; MAMOT et al., 2012). A quantidade de 5-FU
administrada foi de 10 mg/Kg no tratamento subcutaneo e 500 ug/mL de 5-FU no
tratamento topico (iontoforese). Uma solugcéo de cetuximabe na dose de 770 pug/mL
foi administrada topicamente nos animais tratados com iontoforese para comparacéo
do efeito do anticorpo néo conjugado.

Os animais foram tratados a cada 3-4 dias em capela de fluxo laminar,
totalizando 6 doses. No caso do tratamento por iontoforese, os animais foram
anestesiados usando 120 pL de ketamina/xilazina (1:2) 30% previamente aos
tratamentos. A iontoforese anddica foi aplicada inserindo-se o eletrodo de Ag em um

compartimento de plastico que envolvia o tumor e continha a formulagdo estudada.



45

Este eletrodo foi conectado a um dos polos da fonte de energia. Para fechar o circuito
elétrico, um eletrodo negativo (AgCl) na forma de patch (IOMED) foi aplicado na cauda
do animal (Figura 13). Uma corrente elétrica constante de 0,5 mA/cm? foi aplicada por
15 min. A fonte de energia Futron Data foi utilizada nos experimentos.

ApGs 22 dias do inicio do tratamento, os animais foram sacrificados usando-se
sobredose anestésica ketamina/xilazina (1:2) 30%, por via intraperitoneal, conforme
preconizado pelo Comité de Etica do uso de animais do Campus de Ribeirdo Preto —
USP.

Figura 13. Tratamento topico dos camundongos usando iontoforese anddica.

4.2.8.4 Avaliacdo da regresséao tumoral

O crescimento tumoral foi acompanhado duas vezes por semana até o final do
estudo (33 dias ap06s a injecao das células) com o uso de paquimetro digital. Os
animais foram sacrificados usando-se sobredose anestésica, conforme preconizado
pelo Comité de Etica da FCFRP-USP. O volume tumoral foi calculado de acordo a
Equacao XI:

V (mm?3) = dzxg2 (Equagdo XI)

na qual d e D correspondem ao menor e ao maior diametro, respectivamente (ZUCO
et al., 2010).
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Os tumores entdo foram mantidos imersos em formalina para posterior

avaliacdo histologica e imunohistoquimica.

4.2.8.5 Monitoramento da massa corpoOrea dos animais

Com o objetivo de avaliar efeitos toxicos do uso das formulagcées nos animais,

a massa corporea foi aferida duas vezes por semana utilizando-se balanca digital.

4.2.8.6 Obtencéao dos cortes histolégicos

Os tumores dos grupos avaliados (controle negativo, solucdo, lipossomas e
imunolipossomas) foram retirados da formalina e deixados por 1 h imersos em etanol
80%. Os tumores foram entdo dispostos em cassetes plasticos para a etapa de
desidratacdo usando trés banhos de etanol absoluto, com duracdo de 1 h cada,
seguido de diafanizagcdo com trés banhos de xilol, por 30 min cada. Foram entdo
realizados dois banhos com parafina a 62°C, com duragdo de 30 min cada. Os
tumores foram incluidos em parafina e deixados a temperatura ambiente para
endurecimento. Um micrétomo rotativo (HM 315R, Microm) foi entdo utilizado para
obtencdo de cortes histolégicos de 4 um de espessura, que foram recolhidos em
laminas de vidro do tipo Knittel adesivas (ELOY et al., 2016).

4.2.8.7 Avaliacdo histologica utilizando coloragdo com hematoxilina-

eosina (HE)

Foi utilizado o método classico de coloracdo com hematoxilina-eosina (ELOY
et al., 2016). Primeiramente, os cortes histoldgicos foram desparafinados usando-se
2 banhos de xilol de 10 min cada, seguidos de hidratagdo com banhos de éalcool
absoluto, 85%, 80%, 70% e agua destilada, cada banho com duracédo de 5 min. Em
seguida, foi realizada a coloragcdo com hematoxilina (5-10 min) e lavagem com agua
destilada por 10 min. A coloracdo com eosina foi realizada em seguida, usando-se a
concentracéo de 0,5% de eosina por 5 min e lavagem com agua corrente. Uma etapa
de desidratagdo foi realizada pela passagem sequencial em alcool 70%, alcool 80%,
alcool 95% por 1 min cada. Entdo, procedeu-se a incubacao trés vezes com &lcool
absoluto (5 min) e lavagem com agua. Por fim, o corante foi fixado e o material foi

conservado utilizando-se banho de xilol por 5 min, seguido da montagem da lamina
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com resina. A observagdo das laminas foi realizada em microscopio éptico, com
aumento de 200 x acoplado & cAmera. Foram avaliadas as caracteristicas histologicas
do tecido tumoral para os diferentes grupos tratados bem como a atividade mitotica,
necrotica e presenca de vasos sanguineos e queratinizacdo. Os tumores foram
classificados com relacdo ao grau de diferenciacdo (pouco diferenciado,
moderamente diferenciado ou muito diferenciado), ja& que quanto maior a

diferenciacdo do tumor, menor sua agressividade.

4.2.8.8 Avaliacdo imunohistoquimica com anticorpo anti Ki-67

A avaliacéo imunohistoquimica com anticorpo anti Ki-67 foi realizada com base
em estudos prévios (SOLOMON et al.,, 2002; ELOY et al.,, 2016). Com o tecido
previamente fixado e parafinado, procedeu-se a recuperacao antigénica do tecido. As
laminas foram incubadas por 10 min em tampé&o citrato pH 6,0 (30 min) a 95-99°C, em
banho maria. As laminas foram entdo removidas, resfriadas por 5 min, lavadas em
agua destilada e deixadas em banho por 5 min com tampéao de lavagem TBS/Tween
20. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito através da aplicacdo do reagente de
bloqueio da peroxidase ao redor dos cortes, que foram secos com caneta Pap Pen. A
incubacdo com o tampao de bloqueio foi feita por 10 min a temperatura ambiente,
seguido de lavagem com tampao de lavagem. O bloqueio de proteina foi realizado
com aplicacao do reagente de blogueio de proteina, incubado por 10 min, sem a etapa
de lavagem. Em seguida, o anticorpo primario monoclonal de coelho anti-Ki-67, clone
SP6, diluido em 1:200 com diluente de anticorpo foi aplicado, com incubacéo por 1 h
a temperatura ambiente, e entdo lavado com tampéao de lavagem. Para a visualizagéo,
os cortes foram secos e o reagente complement, do polimero reveal HRP, foi aplicado
e incubado por 10 min a temperatura ambiente. Apds secagem dos cortes, o reagente
HRP conjugate foi aplicado e incubado por 15 min a temperatura ambiente, seguido
da etapa de lavagem com o tampédo de lavagem. Para a coloracdo do substrato
cromogeno, o reagente DAB liquido foi diluido, conforme instru¢cdes do fabricante
(Spring), aplicado e incubado por 5 min a temperatura ambiente. Os cortes foram
lavados em agua destilada e em seguida contra corados com hematoxilina-eosina.
Por dltimo, os tecidos foram desidratados em etanol e xilol e as laminas foram
permanentemente montadas. A observacdo das laminas foi feita em microscopio

convencional acoplado com camera, com aumento de 200X. Para determinacdo da
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porcentagem de nucleos positivos para Ki-67, o nimero de células com nudcleo

castanho em 500 células foram contadas/lamina com o auxilio do software ImageJ.

4289 Analise estatistica

O teste two-away ANOVA com pés teste de Bonferroni foi utilizado nos estudos

de eficacia in vivo e a significancia estatistica foi estabelecida como p <0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos
5.1.1 Quantificacédo do 5-FU em lipossomas por espectrofotometria

Primeiramente, o comprimento de onda de maxima absorvancia do 5-FU foi
determinado em 265 nm, usando-se um espectrofotbmetro e com base em estudos
prévios (DE MATTOS et al., 2013). A Figura 14 mostra a curva analitica obtida para o
5-FU em 4gua analisado por espectrofotometria. Uma relag&o linear foi encontrada
para a absorvancia das solucdes entre 0,25 e 6 pg/mL. O coeficiente de correlacéao
linear obtido foi de 0,9991, o que demonstra linearidade adequada (r > 0.999). O LOD
foi determinado como 210 ng/mL e o LOQ em 250 ng/mL.

_ 04
E y =0,0482x + 0,0034
s03 R? = 0,9991

S

o2
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Figura 14. Curva analitica determinada por espectrofotometria para o 5-FU em 265
nm.

A especificidade do método espectrofotométrico foi avaliada usando
lipossomas branco e lipossomas branco contaminados com solugcdo de 5-FU em
concentracéo conhecida. Nao foram detectados interferentes para o comprimento de
onda de interesse, fazendo com que o 5-FU em solucdo contaminada com lipossomas
pudesse ser quantificado com 955% e 99,4% de precisdo e exatidao,
respectivamente.

O coeficiente de variacdo e a exatiddo, ambos intra e inter-ensaio para as

solucbes padrdo estao representados na Tabela 1.
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Tabela 1. Resultados da precisdo e exatiddo intra e inter-ensaio para o método
espectrofotométrico de quantificacao de 5-FU.

Intra-ensaio Inter-ensaio
Concentracio Exatidao CV (%) Concentracao Exatidao CV (%)
(ng/mL) (%) (ng/mL) (%)
0.25 104.6 4.4 0.25 99.2 6.9
0.5 113.1 1.9 0.5 114.3 10.3
1.0 100.8 1.9 1.0 108.,5 10,0
2.0 96.9 0.9 2.0 99.1 4.8
4.0 97.8 0.5 4.0 101,7 5.9
6.0 101.4 0.4 6.0 1004 2,0

Os valores de desvio padrao relativo representam variacdes intra e inter-ensaio
aceitaveis para o 5-FU, com adequada precisdo e exatiddo do método, visto que o
guia da ANVISA Resolucdo n° 899 de 29 de maio de 2003 determina valores de até
5% e o ICH néo estabelece limites, mas sabe-se que de acordo a complexidade da

amostra e concentracao, valores de até 20% sao aceitaveis (RIBANI et al., 2004).

5.1.2 Quantificacdo do 5-FU em pele por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

A quantificac@o do 5-FU extraido de pele de porco foi feita usando uma coluna
analitica C-18 com eluicdo isocratica. Baseando-se em estudos previamente
publicados (ALSARRA & ALARIFI, 2004; ZHANG et al., 2012; DE MATTOS et al.,
2013; SABITHA et al.,, 2013) e na farmacopeia americana (United States
Pharmacopoeia USP 34, 2010), fases mdveis compostas somente por agua
acidificada com pH proximo de 3 acrescidas ou ndo de até 10% de acetonitrila ou
metanol devem ser empregadas. O uso de baixo pH é interessante considerando-se
a natureza altamente hidrofilica do 5-FU e seu pKa proximo de 8 (Figura 15). Desta
forma, em pH acido, o 5-FU, sendo um &cido fraco, encontra-se nao ionizado,
aumentando sua interacdo com a coluna C-18, resultando em um tempo de retencao
médio de 5 minutos, como observado em nossos experimentos e em estudos prévios
(ALSARRA & ALARIFI, 2004; SANSON et al., 2011).
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Figura 15. Valores de pKa determinados para o 5-FU utilizando o software Marvin
Sketch versao 6.2 (ChemAxon).

A Figura 16 mostra cromatogramas de solucdes de 5-FU e de homogenatos de
pele obtidos usando agua acidificada (pH 2,6) como fase mével. Essa composicéo de
fase mével foi selecionada apés estudo preliminar com solugédo aquosa de 5-FU e de
homogenato de pele em agua eluidos com outras duas fases moveis, além da agua
acidificada, tais como: agua acidificada:acetonitrila (98:2) e agua acidificada:metanol
(98:2). As solucdes de 5-FU apresentaram picos mais bem definidos e com tempo de
retencdo maior (aproximadamente 5 min, Figura 16A) para a fase mével composta por
agua acidificada (pH 2,6) comparado a fase mével contendo agua:acetonitrila (98:2),
agua:metanol (98:2).

Desta forma, optou-se por prosseguir os estudos para quantificacdo de 5-FU
extraido de pele utilizando fase movel composta apenas por agua acidificada (pH 2,6).
No entanto, observou-se, como ilustrado na Figura 16B, que a pele apresenta elevado
namero de interferentes que impediriam a quantificacdo do farmaco por analise direta

da solucéo de 5-FU extraida da pele com agua.
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Figura 16. Cromatogramas obtidos por CLAE das solu¢des de 5-FU e amostras de
pele em diferentes solventes: A) Padrdo 5-FU em &gua (sem pele); B) Amostra de
pele em agua; C) Padréo de 5-FU em metanol (sem pele); D) Amostra de pele em
metanol; E) Padrdo de 5-FU em acetonitrila (sem pele); F) Amostra de pele em
acetonitrila e G) Amostra matrizada de 5-FU com pele apés particdo liquido-liquido

com acetato de etila.

Desta forma, foram feitas extragcbes em agua, metanol (Figura 16C e D) e
acetonitrila (Figura 16 E e F) e uma particédo liquido-liquido, apés a extracéo da pele
com agua, usando acetato de etila (Figura 16 G).

A particdo liquido-liqguido envolve a partilha da amostra entre duas fases
imisciveis (organica e aquosa), sendo que a eficiéncia de recuperacao do farmaco é
determinada pela afinidade do mesmo pelo solvente de extracdo, pela proporcao entre

as fases e pelo nimero de extracdes realizadas. Como vantagens do método podem-
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se citar a facilidade do procedimento, a possibilidade de uso de um nimero grande de
solventes, puros e disponiveis comercialmente, os quais fornecem uma ampla faixa
de solubilidade e seletividade. Ainda, as proteinas extraidas da pele pela agua sao
desnaturadas pelo solvente organico, o que reduz o numero de substancias
indesejaveis injetadas na coluna cromatogréafica. Por outro lado, como desvantagens
tem-se que as amostras com alta afinidade pela agua, como o 5-FU, séo parcialmente
extraidas pelo solvente organico, resultando em perda do analito, além da
possibilidade de concentrar impurezas do solvente junto com a amostra, dentre outras.
Apesar destas desvantagens, esta € considerada uma técnica classica de preparagéo
de amostra e passivel de ser utilizada para uma grande gama de substancias
presentes em fluidos bioldgicos, visto que extratos bastante limpos podem ser obtidos
com alta seletividade para alguns analitos (QUEIROZ et al., 2001).

Extracdes de pele com metanol ja foram relatas na literatura para resolucao
dos interferentes de pele e quantificacdo de 5-FU (SABITHA et al., 2013), porém
resultando em tempos de retencdo proximos a 1 min. Este método foi testado em
nossos experimentos (Figura 16C), resultando em um Unico pico com tempo de
retencdo de 3 min quando apenas a solucdo metandlica de 5-FU foi injetada. Porém,
contaminantes da pele foram eluidos no mesmo tempo de retencdo, impedindo a
quantificacdo adequada do 5-FU (Figura 16 D). De maneira semelhante, testou-se
extracdo com acetonitrila, também conhecida por causar a precipitacdo de proteinas
(QUEIROZ et al.,, 2001), a qual apresentou resultado semelhante ao metanol
(tr=3,0min, Figuras 16E e 16F). Apenas a particdo com acetato de etila resultou em
separacao dos interferentes e picos de interesse (5-FU), como mostrado na Figura
16G.

Na Figura 17 observa-se o pico de 5-FU e o pico da timina, usada como PI,
eluidos com &gua acidificada, apds extracdo do 5-FU da pele com agua seguida de
particdo com acetato de etila. O uso de PI € importante para minimizar perdas do
processo de extracdo com o acetato de etila, visto que a &rea do pico de 5-FU é
normalizada pela area do pico do PIl. Optou-se pela utilizagdo de timina devido ao
tempo de retencdo proximo de 10 minutos (ALSARRA & ALARIFI, 2004).
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Figura 17. Cromatograma da solucdo de 5-FU matrizada com pele em agua apos

particdo para o acetato de etila e em presenca de timina (PI).

O método apresentou-se linear (r=0,999), com preciséo e exatidao na faixa de
concentracdo entre 0,3 ug/mL e 6 pg/mL, conforme ilustrado na Figura 18 e Tabela 2.
Os valores de CV obtidos tanto nas analises intra-ensaio como nas inter-ensaio foram
inferiores a 6,3%, 0 que est4d de acordo ao guia para validacdo de métodos
bioanaliticos do FDA (FDA & Food and Drug Administration 2013). Este guia define
gue valores de CV e exatiddo menores de 15% sao aceitaveis, sendo que o LOQ pode
atingir até 20% de desvio. Os valores de exatiddo obtidos variaram entre 93%-108,7%
e, portanto, estdo de acordo aos guias e recomendac¢des da literatura (FDA & Food
and Drug Administration 2013; BARTH et al., 2011).

2,5 y =0,4286x + 0,0647
R?=0,9995

Area 5-FU/ 4rea PI
=
w

0 2 4 6 8
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Figura 18. Curva bioanalitica determinada por CLAE para o 5-FU recuperado da pele

utilizando particdo agua/acetato de etila e timina a 2 pg/mL como PI.
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Tabela 2. Resultados da precisdo e exatiddo intra e inter-ensaio para 0 método por
CLAE de quantificacao de 5-FU em pele.

Intra-ensaio Inter-ensaio
Concentracio Exatidao CV (%) Concentracao Exaotldao CV (%)
(ng/mL) (%) (ng/mL) (%)
0.3 108.4 0.7 0.3 108.7 0.9
0.5 93.0 6.3 0.5 94,6 2.3
1.0 96.5 3.2 1.0 95.3 1.8
2.0 100.,5 1.5 2.0 101.0 0,7
4,0 102.2 0.1 4.0 102.0 0,2
6.0 99.1 0,2 6.0 99.2 0,5

Os valores de recuperacgao de 5-FU das amostras de pele foram determinados
apos a extracdo do farmaco em trés diferentes concentragdes (0,3 ug/mL; 2 ug/mL e
6 pug/mL) e foram comparados a curva padrao de 5-FU matrizada (Tabela 3). Os
valores de recuperacdo obtidos apresentaram-se na faixa de 95-110% e sdéo
considerados satisfatorios para a recuperacdo de amostras de pele (PRACA et al.,
2011; FDA & Food and Drug Administration 2013).

Tabela 3. Valores de recuperacao de 5-FU proveniente de amostras de pele de orelha

de suinos
Recuperacio
Concentraciao
%
(ng/mL)
0.3 109.9 £ 12.5
2.0 959125
6.0 95,5+1,0

De acordo as normas vigentes, amostras recuperadas de tecidos bioldgicos
devem ser testadas quanto a sua estabilidade nas condigbes que serdo expostas.
Dessa forma, optou-se por avaliar a estabilidade de 5-FU extraido de amostras de
pele apds trés ciclos de congelamento e descongelamento, visando mimetizar as
condicdes maximas as quais estas amostras seriam submetidas em caso de
necessidade de estocagem. Os resultados (Tabela 4) para as seis concentragbes

testadas foram comparados as amostras recém preparadas e indicaram variagdo
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maxima de 1%, o que demonstra a elevada estabilidade das amostras na condi¢ao
testada, visto que valores de até 15% sdo considerados aceitaveis pelas normas
vigentes (ANVISA, Resolucédo n° 27, de 17 de maio de 2012.).

Tabela 4. Estabilidade das amostras de 5-FU da curva matrizada com presenca de Pl
apos trés ciclos de congelamento (-20°C) e descongelamento (temperatura ambiente).

Estabilidade
Concentracao CV (%)
(ng/mL)
0.3 1,02
0.5 1,02
1.0 0,95
2.0 1.0
4,0 0,99
6.0 1,0
5.1.2.1 Aplicacdo do método

Com o objetivo de avaliar a adequada quantificacdo de 5-FU proveniente de
amostras de pele usando o método bioanalitico validado por CLAE optou-se por
investigar a retencdo cutanea e quantidade de farmaco no compartimento receptor
apoés o tratamento passivo por 24 h com solucdo ou creme comercial (Efurix®)
contendo 5-FU.

A Figura 19 mostra a quantidade de 5-FU recuperada da pele de porco e da
solucéo receptora apés 24 h de tratamento in vitro com solu¢do e creme, ambos
contendo 3,5 mg de 5-FU.
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Figura 19: Avaliacao da penetracdo cutanea do 5-FU na pele (A) e através dela (B) a
partir de solucao e creme comercial contendo 5-FU apds 24 h.

O tratamento com o creme aumentou em cerca de 3 vezes a quantidade de 5-
FU retida na pele e cerca de 4 vezes a quantidade que atravessou a pele (no
compartimento receptor) quando comparado ao tratamento com a solug¢do de 5-FU
(Figura 19).

A formulagdo comercial é uma emulsdo do tipo 6leo em agua. Em geral,
emulsBes sdo capazes de aumentar a penetracdo cutdnea de farmacos quando
comparadas a solucdes e suspensdes (SAKATA et al., 2014). O creme comercial
possui em sua composicdo promotores de absorcdo tais como o alcool estearilico
(alcool graxo de cadeia longa) e o propilenoglicol (éster), capazes de melhorar a
penetracdo cutanea por diferentes mecanismos.

O mecanismo envolvido no aumento de penetracdo cutadnea causado pelo
propilenoglicol ndo esta totalmente esclarecido, mas pode estar relacionado a
desidratacdo cutédnea e a incorporagdo do propilenoglicol nas extremidades das
cabecas polares dos lipideos e este pode ter efeito sinérgico quando combinado a
outros promotores de absor¢cdo (OSTRENGA et al., 1971; BOUWSTRA et al., 1991;
WILLIAMS & BARRY, 2004; LANE et al., 2013). O alcool de cadeia longa é capaz de
desorganizar o estrato corneo, favorecendo a penetragédo cutanea (LANE et al., 2013).

Por exemplo, Andega et al (2001) testaram uma variedade de alcoois graxos de cadeia
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longa e seu efeito na permeabilidade cutanea (pele de porco e humana) do farmaco
modelo melatonina. Foi observada uma relacdo parabdlica entre o comprimento da
cadeia carbodnica saturada do alcool graxo e o aumento da penetracao cutanea.

Em nossos experimentos o método de quantificacdo validado por CLAE
permitiu analisar o 5-FU na pele e no compartimento receptor, diferenciando a
quantidade que penetrou a partir de diferentes formulagdes e, portanto, é adequado

para as demais quantificacdes deste trabalho.

5.2 Desenvolvimento e caracterizacao de lipossomas contendo 5-FU

O farmaco 5-FU tem sido usado na terapia de uma variedade de tumores
sélidos. Devido ao curto tempo de meia vida plasmatico, altas doses séo necessarias
em administracdo semanal, o que induz toxicidade gastrointestinal e mielotoxicidade
(KAISER et al., 2003). Ademais, a alta hidrofilicidade reduz sua eficacia in vivo devido
ao baixo uptake celular, o que é usual para pequenas moléculas hidrofilicas e
representa uma desvantagem (ELOY et al. 2014). Sendo assim, a administracéao
tépica de 5-FU pode reduzir os efeitos colaterais sistémicos e aumentar a adesao do
paciente ao tratamento. No entanto, sistemas de liberacdo sdo necesséarios para
melhorar a biodisponibilidade e a penetracdo cutanea devido a alta hidrofilicidade do
farmaco.

A caracteristica hidrofilica do 5-FU e sua baixa massa molecular (MM= 130,08
g/mol) tornam dificil a encapsulacdo deste farmaco no compartimento aquoso de
lipossomas (THOMAS et al, 2011). Dessa forma, a encapsulacao passiva de 5-FU é
relatada na literatura como sendo entre 2-6%, dependendo da composic¢ao lipidica do
lipossoma (OZER et al., 1992; FRESTA et al., 1993). Outro problema é o répido
extravasamento do 5-FU de lipossomas apoés a remocéao do farmaco néo encapsulado
(OZER et al., 1992; FRESTA et al., 1993; ELORZA et al., 1993), o que limita o tempo
de estocagem de lipossomas convencionais.

Com o objetivo de encapsular 5-FU em lipossomas com porcentagem de
encapsulacdo maior do que a relatada na literatura e estabilidade, diferentes
composicdes lipidicas foram investigadas. A entrega de farmacos encapsulados em
lipossomas para as células estd ligada a capacidade das vesiculas lipidicas
interagirem com estas. Sendo assim, existem diferentes formas de interagao, tais

como absorcdo, troca lipidica, fusdo e endocitose (FRESTA et al., 1993).
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Considerando que nem todas estas formas de interagdo asseguram a entrega do
farmaco para as células, optou-se por estudar o SPC como lipideo devido a elevada
biocompatibilidade com as membranas celulares. Porém, a baixa temperatura de
transicao (Tc=-20 a -30°C) proporciona a formacéao de vesiculas mais flexiveis, o que
poderia prejudicar a encapsulacéo de 5-FU e a estabilidade dos lipossomas. Desta
forma, optou-se por avaliar também os fosfolipideos DPPC e DSPC, porém com maior
cadeia hidrocarboénica, que causam um aumento da temperatura de transi¢cao e maior
rigidez das vesiculas (DPPC Tc= 41°C e DSPC Tc= 55°C). Visando a aplicacéo
biolégica, optou-se pela adicao de Col, capaz de assegurar a estabilidade coloidal dos
lipossomas e reduzir a perda de farmacos hidrofilicos, como o 5-FU (MANOJLOVIC
et al., 2008; GLAVAS-DODOV et al., 2005).

SPC:Col, DPPC:Col e DSPC:Col foram combinadas na proporcao 55:45, com
razdo farmaco lipideo 0,2 baseado em estudos prévios de THOMAS et al. (2011). Os
resultados de tamanho de particula/ polidispersividade (Pdl), potencial zeta e

porcentagem de encapsulacédo foram mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5. Efeito da composicéo, razdo farmaco/lipideo e métodos de preparo no
tamanho, potencial zeta e porcentagem de encapsulacéo de 5-FU.

c . Técnica d Razao Tamanho PdL Potencial zet %
omposicio écnica de preparo firmaco/lipideo (om) otencial zeta (mV) encapsulagio
Hidratagdo do filme 0,2 1335 £4,2 0,306 £0,03 -10,01 = 0,40 0%
SPC:Col Ciclos Congelamento/
0,2 129,1 +5.4 0,212 £ 0,09 -6,57 £ 0,15 0%
descongelamento
Hidratagdo do filme 0,2 1178 £2,7 0,374 £ 0,04 -10,25 £0,77 0%
DPPC:Col Ciclos Congelamento/
0,2 1039 +2,5 0,280 +0,06 -9,78 +1,01 4.9 +0,4%
descongelamento
Hidratagdo do filme 0,2 1432 £3.8 0,207 £0,02 -13,60 +1,41 48 +0,7%
Hidratagdo do filme 0,1 143,4+11,4 0,276 0,08 -1,07 £ 0,47 49,9+ 2,1%
Ciclos Congelamento/
0,2 162,4 £3.2 0,231 £0,08 -7,77 £1,03 7,7 +0,5%
descongelamento
DSPC:Col 1 1512 £2.6 0,254 £0,09 11,20 + 0,42 17,9 +3,2%
Encapsulagdo ativa Cu:PEIL 0,5 151 +£1,5 0,251 £0,04 7,25 +£0,30 17,4 + 1,6%
0,2 1489 +£1,0 0,260 + 0,03 12,25 £0,35 17,2 £ 5,8%
Evaporacio de fase 0,2 1394 £34 0,201 £0,08 * 31,5+£0,2%
reversa 0.1 1272 £2.2 0,206 +0,05 * 43,4 +5,9%

* Houve separacao de fases apos 24 h, o que impediu as medidas do potencial zeta

destes lipossomas.

A primeira série de lipossomas foi produzida usando o método classico da
hidratac&o do filme lipidico e o método de ciclos de congelamento e descongelamento.
As composicdes SPC:Col, DPPC:Col e DSPC:Col resultaram respectivamente em
0%, 0% e 4,8+0.7% de 5-FU encapsulado, usando o método classico da hidratacdo
do filme lipidico (Tabela 5). Um pequeno aumento na porcentagem de encapsulagéo
de 5-FU foi observado quando os ciclos de congelamento e descongelamento foram
utilizados. O uso de ciclos repetidos de congelamento e descongelamento produz o
rompimento das vesiculas lipossomais devido a formacao de cristais que rompem as
lamelas das vesiculas e consequentemente aumentam a razdo farmaco hidrofilico-
lipideo, resultando em maior porcentagem de encapsulagéo (CASTILE et al., 1999).

Em seguida, o método da encapsulagéo ativa por gradiente usando Cu:PEI
proposto por THOMAS et al. (2011) que baseia-se nas interacdes eletrostaticas entre
PEI e 5-FU e a evaporacao de fase reversa (ELORZA et al., 1993) foram testados,
ambos considerados métodos para aumento da porcentagem de encapsulacédo de
farmacos hidrofilicos. Obteve-se 17% de encapsulacao para o 5-FU quando o método

da encapsulacdo por Cu:PEl foi utilizado e alteragdes na razdo farmacol/lipideo nao
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resultaram em melhores porcentagens. Além disso, a evaporacao de fase reversa
aumentou a porcentagem de encapsulacdo de 5-FU de 31,5 para 43,4% quando as
razdes de farmacol/lipideo 0,2 e 0,1 foram usadas, respectivamente, 0 que demonstra
a importancia da razao farmaco/ lipideo para o aumento da porcentagem de 5-FU
encapsulado usando esta técnica. Por fim, quando a razao de 0,1 foi testada para o
método classico da hidratacdo do filme lipidico, a porcentagem de encapsulagéo
alcancou cerca de 50%, um valor considerado alto para um farmaco hidrofilico.
Portanto, devido a facilidade de preparo, auséncia de solventes organicos residuais e
alta porcentagem de encapsulacao, os lipossomas para os demais estudos foram
preparados usando DSPC:Col pelo método da hidratacéo do filme lipidico, com razédo
de 0,1 de farmaco para lipideos.

Dentre as possiveis aplicacfes, 0 uso de lipossomas como sistemas de
liberacdo € capaz de aumentar a penetracao cutanea de farmacos. Um dos primeiros
estudos da influéncia do uso de lipossomas na penetracdo cutanea de farmacos,
realizado por MEZEI e GULASEKHARAM (1980), demonstrou que a aplicacao topica
de lipossomas de triamcinolona acetonida resultou em concentracdes do farmaco na
epiderme e derme quatro vezes maiores do que a observada com a pomada controle,
além de reduzida excrecao urinaria, o que indica que a aplicagao topica de lipossomas
€ capaz de melhorar a penetracdo cutanea local e reduzir a absor¢cdo percutanea,
consequentemente reduzindo os efeitos colaterais (EGBARIA et al., 1990). Em outro
estudo, VERMA et al. (2003) relacionaram o tamanho dos lipossomas e o grau de
polidispersividade com a penetragdo cutanea. Os autores demonstraram que
lipossomas menores que 120 nm e com Pdl 0,3 eram capazes de atingir camadas
mais profundas da pele; seis vezes mais do que lipossomas maiores, embora
lipossomas menores que 377 nm se acumulassem no estrato corneo em
concentracbes semelhantes. Os lipossomas desenvolvidos em nosso trabalho
apresentaram tamanho menor que 165 nm/0,3 Pdl, o que indica o seu potencial para
a veiculacéo de 5-FU na pele.

Com relagédo ao potencial zeta, todos os lipossomas apresentaram carga
negativa ou neutra, com excecao daqueles obtidos pelo método da encapsulacéo
ativa usando Cu:PEl, devido ao potencial zeta positivo do PEI. Sabe-se que particulas
com potencial zeta acima de |30|mV s&o consideradas estaveis devido a repulsdo
entre as particulas (CHEN et al., 2012).
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A Tabela 6 apresenta os resultados dos estudos de estabilidade da formulacéo
lipossomal de DSPC:Col escolhida. O tamanho de particula e a porcentagem de
encapsulacdo foram mantidos durante os 30 dias de avaliacdo, demonstrando a
estabilidade dos lipossomas a 4°C quando separados da fracao livre imediatamente
antes das quantificagbes. N@o houve diferenca estatistica na porcentagem de
encapsulacdo e tamanho dos lipossomas (P>0.05, teste de Kruskal- Wallis e pos-teste
de Dunn).

Tabela 6. Avaliagédo da estabilidade dos lipossomas compostos por DSPC:Col (55:45),
na razao farmacol/lipideo 0,1 por 30 dias, armazenadas a 4°C.

Dias apés o preparo Tamanho (nm) Pdl %6 encapsulacio 5-FU
0 143,4+11.4 0,276 £ 0,08 49 9+2 1%
7 137,8+14,6 0364 +£0,12 52,243 .9%
15 137,1+0,4 0,327 £ 0,04 45,6429
30 153,646,01 0,326 £0,10 44 4433

Considerando a necessidade de uma ancora para a ligacdo covalente de
cetuximabe na superficie dos lipossomas, o lipideo DSPE-PEG-NH: foi adicionado as
formulagbes contendo DSPC:Col visando avaliar a influéncia da peguilagdo nos
parametros fisico-quimicos, mas, principalmente, na porcentagem de encapsulacao
de 5-FU. A Tabela 7 contém os resultados de tamanho de particula, Pdl, potencial
zeta e eficiéncia de encapsulacdo para lipossomas contendo 5-FU encapsulado,

peguilados ou nao.
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Tabela 7. Comparacéo de lipossomas nao peguilados e peguilados com relagcédo ao

tamanho de particula, Pdl, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacéo.

Lipossomas Tamanho (nm) Pdl Potencial zeta (mV) % encapsulacao 5-
FU
Branco 142,3+8,6 0,252+0,09 -4,44+0,18
5-FU 143,4+11,4 0,276x0,08 -1,07+0,47 49,9+2.1
Branco peguilado 1477493 0,351+0,18 0,47+1,09 - *
5-FU peguilado 131,478 0,361£0,16 0,47+0,38 44,5450

* Nao houve diferenca estatistica entre lipossomas convencionais e peguilados
para o tamanho, polidispersividade e porcentagem de encapsulacao pelo teste de

Kruskal- Wallis e pds-teste de Dunn, P>0,05.

A adicao da ancora de PEG nos lipossomas ndo causou aumento do tamanho
de particula ou Pdl e porcentagem de encapsulacdo como mostrado na Tabela 7 (teste

de Kruskal- Wallis e pos-teste de Dunn, P>0,05).

5.3 Desenvolvimento e caracterizacdo de imunolipossomas

Em estudos prévios (PAN et al., 2007), uma ancora baseada em Col foi usada
para o acoplamento de cetuximabe na superficie dos lipossomas. Apesar do baixo
custo de uma ancora de Col comparada ao DSPE-PEG, a etapa de sintese pode ser
um problema para producédo em larga escala. Assim, DSPE-PEG-Mal é comumente
utilizado nesta funcdo e o uso da ancora DSPE com um braco espacador longo de
PEG faz com que o anticorpo fique ligado mais distante da bicamada lipidica e previne
0 baixo rendimento de acoplamento do anticorpo ao receptor presente nas células
causado pelo raio de hidratacdo do PEG (NOBS et al., 2004).

Para conjugar o cetuximabe ao DSPE-PEG-Mal foi necessério tiolar o
anticorpo. O cetuximabe tiolado pode ser facilmente conjugado ao DSPE-PEG-Mal
pela formacdo de uma ligacdo tiol-éter entre o grupamento tiol do anticorpo e o
grupamento Mal. Esta ligacdo nédo é facilmente hidrolisada in vivo, o0 que mantém a
ligacdo do anticorpo nos imunolipossomas (YANG et al., 2007).

O cetuximabe tiolado pela reacdo com Traut, purificado em coluna PD-10, é

diretamente acoplado aos lipossomas, como descrito na metodologia. Os lipossomas
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conjugados com o cetuximabe foram entdo purificados usando uma coluna CL-4B,
cujo cromatograma estéa apresentado nas Figuras 20 A e B para os imunolipossomas

e imunolipossomas contendo 5-FU, respectivamente.
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Figura 20. A e B) Cromatogramas dos imunolipossomas e dos imunolipossomas
contendo 5-FU, respectivamente apds eluicdo em coluna CL-4B com tampao PBS-
EDTA 5 mM, pH 8, obtidos por leitura em espectrofotometro em 562 nm e C)
Eletroforese em gel SDS-Page para cetuximabe livre, em imunolipossomas e em

imunolipossomas contendo 5-FU.

A andlise espectrofotomética de lipossomas mostra que eles absorvem em 400
nm (MADY, DARWISH 2010). Pode-se observar na Figura 20 A e B que a maior parte
do cetuximabe esta presente nas fracdes 4-6, onde os lipossomas estédo presentes,
conforme constatado pela absor¢cédo no comprimento de onda de 400 nm. O 5-FU livre
esta presente nas fracdes 10-14, conforme monitorado pela absorvancia na regiao do
UV, em 265 nm e o cetuximabe ndo conjugado estd presente nas fragbes 8-13,
conforme quantificado pelo método do BCA.

Com base nos cromatogramas apresentados na Figura 20 e na concentracao
de cetuximabe presente nos lipossomas, pode-se concluir que o cetuximabe foi
conjugado a superficie dos lipossomas com eficiéncia de 59,4% e 94,5% para o0s

imunolipossomas (Figura 20 A) e imunolipossomas contendo 5-FU (Figura 20 B),
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respectivamente. O aumento da eficiéncia de conjugacdo do cetuximabe no
imunolipossoma contendo o farmaco pode ser justificado pela melhora potencial da
organizacdo das bicamadas lipidicas quando o 5-FU é acomodado no interior da
cavidade hidrofilica do lipossoma.

O protocolo de conjugagéo do anticorpo gerando imunolipossomas néo alterou
a integridade primaria do anticorpo, como representado pelas bandas observadas na
eletroforese em gel de SDS-Page observadas na Figura 20C. Sob condicdes
redutoras, duas bandas em 50 kDa e 25 kDa podem ser observadas e correspondem
a cadeia pesada e a cadeia leve do anticorpo, respectivamente, 0 que estd em acordo
com estudos prévios usando anticorpos da classe IgG (YANG et al., 2007; PETRILLI
et al., 2016).

A Tabela 8 contém os resultados da caracterizacdo dos imunolipossomas.

Tabela 8. Caracterizacao de imunolipossomas contendo ou nao 5-FU.

Lipossomas Tamanho Pdl Potencial zeta %o encapsulacio % de

(nm) (mV) 5-FU acoplamento
Imunolipossomas 174,7+1,3 0,343+0,10 -11,7+0,36 - 59.4
Imunolipossomas contendo 5-FU 164,6+5,7 0,404+0,10 9,1+1,1 40,8+1,8 94,5

Os imunolipossomas tiveram um aumento de aproximadamente 30 nm no
diametro quando comparados aos lipossomas (140 nm para 170 nm, Tabelas 7 e 8),
devido possivelmente & camada adicional de anticorpo na sua superficie. O potencial
zeta também foi alterado de -1 mV para -9 mV, o que foi estatisticamente significativo
(Teste T student, P<0,05). A porcentagem de encapsulacdo de 5-FU nao foi
estatisticamente distinta entre os lipossomas convencionais, lipossomas peguilados e

imunolipossomas (Tabela 7 e 8, P>0,05, teste de Kruskal- Wallis e p6s-teste de Dunn).

5.3.1 Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

As imagens de TEM (Figuras 21 A e B) apresentam estruturas caracteristicas
de lipossomas, pela presenca de bicamada com espaco interno, mantendo integridade
estrutural, conforme relatado em estudos prévios usando lipossomas (HADIAN et al.,
2014; ZHANG et al., 2016). As estruturas sdo vesiculas unilamelares com diametro
entre 100-200 nm, o que esta de acordo aos estudos de espalhamento dindmico da

luz.
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Figura 21. A) Lipossomas visualizados em TEM e B) Imunolipossomas visualizados
em TEM, ambos com contrastacéo negativa usando acetato de uranila, aceleracdo de
100 kV e aumento de 200000 vezes.

5.4 Avaliacédo in vitro em linhagem de carcinoma celular escamoso de pele
humana (A431) EGFR positiva

5.4.1 Citotoxicidade

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade do 5-FU e do cetuximabe na auséncia
(em solucao) e presenca dos lipossomas, forma utilizadas células tumorais de SCC
da linhagem A431, que sdo EGFR positivas (SU et al., 2013; PARK et al., 2009). Os
tratamentos foram realizados por periodos de 72 h e 120 h, de acordo com o0s

protocolos de LU et al., 2010. Estes resultados estédo representados na Figura 22.



68

>
1))

5

—_ - ELTS 148 -
= 130 - EEE ?‘_".;_ F 1] -+ Colnlmbe 721
= & HFUT £10 = Cotuximade 1200
& 1004 = 1o
3 e
3 I &
- 2 e
E 404 5
=

g 0 ::_ru 74

a T T T T T ’ ' 1 ] T T T T T T 1

-4 -3 2 A 1] 1 2 3 4 -T £ 5 4 -3 -2 1 ]
Leg concentragio [ uhl Log concentragio [ pM)
140 .

e -+ Lipossomas orancs T -+ Lipossaras branco
£ = Lipozsomas - £ - Lipo=somas &FU
'g 100 & ImnualossmEs SEU .% 1= -4 |nmundlipessomas 5-FU
B B =
2 @ E &
=
2w g W
E 0 I m
£ s

L T T T T T J '] T T T T ' J

4 3 2 | '] 1 2 4 -3 -2 -1 '] 1 2

Log concentragao (M) Log concentragao | )

Figura 22. Viabilidade celular em linhagem A431: A) solucéo de 5-FU; B) solucdo de
cetuximabe; C) lipossomas branco, lipossomas 5-FU e imunolipossomas apés 72 h
de tratamento e D) lipossomas branco, lipossomas 5-FU e imunolipossomas ap6s 120
h de tratamento.

A Tabela 9 apresenta os valores de IC50 obtidos para a linhagem A431 tratada
por 72 h e 120 h com as solucdbes de 5-FU e cetuximabe, lipossomas e
imunolipossomas contendo ou ndo 5-FU.
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Tabela 9. Valores de IC50 obtidos para as diferentes formula¢des apds 72 h ou 120 h
de incubacédo em linhagem A431.
5-FU IC50 (uM) em

funcédo do tempo de

Cetuximabe IC50 (nM) em

Amostra _ funcé&o do tempo de incubagéo
incubagéo
72 (h) 120 (h) 72 (h) 120 (h)
Solucéo 5-FU 5,8 0,7 - -
Solucéo cetuximabe - - * 7,2
Lipossomas 5-FU 1,1 0,6 - -
Imunolipossomas - - 67,1 24,6

Imunolipossomas 5-
FU
*|C50 nao foi atingido.

2,2 0,6 8,5 1,8

A Tabela 10 mostra o indice de combinacéao (Cl), calculado de acordo com a
Equacao VII, resultante da associacdo do 5-FU com o cetuximabe em solug&o e no

lipossoma.

Tabela 10. indice de combinacdo (Cl) para a associacdo cetuximabe e 5-FU em

solucéo e em lipossoma apds 120 h de tratamento.

Cetuximabe/5-FU Cl
Solucédo 0,24
Imunolipossomas 0,87

Em todas as situagbes (Figura 22), o tratamento por um periodo mais longo
(120 h) foi capaz de reduzir a viabilidade celular, principalmente para a solucéo de 5-
FU e cetuximabe, o que indica citotoxicidade tempo dependente. O 5-FU em solugao
resultou em valor de IC50 de 5,8 uM, o que esta de acordo com trabalhos anteriores
(LEE et al., 2010). O tratamento com a solucdo de cetuximabe por 72 h nédo foi capaz
de atingir o IC50, por outro lado, ap6s 120 h de tratamento o IC50 obtido foi de 7,2 nM
(Tabela 9, Figura 22B). A combinagdo do 5-FU com o cetuximabe em solugao
apresentou um efeito sinérgico, como pode ser observado na Tabela 10 pelo Cl menor
do que 1.
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J& o tratamento com os lipossomas mostrou que o lipossoma branco néo foi
citotéxico em nenhum dos tempos de tratamento avaliados e resultou em viabilidade
celular superior a 80% (Figura 22C e D). A encapsulacdo do 5-FU a esses lipossomas
reduziu em 5 vezes o IC50 do 5-FU quando comparado ao farmaco em solucéo apés
72 h (Tabela 9). Apés 120 h essa reducao ndo foi tdo elevada. A maior reducao no
IC50 do 5-FU quando encapsulado no lipossoma, principalmente em menores tempos
de tratamento, pode ser explicada pelo maior uptake celular do farmaco altamente
hidrofilico quando incorporado na disperséo lipossomal (ELOY et al., 2014).

O lipossoma também aumentou a citotoxicidade do cetuximabe: a sua
conjugacdo a superficie do lipossoma, originando o imunolipossoma, permitiu a
determinacao do IC50 do cetuximabe mesmo apés 72 h de tratamento (Figura 22 e
Tabela 9). Apés 120 h, o IC50 foi reduzido quase 3 vezes; de 67,1 nM para 24,6 nM
(Tabela 9). Estes resultados demonstram que o cetuximabe permaneceu ativo apés a
conjugacao e teve sua citotoxicidade aumentada apds 72 h de incubac¢do, quando
comparado a solucao, visto que o cetuximabe em solucéo ndo atingiu IC50 apds 72 h
de tratamento (Tabela 9). A encapsulacdo do 5-FU no imunolipossoma também
apresentou sinergismo (IC50 < 1, Tabela 10). Mais especificamente, houve queda de
aproximadamente 3,5 vezes no valor do IC50 para o0 cetuximabe dos
imunolipossomas contendo 5-FU (cerca de 2 nM) comparado a solugéo de cetuximabe
(7,2 nM).

5.4.2 Microscopia confocal

O sinergismo apresentado pela combinacao imunolipossoma/5-FU pode estar
relacionado ao maior uptake celular desses imunolipossomas pelas células A431, que
superexpressam o0 receptor EGFR. Para verificar esta hipétese, lipossomas e
imunolipossomas foram preparados com Dio, que é uma substancia fluorescente
lipofilica que interage com a bicamada lipidica de lipossomas (MORTESEN et al.,
2013). O Dio €, portanto, um marcador de lipossomas. As células, por sua vez, foram
marcadas com DAPI, que é um marcador fluorescente com alta afinidade pelo nucleo
celular e que emite fluorescéncia em comprimento de onda diferente do Dio. Desta
forma, foi possivel verificar o uptake celular dos lipossomas por microscopia confocal
observando a localizagcdo da fluorescéncia dos lipossomas e das células apos

diferentes periodos de tratamento (3, 6 e 24 h).
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As Figuras 23, 24 e 25 mostram imagens das células A431 tratadas com Dio e
DAPI apés 3, 6 e 24 h de tratamento, respectivamente, com os lipossomas e com 0s
imunolipossomas. Nao foi observada fluorescéncia relativa ao Dio apos o0s
tratamentos de 3 e 6 h, conforme ilustrado nas Figuras 23 e 24. Mortesen et al (2013)
demonstrou a internalizacdo de imunolipossomas de cetuximabe apos 2 h de
tratamento. Porém os lipossomas eram compostos por SPC, cuja fluidez é maior do
gue a dos lipossomas compostos por DSPC devido a menor temperatura de transi¢ao

do SPC (t=-20 a -30 °C), o que facilita o r4pido uptake destes lipossomas.

-
.

Figura 23. Internalizacdo pelas células A431 apds 3 h de tratamento. Em A, B, C para

lipossomas e D, E e F para imunolipossomas. As imagens A e D apresentam a
fluorescéncia referente ao DAPI (marcador do nucleo celular), em B e E a
fluorescéncia de Dio e em C e F a sobreposicado das imagens dos canais do azul e
verde. Aumento de 63 vezes foi usado e 0s mesmos parametros de intensidade do

laser foram empregados.
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Figura 24. Internalizacdo pelas células A431 apés 6 h de tratamento. Em A, B, C para

lipossomas e D, E e F para imunolipossomas. As imagens A e D apresentam a
fluorescéncia referente ao DAPI (marcador do ndcleo celular), em B e E a
fluorescéncia de Dio e em C e F a sobreposicdo das imagens dos canais do azul e
verde. Aumento de 63 vezes foi usado e 0s mesmos parametros de intensidade do

laser foram empregados.

Neste trabalho, o DSPC foi utilizado visto que sua maior temperatura de
transicao (t=55 °C) é capaz de proporcionar vesiculas mais rigidas, que por sua vez
tem efeito positivo na encapsulacao de farmacos hidrofilicos, como o 5-FU (ELOY et
al., 2014; Ll et al., 2015). Desta forma, optou-se por aumentar o tempo de tratamento
para 24 h e observou-se intensa fluorescéncia verde, correspondente ao Dio, referente

ao tratamento com os imunolipossomas no citoplasma das células (Figura 25).
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Figura 25. Internalizacdo pelas células A431 apés 24 h de tratamento. Em A, B, C
para lipossomas e D, E e F para imunolipossomas. As imagens A e D apresentam a
fluorescéncia referente ao DAPI (marcador do nudcleo celular), em B e E a
fluorescéncia de Dio e em C e F a sobreposicdo das imagens dos canais do azul e
verde. Aumento de 63 vezes foi usado e 0s mesmos parametros de intensidade do

laser foram empregados.

Pode-se observar na Figura 25 que o tratamento com o lipossoma (Figura 25
B) resultou em intensidade de fluorescéncia marcadamente inferior ao tratamento com
o imunolipossoma (Figura 25 E). O tempo de 24 h de tratamento também foi utilizado
nos estudos de Veldman et al. (2005) para lipossomas contendo doxorrubicina
funcionalizados com N-octanoil-glicosilceramida. Os lipossomas deste estudo eram
compostos por uma mistura lipidica contendo DPPC, Col e DSPE-PEG-2000. O DPPC
tem caracteristicas mais semelhantes ao DSPC do que o SPC, por possuir
temperatura de transicdo alta (t=41 °C), porém com cadeias carbbnicas diferentes
(C16 para o DPPC e C18 para o DSPC) (ELOY et al., 2014; LI et al., 2015).



74

5.4.3 Citometria de fluxo

O tempo de 24 h de tratamento foi escolhido para os estudos de citometria de
fluxo dos lipossomas e imunolipossomas. Nos graficos de citometria de fluxo (Figuras
26 A, B, C) os quadrantes Q1 e Q2 representam células marcadas com iodeto de
propideo (mortas), sem e com marcacao por Dio, respectivamente. Os quadrantes
Q3 e Q4 representam células sem iodeto de propideo (vivas), sem e com marcagao
por Dio, respectivamente, ou seja, sem e com uptake de
lipossomas/imunolipossomas. Conforme ilustrado na Figura 26, ndo foi observada
marcacgao positiva para Dio (Q2 e Q4) para o controle de células sem tratamento
(Figura 26 A), enquanto que este foi observado para os lipossomas (Figura 26 B) em
menor extensdo do que para os imunolipossomas (Figura 26 C). Este resultado era
esperado visto que as células A431 superexpressam o receptor EGFR, que se liga ao
anticorpo anti-EGFR cetuximabe, mediando a internalizacdo dos imunolipossomas.
Tais resultados foram consistentes com aqueles observados em microscopia confocal
e ja foram observados para diferentes linhagens celulares em estudos prévios (PAN
et al., 2007; MORTESEN et al., 2013).
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Figura 26: Graficos de citometria de fluxo obtidos para A) Controle sem tratamento;

B) Lipossomas; C) Imunolipossomas; Em D e E, Q4 representa as células vivas (sem
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marcacao de iodeto de propideo) e marcadas com Dio, sendo que D expressa 0s

resultados em numero de células e E representa intensidade de fluorescéncia.

Na Figura 26 D e 26 E observa-se que o uso de imunolipossomas foi capaz de
aumentar cerca de 3,5 vezes a quantidade de células marcadas com Dio e negativas
para iodeto de propideo, ou seja, células que permaneceram vivas apos o tratamento
e continham a nanoestrutura. Com relacéo a intensidade de fluorescéncia, também foi
observado diferenca significativa entre lipossomas/ imunolipossomas, com aumento
de cerca de 3 vezes na intensidade de fluorescéncia quando as células foram tratadas
com os imunolipossomas. Assim como observado nos estudos de Limasale et al.
(2015) observam-se nos histogramas de pontos (Figura 26) que a populacdo de
células avanca para a direita na linhagem EGFR positiva tratada com os
imunolipossomas.

O maior uptake dos imunolipossomas pelas células A431 é interessante para a
aplicacao tdpica destes, visto que o 5-FU encapsulado nos lipossomas podera ser
entregue em maiores concentracdes para as ceélulas tumorais quando os tumores

forem tratados com os imunolipossomas.

55 Avaliagdo do uptake celular de lipossomas e imunolipossomas em
linhagem EGFR negativa (B16F10)

5.5.1 Microscopia confocal

Lipossomas e imunolipossomas foram preparados com Dio, assim como foi
realizado para os estudos de microscopia confocal e citometria de fluxo na linhagem
EGFR positiva. Com o objetivo de confirmar que a resposta obtida foi causada pela
presenca de receptores do tipo EGF na superficie das células, optou-se por avaliar
também o uptake de lipossomas e imunolipossomas em linhagem EGFR negativa
(B16F10) (Figura 27). A linhagem B16F10 é proveniente de melanoma de pele murino,
cuja auséncia de expressao do receptor em questéo ja foi relatada na literatura (SU
et al., 2013)
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Figura 27. Internalizacdo pelas células B16F10 (EGFR negativas) apds 24 h de

tratamento. Em A, B, C para lipossomas e D, E e F para imunolipossomas. As imagens
A e D apresentam a fluorescéncia referente ao DAPI (marcador do nucleo celular), em
B e E a fluorescéncia de Dio e em C e F a sobreposi¢cao das imagens dos canais do
azul e verde. Aumento de 63 vezes foi usado e 0s mesmos parametros de intensidade

do laser foram empregados.

Na Figura 27 estdo representadas as imagens das células B16F10 tratadas
com lipossomas e imunolipossomas por 24 h. Nao foi observada diferenca na
intensidade de fluorescéncia relativa ao Dio para lipossomas e imunolipossomas ap0s
os tratamentos nesta linhagem EGFR negativa.

Os resultados obtidos estdo de acordo ao estudo de Limasale et al. (2015).
Naquela ocasido os autores investigaram o efeito de imunolipossomas especificos
para EGFR contendo celecoxibe encapsulado em uma linhagem EGFR positiva
(MDA-MB-468) e uma linhagem EGFR negativa (SW620). Os autores demonstraram
0 aumento do uptake para imunolipossomas na linhagem EGFR positiva, comparado
aos lipossomas. De maneira similar aos resultados do presente trabalho, Limasale et
al (2015) observou intensidade de fluorescéncia minima para o uptake de lipossomas

e imunolipossomas na linhagem EGFR negativa testada.
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5.5.2 Citometria de fluxo

Com o intuito de confirmar e obter mais dados dos resultados de uptake celular,
da mesma forma que para as células A431, foram avaliados o uptake em linhagem
EGFR negativa B16F10 usando citometria de fluxo, apds 24 h de tratamento (Figura
28).
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Figura 28: Gréficos de citometria de fluxo obtidos para a linhagem B16F10 (EGFR
negativa) sendo A) Controle sem tratamento; B) Lipossomas; C) Imunolipossomas;
Em D e E Q4 representa as células vivas (sem marcacdo de iodeto de propideo) e
marcadas com Dio (marcador dos lipossomas/imunolipossomas, sendo que em D os
resultados estdo expressos como numero de células e em E expressos como

intensidade de fluorescéncia).

Conforme esperado, ndo foi observada marcacao positiva para Dio para as
células controle sem tratamento (Figura 28A, Q2 e Q4). Além disso, observa-se que a
populacdo de células tratadas com os lipossomas, representada nos histogramas 28B

e 28C, ndo se desloca para a direita na presenca dos imunolipossomas, 0 que é
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esperado para uma linhagem EGFR negativa. Além disso, observou-se que a
porcentagem de uptake mostrada na Figura 28D foi minima (cerca de 6% vs cerca de
75% de internalizacdo para os imunolipossomas na linhagem EGFR positiva, Figuras
28D e 26D, respectivamente) e equivalente para lipossomas e imunolipossomas, o
gue demonstra que ndo houve qualquer melhora no uptake devido a presenca do
anticorpo na superficie dos imunolipossomas nesta linhagem celular. Além disso, a
intensidade de fluorescéncia de Dio permaneceu baixa para lipossomas e
imunolipossomas (cerca de 2500 unidades arbitrarias vs cerca de 13000 unidades
arbitrarias para os imunolipossomas em linhagem EGFR positiva, Figuras 28E e 26E,

respectivamente).

5.6 Avaliacédo da liberacao in vitro

Sistemas de liberacdo capazes de sustentar a liberacdo de farmacos tém
recebido atencdo na industria farmacéutica devido a vantagens comparado aos
sistemas convencionais, tais como prolongar a acdo do farmaco, reduzir efeitos
adversos e também pela possibilidade de reducdo do numero de administracbes
(CHUNG et al., 2009). No caso do 5-FU, um farmaco de caracteristica hidrofilica, é
esperado que haja extravasamento do farmaco encapsulado no lipossoma apés a
remocdo do farmaco ndo encapsulado devido a alteracdo no equilibrio entre
concentracdo de farmaco dentro e fora da vesicula (OZER et al., 1992; FRESTA et
al., 1993; ELORZA et al., 1993). Sendo assim, optou-se por avaliar a liberacdo de 5-
FU nos lipossomas e imunolipossomas totais, que continham 50% de farmaco livre,
como descrito na caracterizagao dos sistemas (Tabela 5).

Na Figura 29, observam-se as curvas de liberacdo de 5-FU dos lipossomas
comparadas a solucao de 5-FU. Cerca de 85% do farmaco foi liberado nas primeiras
4 horas de estudo para os lipossomas e cerca de 90% para os imunolipossomas. Esta
relativamente rapida velocidade de liberacdo estd provavelmente relacionada a
alteracdes no equilibrio 5-FU encapsulado/5-FU livre quando o lipossoma é colocado
em excesso de meio aquoso, como acontece no estudo de liberacdo. Sendo assim, a
diluicdo do conteudo de 5-FU livre acarreta na saida do farmaco encapsulado para o
meio externo, de forma a equilibrar as concentracdes de 5-FU dentro e fora da
vesicula. Estes resultados estdo de acordo a estudos prévios usando lipossomas e
também outros sistemas de liberacdo (ELORZA et al., 1993; KAISER et al., 2003,
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THOMAS et al., 2011; CLARES et al., 2013; ASHWANIKUMAR et al., 2014). Elorza et
al (1993) avaliaram a liberacdo de 5-FU a partir de lipossomas formados por
esfingomielina ou DSPC e observaram liberacéo de cerca de 80% do contetdo em 60
min. Em um estudo mais recente, foi observado tempo de meia-vida de 4,5 h (cerca
de 9 h para liberacéo de 80%) para liberacéo de 5-FU de lipossomas compostos por
HSPC/Col 75/25 (mol/mol) ap6s 9 h de estudo, seguindo-se a cinética de Higuchi
(KAISER et al., 2003). Um resultado semelhante, ou seja, reportando a liberacdo de
cerca de 80% do conteudo apos 10 h de estudo, foi obtida para magnetolipossomas
compostos por Fes3O4:PC (3:4 massa/massa) preparados também pelo método
classico da hidratacdo do filme lipidico (CLARES et al., 2013). Lipossomas usando a
mesma composicao utilizada neste trabalho e encapsulacdo por método passivo
(hidratacdo do filme lipidico) apresentaram liberacdo de cerca de 95% do seu
contetdo apo6s 4 h de estudo (THOMAS et al., 2011). Em um outro estudo, houve
liberacdo de cerca de 80% do 5-FU encapsulado em nanomicelas de acido polilactico

co-glicolico (PLGA) e polietilenimina apds cerca de 8 h de estudo.
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Figura 29: Curvas de liberacéo de 5-FU (%) em funcéo do tempo a partir da solucéo,
lipossomas e imunolipossomas usando o dispositivo Amicon (50 kDa) para separagao

da fracéo livre e encapsulada.

Para determinar a cinética de liberacdo do 5-FU dos lipossomas, foram
testados 3 modelos cinéticos diferentes: ordem zero, primeira ordem e Higuchi.
Obteve-se uma relagcédo linear para os lipossomas e imunolipossomas quando a
quantidade de 5-FU liberada foi plotada em funcéo da raiz quadrada do tempo (Y=
11,403x+592,65, r=0,900; Y=13,511x+669,06, r=0,970, para lipossomas e



80

imunolipossomas, respectivamente). Isto indica que o modelo de Higuchi pode ser
usado para descrever a cinética de liberacdo do 5-FU. O modelo de Higuchi foi o
primeiro modelo matematico usado para descrever a liberacdo de farmacos de
sistemas matriciais. Quando o experimento de liberacédo € realizado adequadamente,
em condi¢cdes de sink, a cinética de Higuchi sugere que a quantidade inicial de
farmacos de uma matriz (lipossoma) € muito maior que a solubilidade do farmaco e
qgue a difusdo do mesmo acontece em uma dimensao, com taxa de difusdo constante
(DASH et al., 2010).

O estudo de liberacdo do 5-FU dos lipossomas deve ser considerado como
uma etapa de caracterizacdo do sistema de liberacéo. Ele é util, por exemplo, para o
controle de qualidade das formulacdes. A rapida liberacdo do 5-FU nestes estudos
nao deve ser relacionada, no entanto, a uma rapida penetracéo do farmaco na pele.
Também néo se pode inferir que, uma vez aplicado na pele, o 5-FU serd liberado
rapidamente do lipossoma. Isto porque na administracdo cutanea, diferente da
administracdo por via endovenosa, o sistema de liberacdo ndo € colocado em contato
com excesso de meio aquoso. Desta forma, a velocidade de liberacéo do farmaco do
lipossoma depende da velocidade de penetracédo do farmaco livre na pele. Os estudos
de penetracdo cutanea do 5-FU a partir dos sistemas de liberacdo desenvolvidos

estdo apresentados nos proximos itens.

5.7 Estudo in vitro de penetracdo cutanea

A pele de porco foi escolhida para ser utilizada como modelo de membrana nos
estudos in vitro devido a sua similaridade fisiolégica a pele humana (BARBERO,
FRASCH, 2009). O estrato corneo, por exemplo, principal barreira a penetracéo
cutanea de substancias, apresenta espessura semelhante ao estrato cérneo humano.
Para verificar a influéncia dos lipossomas na penetracdo cutanea do 5-FU, na
auséncia e presenca da iontoforese, o 5-FU foi avaliado, apos 6 h de experimento, em
diferentes estratos: estrato corneo, epiderme viavel (onde os tumores cutaneos se
encontram) e solucao receptora (correspondente a circulagéo sistémica).

A Figura 30 mostra a quantidade de 5-FU acumulada na epiderme viavel e na
solucdo receptora. Nesta etapa, optou-se por comparar solucbes de diferentes
concentragcbes de 5-FU (130 pg/mL e 500 pg/mL), visando escolher aquela que

pudesse ser quantificada de forma precisa e exata nos estratos da pele.
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Figura 30: Quantidade de 5-FU retida na epiderme viavel para solucdes de 5-FU nas
concentracfes de 130 pg/mL e 500 pg/mL apdos experimento de penetracdo passiva
ou iontoforese por 6 h. Teste estatistico One-way ANOVA com pés teste de Tukey *
(p<0,05).

Na Figura 30, observa-se que foi possivel quantificar 5-FU na epiderme viavel
apos 6 h da administracdo passiva e iontoforética quando 500 pg/mL do farmaco
foram usados na solucdo doadora. O mesmo nao foi observado para a penetracéo
passiva a partir da solucdo que continha 130 pg/mL de 5-FU, a qual ficou abaixo do
limite de quantificacdo do método analitico. A quantificacdo na solucdo receptora
(24044508 ng/mL) s6 foi possivel ap6s 6 h de tratamento usando iontoforese para a
solucdo mais concentrada de 5-FU. Desta forma, optou-se por realizar os demais
experimentos com formula¢des contendo 500 pg/mL de 5-FU de forma a aliar uma
quantificacdo consistente na pele com uma dose passivel de ser incorporada nas
dispersdes lipossomais.

Merino et al (1999) estudou a contribuicdo do fluxo (J) eletromigratorio e
eletrosmotico para solugdes de 5-FU em diferentes pHs comparado a penetracao
passiva. Naguela ocasiao foi observado que em pH 7,4, no qual o farmaco se encontra
25% ionizado (pH do nosso trabalho), a contribuicdo da iontoforese anddica e
catddica, determinadas por iontoforese reversa, foram semelhantes, de
aproximadamente 145 nmol/cm?/h (19 pg/cm?/h) a partir de uma solucdo a 50 mM (6,5
mg/mL). Considerando-se esta informagéo e baseando-se no fato do potencial zeta

dos lipossomas/imunolipossomas deste trabalho estar proximo a neutralidade, optou-
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se por estudar apenas a influéncia da iontoforese anddica nas formulagbes e ndo a
da catddica.

Pode-se observar na Figura 30 que a iontoforese aumentou cerca de 8 vezes
a quantidade de 5-FU que penetrou na epiderme viavel. Ainda, o aumento da
concentracéo de 5-FU de 130 pg/mL para 500 pg/mL aumentou proporcionalmente a
quantidade de farmaco que permeou a pele por iontoforese, sendo este aumento de
aproximadamente 4 vezes.

A Tabela 11 mostra a quantidade de 5-FU que permeou o estrato corneo e que
ficou acumulada na epiderme vidvel apos diferentes tempos de iontoforese a partir da
solucéo de 5-FU a 500 pg/mL.

Tabela 11. Permeacéo e retencéo do 5-FU na pele em fung&o do tempo de iontoforese
a partir da solugdo de 5-FU a 500 pg/mL

Tempo (h) 5-FU (ng/cm?)
Estrato cérneo  Epiderme viavel Solucéo
receptora
1 * 976 + 102 *
6 * 3840 + 710 2404 + 508

* Abaixo do limite de quantificacdo do método analitico

Pode-se observar na Tabela 11 que é possivel modular a quantidade de
farmaco que acumula na epiderme viavel sem alterar a intensidade da corrente
elétrica, apenas aumentando o tempo de aplicacdo da iontoforese. Ou seja, a
quantidade de 5-FU que penetra na pele é proporcional ao tempo de experimento
(Tabela 11) e a concentracdo de farmaco no doador (Figura 30). Apenas 1 h de
iontoforese foi capaz de acumular na epiderme viavel uma gquantidade de 5-FU
equivalente aquela obtida apds 6 h de experimento passivo (Figura 30).

Estes resultados estdo em concordancia com trabalhos anteriores que
avaliaram o efeito do uso da iontoforese para 0 aumento da penetracao cutanea de 5-
FU (MERINO et al., 1999; FANG et al., 2004). Fang et al (2004) avaliaram o efeito do
uso de iontoforese, combinado ou ndo a eletroporagéo, em pele intacta ou na auséncia
de barreira (estrato cérneo) para verificar o aumento da permeacao de 5-FU através

da pele. Os autores observaram que ndao houve penetracdo cutanea significativa de
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solugbes de 5-FU, usadas na concentracdo de 3000 ug/mL através da pele
(quantificagdo no compartimento receptor) quando a permeacao pelo método passivo
foi avaliada ap6s 6 h. Segundo os autores, isso se deve a baixa particdo de 5-FU
hidrofilico para a matriz da pele lipofilica, o que resulta em baixas taxas de permeacéao
de 5-FU. Neste mesmo trabalho, o uso da iontoforese foi capaz de aumentar
significativamente a permeacgéo de 5-FU, o que estd em concordancia com nossos
resultados.

Na Figura 31 estdo representadas as quantidades de 5-FU acumuladas na
epiderme viavel e na solucéo receptora apds 6 h de experimentos de permeacgéo
passiva e iontoforética dos lipossomas e dos imunolipossomas contendo 5-FU a 500
Mg/mL.
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Figura 31: Quantidade de 5-FU retida na epiderme viavel (A) e acumulada no
compartimento receptor (B) para lipossomas e imunolipossomas de 5-FU na
concentracdo de 500 pg/mL apos experimento de penetracdo passiva ou iontoforese
por 6 h. A quantidade de 5-FU obtida no estrato corneo nao péde ser quantificada pelo
método analitico utilizado (abaixo do LOQ). Teste estatistico One-way ANOVA com

pos teste de Tukey, sendo a significancia estatistica estabelecida como p < 0,05 (*).

Em 6 h de experimento, a encapsulacéo de 5-FU no lipossoma diminui de 660
*+ 240 ng/mL para 524 + 76 ng/mL (1,2 vezes) a penetracéo passiva e de 3840 £ 710

ng/mL para 1351 + 276 ng/mL (2,8 vezes) a penetracdo iontoforética do 5-FU na



85

epiderme viavel. Esta reducédo na penetracdo teve consequéncia na permeacao. Isto
€, a gquantidade de 5-FU na solucdo receptora também foi menor a partir dos
lipossomas (Figura 31) quando comparado com o farmaco em solucéo (Tabela 11).
Esta menor quantidade de farmaco na solucdo receptora € interessante para se
diminuir efeitos toxicos, uma vez que 0s tumores cutdneos estdo geralmente
localizados na epiderme viavel.

A menor quantidade de farmaco na epiderme viavel resultante da encapsulacao
nao era esperada, uma vez que os lipossomas sao sistemas de liberacdo conhecidos
por faciltar a penetragcdo de farmacos hidrofiicos para a epiderme
(CHAROENPUTTAKUN et al., 2015). Mas nossos resultados podem ser explicados
pela alta estabilidade e provavel rigidez dos lipossomas desenvolvidos, que sao
compostos por DSPC de alta temperatura de transicao e estabilizados pela presenca
de colesterol (ESSA et al., 2004). Também reforcam a ideia de que 0 mecanismo pelo
qual os lipossomas convencionais aumentam a penetracdo cutanea de farmacos esta
relacionado a fuséo dos lipossomas na superficie da pele (ABRAHAM & DOWNING,
1990). Lipossomas mais rigidos e estaveis devem ter mais dificuldade para fundir na
superficie da pele, aumentando o seu controle sobre a velocidade de liberacdo do
farmaco. Mais especificamente, se o lipossoma funde no estrato cérneo, deixa de ser
o elemento controlador da liberag&o do farmaco, passando esta funcéo para a mistura
de lipideos do estrato corneo. Nossos resultados indicam que lipossomas mais
rigidos, como os desenvolvidos neste trabalho, parecem ndo fundir rapidamente
quando em contato com o estrato cérneo.

O uso de lipossomas, porém, possui finalidades muito mais abrangentes do que
apenas o aumento da penetracdo cutanea in vitro. As vantagens do uso de
nanocarreadores incluem a reducdo de efeitos colaterais, melhora do indice
terapéutico e adesdo do paciente ao tratamento, quando administrado por via
sistémica (ELOY et al., 2014). Deve-se considerar também que na via topica, a
aplicacgéo in vivo se concentra na area do tumor, enquanto que em estudos in vitro a
pele empregada esta saudavel. No SCC, gueratinécitos atipicos estdo presentes em
todas as camadas da epiderme, podendo haver também queratinizacdo defeituosa,
citoplasma com vacuolos e nucleos presentes nas células do estrato corneo (HAQUE
et al., 2015). O tumor, portanto, altera as caracteristicas da pele, fazendo com que as
nanoparticulas se acumulem com mais facilidade no intersticio tumoral do que o

farmaco livre, o qual € mais facilmente degradado. O intersticio tumoral, portanto,
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permite um maior efeito de permeabilidade e retencdo (EPR), com possibilidade de
acumular particulas de até 2000 nm (ELOY et al., 2014; MORTESEN et al., 2013).
Além disso, a presenca do anticorpo na superficie dos imunolipossomas facilita o
uptake celular, conforme demonstrado nos estudos de microscopia confocal e
citometria de fluxo.

Ainda, a irritacdo cuténea relacionada ao 5-FU é uma preocupacao, porque
reduz a adesdo do paciente ao tratamento, e esta relacionada a alta absorcéo
percutanea do farmaco (GUPTA, 2002; WERSCHLER, 2008). Loven et al (2002)
compararam a eficacia e tolerabilidade de cremes de 5-FU 0,5% e 5% aplicados
topicamente em um estudo randomizado com pacientes que apresentavam seis ou
mais lesGes de queratose actinica. Os pacientes foram tratados durante 4 semanas
com o creme de 0,5% (aplicado 1 vez ao dia) e 5% (aplicado 2 vezes ao dia) em lados
opostos da face. Os autores observaram a reducao das lesbes de 11,3 para 2,5e 10,3
para 4,2 para o creme na concentracdao de 0,5% e 5%, respectivamente, o que foi
estatisticamente significativo (p= 0,044). Os dois tratamentos demonstraram perfis
similares de irritacdo cutdnea observada pelos pesquisadores, porém 0s pacientes
tratados com o creme de 0,5% reportaram menos intensidade desses sintomas. Os
autores relacionam estes resultados com a absorc¢éo transcutanea do 5-FU, inferindo
gue a absor¢cdo mais extensa do creme com maior concentracao de 5-FU diminui sua
tolerancia pelos pacientes (LEVY et al., 2001). No estudo de Levy et al (2001), os
autores compararam formulacbes contendo 0,5% de 5-FU em microesferas e em
creme comercial a 5% quanto ao fluxo e absorcdo percutanea em pele humana de
cadaver. O fluxo para o creme comercial a 5% foi de 20-40 vezes maior do que as
microesferas a 0,5%, 0 que sugere a exposicao sistémica apds a aplicacdo do creme
comercial de alta concentracao.

A Figura 31 A mostra que ndo houve diferenga estatistica entre a quantidade
de 5-FU retida na epiderme viavel para lipossomas e imunolipossomas com
tratamento passivo (p=0,49). Isso se deve ao tamanho semelhante de lipossomas
(143,4 £11,4 nm) e imunolipossomas (164,6 £ 5,7 nm), o que esta de acordo com
estudos de VERMA et al. (2003) que relacionaram o tamanho dos lipossomas e o grau
de polidispersividade com a penetracao cutanea.

O uso combinado de imunolipossomas e iontoforese foi capaz de aumentar a
quantidade de 5-FU retida na epiderme viavel (p< 0,05) e evitar a permeacao para o

compartimento receptor, quando comparado ao uso de lipossomas com iontoforese.
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Isso se deve a presenca de receptores para cetuximabe na epiderme viavel, que
causam a acumulagédo de imunolipossomas nesta camada da pele e impedem a
passagem destes para o compartimento receptor. Esta hipotese se baseia na
presenca de EGFR nas camadas da epiderme viavel e sua auséncia no estrato
corneo, o0 que explica a ndo detecgcdo de 5-FU no estrato cérneo (GUSTERSON &
HUNTER, 2009). N&ao foram encontrados trabalhos na literatura com o uso de
imunolipossomas aplicados topicamente, corroborando o ineditismo deste trabalho,
porém foi encontrado pedido de patente para o uso de imunoconjugados de
fotossensibilizadores cuja aplicacao tdpica foi sugerida (PCT/US2004/006985).

A quantificacdo de farmacos nos diferentes estratos da pele pode ser aliada a
medida de resistividade do estrato corneo para se entender melhor a influéncia da
aplicacao da iontoforese na pele. A resistividade elétrica € um indicador do estado
estrutural do estrato corneo (TANG et al., 2001). Redug¢bes neste parametro sugerem
uma maior permeabilidade da pele ou alteracbes em sua estrutura, capazes de facilitar
a penetracdo cutanea de farmacos. A Figura 32 mostra as alteracdes na resistividade
da pele causadas apos aplicacdo passiva e iontoforética da solucdo de 5-FU, dos

lipossomas e imunolipossomas contendo o farmaco.



88

>

- Passivo 6h
- |ontoforese 6h

Resisténcia da pele (%)

Tempo (h)
120
S
o 1004 - Passivo 6h
2 80- -+ lontoforese 6h
3
« 60
2
w404
k]
3 204
4
0 T T T \
1] 2 4 6 8
Tempo (h)

120~

=

2 1004 -+ Passivo 6h

: 80+ -+ lontoforese 6h

-

@ 60

o

5 40

I

® 20

o

0 T - .
0 2 4 6 8
Tempo (h)

Figura 32: Resisténcia das peles ao final dos experimentos usando soluc¢des de 5-FU
na concentragcdo de 500 pg/mL apds experimento de penetracdo passiva ou

iontoforese por 6 h para A) solucao, B) lipossomas e C) imunolipossomas.

A aplicacdo passiva da solucdo de 5-FU reduziu a resistividade da pele em
40%, enquanto a administracdo passiva do lipossoma alterou este parametro em
apenas 10-15% (Figura 32). Este resultado sugere que os lipideos do lipossoma
entram em alguma extensdo no estrato corneo e recompdem alteracbes em sua
estrutura causadas pelo acumulo do 5-FU. Sabe-se que o 5-FU ¢ irritante para a pele,
0 que limita sua aplicagéo topica no tratamento de lesGes de pele, cancerosas ou nao
(GUPTA et al., 2002; WERSCHELER et al., 2008). Desta forma, a encapsulacéo do
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5-FU no lipossoma ou imunolipossoma pode reduzir essa irritacao.

Na iontoforese, por outro lado, o transporte de moléculas ocorre principalmente
pelos anexos cutaneos, tais como foliculos pilosos e glandulas sudoriparas, que
atuam como vias alternativas de baixa resisténcia ao transporte de moléculas
exogenas (GRATIERI et al., 2008). Além disso, pode haver transporte de ions através
da via intercelular visto que a resisténcia do estrato corneo € reduzida quando este é
submetido a corrente elétrica de baixa intensidade da iontoforese. Esta queda pode
ocorrer devido a formacdo de poros aquosos, ou seja, regides polares na lamela
lipidica (BARRY 2002). Isso explica a queda da resistividade da pele em cerca de 90%
apos o uso da iontoforese, ilustrada na Figura 32, na presenca ou auséncia dos
lipossomas.

A via folicular e apéndices séo consideradas as principais vias de penetracao
de farmacos com o uso de iontoforese, devido a reduzida resisténcia a passagem da
corrente elétrica. Os foliculos pilosos sdo uma invaginacdo da epiderme que se
estendem para as camadas profundas da derme, sendo uma area de potencial
absorcao de farmacos (GELFUSO et al., 2015; HUBER et al., 2015).

A Figura 33 mostra a quantidade de 5-FU retida no foliculo pilosos ap6s 6 h de
iontoforese da aplicacdo cutanea da solugéo, do lipossoma e do imunolipossoma de
5-FU. Como se pode observar na Figura 33A, ndo houve diferenca estatistica para
guantidade de 5-FU no foliculo para as trés formulacdes estudadas. Porém, a
guantidade de 5-FU analisada nos foliculos pilosos foi de aproximadamente 500
ng/cmz, o que corresponde a cerca de 13%, 37% e 21% da quantidade de 5-FU retida
na epiderme viavel para a solucdo, lipossomas e imunolipossomas de 5-FU,
respectivamente (Figura 33B). Desta forma, nota-se que o sistema de liberacéo
contribuiu para o direcionamento da retencdo do farmaco para os foliculos pilosos

apos a aplicacdo da iontoforese.



90

>
oy,

8001

600 —|—

4001

2004

Quantidade de 5-FU no foliculo
N
1

Concentragao 5-FU retida no foliculo (ng/cm2)
Quantidade de 5-FU na epiderme viavel/

Figura 33: 5-FU nos foliculos pilosos apds aplicacdo da iontoforese (0,5 mA/cmz2 por
6 h) usando solucgdes, lipossomas e imunolipossomas de 5-FU na concentracdo de
500 pug/mL. A) Concentracao de 5-FU no foliculo (p=0,40, Teste estatistico one-way

ANOVA). B) Relacao entre a quantidade de 5-FU na epiderme viavel e no foliculo.

5.8 Estudo in vivo em modelo xenografico de SCC

O uso de modelos animais (Figura 34) tem como finalidade entender a
fisiopatologia do cancer, incluindo a identificagcdo de novos alvos terapéuticos, que
podem ser usados associados a quimioterapicos convencionais ou moléculas
direcionadoras (targeting) (RUGGERI et al., 2014). Os estudos in vitro de penetragéo
cutanea néo levam em consideracdo a massa tumoral, que pode dificultar a entrada
do farmaco e sua consequente captura pelas células tumorais.

No estudo in vivo foram empregadas células A431 de carcinoma celular
escamoso de pele, frequentemente usadas na literatura para avaliacao da eficacia de
formulagc6es em modelo xenografico (SKVORTSOVA et al., 2010; ZUCO et al., 2010).
O modelo xenografico se caracteriza pela implantacédo de células tumorais humanas
em camundongos imunossuprimidos pela via subcutanea, intraperitoneal ou
intramuscular e, portanto, sdo bastante representativos de tumores humanos
(RUGGERI et al., 2014). Os animais utilizados para implante das células tumorais
foram camundongos Swiss nude, que ndo possuem timo ou 0 possuem como timo
rudimentar e, portanto, apresentam deficiéncia de imunidade celular por linfécitos-T,

tolerando a integragao de heterotransplantes.
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Figura 34: Modelo xenografico com células A431 injetadas subcutaneamente em
camundongos Swiss nude. Imagem do tumor desenvolvido no animal 12 dias apoés a

injecdo, medindo aproximadamente 100 mms3.

Para avaliar a influéncia das formulacdes desenvolvidas no uptake pelas
células tumorais in vivo, elas foram administradas por duas vias de administracao
diferentes: subcuténea e tépica. Devido aos melhores resultados de penetracédo
cutanea do 5-FU com o auxilio da iontoforese em relacdo a penetracdo passiva
(Figuras 30 e 31), a administracdo tépica foi aplicada em associacdo com a

iontoforese.

5.8.1. Tratamento do SCC por via subcutanea

A administracdo subcutanea das formulacdes foi realizada como sugerido por
Misak et al (2013). Por esta via, optou-se pela dose de 10 mg/kg de 5-FU baseado em
estudos prévios que demonstraram que doses mais elevadas causaram perda de
massa corpoérea de até 20% nos animais, enquanto que doses de 10 mg/kg foram
consideradas a quantidade maxima tolerada e com eficacia terapéutica para o
tratamento de outros tipos de carcinoma celular escamoso (THOMAS et al., 2011;
AMAGASE et al., 1989; CODACCI-PISANELLI et al., 1995; TIAN et al., 2012).

Os resultados obtidos com relacéo ao volume tumoral dos grupos tratados por
injecdo subcutédnea das formulagbes estdo mostrados na Figura 35. Os volumes
tumorais observados ao final do estudo foram de 970+460 mms3, 859+302 mms3,
806217 mms3 e 364+273 mm3 para os grupos PBS (controle negativo), solucéo de 5-
FU, lipossoma contendo 5-FU e imunolipossoma contendo 5-FU, respectivamente. Foi
observada diferenca estatistica (p<0,05) para os imunolipossomas comparados ao

controle negativo e a solugcédo de 5-FU a partir de 15 dias de tratamento. Também
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observou-se diferenca estatistica entre lipossomas e imunolipossomas (p<0,05) a

partir de 18 dias de tratamento.
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Figura 35: Volumes tumorais de células A431 injetadas em camundongos Swiss nude
obtidos com o tratamento por injecéo subcutanea de PBS (controle negativo), solugéo
5-FU, lipossoma contendo 5-FU e imunolipossoma de cetuximabe contendo 5-FU. As
doses utilizadas foram 10 mg/kg de 5-FU e 20 ug de cetuximabe por umol de lipideo,
aplicadas subcutaneamente a cada 3-4 dias no total de 6 doses. Teste estatistico two-
way ANOVA com pos-teste de Bonferroni indicado no texto (* p<0,05
imunolipossomas vs. PBS e solucdo de 5-FU; ** p<0,05 imunolipossomas vs.

lipossoma).

Imunolipossomas anti-EGFR preparados usando fragmentos Fab de cetuximab
(IMC-C225) e ligados covalentemente a lipossomas contendo doxorrubicina,
epirubicina e vinorelbina também mostraram resultados superiores aos apresentados
por lipossomas convencionais quando administrados por via endovenosa (MAMOT et
al., 2005). Nao foram encontrados na literatura trabalhos semelhantes ao nosso que
estudaram a administracdo subcutédnea de imunolipossomas para tratamento de
tumores solidos, o que, mais uma vez, denota a inovagao do presente trabalho.

As fotografias dos tumores removidos por biopsia ao final do estudo de
administracdo das formulacdes por via subcutanea estao apresentadas na Figura 36.

Vale notar que houve morte de um animal do grupo PBS (Grupo |) durante o estudo.
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Figura 36: Fotografia dos tumores, apds bidpsia, ao final do tratamento por via
subcutdanea com PBS (I), solucdo de 5-FU (ll), lipossoma contendo 5-FU (lll) e

imunolipossoma de cetuximabe contendo 5-FU (IV).

A massa corpérea dos animais foi acompanhada durante o estudo, visando
avaliar possiveis efeitos toxicos da aplicacdo das formulacdes (Figura 37). Nao foi
possivel observar diferencas na massa corpérea dos animais ao longo do estudo, o
que esta de acordo com observacdes prévias de que a dose de 5-FU utilizada (10
mg/kg) ndo é capaz de causar perda de peso nos animais (CODACCI-PISANELLI et
al., 1995).
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Figura 37: Massa corporal dos camundongos durante o estudo in vivo com tratamento
subcutéaneo de formulacdes contendo 10 mg/kg de 5-FU administradas a cada 3-4

dias num total de 6 doses.
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A avaliagcdo histoldgica dos tumores foi feita por coloragcdo com hematoxilina-
eosina e com anticorpo anti Ki-67. Na Figura 38 estdo representadas as imagens apos
coloracdo com HE. N&o houve alteracdes fenotipicas nos tumores para os diferentes
grupos avaliados. As setas vermelhas indicam presenca de mitoses. Os tumores

apresentaram aspecto pouco diferenciado.
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Figura 38: Imagens representativas de cortes histolégicos dos grupos PBS (l),
solucéo de 5-FU (ll), lipossoma contendo 5-FU (lI) e imunolipossoma de cetuximabe
contendo 5-FU (IV) corados com hematoxilina-eosina. As setas vermelhas indicam a

presenca de mitoses.

A determinacéo do indice mitético por coloragcdo com HE nédo tem se mostrado
tdo eficiente quanto o uso do anticorpo anti Ki-67 (DUREGON et al., 2014). A
expressdo da proteina anti Ki-67 esta estritamente associada a proliferagéo celular.
Na intérfase, o antigeno pode ser detectado exclusivamente no nucleo, enquanto que
na mitose a maior parte da proteina esta na superficie dos cromossomos. Pelo fato
da proteina Ki-67 estar presente durante todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S
e G2), mas ausente no periodo GO, ela € um excelente marcador de porcentagem de
crescimento de uma determinada populacao e, portanto, relaciona-se ao curso clinico
da doenca (SCHOLZEN & GERDES, 2000).
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A marcacao com o anticorpo anti Ki-67 foi entao utilizada como ferramenta para
avaliar o progndéstico/ indice de proliferagdo dos tumores extraidos dos grupos

estudados (Figura 39).

<
N
W

e

W\
"‘\‘\ 3

™
N
O

)

W
X

A
N

WY
e

VIR

e
:o’t,‘

v
N

\
e

%

-
-

- \\.:ﬁ)
WNe o

Figura 39: Imagens representativas de cortes histolégicos corados com anticorpo anti
Ki-67 dos grupos PBS (), solucdo de 5-FU (ll), lipossoma contendo 5-FU (lll) e
imunolipossoma de cetuximabe contendo 5-FU (IV) com aumento de 200X. Os
nucleos castanhos indicam a presenca de proliferacéo celular.

Foi realizada a contagem de 500 células para a determina¢éo da porcentagem
de Ki-67 e os valores de 34,4%, 13,0%, 14,6% e 20,8% foram obtidos para 0s grupos
PBS (1), solugcdo de 5-FU (ll), lipossoma contendo 5-FU (lll) e imunolipossoma de
cetuximabe contendo 5-FU (IV), respectivamente (Figura 39). O grupo controle
negativo (1) apresenta quantidade de nucleos castanhos marcadamente superior aos
grupos tratados com solucao de 5-FU (lI), lipossomas (lll) e imunolipossomas (1V), o
que indica que os tratamentos foram capazes néo sO de reduzir o tamanho dos

tumores como também diminuir sua proliferacéo celular.

5.8.2 Tratamento de SCC por via topica

O tratamento topico de lesdes pré-cancerosas, como a queratose actinica

(WERSCHLER, 2008) e de tumores pouco agressivos, como o carcinoma basocelular
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(GROSS et al.,, 2007) ja sdo uma realidade na clinica com o uso de cremes
convencionais de 5-FU disponiveis comercialmente. Por exemplo, a taxa de resposta
para as diferentes concentracdes do creme de 5-FU (0,5%, 1% e 5%) € usualmente
alta, em torno de 87%, conforme descrito em um estudo de meta-analise de 7 estudos
usando 5-FU administrado topicamente por 2-4 semanas.

No entanto, para o tratamento de tumores mais agressivos, como o SCC,
formulacbes mais eficazes, que combinem 5-FU e cetuximabe podem ser
interessantes para controlar o crescimento de tumores que ndo podem ser removidos
cirurgicamente ou para pacientes que ndo sao candidatos a quimioterapia sistémica.
Neste contexto, a European Association of Dermato-Oncology (EADO) e European
Organization of Research and Treatment of Cancer (EORTC) recomendam como
primeira linha de tratamento de SCC cutaneo a completa remocéo dos tumores, com
margem minima de 5 mm para os tumores de baixo risco e para tumores com mais
de 6 mm e aspectos patolégicos de maior risco, tais como invasao subcutanea,
invasao perineural, recorréncia e areas de alto risco, margem de 10 mm (STRATIGOS
et al., 2016).

A necessidade de cirurgia com margem de seguranca pode gerar problemas
morfolégicos e funcionais. Por exemplo, em areas como os labios, a cirurgia para a
remocdo do SCC deve abranger uma area suficientemente grande para evitar a
recorréncia do tumor, o que pode gerar dificuldades para cicatrizacdo da ferida, além
de deficiéncias morfolégicas e funcionais, 0 que sugere a necessidade de cirurgia e
posterior tratamento tépico

O tratamento tépico do SCC com quimioterapicos convencionais € inovador e
foi pouco explorado até o momento.

Os resultados obtidos com relacdo ao volume tumoral dos grupos de animais
tratados por administracdo tdpica associada a iontoforese das formulacBes estédo
mostrados na Figura 40. Os volumes tumorais observados ao final do estudo foram
de 1073512 mm3, 517+485 mms, 390+217 mm3, 437353 mm?3 e 167+93 mm?3 para
0S grupos controle negativo (ndo tratado), solugcdo de 5-FU, solucdo de 5-FU e
cetuximabe, lipossoma contendo 5-FU e imunolipossoma contendo 5-FU,
respectivamente. Foi observada diferenca estatistica (p<0,05) para a solucéo de 5-FU
e lipossomas, quando comparados ao controle negativo, a partir de 22 dias de
tratamento. A solugdo de 5-FU e cetuximabe apresentou diferenca estatistica em

relacdo ao controle ja a partir de 18 dias de tratamento e o tratamento com o
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imunolipossoma foi ainda mais rapido, com regresséao do volume tumoral em relagédo
ao controle negativo a partir de 15 dias de tratamento. Desta forma, observa-se que
os imunolipossomas foram capazes de reduzir o crescimento tumoral comparado ao
controle negativo mais precocemente comparados aos demais tipos de tratamentos.
Além disso, observou-se diferenca estatistica (p<0,05) para os imunolipossomas
comparados a solucao de 5-FU a partir de 22 dias de tratamento.

16001
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Figura 40: Volumes tumorais de células A431 injetadas em camundongos Swiss nude
obtidos com o tratamento tépico usando iontoforese com solucéo 5-FU, solucao 5-FU
e cetuximabe, lipossoma contendo 5-FU e imunolipossoma de cetuximabe contendo
5-FU em relagdo ao grupo de animais ndo tratados (controle negativo). As
formulacdes continham 500 pg/mL de 5-FU e 20 ug de cetuximabe por umol de lipideo,
aplicadas topicamente a cada 3-4 dias no total de 6 doses. Teste estatistico two-way
ANOVA com pés-teste de Bonferroni indicado no texto (* p<0,05 vs. PBS, ** solugéo

de 5-FU vs. imunolipossomas).

Ao final do estudo, os animais foram sacrificados e os tumores removidos para
andlise histologica e imunohistoquimica. Na Figura 41 nota-se de forma bastante
evidente o volume tumoral maior para o0 grupo controle negativo, principalmente
guando comparado aos tumores de volumes reduzidos do grupo que recebeu o0s
imunolipossomas. Houve morte de um animal do grupo controle negativo durante o

estudo.
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Figura 41: Fotografia dos tumores dos grupos tratados por iontoforese: controle nao
tratado (I), solucdo de 5-FU (Il), solucdo de 5-FU e cetuximabe (lll), lipossoma
contendo 5-FU (IV) e imunolipossoma de cetuximabe contendo 5-FU (V), extraidos ao

final do estudo (6 doses de tratamentos) apos biopsia.

A massa corpérea dos animais foi medida durante todo estudo, visando avaliar
possiveis efeitos toxicos da aplicacdo das formulacdes (Figura 42). Nao foi observada

diferenca significativa na massa corporea dos camundongos ao longo do estudo.
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Figura 42: Massa corporal dos camundongos durante o estudo in vivo com tratamento
tépico com iontoforese de formulac6es administradas a cada 3-4 dias num total de 6
doses.
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De maneira geral, o volume dos tumores nao tratados (controle), seja nos
grupos submetidos ao tratamento tépico ou subcutaneo, foi de aproximadamente 1000
mm? ao final do periodo de tratamento (p>0,05), independentemente do volume inicial.
Ao comparar os resultados obtidos pelas duas vias, através de teste estatistico
plotando todos os volumes tumorais obtidos ao longo do estudo para as formulacdes
estudadas, houve diferenca estatistica para a solucdo de 5-FU e lipossomas
administrados pelas duas vias, sendo que o tratamento topico se mostrou mais eficaz
no controle do crescimento tumoral (p< 0,05). Sendo assim, o volume final dos
tumores tratados por via topica foi significativamente menor (p<0,05) do que os
tratados por via subcutanea para a solucéo de 5-FU e para o lipossoma contendo 5-
FU. Para o tratamento usando imunolipossomas, porém, ndao houve diferenca
estatistica no volume final dos tumores tratados por via tépica e subcutanea. Deve-se
levar em consideragdo, no entanto, que o volume do tumor ndo é o Unico indicativo de
efetividade do tratamento. O aparecimento células mais diferenciadas ou
queratinizadas é caracteristico da diferenciacao das células tumorais, 0 que reduz seu
potencial de agressividade, mas elas ocupam um volume que € levado em
consideracdo quando toda a massa de células € medida. Desta forma, a avaliacéo
histolégica dos tumores é importante para verificar a presenca de células
diferenciadas (de menor agressividade) e indiferenciadas (de maior agressividade).

A avaliacdo histologica dos tumores foi feita por coloracdo com hematoxilina-

eosina e com anticorpo anti Ki-67 (Figuras 43 e 44).
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Figura 43: Imagens representativas de cortes histologicos dos grupos tratados
topicamente por iontoforese com solugdo 5-FU (A), solugéo de 5-FU e cetuximabe (B),
lipossoma contendo 5-FU (C) e imunolipossoma de cetuximabe contendo 5-FU (D)

corados com hematoxilina-eosina com aumento de 200X. As setas vermelhas indicam
areas com queratinizacao.
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Figura 44: Imagens representativas de cortes histoldgicos corados com anticorpo anti

Ki-67 dos grupos tratados topicamente por iontoforese com solugéo 5-FU (A), solucao
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de 5-FU e cetuximabe (B), lipossoma contendo 5-FU (C) e imunolipossoma de
cetuximabe contendo 5-FU (D) com aumento de 200X. Os nlcleos castanhos indicam

a presenca de proliferacao celular.

Os tumores tratados topicamente com o uso de iontoforese apresentaram
aspecto histolégico com diferenciacdo moderada. Se comparado aos grupos tratados
pela via subcutanea (Figura 38), que apresentavam células pouco diferenciadas, o
tratamento tépico foi capaz de reduzir a agressividade dos tumores.

O teste imunohistoquimico com ki-67 mostrou valores de 2,2%, 2%, 0,87% e
0,2% de Ki-67, apds contagem de 500 células, para os grupos tratados topicamente
com solucdo de 5-FU, solucdo de 5-FU e cetuximabe, lipossoma contendo 5-FU e
imunolipossoma de cetuximabe contendo 5-FU, respectivamente. Todas as
porcentagens de ki-67 obtidas com o tratamento topico foram inferiores as obtidas
com o tratamento subcutaneo, o que indica que o tratamento tdpico foi mais efetivo

para a reducao do potencial de proliferacdo dos tumores.
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6 CONCLUSOES
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Neste trabalho, lipossomas contendo 5-FU e imunolipossomas com cetuximabe
contendo 5-FU foram desenvolvidos com sucesso. Os sistemas de liberacao
apresentaram tamanho nanométrico inferior a 180 nm, baixa polidispersividade,
eficiéncia de encapsulacédo do 5-FU relativamente alta, alta eficiéncia de conjugacao
do cetuximabe e estabilidade. Em células A431, o cetuximabe mostrou potencial
citotéxico ap6s 120 h de incubacéo e houve sinergismo quando 5-FU e cetuximabe
foram combinados em imunolipossomas. Além disso, 0 uso de imunolipossomas
resultou em maior porcentagem de internalizacdo nas células EGFR positivas do que
os lipossomas, mas ndo em células EGFR negativas. A encapsulacédo do 5-FU nos
lipossomas diminuiu a penetracédo do farmaco através da pele, in vitro, o que sugere
maior tolerabilidade e menores efeitos adversos em relacdo a administracdo do 5-FU
em solucéo. A iontoforese aumentou mais de 5 vezes a penetracao do 5-FU na pele.
Sua associacdo aos imunolipossomas direcionou a penetracdo do 5-FU para a
epiderme viavel, local este onde os tumores cutaneos se desenvolvem. Nos estudos
in vivo em modelo xenografico de SCC de pele com superexpressdo de EGFR, o
tratamento tépico associado a iontoforese foi mais efetivo do que o tratamento
subcutaneo. Em ambos tratamentos, no entanto, houve melhor controle do
crescimento tumoral quando imunolipossomas foram aplicados e ndo houve perda de
massa corpdérea nos animais. A analise histolégica revelou potencial de proliferacédo
celular bastante reduzido para os diferentes tratamentos comparado ao grupo controle
negativo. Os estudos pré-clinicos efetuados neste trabalho foram bem-sucedidos, o
que pode balizar o planejamento de futuros estudos clinicos empregando iontoforese
associada a imunolipossomas contendo cetuximabe e 5-FU para o tratamento de SCC

de pele.
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