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5FU-NS.



RESUMO

A inexisténcia de um agente terapéutico Unico satisfatorio para o tratamento do melanoma
metastatico e a potencialidade do quimioterapico 5FU (5-fluorouracil) motivou esta pesquisa,
a qual teve por objetivo o desenvolvimento tecnoldgico de sistemas carreadores micro-/ e
nanoestruturados contendo 5FU a fim de aumentar sua eficacia terapéutica e reduzir a
toxicidade por meio da administracdo pulmonar. Duas formulacbes pulverulentas foram
desenvolvidas com polimeros naturais, sulfato de condroitina e hidroxipropil-metil-celulose,
denominadas 5FU-MS e 5FU-NS, utilizando as técnicas de aspersao e atomizacéo vibracional
piezoelétrica, respectivamente. Ambas as formulacBes foram avaliadas quanto as caracteristicas
fisicas e quimicas, perfil toxicoldgico in vivo (C. elegans e em ratos Wistar), e penetracao e
biodisponibilidade no tecido pulmonar pela quantificacdo da fracdo livre de farmaco por
microdialise pulmonar. A analise fisico-quimica revelou a obtencédo de particulas micrométricas
para 5FU-MS e submicrométricas para 5SFU-NS, com didametros médios de particula de 2,546
+ 0,07 um e 0,652 *+ 0,03 um, e fracdo respirdvel (FR%) de 55,12 + 2,98 e 76,84 + 0,07,
respectivamente. Ambas demonstraram caracteristicas e propriedades adequadas para
administracdo pulmonar, com capacidade de deposicdo nas porcbes média e profunda. A
toxicidade das formulacdes avaliada em C. elegans considerou o percentual de morte,
desenvolvimento, DLso e produgéo de ROS para os nematodos sob tratamento agudo e cronico.
Os resultados evidenciaram reducéo significativa da toxicidade proporcionada pela reducao da
taxa de morte e maior desenvolvimento dos grupos tratados com as formulagdes 5FU-MS e
5FU-NS em comparagdo ao farmaco livre, sugerindo perfis de seguranca satisfatorios para
administracdo. Além disso, 5SFU-MS revelou-se um agente pro-oxidante, representando um
diferencial promissor deste sistema, podendo alcancar maior sensibilizacdo das celulas tumorais

com menores doses. A toxicidade pulmonar aguda foi avaliada pela analise de LDH e proteinas
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totais no fluido de lavagem bronco-alveolar (BALF) apds a administracdo combinada das
formulacbes 5SFU-MS e 5FU-NS para administragdo como um sistema terapéutico Unico (5FU-
MS/NS), e analise de dano tecidual pulmonar em ratos. Os resultados da analise bioquimica e
histoldgica indicaram o baixo potencial de inducdo de lesdo tecidual a partir da administracéo
pulmonar combinada das formulagdes, em relacdo ao farmaco livre. A analise do perfil
farmacocinético por microdialise pulmonar evidenciou o éxito no desenvolvimento dos
sistemas carreadores, tornando possivel duplicar o ti» do 5FU e aumentar significativamente a
biodisponibilidade no tecido pulmonar. Os resultados obtidos indicam a eficiéncia das
formulacbes 5FU-MS e 5FU-NS em alcancar os beneficios terapéuticos do farmaco 5FU com
menores doses e maiores intervalos de administracdo. Este trabalho de tese apresenta uma

abordagem promissora na terapia de neoplasias com recorréncia de metastase pulmonar.

Palavras-chave: cancer, melanoma, 5-fluorouracil, micro-/nanoparticulas, sulfato de

condroitina, hidroxipropil-metil-celulose (HPMC F4M), mucoadesédo, administra¢do pulmonar.
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ABSTRACT

The absence of a single therapeutic agent suitable for the treatment of metastatic melanoma and
the potential of 5FU chemotherapy (5-fluorouracil) motivated this study, which aimed the
development of carrier systems based on micro-/ and nanostructures containing 5FU to increase
the therapeutic efficacy and reduce toxicity of this drug by pulmonary administration. Two
different formulations of dry powders were developed with natural polymers, chondroitin
sulfate and hydroxypropyl-methyl-cellulose, denomined 5FU-MS and 5FU-NS, using the
spray-drying and vibrational piezoelectric atomization techniques, respectively. Both
formulations were evaluated in terms of physico-chemical characteristics, in vivo toxicological
behaviors (C. elegans and in Wistar rats), bioavailability and penetration in the lung tissue by
quantifying of drug free fraction by lung microdialysis. The physicochemical analysis showed
that were obtained as micrometric (5SFU-MS) and submicron particles (5FU-NS), with average
diameters of particle 2.546 £ 0.07 um and 0.652 £ 0.03 um, and respirable fraction (FR%) of
55.12 +2.98 and 76.84 £ 0.07, respectively. Both showed suitable characteristics and properties
for pulmonary delivery, with deposition capacity in the middle and deep lung portions. The
toxicity of the formulations evaluated in C. elegans considered the death rate, body
development, DL50 and production of ROS to nematodes under acute and chronic treatment.
The results showed significant reduction of toxicity, reducing the death rate and greater
development of the groups treated with 5FU-MS and 5FU-NS formulations compared to the
free drug, suggesting satisfactory safety profile for administration. In addition, 5SFU-MS proved
to be a pro-oxidant agent, representing a promising differential of this system which can achieve
greater sensitization of tumoral cells with lower doses. Acute pulmonary toxicity was evaluated
by analyzing LDH, and total protein in the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) after combined
administration of 5FU-MS formulations and 5FU-NS for administration as a single therapeutic

system (5FU-MS/NS) and analysis of lung tissue damage in rats. The results of biochemical
14



and histological analysis indicated the low potential to induce tissue damage from the
pulmonary administration of combined formulations, compared to free drug. Analysis of the
pharmacokinetic profile for pulmonary microdialysis showed the successful development of
carrier systems, making it possible to double the ty» of 5FU and significantly increase
bioavailability in lung tissue. The results indicate the effectiveness of the formulations 5FU-
MS and 5FU-NS in achieving the therapeutic benefits of the drug 5FU at lower doses and higher
dosing intervals. This thesis work presents a promising approach to cancer therapy with lung

metastasis recurrence.

Keywords: cancer, melanoma, 5-fluorouracil, micro-/nanoparticles, chondroitin sulfate,

hydroxypropyl-methyl- cellulose (HPMC F4M), mucoadhesion.
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RESULTADOS

Os resultados desta tese estdo apresentados em trés capitulos, os quais estdo
organizados como manuscritos para posterior submissao em periodico cientifico, e desta forma,

0 texto integral que compreende as paginas 35 — 146, foi suprimido.

O conteudo abordado refere-se ao desenvolvimento e caracterizagdo de
formulacBes farmacéuticas pulverulentas contendo o farmaco 5FU para administracdo

pulmonar, avaliacdo da toxicidade e farmacocinética das mesmas.

35



CONCLUSAO

147



5. CONCLUSOES

o Duas formulacgdes de p6s inalaveis foram desenvolvidas com sucesso associando
0 quimioterapico 5FU a polimeros naturais, biodegradaveis e biocompativeis, resultando em
sistemas carreadores micro-/ e nanoestruturados de liberacdo controlada, com caracteristicas

adequadas para efetiva liberacao, deposicao e bioadesao pulmonar.

o 5FU-MS, foi desenvolvida utilizando HPMC pela técnica de secagem de
aspersao, resultando em particulas com um didmetro micrométrico, promotora de liberacao
prolongada do farmaco e atraentes propriedades bioadesivas, sugerindo efetiva capacidade

mucoadesiva & mucosa pulmonar.

o  5FU-NS, foi desenvolvida utilizando a técnica de atomizacao vibracional
piezoeléctrica, resultando em particulas de tamanho reduzido (submicrométricas) com elevada
fracdo de particulas respiraveis, indicando a potencial capacidade de deposi¢do nas regifes mais

profundas do pulméo.

. Os estudo de toxicidade in vivo, em C. elegans e em ratos Wistar, indicam o
avanco alcangado com a associagdo do 5FU aos sistemas carreadores desenvolvidos. Ambas as
formulacdes, 5FU-MS e 5FU-NS, apresentaram perfis de seguranca satisfatérios sobre tecidos
saudaveis. Alem disso, ficou evidente o potencial da combinacdo das formulagdes como um

sistema terapéutico unico, diminuindo significativamente a toxicidade causada pelo 5FU.

o A avaliacdo da penetracéo e distribuicdo tecidual pela quantificagdo da fracao

livre de 5FU utilizando a técnica da microdialise pulmonar demonstrou que a associa¢do do

148



5FU a ambos os sistemas, permitiu duplicar o tempo de meia-vida do farmaco, promovendo
uma biodisponibilidade 8 vezes maior que o farmaco livre, sem ocasionar significativa

toxicidade.

o Em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho de tese sugerem o potencial
inovador deste sistema, representando uma abordagem promissora na terapia de pacientes com
MM, e também como agente adjuvante em outras neoplasias com recorréncia de metastase

pulmonar.
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