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RESUMO

O cancer de pulméao € o tipo de cancer mais comum e a principal causa de mortes
relacionada ao cancer em todo o mundo. O etoposido (ETO), um inibidor da
topoisomerase Il, € um dos farmacos utilizados para a terapia do cancer de pulmao.
No entanto, este farmaco apresenta baixa solubilidade aquosa e toxicidade
inespecifica, ocasionando graves efeitos adversos sistémicos e limitando sua eficacia
terapéutica. A nanoencapsulacdo do etoposido pode ser uma alternativa para
solucionar estas limitagdes. Além disso, a modificacdo da superficie das
nanoparticulas com estratégias visando os receptores do fator de crescimento
epidérmico tipo 1 (EGFR) pode proporcionar um maior direcionamento e acumulo em
células tumorais de pulmado que superexpressam este receptor. Primeiramente,
realizamos um levantamento bibliografico sobre nanoparticulas orgénicas com
superficie modificada para a terapia direcionada ao cancer de pulmao. Essa pesquisa
resultou na elaboragao de um artigo de revisao que contempla detalhes importantes
sobre os mecanismos de direcionamento as células tumorais, as principais técnicas
para funcionalizagdo da superficie, incluindo ligagbes covalentes e ndo-covalentes, e
os alvos e receptores de maior interesse no cancer de pulmé&o. Posteriormente,
desenvolvemos nanocapsulas de nucleo-lipidico contendo etoposido (NC ETO),
revestidas com quitosana (NC ETO Q) e funcionalizadas com anfirregulina (AREG),
fator de crescimento epidérmico (EGF), erlotinibe (ERL) ou fator de crescimento
transformador-alfa (TGF-a) (NC ETO Q AREG, NC ETO Q EGF, NCETO Q ERLe NC
ETO Q TGF-qa, respectivamente), e avaliamos o potencial citotoxico em células de
adenocarcinoma de pulméo, resultando em dois artigos cientificos experimentais. NC
ETO foram desenvolvidas pela primeira vez, empregando a técnica de deposigéo
interfacial do polimero pré-formado, e apresentaram distribuigio homogénea de
didmetro médio (~150 nm), elevado teor de etoposido (~100%) e eficiéncia de
encapsulagao (~100%), estabilidade fisico-quimica (28 dias sob refrigeracao) e perfil
de liberagao biexponencial (~70% em 72 horas). Apds o revestimento com quitosana
e a funcionalizagao da superficie, obtidos através de reacdes interfaciais, houve um
aumento do didmetro médio (~175 nm), a distribuicdo manteve-se unimodal, inverséao
do potencial zeta (+12 mV), e as taxas de teor de etoposido (>95%) e eficiéncia de
encapsulacado (>90%) mantiveram-se elevadas. A citotoxicidade dos tratamentos foi
avaliada, primeiramente, empregando método colorimétrico (ensaio MTT) em células
de adenocarcinoma de pulmao (A549), onde observamos que em concentragdes
superiores a 3x10'" particulas/mL a redugdo da viabilidade celular esta relacionada a
particula per se. Por isso, uma concentracao inferior de particulas, equivalente a 10
pmol de etoposido, foi selecionada para dar continuidade nos experimentos.
Comparando etoposido em solugdo (ETO) e NC ETO (antes da modificagdo da
superficie), houve uma redugédo da viabilidade celular 3x superior apos 48h de



exposicdo a nanocapsula. Comparando a nanocapsula etoposido revestida nao-
funcionalizada (NC ETO Q) e as nanocapsulas etoposido revestidas e
funcionalizadas, apds exposigao de 48h aos tratamentos, um aumento significativo da
citotoxicidade foi observado com a NC ETO Q ERL. Também avaliamos a captagao
das nanocapsulas funcionalizadas por células A549, onde foi observado que apds a
funcionalizagcdo houve aumento significativo da internalizagdo das nanocapsulas,
provavelmente via endocitose mediada por receptor, neste caso EGFR.
Posteriormente, as células A549 foram transduzidas com 53BP1-mApple, uma
proteina fluorescente de marcagao de dano nuclear, e acompanhadas em tempo real,
durante 20 dias, utilizando uma plataforma automatizada (Incucyte®) de rastreamento
de células vivas. As células foram analisadas quanto ao numero de células vivas,
morfologia, area nuclear e numero de danos (focis de 53BP1). Para isso, utilizamos
um script de programacdo em Phyton que permitiu realizar a quantificagdo da
fluorescéncia nas células unicas transduzidas com 53BP1-mApple. Comparando ETO
e NC ETO (antes da modificacdo da superficie), observamos que a nanocapsula
promoveu danos nucleares significativos a longo prazo (20 dias), aumentando
consequentemente a indugcdo da senescéncia (caracterizada por uma maior area
nuclear) e reduzindo significativamente a subpopulacao proliferativa em comparagao
com o etoposido em solucédo. Apoés a modificagado da superficie, foi verificada uma
melhoria dos efeitos a longo prazo induzidos pela nanoencapsulagado do etoposido,
com a NC ETO Q AREG exibindo os maiores indices de senescéncia e dano nuclear,
seguida da NC ETO Q ERL, NC ETO Q EGF, NC ETO Q TGFa, NC ETO Q, e ETO.
Por fim, nossos resultados destacam a superioridade da nanoencapsulacgéao,
particularmente com funcionalizagao da superficie, no aumento dos efeitos citotoxicos
a longo prazo e indugdo de senescéncia do etoposideo em células de cancer de
pulméo, sendo uma estratégia inovadora para superar as limitagdes deste tratamento
e encorajando fortemente futuras investigagoes.

Palavras-chave: Cancer de pulmao; Dano nuclear; Nanocapsulas; Receptores EGF;

Senescéncia.



ABSTRACT

Multi-wall nanocapsules loaded with etoposide and functionalized with

different strategies for targeted therapy of lung adenocarcinoma

Lung cancer is the most common type of cancer and the leading cause of cancer-
related deaths worldwide. Etoposide (ETO), a topoisomerase Il inhibitor, is one of the
treatments used in lung cancer therapy. However, this drug has low aqueous solubility
and nonspecific toxicity, which can cause serious systemic adverse effects and limit its
therapeutic efficacy. Nanoencapsulation of etoposide may provide an alternative
approach to overcoming these limitations. Moreover, surface modification of
nanoparticles with strategies targeting the epidermal growth factor receptor type 1
(EGFR) may enhance targeting and accumulation in lung tumor cells that overexpress
this receptor. First, we conducted a literature review on surface-modified organic
nanoparticles for targeted lung cancer therapy. This research culminated in the
preparation of a review article that details the mechanisms of tumor cell targeting, the
main techniques for surface functionalization, including covalent and non-covalent
bonds, and the most relevant targets and receptors in lung cancer. Subsequently, we
developed lipid-core nanocapsules containing etoposide (NC ETO), coated with
chitosan (NC ETO C), and functionalized with amphiregulin (AREG), epidermal growth
factor (EGF), erlotinib (ERL), or transforming growth factor-alpha (TGF-a) (NC ETO C
AREG, NC ETO C EGF, NC ETO C ERL, and NC ETO C TGF-a, respectively), and
evaluated their cytotoxic potential in lung adenocarcinoma cells, resulting in two
experimental scientific articles. NC ETO were developed for the first time using the
interfacial deposition technique of a preformed polymer, resulting in a homogeneous
distribution of average diameter (~150 nm), high etoposide content (~100%) and
encapsulation efficiency (~100%), physical-chemical stability (28 days under
refrigeration), and a biexponential release profile (~70% over 72 hours). After coating
with chitosan and functionalizing the surface, achieved through interfacial reactions,
there was an increase in the mean diameter (~175 nm), the distribution remained
unimodal, inversion of the zeta potential (+12 mV), and the etoposide content (>95%)
and encapsulation efficiency (>90%) remained high. The cytotoxicity of the treatments
was initially evaluated using a colorimetric method (MTT assay) in lung
adenocarcinoma cells (A549), where we observed that at concentrations higher than
3x10" particles/mL, the reduction in cell viability was related to the particles per se.
Therefore, a lower particle concentration, equivalent to 10 uymol of etoposide, was
selected for further experiments. Comparing etoposide in solution (ETO) and NC ETO
(before surface modification), we observed a threefold greater reduction in cell viability
after 48 hours of exposure to the nanocapsules. Comparing the non-functionalized and
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the coated (NC ETO C) and functionalized etoposide nanocapsules, a significant
increase in cytotoxicity was observed with NC ETO C ERL after 48 hours of exposure.
We also evaluated the uptake of functionalized nanocapsules by A549 cells, where it
was observed that functionalization significantly increased nanocapsule
internalization, likely via receptor-mediated endocytosis, specifically through EGFR.
A549 cells were then transduced with 53BP1-mApple, a fluorescent protein that marks
nuclear damage, and monitored in real time for 20 days using an automated live cell
tracking platform (Incucyte®). Cells were analyzed for number of live cells, morphology,
nuclear area, and number of damages (53BP1 foci). A Python programming script was
used to quantify fluorescence in single cells transduced with 53BP1-mApple.
Comparing ETO and NC ETO (before surface modification), we observed that the
nanocapsules promoted significant nuclear damage over the long term (20 days),
which consequently increased senescence induction (characterized by a larger nuclear
area) and significantly reduced the proliferative subpopulation compared to etoposide
in solution. After surface modification, an enhancement in the long-term effects induced
by nanoencapsulation of etoposide was observed, with NC ETO C AREG showing the
highest rates of senescence and nuclear damage, followed by NC ETO C ERL, NC
ETO C EGF, NC ETO C TGF-a, NC ETO C, and ETO. In conclusion, our results
highlight the superiority of nanoencapsulation, particularly with surface
functionalization, in enhancing the long-term cytotoxic effects and senescence
induction of etoposide in lung cancer cells, presenting an innovative strategy to
overcome the limitations of this treatment and strongly encouraging future
investigations.

Keywords: EGF receptors; Lung cancer; Nanocapsules; Nuclear damage;

Senescence.
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1 INTRODUCAO




De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), o cancer é a segunda
principal causa de morte em todo o mundo, representando cerca de 9,6 milhdes de
mortes, ou seja, uma em cada seis mortes (OMS, 2018). Mundialmente, o cancer de
pulm&o apresenta a maior incidéncia de casos diagnosticados e as maiores taxas de
mortalidade entre todos os tipos de cancer. Estima-se que em 2022 foram
diagnosticados cerca de 2,5 milhdes de casos de cancer de pulmao e ocorreram mais
de 1,8 milhdes de ébitos (International Agency for Research on Cancer, 2024).

O diagnostico precoce do cancer de pulm&o é um dos maiores desafios, sendo
que na maioria dos casos o diagnostico € obtido em estagio metastatico avangado. A
rapida disseminagdo metastatica das células tumorais para o6rgaos distantes
(principalmente sistema nervoso, 0ssos, figado e glandulas suprarrenais) é a principal
razao para a baixa taxa de sobrevida de pacientes com cancer de pulmao em estagio
avancgado, representando uma taxa de sobrevida de 5 anos em apenas 10% dos casos
(Mangal et al., 2017).

A quimioterapia intravenosa no cancer de pulmao é recomendada para tentar
controlar a proliferagdo das células tumorais e prolongar a sobrevida do paciente. O
etoposido € um derivado semissintético da podofilotoxina, aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA) como um dos farmacos utilizados na quimioterapia
combinada para o tratamento do cancer de pulmao (Pooja et al., 2015). O etoposido
€ um potente inibidor da topoisomerase Il, enzima responsavel por quebras
transitorias na fita dupla do DNA, e atua nas fases S (sintese) e G2 (crescimento) do
ciclo celular, promovendo o processo apoptético das células. No entanto, o etoposido
apresenta como principais limitagdes a baixa solubilidade aquosa, a instabilidade
quimica e a toxicidade inespecifica para tecidos normais (Choudhury et al., 2020).

Os sistemas nanoestruturados sdo considerados uma alternativa inovadora e
promissora para a entrega de farmacos antineoplasicos, como o etoposido, pois
podem possibilitar liberagdo sustentada e entrega direcionada as células tumorais.
(Saliou et al., 2013). Abordagens baseadas em nanocarreadores organicos com a
finalidade de melhorar as propriedades farmacocinéticas do etoposido incluem o uso
de lipossomas (Mehrabi et al., 2016), nanoparticulas lipidicas solidas (Pooja et al.,
2015; Wei et al., 2016), nanoemulsdes (Leite et al., 2015), nanoparticulas de PLGA
(Fatma et al.,, 2016), nanocapsulas (Saliou et al., 2013), nanoesferas (Patlolla;
Vobalaboina, 2008), entre outras (Choudhury et al., 2020).
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As nanocapsulas de nucleo lipidico destacam-se como um sistema
nanoestruturado promissor, pois apresentam um nucleo de organogel formado a partir
da mistura de monoestearato de sorbitano e triglicerideos de cadeia média, podendo
proporcionar um aumento significativo da capacidade de encapsulagao da substancia
ativa (Dallemole et al., 2023). Além da alta eficiéncia de encapsulamento do farmaco,
acredita-se que a nanoencapsulagao do etoposido pode apresentar como vantagens
0 aumento da solubilidade aparente, da biodisponibilidade e da estabilidade fisico-
quimica, sendo necessarias menores doses terapéuticas e, consequentemente,
reduzindo os efeitos colaterais.

O revestimento e a funcionalizagao da superficie de sistemas nanoestruturados
podem proporcionar propriedades adicionais, principalmente um maior
direcionamento e acumulo em células tumorais. O revestimento com quitosana, um
copolimero policatibnico natural aprovado pela FDA, tem sido relatado como um
promissor transportador de entrega de farmacos, devido a sua alta biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixa toxicidade (Li et al., 2018). Além disso, permite uma maior
internalizagcdo em células tumorais, pois a natureza catiénica da quitosana interage
facilmente com as cargas negativas presentes na membrana celular (Li et al., 2017).

Por sua vez, a funcionalizagdo refere-se a modificacdo da superficie destes
sistemas, que pode incluir a conjugacao de produtos quimicos ou biomoléculas (como
anticorpos, peptideos, oligonucleotideos, acido folico) (Prabhakar, 2015). Uma vez
que células tumorais de pulmao superexpressam receptores do fator de crescimento
epidérmico tipo 1 (conhecidos como EGFR1 ou HER1 ou ErbB1), estando presente
em cerca de 40-80% de todos os casos de cancer de pulméo de células ndo-pequenas
(Liu et al., 2017), infere-se que a funcionalizagao da superficie de nanoparticulas com
uma substancia com afinidade por este receptor pode ser uma estratégia para
aumentar o direcionamento e a eficacia de antineoplasicos para o tratamento de
pacientes com cancer de pulmao.

Considerando a alta incidéncia e mortalidade do cancer de pulméo e todas as
limitagdes do tratamento, sdo necessarias novas alterativas para aumentar a eficacia
terapéutica e reduzir a toxicidade inespecifica. O presente trabalho apresenta uma
proposta inédita com a finalidade de desenvolver nanocapsulas de nucleo lipidico
contendo etoposido, revestidas com quitosana e funcionalizadas com diferentes
ligantes, e baseia-se na hipotese de promover uma potencializagdo da eficacia

terapéutica a partir da combinacéo destas estratégias.
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2 OBJETIVOS




2.1 Objetivo Geral

Desenvolver nanocapsulas de nucleo-lipidico carregadas com etoposido,

revestidas com quitosana e funcionalizadas com diferentes ligantes e, avaliar seu

potencial citotéxico no adenocarcinoma de pulméao.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar um levantamento bibliografico sobre nanoparticulas orgénicas com
superficie modificada para a terapia direcionada ao cancer de pulméo, a fim de
redigir um artigo de revisao;

Revalidar um método analitico para a quantificagao do etoposido;

Desenvolver e caracterizar nanocapsulas de nucleo-lipidico carregadas com
etoposido;

Avaliar a estabilidade fisico-quimica e o perfil de liberagdo da formulacgéo;
Desenvolver e caracterizar nanocapsulas de nucleo-lipidico carregadas com
etoposido e revestidas com quitosana;

Desenvolver e caracterizar nanocapsulas de nucleo-lipidico carregadas com
etoposido, revestidas com quitosana e funcionalizadas por complexacao
organometalica com diferentes substancias direcionadas a receptores EGF;
Verificar a viabilidade celular de células de adenocarcinoma de pulmao (A549)
apods exposicao aos tratamentos;

Avaliar a captagao celular das nanocapsulas funcionalizadas pelas células A549;
Acompanhar em tempo real e por longo periodo a citotoxicidade dos tratamentos
em células A549 transduzidas com 53BP1;

Estimar o efeito dos tratamentos no ciclo celular, na indu¢cdo de senescéncia e

na indug¢ao de danos nucleares.
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3 REFERENCIAL TEORICO




3.1 CANCER DE PULMAO

O cancer € uma das principais causas de morte no mundo e, de acordo com a
International Agency for Research on Cancer (IARC), o numero de ébitos por cancer
ira aumentar cerca de 13,2 milhdes por ano até 2030. O cancer de pulméo é o tipo
mais comum de tumor maligno, representando mais de 2,4 milhdes de casos
diagnosticados por ano, e a principal causa de morte por cancer entre homens e
mulheres, ocasionando mais de 1,8 milhdes de obitos por ano, conforme apresentado
na Figura 1 (IARC, 2024).
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Figura 1. Numeros estimados de incidéncia e mortalidade dos principais tipos de
cancer no Mundo, em ambos 0s sexos e em todas as idades. Fonte: Elaborado
pelo(a) autor(a) com dados disponibilizados pela International Agency for Research
on Cancer (IARC, 2024).

Com base em sua histologia, o cancer de pulmao pode ser dividido em dois
principais tipos, o de pequenas células (SCLC, Small Cell Lung Céncer) e o de néo-
pequenas células (NSCLC, Non-Small Cell Lung Céancer), sendo o segundo 0 mais
comum, representando mais de 85% dos casos. O NSCLC ainda pode ser subdividido
em trés subtipos: o carcinoma epidermoide (25 a 30% dos casos, inicia-se nas células
que revestem o interior das vias aéreas), o adenocarcinoma (40% dos casos, tem

inicio nos alvéolos e apresenta crescimento lento) e o carcinoma de grandes células
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(10 a 15% dos casos, surge em qualquer parte do pulméo e tende a crescer e se
disseminar rapidamente) (Chen et al., 2020).

Embora o tabagismo seja o principal fator de risco (80-90%) para o surgimento
e esta diretamente relacionado a patogénese do NSCLC, aproximadamente 10% dos
casos ocorrem em pessoas que nunca fumaram. Como nem todas as pessoas que
fumam desenvolvem cancer de pulmao, outros fatores, como os genéticos, podem
influenciar no risco. O desenvolvimento do NSCLC em nao fumantes pode ser
causado pelo fumo passivo ou pela exposicdo a radiagdo e a agentes quimicos
cancerigenos. Ocorre principalmente em pessoas mais velhas, sendo que a idade
média no momento do diagndstico é de 70 anos (Testa et al., 2018).

Visto que, geralmente, o NSCLC néo provoca sintomas nas fases iniciais, o
diagnostico normalmente € obtido apenas em estagio avangado com disseminagao
metastatica (estagio IV), que ocorre rapidamente, limitando consideravelmente as
chances de um tratamento curativo (Rodak et al., 2021). Sendo assim, a quimioterapia
intravenosa no cancer de pulméao é recomendada para tentar controlar a proliferacao
das células tumorais e prolongar a sobrevida do paciente. No entanto, as principais
limitagbes da quimioterapia convencional estdo relacionadas a baixa
biodisponibilidade das substancias quimioterapicas, sendo necessaria administragao
de elevadas concentracbes, e a toxicidade inespecifica, afetando tanto células
tumorais como células saudaveis, ocasionando graves efeitos adversos (Iglesias et
al., 2018; Hiddinga et al., 2021).

Avancos recentes a respeito da compreensao das vias de sinalizagao celular que
controlam os processos de sobrevivéncia celular vém identificando e esclarecendo as
possiveis mutagdes genéticas que influenciam diretamente nos processos de
resisténcia aos quimioterapicos e agressividade do tumor (Guo et al., 2022). No
NSCLC, mutagdes recorrentes nos genes EGFR, K-RAS e B-RAF ocorrem mais
comumente no adenocarcinoma de pulméo, sendo que a superexpressao de EGFR
ou mutagdées no EGFR intracelular foram observadas em cerca de 60% dos casos
(Karlsen et al., 2021). Uma vez que o EGFR é ativado por varios mecanismos, como
superexpressao do receptor, mutacao, dimerizagao do receptor dependente do ligante
e ativacao independente do ligante, sua inibicdo especifica € um dos principais alvos
para a terapia do NSCLC (Yewale et al., 2013).
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3.2 RECEPTOR DO FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMICO (EGFR)

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) é uma proteina
transmembrana de 170 kDa e um receptor tirosina quinase. E membro da familia do
receptor epidérmico humano (HER), que compreende quatro receptores distintos:
EGFR1 (também conhecido como HER1/ErbB1), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) e
HER4 (ErbB4) (Appert-Collin et al., 2015).

Os EGFRs s&o superexpressos em muitos tumores sélidos, incluindo cancer de
mama, pancreas, cabegca e pescoco, prostata, renal e NSCLC, tornando estes
receptores alvos terapéuticos importantes. A quantidade de superexpressao de
EGFRs determina a extensdo da desregulacdo de suas fungdes naturais (regulagéo
da proliferacéo celular, diferenciagéo, migracao e sobrevivéncia) (O’Leary et al., 2020).
O aumento da expressdo do EGFR1 é uma das anormalidades mais precoces e
frequentemente detectada no epitélio bronquico de pacientes com cancer de pulmao,
estando presente em cerca de 40-80% de todos os casos de NSCLC (Liu et al., 2017).

Uma vez que a superexpressao depende da ativagéo via ligante-receptor, os
ligantes de EGFR podem ser divididos em duas classes: os de alta afinidade (EGF,
TGF-a, HB-EGF e B-celulina), que se ligam ao receptor com uma constante de
dissociagao entre 1 e 100 nM e, os de baixa afinidade (anfirregulina, epiregulina e
epigeno), que se ligam com uma constante de dissociagdo maior que 100 nM (Yewale
et al., 2013). EGF, TGF-a e AREG ligam-se especificamente apenas ao EGFR, mas
nao produzem respostas bioldgicas idénticas, enquanto HB-EGF, [-celulina,
epiregulina e epigeno também se ligam aos receptores HER3 e HER4 (Singh et al.,
2016).

A superexpressao destes receptores vém sendo explorada como uma estratégia
promissora como novos alvos terapéuticos, visto que pode possibilitar o
direcionamento de substancias quimioterapicas com maior especificidade ao tecido
tumoral e, assim, reduzir a toxicidade inespecifica que afeta células saudaveis e

potencializar a eficacia terapéutica (Rodak et al., 2021).
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3.2.1 Fator do Crescimento Epidérmico (EGF)

O fator de crescimento epidérmico (EGF) foi um dos primeiros fatores de
crescimento descobertos no inicio dos anos 1960, sendo descrito como um
polipeptideo capaz de estimular o crescimento e a diferenciagao de células de origem
epidérmica e mesodérmica. Foi demonstrado que o EGF se liga com alta afinidade a
um receptor especifico, EGFR, localizado na membrana celular e estimula a rapida
ativagao da proteina quinase (Weiner; Wu, 2017).

Através da ligagao e ativacdo do EGFR, o préprio EGF ou combinado com outros
fatores de crescimento, é responsavel por desencadear diversas respostas bioldgicas,
incluindo proliferagdo, diferenciacdo e migragao celular. Em relagdo a sua relevancia
clinica, o EGF & um fator fundamental na cascata de cicatrizacdo e tem sido
amplamente utilizado clinicamente para acelerar o reparo de ulceras/feridas (Zeng;
Harris, 2014). Por outro lado, a desregulacao da ligacdo EGF-EGFR pode aumentar
a proliferacao e a migragao de células tumorais através das vias Ras/Raf/MEK/ERK e
PI3K/AKT. Além disso, a sinalizacdo de EGFR induzida por EGF aumenta a producao
de espécies reativas de oxigénio intracelular (ROS) pela dupla oxidase 1 (Sirokmany
et al., 2014).

O EGF esta envolvido na morfogénese dos dentes, cérebro, trato reprodutivo,
pele, trato gastrointestinal, na diferenciagdo e fungdo cardiovascular, regeneragao
epitelial e epitélio da cérnea. E encontrado em altas concentragdes (50-500 ng-mL-")
na bile, urina, leite e fluido prostatico, em concentragdes médias (5-50 ng-mL™") em
lagrimas, fluido folicular, esperma e plasma seminal, e em baixas concentragdes (1-2

ng-mL-") no plasma, soro e saliva (Wee; Wang, 2017).

3.2.2 Fator de Crescimento Transformador-alfa (TGF-a)

O TGF-a foi o segundo ligante de EGFR a ser descoberto, e consiste em um
peptideo de 50 residuos aminoacidos. A estrutura secundaria do TGF-a € idéntica a
do EGF e conserva as trés pontes dissulfeto em sua estrutura. O TGF-a liga e
transmite sinais exclusivamente através do EGFR. O TGF-a é sintetizado como uma

proteina transmembrana glicolisada de 160 residuos aminoacidos e 5,6 kDa.
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O TGF-a esta envolvido em diversas vias de sinalizagao celular, podendo atuar
no aumento da proliferacdo por meio da ativagao da sinalizagao a jusante do EGFR,
mas também podendo mediar outras fungdes, como produ¢do de muco e inibicdo da
secrecdo de acido gastrico. A expressao de TGF-a ocorre em células tumorais, bem
como, em células epiteliais normais, neste caso, queratinécitos humanos cultivados
(Singh; Coffey, 2014).

3.2.3 Anfirregulina (AREG)

A anfirregulina (AREG) € uma glicoproteina de 84 aminoacidos descoberta e
caracterizada no final da década de 1980. Consiste em uma cadeia unica hidrofilica,
inicialmente sintetizada como um precursor transmembrana glicosilado de 252
residuos de aminoacidos. Se liga e ativa o EGFR, pelo qual ela tem uma baixa
afinidade quando comparada ao EGF e ao TGF-a. Apresenta na sua estrutura seis
cisteinas envolvidas em ligagdes dissulfeto, que conferem a estrutura de trés voltas.
O dominio amino-terminal de AREG ¢ hidrofilico e contém um dominio de ligacéo a
heparina N-glicosilada. O dominio carboxi-terminal possui um dominio semelhante ao
EGF e mostra notavel homologia com outros membros da familia, 38% de homologia
ao EGF e 32% de homologia ao TGF-a (Busser et al., 2011).

A expressao de AREG pode ser induzida através da ativacado da via AMPc/PKA
através da prostaglandina E2, da via proteina quinase C, do horménio da paratiredide,
da policistina-1, da fumaca de tabaco ou da hipdxia, além de fatores de crescimento
e citocinas. AAREG participa de uma ampla gama de processos fisioldgicos, incluindo
o desenvolvimento da glandula mamaria, implantagao do blastocisto, formagao dssea,

crescimento axonal e proliferagcao de queratindcitos (Berasain; Avila, 2014).

3.2.4 Erlotinibe (ERL)

O erlotinibe € um inibidor reversivel e seletivo do EGFR, que atua inibindo a
fosforilagdo da tirosina quinase e competindo com o ATP pelo sitio de ligagéao
intracelular do receptor. E classificado como um derivado da 4-anilinoquinazolina, que

pode induzir a parada do ciclo celular na fase G1 e, posteriormente, apoptose. Foi
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aprovado em 2004 pela FDA, sendo indicado para o tratamento por via oral de
pacientes com NSCLC ou cancer de pancreas. No NSCLC, o erlotinibe é utilizado
como tratamento de segunda ou terceira linha em casos metastaticos avangados, em

combinagao com outros quimioterapicos intravenosos (Piperdi; Perez-Soler, 2012).

3.3 ETOPOSIDO

Atualmente, o tratamento do NSCLC é definido de acordo com o estagio, sendo
que, raramente casos de NSCLC sao diagnosticados em um estagio inicial. No estagio
| ou Il, o tratamento indicado é a ressecgéo cirurgica completa e, se n&o for possivel,
a radioterapia convencional pode ser considerada. Apds a radioterapia, a combinagao
de quimioterapicos mais utilizada inclui cisplatina e etoposido. Nos estagios lll e IV, a
terapia padrao de primeira linha consiste na associagdo entre um agente alquilante
(cisplatina ou carboplatina), com um inibidor da topoisomerase |l (etoposido), ou um
antimitético (docetaxel ou paclitaxel) ou um antimetabdlito (pemetrexede). Em casos
de NSCLC metastatico avangado que nao respondem a terapia de primeira linha, pode
recorrer-se a utilizagao da terapia direcionada, que inclui inibidores de tirosina-quinase
(erlotinibe ou gefitinibe), ou a imunoterapia, baseada na utilizacao de anticorpos
monoclonais (Bourreau et al., 2023).

Apesar dos avangos no tratamento do NSCLC, o progndéstico permanece
limitado devido a presenca de tumores localmente avancados ou metastaticos no
momento do diagndstico, bem como a aquisicdo de multiplos mecanismos de
resisténcia. A heterogeneidade do NSCLC é um dos principais agravantes na
resisténcia as terapias quimioterapicas, sendo que apenas 15 a 20% dos pacientes
em estagio metastatico avangado respondem ao tratamento de segunda linha com a
terapia direcionada ou imunoterapia (Herbst et al., 2018).

Dentre os quimioterapicos utilizados na pratica, destacam-se os inibidores da
topoisomerase por apresentarem a capacidade de interferir em processos vitais como
transcricdo e replicagdo celular. Neste contexto, o etoposido € um dos agentes
antineoplasicos mais amplamente utilizado na quimioterapia combinada de primeira
linha em casos de cancer testicular, cancer de pulmao, linfoma (Hodgkin e nao-
Hodgkin), leucemia, glioblastoma multiforme, cancer de mama e de ovario

recidivantes ou refratarios (Baldwin; Osheroff, 2005).
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O etoposido (C20H32013 - 588,6 g-mol') é um derivado semissintético da
podofilotoxina, extraida a partir dos rizomas de espécies do género Podophyllum, que
foi sintetizado pela primeira vez em 1966 e aprovado em 1983 pela FDA para a terapia
do cancer. As modificagdes quimicas que diferem o etoposido da podofilotoxina e
promovem seu potencial inibidor da topoisomerase Il incluem: desmetilagao (hidroxila)
em C-4' do anel E, epimerizagdo em C-4, presenga de um carboidrato (glicose) em C-
4, e condensagédo de um aldeido com a porg¢ao de glicose entre as posi¢cdes 4" e 6"
(Figura 2). Além disso, a estereoquimica da trans-lactona em C-2:C-3 é essencial para
a manutencao da atividade citotdxica tanto da podofilotoxina quanto do etoposido
(Meresse et al., 2004; Sinkule, 1984).
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Figura 2. Estrutura quimica da podofilotoxina e do etoposido. Fonte: Elaborado

pelo(a) autor(a) baseado em Meresse et al. (2004).

O etoposido atua inibindo a enzima topoisomerase |l e, assim, bloqueando a
sintese de DNA no estagio pré-mitético. Seu mecanismo de agao envolve a ligacao
reversivel a tubulina, impedindo a formacao de microtubulos € promove o0 processo
apoptotico das células cancerigenas nas fases de sintese (S) e crescimento (G2) do
ciclo celular. O etoposido desencadeia a apoptose mediada por caspases, que ocorre
principalmente pela via do citocromo C/caspase 9. Também estimula a interagao do
ligante Fas ao seu receptor na membrana celular, ocasionando a formagao de um
complexo de sinalizagdo indutor de morte (Motyka et al., 2023).

Os principais desafios da terapia com etoposido estao relacionados a sua baixa

solubilidade aquosa (0,1 mg-mL-"), baixa biodisponibilidade, desenvolvimento de
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mecanismos de resisténcia, inativagado metabdlica e graves efeitos colaterais, assim
como ocorre com outros quimioterapicos. Uma vez que nao possui toxicidade seletiva,
os principais efeitos colaterais da terapia com etoposido incluem toxicidade
gastrintestinal, toxicidade hematoldgica, alopecia reversivel e reacdes alérgicas. A
toxicidade hematologica representada por mielossupressao grave (leucopenia e
trombocitopenia) desencadeia sindromes mielodisplasicas que frequentemente

evoluem para leucemia mielocitica aguda (Kluska; Wozniak, 2021).

3.4 SISTEMAS NANOESTRUTURADOS PARA ENTREGA DE ETOPOSIDO

A nanotecnologia é definida como a compreensdo e controle da matéria e
processos na escala nanométrica, possuindo pelo menos uma de suas dimensdes
abaixo de 100 nanémetros, permitindo novas aplicagées em diversos setores (ISO TC
229, 2005; Demetzos, 2016). O uso da nanomedicina, um ramo da nanotecnologia,
vem destacando-se consideravelmente nos ultimos anos e apresentando potencial
aplicabilidade para a saude humana, incluindo o tratamento do céncer, visto que, ha
uma busca crescente por tratamentos mais eficazes, direcionados para alvos
especificos e com reducgao dos efeitos adversos (Martinelli et al., 2019).

Na terapia do cancer, os sistemas nanoestruturados sado considerados uma
alternativa inovadora e promissora para a entrega de farmacos antineoplasicos, como
o etoposido, pois podem promover uma liberacdo sustentada e entrega direcionada
as células tumorais (Hossen et al., 2019). Além disso, os sistemas nanoestruturados
podem melhorar a solubilidade aparente de farmacos lipofilicos, aumentar a
estabilidade fisico-quimica, promover uma maior biodisponibilidade, sendo
necessarias menores doses terapéuticas, e consequentemente, reduzindo possiveis
efeitos adversos (Dang; Guan, 2020).

Abordagens nanotecnoldgicas para melhorar as propriedades farmacocinéticas
e terapéuticas do etoposido incluem principalmente a aplicagao de nanocarreadores
organicos, como lipossomas (Kazemabadi et al., 2019; Mehrabi et al., 2016; Sengupta
et al., 2001), nanoemulsdes (Kretzer et al., 2012; Lo Prete et al., 2006; Tavares et al.,
2011), nanoparticulas lipidicas soélidas (Athawale et al., 2014; Reddy et al., 2004,
Reddy et al., 2005; Reddy et al., 2006), carreadores lipidicos nanoestruturados (Jiang
et al., 2016a; Jiang et al., 2016b; Khajavinia et al., 2012; Zhang et al., 2016),

31



dendrimeros (Sideratou et al., 2010), micelas poliméricas (Gaber et al., 2020; Ukawala
etal., 2012; Varshosaz et al., 2014), nanoparticulas de PLGA (Mitra et al., 2011; Pimple
et al., 2012; Snehalatha et al., 2008; Snehalatha et al., 2013) e nanocapsulas
convencionais (Ayyappan; Shanmugam, 2018; Saliou et al., 2013; Thiyagarajan et al.,
2019).

Para aplicagao in vitro e/ou in vivo no NSCLC, estudos ja demonstraram o
carreamento do etoposido em lipossomas PEGuilados (Kazemabadi et al., 2019),
nanoparticulas lipidicas soélidas funcionalizadas com transferrina (Pooja et al., 2015),
carreadores lipidicos nanoestruturados (Zhang et al., 2011; Du; Yin, 2022),
nanoparticulas de PLGA (Pimple et al.,, 2012; Zhang et al.,, 2021), nanoesferas
(Yordanov et al., 2013), nanocarreadores magnéticos de hidroxido duplo (Zhu et al.,
2016), nanotubos de carbono funcionalizados com EGF (Chen et al.,, 2012), e
nanoparticulas de PLA (Yadav et al., 2014).

3.5 NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO

Diferentemente das nanocapsulas convencionais, as nanocapsulas de nucleo
lipidico sdao compostas por uma parede polimérica, geralmente, de poli (e-
caprolactona) (PCL), um poliéster alifatico biodegradavel e biocompativel, ao redor do
nucleo contendo dispersdo de monoestearato de sorbitano e triglicerideos de cadeia
média (Venturini et al., 2011; Dallemole et al., 2023). Alguns estudos demonstraram
que as nanocapsulas de nucleo lipidico apresentam capacidade de carga do farmaco
e protecdo contra instabilidade superior as nanocapsulas convencionais,
provavelmente, devido a presenca de monoestearato de sorbitano no nucleo oleoso
(Ourique et al., 2010; Fiel et al., 2011; Poletto et al., 2015).

Nanocapsulas de nucleo lipidico foram desenvolvidas pela primeira vez por
Jager e colaboradores (2009) com a finalidade de avaliar a liberagao sustentada do
anti-inflamatério indometacina nanoencapsulado a partir da variacdo da viscosidade
do nucleo e da area de superficie da particula. Os resultados obtidos por modelagem
matematica demonstraram uma maior meia-vida do farmaco diretamente proporcional
ao aumento das concentragdes de lipidios do nucleo. Além disso, estudos realizados
por Bulcao e colaboradores (2013) avaliaram a toxicidade in vivo aguda e subcrdnica

das nanocapsulas de nucleo lipidico (ndo-carregadas) e nao observaram nenhuma
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toxicidade significativa, indicando que as nanocapsulas de nucleo lipidico podem ser
um sistema seguro para entrega de farmacos.

Até o momento, ndo existem pesquisas disponiveis sobre a encapsulagdo do
etoposido em nanocapsulas de nucleo lipidico, porém, o potencial antitumoral da
nanoencapsulagao de outros farmacos e substancias neste sistema ja foi relatado.
Para a terapia do cancer de mama, foram desenvolvidas nanocapsulas de nucleo
lipidico contendo metotrexato (Yurgel et al., 2014) ou doxorrubicina (Antonow et al.,
2017), e ambas as formulagdes apresentaram maior internalizagdo nas células
tumorais e potencializagcao dos efeitos antineoplasicos em linhagens de células de
adenocarcinoma mamario.

Para o tratamento do glioblastoma multiforme foram desenvolvidas
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo diferentes farmacos. Nanocapsulas
contendo indometacina, trans-resveratrol, curcumina ou metotrexato foram
desenvolvidas por Bernardi e colaboradores (2013), Figueird e colaboradores (2013),
Zanotto-Filho e colaboradores (2013) e Pereira e colaboradores (2018),
respectivamente, e demonstraram potencial citotoxico superior em células de glioma,
além disso, as formulagbes ndo ocasionaram citotoxicidade em células saudaveis,
sugerindo a seletividade para as células tumorais.

Nanocapsulas de nucleo lipidico carregadas com melatonina foram capazes de
reduzir a citotoxicidade e genotoxicidade induzidas pelo paraquat em uma linhagem
de células pulmonares (Charédo et al., 2015). Enquanto nanocapsulas de nucleo
lipidico contendo tretinoina foram capazes de induzir apoptose e parada do ciclo
celular na fase G1, efeito que nao foi observado com o farmaco livre (Schultze et al.,
2014). Nanocapsulas de nucleo lipidico contendo tretinoina também foram
desenvolvidas para o tratamento de leucemia mielbide cronica, e os resultados obtidos
demonstraram melhora da estabilidade fisico-quimica do farmaco, bem como,
protecao contra radiacdo UVA e UVC. Além disso, foi observada uma atividade
antitumoral mais prolongada das nanocapsulas em comparagao com a tretinoina livre
(Ourique et al., 2010).
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3.6 REVESTIMENTO E FUNCIONALIZACAO DA SUPERFICIE DE
NANOCAPSULAS DE NUCLEO-LIPIDICO

A modificagdo da superficie das nanoparticulas surgiu como uma estratégia que
visa aprimorar e/ou adicionar propriedades uteis para a utilizacdo em aplicagbes
biomédicas, principalmente, no que diz respeito ao aumento da absor¢ao celular e ao
direcionamento especifico a sitios alvos, como tecidos tumorais (Seidu et al., 2022).
O aumento da absorg¢ao celular baseia-se, principalmente, no direcionamento passivo
de nanoparticulas que se beneficiam do efeito de permeabilidade e retencdo (EPR)
aumentado em células tumorais. Este efeito EPR possibilita o acumulo passivo das
nanoparticulas no microambiente tumoral por meio de suas propriedades fisicas,
incluindo tamanho, forma e carga superficial (Sanita et al., 2020).

Neste contexto, nanoparticulas revestidas com quitosana podem se beneficiar
do efeito EPR aumentado no microambiente tumoral e apresentar vantagens para a
entrega de drogas antitumorais. Além disso, a quitosana € um polimero catidénico de
origem natural, considerado como n&o-toxico, biodegradavel e biocompativel (Bender
et al., 2012; Zhang et al., 2019). Devido a sua natureza catibnica, a presenca da
quitosana na superficie das nanoparticulas pode favorecer sua internalizagao, através
de interacbes eletrostaticas com a membrana plasmatica e/ou com componentes e
proteinas celulares com carga negativa (Ding; Guo, 2022).

Por outro lado, o direcionamento especifico a sitios alvos baseia-se no
direcionamento ativo, que depende da ligacao entre um ligante, presente na superficie
das nanoparticulas, com um receptor, presente na superficie celular. Esta ligagcao
especifica ligante-receptor pode induzir endocitose mediada por receptor,
potencializando o acumulo seletivo das nanoparticulas nas células-alvo. Geralmente,
a funcionalizagdo da superficie de nanoparticulas é realizada com pequenas
proteinas, peptideos, anticorpos e seus fragmentos, aptameros, oligossacarideos,
entre outros, que podem interagir especificamente com receptores de células-alvo
(Menon et al., 2022).

Estudos anteriores realizados pelo grupo propuseram a funcionalizacdo da
superficie de nanocapsulas de nucleo-lipidico realizada por automontagem e reagdes
interfaciais, através do complexo lecitina-quitosana-metal-ligante. Esta estratégia
consiste, basicamente, em trés etapas consecutivas de reacdes interfaciais: (1)

interacao eletrostatica entre os grupamentos amino da quitosana (carga positiva) com
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os grupamentos fosfatos (carga negativa) presentes na lecitina; (2) formagéao de um
quelato a partir da interagdo de um ion metalico (Fe?*, Zn?* ou Au®*) com o grupamento
amino presente na quitosana; e (3) interagdo do quelato com um ligante que contém
atomos de oxigénio e nitrogénio (Bender et al., 2014).

Nanocapsulas de nucleo-lipidico, revestidas com quitosana e funcionalizadas
através do complexo organometalico com o ion Fe?* foram desenvolvidas por Mayer
e colaboradores (2015) e por De Marchi e colaboradores (2022a). No primeiro estudo,
nanocapsulas de nucleo-lipidico ndo-carregadas foram preparadas e a sua superficie
modificada com laronidase, que € utilizada como terapia de reposi¢gao enzimatica na
doencga genética Mucopolissacaridose | (Mayer et al., 2015). No segundo estudo,
foram desenvolvidas nanocapsulas carregadas com triclosan e funcionalizadas com
acido ascorbico, e sua aplicacao foi avaliada in vitro em células de adenocarcinoma
de pulmao (De Marchi et al., 2022a).

A complexagdo ion metalico Zn?* foi amplamente explorada para diferentes
aplicagbées. No cancer de mama, nanocapsulas de nucleo-lipidico, revestidas com
quitosana e funcionalizadas com diferentes substancias foram investigadas na terapia
antitumoral in vitro (células MCF-7). Nanocapsulas de nucleo-lipidico carregadas com
Doxorrubicina foram funcionalizadas com acido arginilglicilaspartico (RGD) (Antonow
et al., 2018) ou acido folico (Cé et al., 2021a), enquanto, nanocapsulas de nucleo-
lipidico ndo-carregadas foram funcionalizadas com Bromelaina (Oliveira et al., 2017)
ou Metotrexato (Oliveira et al., 2018).

O ion metalico Zn?* também foi investigado na terapia antitumoral em células de
glioblastoma, carcinoma hepatocelular (Dallemole et al., 2021), cancer de ovario e
cancer de bexiga (Cé et al., 2021b). Em ambos os estudos, as nanocapsulas de
nucleo-lipidico foram carregadas com doxorrubicina, porém, tiveram sua superficie
modificada com RGD ou acido félico, respectivamente. Utilizando o mesmo ion
metalico, nanocapsulas de nucleo-lipidico n&o-carregadas, carregadas com
furosemida ou carregadas com insulina foram funcionalizados com scFv-anti-LDL(-)
(Cavalcante et al., 2021), captopril (Michalowski et al., 2020) ou imunoglobulina G (De
Marchi et al., 2022b), respectivamente.

A substituicdo dos ions Zn?* ou Fe?* por Au®" para formar o complexo
organometalico na superficie das nanocapsulas foi proposta por Alves e
colaboradores (2020). O ion Au3* ¢ substancialmente inerte, ndo téxico e

biocompativel, além disso, pode interagir com moléculas que contém grupos tiol ou
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amina, que estao presentes em anticorpos monoclonais, peptideos e proteinas. Neste
estudo, nanocapsulas de nucleo-lipidico ndo-carregadas tiveram a superficie
modificada com o anticorpo Bevacizumabe e, foi avaliado sua atividade antitumoral in
vitro em células de glioma, bem como, sua atividade antiangiogénica em membrana
corioalantéide de embrido de galinha (Alves et al., 2020).
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4 CAPITULO |




O texto completo do Capitulo 1, que no texto completo da tese defendida ocupa
o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 39 — 115, foi suprimido por
tratar-se de manuscrito submetido para publicagdo em periédico cientifico. Refere-se
a um artigo de revisao sobre nanoparticulas organicas com superficie modificada para
a terapia direcionada ao cancer de pulmao. Foram abordados os dois principais
mecanismos de direcionamento de nanoparticulas (passivo e ativo), as principais
técnicas de funcionalizagdo de superficie, através de reagdes covalentes e nao-
covalentes, bem como, os principais receptores/alvos e ligantes/substancias utilizados

nos estudos selecionados.
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5 CAPITULO Il




O Capitulo 2 é constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido

entre as paginas 119 — 130.

Gundel SS, Dallemole DR, Alves ACS, Rosa SA, Oliveira FDP, Ourique AF, Lenz G,
Guterres SS, Pohimann AR. Nanoencapsulation of etoposide promotes increased
long-term DNA damage, greater induction of senescence and reduces population
regrowth of lung cancer cells. J Drug Deliv Sci Technol (2024) 100:106091.
https://doi.org/10.1016/j.jddst.2024.106091

118


https://doi.org/10.1016/j.jddst.2024.106091

119



120



121



122



123



124



125



126



127



128



129



130



6 CAPITULO llI




O texto completo do Capitulo 3, que no texto completo da tese defendida ocupa
o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 133 — 176, foi suprimido por
tratar-se de manuscrito em preparacao para publicacdo em periddico cientifico.
Consta do desenvolvimento e aplicacdo de nanocapsulas de nucleo-lipidico
carregadas com etoposido, revestidas com quitosana e funcionalizadas com

diferentes ligantes para a terapia direcionada a células de adenocarcinoma de pulméao.
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7 DISCUSSOES GERAIS




O tratamento do cancer de pulmao apresenta inumeras dificuldades, muitas das
quais decorrem da complexidade biolégica da doenca e da sua propensido para
diagnostico tardio. Além disso, a heterogeneidade genética dos tumores pulmonares
dificulta a escolha de um tratamento eficaz, pois diferentes subtipos de cancer podem
responder de maneira variavel as mesmas terapias (Esposito et al.,, 2010). A
resisténcia adquirida aos medicamentos é outro desafio significativo; mesmo que os
tratamentos iniciais sejam bem-sucedidos, as células cancerosas podem desenvolver
mecanismos de resisténcia, tornando as terapias subsequentes menos eficazes
(Xiang et al., 2024). Efeitos colaterais adversos dos tratamentos, como quimioterapia
e radioterapia, também podem impactar negativamente a qualidade de vida dos
pacientes e limitar a continuidade do tratamento (Lemjabbar-Alaoui et al., 2015).

A necessidade de terapias mais eficazes e especificas para o tratamento do
cancer de pulmao tem se tornado uma prioridade na pesquisa oncologica, dado o
elevado indice de mortalidade associado a essa doencga e as limitagdes das terapias
convencionais (Majeed et al., 2021; Sharma et al., 2022). Em resposta a esses
desafios, o campo da oncologia tem explorado novas abordagens, como as terapias
direcionadas, que aproveitam a presenca de receptores especificos em células
tumorais para permitir uma agao mais precisa dos agentes terapéuticos (Prajapati et
al., 2024). Paralelamente, o uso de nanoparticulas como vetores de farmacos emergiu
como uma estratégia promissora, ao possibilitar a entrega controlada e seletiva de
drogas diretamente nas células cancerigenas, minimizando os efeitos colaterais
sistémicos e aumentando a eficacia do tratamento (Hristova-Panusheva et al., 2024).
Essas inovagdes representam um avanco significativo na busca por tratamentos mais
eficazes e menos invasivos para o cancer de pulmao, refletindo a importancia de
abordagens que combinem especificidade molecular com tecnologias avangadas de
entrega de medicamentos (Chehelgerdi et al., 2023).

Conforme abordamos no Capitulo I, o desenvolvimento de nanoparticulas com
superficie modificada para o direcionamento ativo a receptores superexpressos no
cancer de pulméao oferece diversas vantagens promissoras para a terapia oncologica.
Essas nanoparticulas podem ser projetadas para reconhecer e se ligar
especificamente a moléculas ou receptores que sdo abundantemente expressos nas
células cancerosas, mas ausentes ou presentes em niveis muito baixos nas células
saudaveis. Essa especificidade permite uma entrega mais precisa do farmaco

diretamente as células tumorais, minimizando os efeitos colaterais nos tecidos
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normais e melhorando a eficacia terapéutica. Além disso, conforme destacamos no
artigo de revisao, as nanoparticulas organicas possuem uma ampla versatilidade,
podendo ser produzidas por diferentes técnicas, com a capacidade de carregar
inumeras substancias/farmacos com potencial antitumoral, bem como, permitem a
modificagao da superficie por técnicas variadas.

Ha pelo menos 20 anos, nosso grupo de pesquisa criou um novo sistema
nanoestruturado polimérico, denominado nanocapsulas de nucleo-lipidico, que se
diferencia das nanocapsulas poliméricas convencionais pela presenga de um nucleo
de organogel, formado pela combinacao de um lipidio sélido e um lipidio liquido. Essa
caracteristica confere propriedades adicionais as nanocapsulas e contribui para o
aumento da eficiéncia de encapsulamento de farmacos lipofilicos. Nessas duas
décadas, inumeros farmacos/substéncias ja foram carregados com sucesso nas
nanocapsulas de nucleo-lipidico e uma ampla variedade de aplicagbes ja foi
investigada ex vivo, in vitro elou in vivo. Considerando a aplicagdo no cancer de
pulmao, os farmacos tretinoina (Schultze et al., 2014) e erlotinibe (Bruinsmann et al.,
2020) ja foram encapsulados nas nanocapsulas de nucleo-lipidico.

Diante da versatilidade e potencialidade das nanocapsulas de nucleo lipidico,
abordamos o desenvolvimento, caracterizacdo e aplicagdo de nanocapsulas de
nucleo-lipidico carregadas com etoposido, um quimioterapico utilizado no tratamento
do cancer de pulmao. Nosso sistema para encapsulagdo do etoposido apresentou
eficiéncia de encapsulagcdo superior (>90%) a outros sistemas ja descritos
anteriormente para o mesmo farmaco, como lipossomas (70%) (Sistla et al., 2009),
nanoparticulas de PLGA (60%) (Pimple et al., 2012) carreadores lipidicos
nanoestruturados (75%) (Wang et al., 2014), e nanoparticulas de PLA (48%) (Yadav
et al.,, 2014). Além disso, demonstramos que as nanocapsulas de nucleo-lipidico
modularam o perfil de liberagdo do etoposido, possibilitando uma liberagao
biexponencial, caracterizada por uma fase inicial rapida, seguida de uma fase de
liberacdo sustentada, e que esse perfil foi aprimorado com o revestimento da
superficie das nanocapsulas com quitosana.

Nos dultimos 10 anos, nosso grupo vem aperfeicoando a aplicagdo das
nanocapsulas de nucleo-lipidico através da sua modificacdo de superficie,
empregando uma nova estratégia de sintese baseada na formagao de um complexo
organometalico interfacial (complexo lecitina-quitosana-metal-ligante).

Diferentemente dos demais métodos covalentes para a funcionalizagao da superficie
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de nanoparticulas, a nossa técnica nao requer etapas complexas de purificagdo, uma
vez que todas as reagbes interfaciais sao realizadas em meio aquoso. Essa
funcionalizagédo da superficie € uma estratégia promissora para direcionar de forma
mais eficaz e especifica as nanoparticulas para receptores superexpressos em células
tumorais. No cancer de pulmao, alguns receptores podem estar presentes na
superficie extracelular, incluindo EGFR, receptores de transferrina, receptores de
folato, entre outros, sendo o EGFR o que apresenta maiores taxas de superexpressao.

Por isso, funcionalizar a superficie de nanoparticulas com ligantes, anticorpos
farmacos ou substancias que possuem afinidade pelo EGFR pode fornecer terapias
direcionadas mais potentes, aumentando a captagao da nanoparticula, promovendo
uma maior entrega de substancia ativa intracelularmente, e reduzindo os efeitos em
células normais. Considerando o exposto, no presente estudo, modificamos a
superficie das nanocapsulas de nucleo-lipidico carregadas com etoposido através da
funcionalizacdo com diferentes substancias que possuem afinidade pelo EGFR. Com
a funcionalizacdo, observamos uma maior internalizacdo das nanocapsulas por
células de adenocarcinoma de pulméo (A549), via endocitose mediada por receptor.
Considerando as quatro substancias utilizadas para a modificagdo da superficie, até
o momento, nenhum outro estudo havia utilizado AREG, erlotinibe e TGFa como
moléculas funcionalizantes em nanoparticulas. Visando a terapia direcionada via
EGFR no cancer de pulmdo, mais frequentemente sao utilizados anticorpos
monoclonais (como o cetuximabe) ou o ligante EGF para a modificagao da superficie.

O presente trabalho também traz um consideravel avanco para a avaliagao in
vitro de nanoparticulas. Pela primeira vez, relatamos a possibilidade de investigar os
efeitos de nanoparticulas utilizando cultura de células em tempo real e por longos
periodos. Sabe-se que os testes convencionais para avaliacdo de nanoparticulas em
células tumorais in vitro enfrentam algumas limitagdées que podem comprometer a
precisdo e a relevancia dos resultados. Apesar de serem fundamentais para
resultados iniciais e de curto tempo, os métodos tradicionais frequentemente fornecem
apenas informacodes estaticas, nao capturando a dindmica do comportamento celular
ao longo do tempo. Neste contexto, novas alternativas como plataformas
automatizadas de rastreamento em tempo real de células vivas oferecem beneficios
significativos.

Utilizando uma plataforma automatizada, IncuCyte®, examinamos os efeitos de

longo prazo (20 dias) dos tratamentos na indugéo de danos ao DNA e senescéncia

180



em células de cancer de pulmao A549 transduzidas com um marcador de dano
nuclear (53BP1-mApple). Nossos achados demonstraram a capacidade da
nanoencapsulacdo em melhorar os efeitos citotdxicos do etoposido, garantindo sua
eficacia a longo prazo, e que a funcionalizagdo da superficie das nanocapsulas de

nucleo-lipidico com substancias com afinidade pelo EGFR, potencializou estes efeitos.
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8 CONCLUSOES GERAIS




Neste estudo, desenvolvemos nanocapsulas de nucleo lipidico contendo
etoposideo e modificamos sua superficie por meio de revestimento com quitosana e
funcionalizagdo com diferentes ligantes (AREG, EGF, ERL ou TGFa), visando uma
terapia direcionada ao EGFR superexpresso em células de cancer de pulmao (A549).
A nanoencapsulagdo aumentou a solubilidade aparente do etoposideo e permitiu
modular seu perfil de liberagéo, resultando em uma liberagcéo biexponencial, com uma
fase inicial rapida seguida por liberagcdo sustentada. A funcionalizagdo da superficie
intensificou a captacéo celular das nanocapsulas pelas células A549 via endocitose
mediada por receptor, facilitando uma entrega intracelular mais eficaz do etoposideo
nanoencapsulado e ampliando seus efeitos citotoxicos. Observamos que a
nanoencapsulagado aprimorou os efeitos prolongados do etoposideo, especialmente
na inducao de senescéncia e dano nuclear, e que esses efeitos foram potencializados
pela funcionalizagao da superficie. Em conclus&o, nossos resultados demonstram que
a nanoencapsulagdo do etoposideo, especialmente quando combinada com a
funcionalizagéo da superficie das nanocapsulas com ligantes direcionados ao EGFR,
nao s6 aprimora a eficacia citotéxica do farmaco, mas também prolonga seus efeitos
ao longo do tempo, oferecendo uma estratégia promissora para o tratamento do

cancer de pulmao.
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9 PERSPECTIVAS




Ainda serao realizados ensaios complementares para melhor compreender a
interacdo das nanocapsulas funcionalizadas com os receptores EGF nas células
A549. Ja produzimos e padronizamos uma linhagem A549 transduzida com ERK, uma
quinase controlada pela sinalizagao extracelular, que é a principal via de sinalizacéo
de receptores EGF. Considerando a ampla heterogeneidade, cada célula tumoral pode
expressar ERK em diferentes intensidades, e, consequentemente, responder de forma
diferente a cada tratamento. Por exemplo, uma célula com maior expressao de ERK
pode atrair e internalizar uma maior quantidade de nanocapsulas funcionalizadas,
enquanto uma célula com menor expressdo de ERK pode internalizar menos
nanocapsulas direcionadas. Para isso, sera determinada a intensidade de fosforilagao
de ERK por Western blot apés o tratamento com as nanocapsulas funcionalizadas,
bem como o acompanhamento em tempo real da influéncia dos tratamentos sobre
células A549 transduzidas com ERK. Em paralelo a isso, esta sendo adaptado e
validado um software que permite a identificacdo e a quantificacdo célula-a-célula da
ativagao ou inativagdo de ERK nas células A549 apos os tratamentos. Os resultados
obtidos serdo adicionados ao artigo experimental do Capitulo Ill, a fim de

complementar os resultados ja obtidos.
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