Universidade de S&o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto

Desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas contendo cabazitaxel para
a terapia do cancer de proéstata

Aluna: Ana Helena Leonel Sampar

Orientadora: Prof2. Dr2. Priscyla Daniely Marcato Gaspari

Ribeirdo Preto

2019




Universidade de S&o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto

Desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas contendo cabazitaxel para
a terapia do cancer de proéstata

Aluna: Ana Helena Leonel Sampar

Orientadora: Profé. Dr2, Priscyla Daniely Marcato Gaspari

Ribeirdo Preto

2019



Universidade de S&o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto

Desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas contendo cabazitaxel para a terapia do cancer
de prostata

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP para
obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias.

Area de Concentracdo: Medicamentos e
Cosmeéticos.

Orientada: Ana Helena Leonel Sampar
Orientadora: Prof®. Dr® Priscyla Daniely
Marcato Gaspari

Versdo corrigida da Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas no dia 30/08/2019. A versdo original encontra-se disponivel na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP.

Ribeirdo Preto

2019



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA
FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Sampar, Ana Helena Leonel
Desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas contendo
cabazitaxel para a terapia do cancer de prostata. Ribeirdo
Preto, 2019.

81 p. :il.; 30cm.

Dissertagdo de Mestrado, apresentada a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP — Area de concentragio:
Medicamentos e Cosméticos.

Orientadora: Gaspari, Priscyla Daniely Marcato.

1. Nanocépsulas. 2. Cabazitaxel. 3. Terapia. 4. Cancer de
préstata




AGRADECIMENTOS

Ao0s meus pais por todo apoio e incentivo durante todo este tempo de mestrado, e por sempre
me ajudarem em todas as minhas escolhas!.

Ao meu namorado Luiz Gabriel, pelo carinho, incentivo e paciéncia, além de todas as
contribuices cientificas.

A prof. Priscyla Daniely Marcato Gaspari pela oportunidade de cursar mestrado no
Nanobiolab.

As minhas queridas amigas Amanda, Bianca e Tais pelas muitas contribuicbes com meu
aprendizado e amadurecimento, e pela amizade que me fez crescer muito além da
universidade.

A todos os funcionérios que se disponibilizaram em me auxiliar nos experimentos, em
especial & Mariana e a Maira que colaboraram muito para meu aprendizado em quimica
analitica.

A Mariza, por toda disponibilidade e ajuda mesmo de longe.

A CNPQ (n° processo:133754/2017-0) pelo suporte para desenvolvimento deste projeto.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001.



RESUMO

SAMPAR, A. H. L. Desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas contendo cabazitaxel
para a terapia do cancer de prostata. 2019. 81f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 20109.

O céncer de prdstata é a segunda doenca maligna mais comum do sexo masculino, sendo o
segundo tipo de cancer mais frequente no Brasil. As principais terapias para o cancer de
prostata incluem o controle hormonal, cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Porém,
apresentam alto indice de recorréncia e graves efeitos adversos. Desta forma, ha procura por
novas estratégias terapéuticas para aumentar a sobrevida dos pacientes e melhorar seu bem-
estar. Um exemplo de um novo farmaco para terapia do cancer de prostata € o cabazitaxel
(CBZ). No entanto, a aplicacdo deste farmaco pode acarretar efeitos adversos devido a sua
baixa seletividade as células cancerosas, e sua lipofilicidade dificulta sua administragdo.
Dessa forma, o encapsulamento do cabazitaxel em nanoparticulas pode modificar sua
liberacdo e direciona-lo para células tumorais através do efeito de aumento de permeabilidade
e retengdo (EPR effect), aumentando a eficécia da terapia e diminuindo os efeitos adversos.
Sendo assim, este projeto tem como objetivo 0 desenvolvimento e a caracterizagdo de
nanoparticulas poliméricas contendo CBZ para tratamento do cancer de prostata. As
nanoparticulas de PLA foram preparadas pelo método de nanoprecipitacdo e caracterizadas
guanto ao diametro médio, indice de polidispersdo (PDI), potencial zeta, TEM e DSC. Além
disso, foi avaliada a eficiéncia de encapsulamento (EE) e o perfil de liberacdo do CBZ. As
nanoparticulas foram avaliadas por meio da citotoxicidade in vitro do CBZ livre e do
encapsulado em células de cancer de prostata (PC-3 e LNCap). Também foram realizados o
teste de opsonizacdo e 0 ensaio de hemdlise para verificacdo da compatibilidade das
nanoparticulas com o sistema circulatério humano. O tamanho das particulas contendo CBZ
(NC-CBZ) foi de aproximadamente 200 nm, PDI abaixo de 0,2 e potencial zeta negativo. A
EE foi de aproximadamente 97% e o perfil de liberacdo demonstrou a difusdo do CBZ durante
120 horas. Com as analises de caracterizacdo, foi possivel observar que as NC-CBZ sao
esféricas, que o farmaco pode estar disperso molecularmente na nanoestrutura, e ha interacédo
entre 0 polimero e o estabilizante. As particulas se mantiveram estaveis em relacdo ao
diametro e PDI por 240 dias quando armazenadas em geladeira ou temperatura ambiente. A
EE diminuiu de 97% para 74% ap6s 240 dias. No estudo de citotoxicidade foi verificado que
0 encapsulamento do CBZ diminuiu 5 vezes o ICsy nas células PC-3 e 2,4 vezes na célula
LNCap em relagdo ao farmaco livre. O ensaio de hemdlise mostrou compatibilidade das NC-
CBZ com a corrente sanguinea nas concentracdes de 5 a 25 pg/mL. Ja o teste de opsonizagéao
mostrou que o sistema complemento ndo interagiu com as nanoparticulas nas concentragoes
mais altas. Dessa maneira, € possivel concluir que as NC-CBZ tem grande potencial para a
administracdo endovenosa para a terapia do cancer de prostata.

Palavras-chave: nanocéapsulas, cabazitaxel, terapia, cancer de prostata.



ABSTRACT

SAMPAR, A. H. L. Development of polymeric nanoparticles containing cabazitaxel for
therapy against prostate cancer. 2019. 81f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

The prostate cancer is the second malignant disease more common on male and the second
more frequent in Brazil. The mainly therapies for prostate cancer are hormonal control,
surgery, radiotherapy and chemotherapy. But, they show high recurrence index and serious
side effects. Thus, there is a search for new therapeutic strategies to enhance the lifetime of
the patients and improve their well-being. An example of a new drug for prostate cancer
therapy is the cabazitaxel (CBZ). However, the application of this drug can lead to side effects
because of its low selectivity to cancer cells, and its lipophilicity interferes in the
administration. The strategy purposed for this work to convert these challenges is the
encapsulation of CBZ on the nanoparticles that can show a modified release and direct them
to cancer cells through the enhanced permeability and retention effect (EPR). Thus, the
purpose of this work is the development and characterization of polymeric nanoparticles
containing CBZ for prostate cancer therapy, aiming the obtainment of a formulation with
higher efficacy and less side effects. The PLA nanoparticles were prepared by
nanoprecipitation method and characterized by the mean diameter, polydispersity index
(PDI), zeta potential, TEM and DSC. In addition, the encapsulation efficiency (EE) and the
release behavior of CBZ were evaluated. The activity of the nanoparticles was analyzed by in
vitro cytotoxicity assay of free and encapsulated CBZ on prostate cancer cells. Also, there
were performed hemolytic and opsonization assays to verify the compatibility of the
nanoparticles with the human blood stream. The size of the particles containing CBZ (NC-
CBZ) was around 200 nm, PDI below 0,2 and negative zeta potential. The EE was around
97% and the release behavior showed a continuous release of CBZ for 100 hours. On the
analysis of characterization, the nanoparticles showed spherical shape, the drug is probably
dispersed into the nanocapsule and there is a interaction between the polymer and the
surfactant. The cytotoxicity was made on LNCap and PC-3 cells line and the results indicate a
ICso lower for NC-CBZ than for free CBZ. The hemolytic assay showed compatibility with
the human blood stream for the concentrations of 5 to 25 pg/mL of NC-CBZ. The
opsonization assay demonstrated that the complement system did not bind on the
nanoparticles at higher concentrations. Lastly, the conclusion is that NC-CBZ has potential to
intravenous administration to treat prostate cancer.

Key words: nanocapsules, cabazitaxel, therapy, prostate cancer.
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1. INTRODUCAO

O céancer de prostata € o quarto tipo de cancer mais comum no mundo, representando
7,1% de todos os casos (1,3 milhdes).! Os tratamentos contra o cancer de préstata acarretam
varios efeitos adversos ao paciente, os quais atrapalham sua qualidade de vida e, muitas vezes,
desestimulam sua adesdo as terapias. Além disso, ha a possibilidade de recorréncia ou
progressdo da doenca apds o tratamento. Desta forma, o desenvolvimento de novas terapias
para 0 cancer de prostata que consigam melhorar a eficdcia do tratamento, diminuir a
reincidéncia do tumor, direcionar os farmacos para células tumorais e aumentar a sobrevida
dos pacientes é muito importante.

Por estas razdes, a utilizacdo de nanotecnologia tem ganhado espaco em aplicacbes
médicas, principalmente no desenvolvimento de formulagGes direcionadas ao tratamento de
cancer. Atualmente, alguns medicamentos a base dessas nanoestruturas ja estdo disponiveis
no mercado, como Doxil®, Megace ES®, Zinostatin/stimalmar®, INGN-401®, sendo estes para
tratamento de cancer de ovario, cancer de mama, carcinoma hepatocelular e cancer de
pulmao, respectivamente.?

Considerando os beneficios proporcionados por estas novas terapias € a inexisténcia
de um medicamento nanoestruturado especifico para o tratamento do céncer de prostata, o
encapsulamento do cabazitaxel em nanoparticulas poliméricas pode ser uma estratégia
relevante para o desenvolvimento de um novo medicamento para esta doenca. Este farmaco
tem atividade comprovada contra cancer de préstata,® e com seu encapsulamento pode haver
melhora na sua biodisponibilidade, reducdo dos seus efeitos tdxicos, direcionamento as
células tumorais, aumento da sua permanéncia no local de acdo e, consequentemente,
diminuicdo da dose e da frequéncia de administracdo, possibilitando assim uma sobrevida
maior e uma melhor qualidade de vida ao paciente.

Para o desenvolvimento deste projeto, foi utilizada a nanoprecipitacdo como método
de preparagdo das nanoparticulas. Em seguida, foi realizada a caracterizagdo por diferentes
técnicas (ex. DLS, DSC, TEM), foram avaliadas de acordo com sua compatibilidade com a
corrente sanguinea, visando uma administracdo endovenosa, e foi verificada sua atividade

contra células de cancer de prostata, comparando-a com a atividade do farmaco livre.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cancer de prostata

De acordo com o INCA, o cancer de prostata é o segundo mais frequente em homens e
também o segundo mais comum considerando ambos os sexos.* No Brasil, entre 2018 e 2019,
a estimativa foi 68.000 novos casos,” enquanto que nos Estados Unidos, as estimativas para
2019 sdo de 174.650 novos casos e 31.620 mortes causadas pelo cancer de préstata.® No
mundo, o cancer de prostata € o quarto tipo de cancer mais comum, representando 7,1% de
todos os casos (1,3 milhdes).*

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de préstata sao idade
(acima de 65 anos), tipo de dieta, fatores genéticos, e historico familiar.”®

O diagnostico do cancer de prostata é realizado através dos exames do toque retal e
dosagem de PSA (antigeno especifico prostatico) no sangue. O nivel deste antigeno no
organismo deve ser menor que 4 ng/mL, porém esse valor pode alterar devido a outros
problemas, como infec¢do. Assim, ha necessidade de realizar também outros exames
complementares.* Exame de ultrassom e biépsia sdo aplicados para se avaliar o estagio da
doenca, utilizando o sistema de Gleason.® A partir disso, e avaliando-se as condicdes fisicas
do paciente, é escolhido o tratamento mais adequado.

Normalmente, o primeiro tratamento aplicado em pacientes com cancer de prostata é a
privacdo de hormonio androgénico, também conhecido como terapia de supresséo
androgénica.”’® O crescimento celular prostatico é dependente da produgdo dos horménios
masculinos, sendo os principais a testosterona e a diidrotestosterona,** portanto sua inibicao
contribui para o retardamento do desenvolvimento do cancer e diminui¢cdo do tamanho do
tumor.*? Esta terapia pode ser aplicada através de castracio cir(irgica ou castracdo quimica. A
primeira envolve a remocédo parcial ou total dos testiculos (orquiectomia), enquanto que a
segunda, a administracdo de medicamentos que reduzem os niveis de andrégenos no
organismo, como a abiraterona, responsavel por inibir a sintese de andrégenos nas glandulas
suprarrenais.”**® A terapia hormonal é um tratamento que ajuda no controle do
desenvolvimento do cancer, porém ndo traz sua cura.'” Por isso, é recomendavel a aplicacéo
concomitante de outro tratamento. A radioterapia, por exemplo, pode ser realizada
simultaneamente & terapia hormonal, melhorando os resultados do tratamento.*® Além disso,
muitos tumores se tornam resistentes a terapia hormonal depois de até 3 anos, sendo

necessario modificar o tratamento.'® 2!



O cancer de prdstata resistente a castracdo (CPRC) pode variar entre assintomatico
e/ou sem metastase e 0s casos mais graves, em que hd o surgimento de metastases. O
principal local de metéstase é o 0sso, representando cerca de 90% dos casos.”*?* O cancer de
prostata metastatico resistente a castracdo (MCPRC) pode ser tratado com quimioterapicos,

16
l.

como mitoxantrona, docetaxel e cabazitaxe O tratamento com docetaxel associado a

prednisona mostrou melhores resultados em relacdo a mitoxantrona associada a prednisona,
tornando-se a terapia padrdo para este estagio da doenca.'*?*

Outro tratamento aplicado aos pacientes com CPRC assintomatico é a imunoterapia, a
qual utiliza como ativo o Sipuleucel-T com o intuito de promover atividade do sistema

imunolégico contra as células tumorais. >

2.2. Cabazitaxel

O cabazitaxel (CBZ) é um farmaco semissintético de segunda geracdo da classe dos
taxanos, aprovado em 2010 pelo FDA.?" Ele é utilizado em casos de cancer de prostata
metastatico resistente a castracdo (mMCPRC) quando o tratamento com docetaxel em
combinacdo com prednisona ndo surte efeito.’*?** Seu mecanismo de acéo é igual aos
demais taxanos (docetaxel e placlitaxel): estabiliza a proteina tubulina, formada na fase M da
divisdo celular, impedindo que haja movimentacdo cromossémica durante a metéafase e
proliferacdo das células cancerosas, levando-as a apoptose.*® Este farmaco possui maior
atividade do que seus precursores devido a sua baixa afinidade pela glicoproteina-P, um
transportador transmembrana responsavel pelo efluxo celular. Assim, o CBZ permanece por
mais tempo no interior da célula e consegue gerar maiores danos.®*3* Além disso, o0 CBZ age
no bloqueio da translocacdo do receptor de andrégeno do citoplasma para o nucleo,
impedindo-o de exercer sua funcdo como fator de transcricdo, o que é fundamental para o
crescimento e o desenvolvimento das células cancerosas.**

O CBZ possui férmula estrutural semelhante ao seu precursor docetaxel,
diferenciando-se apenas por 2 éteres metilicos ao invés de 2 grupos alcoois no anel nuclear da
molécula, o que lhe confere maior lipossolubilidade (Figura 1).*> A férmula molecular do
CBZ é C45H57NOy4, possui ponto de fusdo de 157°C e massa molar de 835,93 g/mol. Deve ser

protegido da luz e do calor, por ser foto e termossensivel.*



Figura 1 - Formula estrutural do cabazitaxel

Foi comprovado que o tratamento do mCPRC com CBZ combinado a prednisona
aumenta a sobrevida dos pacientes em relacdo a terapia anteriormente utilizada com
mitoxantrona e prednisona, de 12,7 para 15,1 meses.*® O CBZ é metabolizado no figado
majoritariamente pelas CYP3A4 e CYP3A5.%38 Entre seus efeitos adversos, tem-se anemia,
diarreia, fadiga e vomito e a dose maxima recomendada é de 25 mg/m? devido a neutropenia
acentuada e, consequentemente, ao alto risco a infecgdes desenvolvidos com a administragdo
de doses maiores. "3

O perfil de eliminacdo do CBZ administrado endovenosamente se divide em 3 fases
(0, B e y): o primeiro t% acontece nos primeiros minutos (1-4 minutos), o segundo apos a
primeira hora e o terceiro entre 80 a 95 horas, sendo que cerca de 80% da dose administrada
s30 eliminados em 2 semanas.***® A frequéncia de administracdo da formulac&o do Jevtana®,
medicamento referéncia comercializado atualmente contendo este farmaco, é de 3 em 3
semanas, na forma de infusdo endovenosa durante 1 hora acompanhada de uma dose de
prednisona oral de 10 mg.3"*

Apesar de 0 CBZ apresentar evoluges em relacdo aos outros tratamentos, existem
problemas referentes & formulagdo do Jevtana®. Além de o farmaco causar os efeitos adversos
ja mencionados, 60 mg de CBZ séo veiculados em 1,5 mL de Tween 80 e diluidos em 5,7 mL
de etanol para ser administrado por via endovenosa por causa da sua alta lipofilicidade.
Entretanto, o uso de grandes quantidades de estabilizantes como veiculo é conhecido por
causar toxicidade e reacdes de hipersensibilidade.®**3*°

Para contornar os problemas encontrados na administragdo do CBZ, alguns estudos
foram realizados para avaliar a atividade e a toxicidade de nanoparticulas contendo este
farmaco. Chen et al. (2016) desenvolveram nanoparticulas de bombesina com PEG contendo
cabazitaxel para tratamento do mCPRC. Os resultados para as nanoparticulas demonstraram
alta estabilidade frente as proteinas plasmaticas, eficacia antitumoral, com 1Csq de 0,6 £ 0,1

MM enquanto que a injecdo de CBZ apresentou 1Cso de 8,9 £ 0,9 uM. Também foi observada



uma liberacéo prolongada do farmaco no sitio de a¢do, comecando a ser eliminado do tecido
alvo ap6s 1 dia da administracéo, enquanto que a injecdo de CBZ, ap6s 2 horas.*

Outro estudo foi realizado por Qu et al. (2016), em que foram avaliadas nanoparticulas
de albumina contendo CBZ quanto & farmacocinética, a distribuicdo nos tecidos e a eficacia
contra o cancer de prostata. Comparou-se 0 CBZ encapsulado em nanoparticulas de albumina
(Cb-NPs) com o cabazitaxel solubilizado em polissorbato 80 (Cb-Tween). Os resultados
demonstraram que a concentracdo plasmatica das Cb-NPs apds 5 minutos da administracédo
foi duas vezes maior que a concentracdo de Cbh-Tween, enquanto que 48h depois ainda havia
140 ng/mL das Ch-NPs e praticamente ndo havia mais Cb-Tween, evidenciando a liberagéo
sustentada deste sistema e, consequentemente, a possibilidade de reducdo do nimero de
administracdes do farmaco. Quanto a distribuicdo nos tecidos, as concentragdes nos Orgaos
analisados apresentaram varia¢do, porém a concentracdo de Cb-NPs no tecido tumoral se
manteve constante por horas ap6s sua administracéo.*’

Estes estudos mostram as possibilidades na aplicacdo de nanoparticulas para o
carreamento do CBZ e como elas podem melhorar a eficacia e liberacdo deste farmaco assim

como reduzir seus efeitos adversos.
2.3. Nanoparticulas poliméricas

Na medicina, sistemas nanoparticulados auxiliam no diagnostico de doencas e
direcionamento de farmacos as células alvo, modulando sua liberacdo e suas caracteristicas
fisico-quimicas.***8*° Dentre estes sistemas, temos as nanoparticulas poliméricas, que
podem variar de 1 a 1000 nm.*® Elas sdo classificadas como nanoesferas ou nanocapsulas,
sendo as nanoesferas constituidas por um invélucro e uma matriz poliméricos, enquanto que
as nanocapsulas possuem um ndcleo oleoso envolvido por um involucro polimérico. Em
ambas, o farmaco pode estar no interior da nanoparticula e/ou adsorvido no seu

envoltério.>*** A Figura 2 exemplifica a constituicdo das nanoparticulas poliméricas.
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Figura 2 - Representacdo esquematica do corte transversal de (A) nanocapsulas e (B)
nanoesferas

O uso de nanoparticulas poliméricas no direcionamento de farmaco é bastante
relevante considerando sua capacidade de melhorar a estabilidade e a farmacocinética de
varios ativos. Essas particulas podem ser preparadas com polimeros biocompativeis e
biodegradaveis, podem formar diversos tipos de estruturas e sdo faceis de manusear.

O farmaco encapsulado em nanoparticulas poliméricas permanece protegido por ndo
estar disponivel para degradacdo imediata por agentes do meio, podendo agir no local de
interesse e tendo seus efeitos adversos reduzidos; e por ter uma liberagdo modificada, os
intervalos entre as doses administradas podem ser maiores.”>>*** Algumas caracteristicas que
influenciam a liberagdo do farmaco e sua biodistribuicdo sdo composic¢do, tamanho e carga da
nanoparticula, presenca de ligantes em sua superficie e perfil de degradacéo no meio.>

Os polimeros utilizados na preparacdo das nanoparticulas poliméricas podem ser
naturais ou sintéticos.® Alguns exemplos de polimeros sintéticos sdo o poli(4cido latico)
(PLA), o poli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA) e o poli(e-caprolactona) (PCL), e
quitosana, alginato, albumina e gelatina sdo polimeros naturais.*®>®

O poli(acido latico) € um polimero de cadeia alifatica hidrofobica, composto pelo
mondmero quiral cido latico, o qual possui os enantiémeros L- e D-4cido latico (Figura 3).
A proporgéo de isdmeros e seu peso molecular influenciam diretamente suas caracteristicas
fisico-quimicas, como cristalinidade e ponto de fus&0.>*® O poli(L-4cido latico) é mais
cristalino e possui maior resisténcia a hidrdlise, enquanto que o poli(D-acido latico) tem

estrutura mais amorfa, sendo mais suscetivel & degradago.”
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Figura 3 - Estruturas moleculares do L- e D-acido latico, respectivamente

A obtencdo do 4cido latico (pKa = 3,84)% se da através da fermentacio de acticares,
sendo estes produzidos por fontes renovaveis como a cana-de-acticar. O PLA também é um
polimero biocompativel e biodegradavel. Essas caracteristicas o tornam adequado para
aplicacdes médicas, como no preparo de nanoparticulas poliméricas para carreamento de
farmacos.®% %

Fisher et al. (2014) desenvolveram nanoesferas de PLA contendo ruténio para
melhorar sua atividade anticancer e sua estabilidade. Foram utilizados 2 tipos de
estabilizantes: Tween 80 e Pluronic F68®. O estudo concluiu que o encapsulamento deste
metal em nanoparticulas com Tween 80 foram mais promissoras: houve aumento da
citotoxicidade em células de célon e hepatocarcinoma, e da estabilidade da dispersao.®®

Feng et al. (2019) também utilizaram o polimero PLA para o desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas contendo fisetina para tratamento de cancer. A fisetina é um
flavonoide lipofilico, o que dificulta sua aplicacdo. As nanoparticulas foram testadas em
celulas humanas de céncer de colorretal e células murinas de cancer de mama, e mostraram
maior atividade do que o ativo livre.”

No mercado ja existem alguns medicamentos com nanoparticulas poliméricas, como o
Abraxane®: nanoparticulas de albumina contendo o farmaco paclitaxel para tratamento de

cancer metastatico de pancreas.”"

2.4, Efeito EPR

Em tratamentos contra o cancer, o direcionamento de nanoparticulas € um fator
importante a ser considerado quando selecionada a via de administracio endovenosa. E
necessario garantir que haja o favorecimento da distribui¢cdo das nanoparticulas para o local
de acdo, ndo atingindo células saudaveis e, consequentemente, aumentando a eficacia e
reduzindo os efeitos adversos do tratamento.

Este direcionamento pode ocorrer de maneira ativa ou passiva. No direcionamento

ativo, um ligante é adicionado na superficie da nanoparticula, devido a sua afinidade por
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determinado receptor de membrana, o que facilita sua internalizacdo nessa célula alvo.”® J4 o
direcionamento passivo esta relacionado com o efeito de aumento de permeabilidade e
retencdo (Enhanced Permeability and Retention (EPR) effect), exemplificado na Figura 4.
Este efeito esta relacionado ao ambiente tumoral, que facilita o acesso das nanoparticulas e
sua permanéncia no tumor. Células tumorais tendem a se desenvolver de forma anormal,
necessitando de mais nutrientes e oxigénio do que células normais. Por isso, ocorre 0 processo
de angiogénese de maneira descontrolada, gerando novos vasos sanguineos defeituosos, com
espacamentos entre suas células de 100 nm a 2 um, dependendo do tumor, enquanto que nas
regides de células normais, este espacamento é de 30 nm. No céncer de prdstata, essas
fenestraces variam de 300 a 780 nm.” Além disso, o fluxo linfatico na regido tumoral é
baixo, por causa do processo inflamatdrio envolvido nesta doenca, acarretando na retencdo da
nanoparticula no tecido.”*"" Dessa forma, a nanoparticula atinge preferencialmente o local de
interesse e permanece no tumor por mais tempo, podendo liberar o fa&rmaco de maneira
sustentada na regido tumoral.

E descrito na literatura que nanoparticulas com diametro entre 50-200 nm apresentam
efeito EPR em diferentes canceres.’® ® Maeda et al. (2013) analisaram fluoréforos ligados a
nanosondas para demonstrar o efeito EPR in vivo. Algumas nanoparticulas, como de N-(2-
hidroxipropil) metacrilamida (HPMA) conjugada com zinco (Zn) e protoporfirina (PP), foram
avaliadas para verificar sua deposic¢do na regido tumoral. Foi observado que as HPMA-ZnPP
(diametro ~80 nm) se acumularam mais no tumor do que o ZnPP livre, sendo atribuido este
comportamento ao efeito EPR. Porém, apesar de o tamanho ser importante para
direcionamento e acumulo das nanoparticulas no tumor, também foi visto que fatores como
biocompatibilidade, periodo de circulacdo na corrente sanguinea e carga superficial também

devem ser considerados para a ocorréncia do efeito EPR.”

Células

Sistem -
endoteliais

linfatico

Figura 4 - Representacdo esquematica do direcionamento passivo das nanoparticulas ao local
de acdo através do efeito EPR
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3. CONCLUSOES

Nanocaspulas contendo CBZ esféricas com 200 nm, PDI abaixo de 0,05, potencial
zeta negativo (-25mV) foram desenvolvidas. Para aumentar a eficiéncia de encapsulamento
do CBZ foi avaliado a solubilidade do farmaco no o6leo tributirina por microscopia de luz
polariza sendo observado a completa solubilizacdo ap0s a adicdo de etanol. Dessa forma, o
etanol foi utilizado como co-solvente no método de nanoprecipitacéo.

As NC-CBZ e NC permaneceram com diametro médio proximo a 200 nm, PDI abaixo
de 0,2, carga superficial negativa e pH proximo a 4 durante 240 dias, sendo este Ultimo
parametro mais afetado pela condi¢do de armazenamento.

Devido a caracteristica lipofilica do CBZ e da tributirina, a eficiéncia de
encapsulamento do CBZ foi alta (97%) e se manteve estavel por 150 dias. Apds 240 dias, a
EE reduziu para 74,2% para as formulacGes armazenadas em geladeira e para 78,8% para as
formulagdes armazenadas em temperatura ambiente.

O perfil de liberacao revelou que o CBZ encapsulado possui uma liberacdo modificada
em relacdo ao CBZ livre, sugerindo a possibilidade na reducdo na frequéncia de
administragdo do farmaco.

As andlises de biocompatibilidade demonstraram que a NC-CBZ tem potencial para
uma administracdo endovenosa, ja que ndo apresentou atividade hemolitica, nas
concentracdes de 5 a 25 pg/mL. Também ndo houve ativacdo do sistema complemento nas
concentracdes de 2,5 a 20 pg/mL, indicando que as NC-CBZ podem permanecer por mais
tempo na corrente sanguinea com relacdo a sua opsonizacao pela via alternativa.

A NC-CBZ apresentou maior efeito citotoxico em relacdo ao CBZ livre frente as
linhagens celulares da LNCap (reducdo de 2,4x no ICsp) e PC-3 (reducdo de 5x no ICsp). A
NC sem farmaco apresentou menor citotoxicidade em relagio a NC-CBZ. A maior
citotoxicidade do CBZ encapsulado associado ao efeito EPR poderd aumentar a
especificidade e eficacia do tratamento, reduzindo os efeitos adversos.

Portanto, com os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que a NC-
CBZ tem propriedades fisico-quimicas e atividade biolégica que a tornam um potencial
tratamento para o cancer de proéstata.
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