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RESUMO

Considerado atualmente um grave problema mundial de saude publica, o cancer é
definido como um grupo de doencas com o crescimento descontrolado e
disseminacgdo de células anormais em qualquer parte do corpo. O cancer de mama
metastatico € a forma mais grave deste tipo de cancer, e é considerado incuravel
através dos tratamentos atualmente disponiveis que objetivam preservar a qualidade
de vida das pacientes e oferecer o maior periodo possivel sem os sintomas da doenca.
Como uma das opc¢des de tratamento, apresenta-se a capecitabina, um pro-farmaco
do antineoplasico 5-Fluorouracil (5-FU), que € absorvida no intestino apds ser
administrada na forma de comprimido. Apos absorcdo ocorre a metabolizacdo da
capecitabina na forma ativa como 5-FU pela acédo de enzimas a partir do figado, para
causar seu efeito citotoxico nas células cancerosas. Apesar das vantagens da
capecitabina ser um farmaco de administracdo oral, alguns pacientes podem
encontrar dificuldade no processo de degluticdo do comprimido de capecitabina, o que
culmina na sua administracdo off-label, sobre a qual ndo se tem estudos até o
momento. Desta forma, esta pesquisa propde verificar se ocorre perda do principio
ativo capecitabina e, consequentemente, diminui¢cao do seu efeito citotdxico em uma
administracdo off label. Os resultados demonstraram que ndo houve diminuicdo da
concentracdo do principio ativo capecitabina na solucdo preparada a partir dos
comprimidos, em ensaio analitico por UFLC em até 360 minutos. Observou-se ainda
efeito citotoxico significativo através do ensaio de MTT apds o tratamento de linhagens
celulares de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231 com a solucdo preparada,
sugerindo que o efeito citotoxico € mantido, utilizando-se a solucdo para tratamento
em até 120 minutos, no minimo, ap0s o0 seu preparo. Determinou-se a atividade da
enzima Timidina fosforilase nas linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231,
comprovando a presenca desta enzima nestas linhagens e onde foi observado que,
em relacdo a linhagem MCF-7, a linhagem MDA-MB-231 apresenta maior atividade
desta enzima (26,6%). Sugere-se que a via metabdlica para conversdo da
capecitabina a 5-FU possa ndo ser dependente, de forma exclusiva, da acdo das

carboxilesterases hepaticas.

Palavras-chave: cancer de mama,; capecitabina; off-label; timidina fosforilase.



ABSTRACT

Currently considered a serious global public health problem, cancer is defined as a
group of diseases characterized by uncontrolled growth and spread of abnormal cells
anywhere in the body. Metastatic breast cancer is the most severe form of this type of
cancer and is considered incurable with currently available treatments aimed at
preserving the quality of life of patients and providing the longest possible period
without disease symptoms. One treatment option is capecitabine, a prodrug of the
antineoplastic agent 5-Fluorouracil (5-FU), which is absorbed in the intestine after
being administered in tablet form. After absorption, capecitabine is metabolized into its
active form, 5-FU, by liver enzymes, causing cytotoxic effects on cancer cells. Despite
the advantages of capecitabine being an orally administered drug, some patients may
encounter difficulty in swallowing the capecitabine tablet, leading to off-label
administration, for which there are currently no studies. Thus, this research aims to
investigate whether there is a loss of the active ingredient capecitabine and,
consequently, a decrease in its cytotoxic effect in an off-label administration. The
results showed no decrease in the concentration of the active ingredient capecitabine
in the solution prepared from the tablets in an analytical assay by UFLC within 360
minutes. Furthermore, a significant cytotoxic effect was observed in the MTT assay
after treating breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-MB-231 with the prepared
solution, suggesting that the cytotoxic effect is maintained when using the solution for
treatment for at least 120 minutes after preparation. The activity of the thymidine
phosphorylase was determined in the MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines, confirming
the presence of this enzyme in these lines. It was observed that, in comparison to the
MCF-7 line, the MDA-MB-231 line has higher activity of this enzyme (26.6%). It is
suggested that the metabolic pathway for the conversion of capecitabine to 5-FU may

not be exclusively dependent on the action of hepatic carboxylesterases.

Keywords: breast cancer; capecitabine; off-label; thymidine phosphorylase.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 CANCER

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define o cAncer como um grupo de doencas
gue possuem caracteristicas em comum, entre as quais observa-se um crescimento
descontrolado e disseminacdo de células anormais em qualquer parte do corpo,
resultado da interacao entre fatores genéticos do individuo e agentes externos fisicos,
como a radiagédo ultravioleta e ionizante; quimicos, como amianto, alcool e arsénio; e
biolégicos, como virus, bactérias e parasitos. Sabe-se que o tabagismo, ma
alimentacéo e sedentarismo sao fatores de risco para desenvolvimento da doenca e
que o diagnéstico precoce aliado ao tratamento aumentam as possibilidades de um
bom progndstico da doenca (WHO, 2022).

Nas ultimas cinco décadas, as pesquisas tém demonstrado que o cancer surge devido
a modificagdes no DNA. Essas mutagfes somaticas concedem a célula caracteristicas
que a permite contornar 0s mecanismos regulatérios que normalmente controlam o
crescimento e a reproducdo celular. Essas caracteristicas, conhecidas como
“Hallmarks of Cancer”, permitem a proliferacédo celular de maneira anormal e que as
células adquiram a capacidade de crescer em locais distantes do tumor original. As
principais caracteristicas englobam: proliferacdo sustentada e imortalidade,
resisténcia a apoptose e inibicdo do crescimento, instabilidade genémica, inducéo de
angiogénese e inflamacéo, além de invasdo e formacdo de metastases (HYNDMAN,
2016).

O cancer é um problema mundial de salde publica, uma das principais causas de
mortalidade e considerado uma barreira contra 0 aumento da expectativa de vida em
todos os paises do mundo (SUNG et al., 2021). No aspecto demogréfico, observa-se
uma reducdo nas taxas de fertilidade e mortalidade infantil, resultando em um
aumento proporcional da populacédo idosa. No contexto da transi¢éo epidemioldgica,
esta ocorrendo uma substituicdo progressiva das mortes por doencas infecciosas por
obitos decorrentes de doencgas cronicas. O envelhecimento populacional, juntamente

com transformacdes nos padrdes de comportamento e no ambiente, incluindo
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mudancgas estruturais, impactando a mobilidade, o lazer, a alimentacdo e a exposicao
a poluentes ambientais, contribui para o aumento da incidéncia e mortalidade por
cancer (WILD, C. P.; WEIDERPASS, E.; STEWART, 2020).

A incidéncia e a mortalidade pelo cancer aumentam cada vez mais em todo mundo,
refletindo tanto o crescimento quanto o envelhecimento da populacdo. O Global
Cancer Observatory (GLOBOCAN) estimou, com base em dados de 2020 da
International Agency for Research on Cancer (IARC), que houve 19,3 milhdes de
novos casos de cancer em todo o mundo (ou 18,1 milhdes, excluidos os casos de
cancer de pele ndo melanoma) e 10 milh6es de mortes em todo o mundo no ano de
2020 (Figural). Além disso, estima-se que um a cada cinco pessoas terdo cancer em
algum momento de sua vida (INCA, 2022c; SUNG et al., 2021).

O céncer de mama feminino é o tipo mais comum em todo o mundo, registrando 2,3
milhdes de novos casos (11,7%), seguido pelo cancer de pulméo, com 2,2 milhdes de
novos casos (11,4%). Em terceiro lugar, temos o cancer de célon e reto, com 1,9
milh&o de novos casos (10,0%), seguido pelo cancer de prostata, com 1,4 milhdo de
casos (7,3%), e o cancer de pele ndo melanoma, com 1,2 milhdo de novos casos
(6,2%) (Figura 1) (SUNG et al., 2021).

Incidence Mortality

Fe,m;_»aie"'"“ e
breast '
11.7%

Other
cancer

29.2% Colorectum
9.4%

Other
cancer
36.9%

Colorectum
10.0%

Leukemia
3.1%

Cervix uteri

Liver
8.3%

Stomach
7.7%

Bladder Pancreas

" Female

3.0% 4.7%
Thyroid—/ &0 Esophagus breast
3.0% Cervix uteri T Stomach 55%  6.9%
3.1% 4.7% 5.6%
Esophagus
3.1%
19.3 million 9.9 million
new cases deaths

Figura 1.Distribuicdo de casos e 6bitos por area mundial em 2020 para (A) ambos os sexos, (B) homens
e (C) mulheres. Fonte: GLOBOCAN 2020.
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No Brasil, o INCA (2022b) estimou para o ano 2023 a incidéncia de 484 mil novos
casos de cancer para ambos 0s sexos, se excluidos os casos de cancer de pele ndo
melanoma, estimado como o mais incidente, com 220 mil casos novos (31,3%). Os
demais tipos mais incidentes serdo de cancer de mama, com 74 mil (10,5%); prostata,
com 72 mil (10,2%); célon e reto, com 46 mil (6,5%); pulm&o, com 32 mil (4,6%); e
estdbmago, com 21 mil (3,1%) casos novos. Do total de casos estimados, destaca-se
o cancer de mama feminina com 74 mil casos (20,3%) entre as mulheres e, entre os

homens, o cancer de prdstata com 72 mil novos casos (21,0%) (INCA, 2022c).

1.2 CANCER DE MAMA

O cancer de mama (CAM) é uma doenca que exibe uma diversidade significativa em
suas caracteristicas morfolégicas e moleculares, bem como em sua resposta clinica.
Na maioria dos casos, quando tratado de forma apropriada e em tempo habil,
apresenta um prognéstico favoravel (WILD, C. P.; WEIDERPASS, E.; STEWART,
2020). A causa definitiva da carcinogénese para o cancer de mama ainda nao foi
completamente esclarecida, mas varios fatores de risco associados ao
desenvolvimento do cancer de mama sdo reconhecidos (SMOLARZ; ZADROZNA
NOWAK; ROMANOWICZ, 2022).

Destaca-se o cancer de mama feminino como o tipo de cancer mais comumente
diagnosticado (11,7% do total de casos) e a 52 causa mais comum de morte por cancer
(6,9%) considerando ambos 0s sexos, e a 12 causa de morte por cancer (15,9%) entre
as mulheres. Em todo o mundo, o cancer de mama lidera as estatisticas de incidéncia,
representando 11,7% do total de casos. Em 2020, foram registrados cerca de 2,3
milhdes de novos casos, equivalendo a 24,5% de todos os canceres diagnosticados
em mulheres, excluindo o cancer de pele ndo melanoma. Isso se traduz em um risco
estimado de aproximadamente 47,80 casos a cada 100 mil mulheres. As maiores
taxas de incidéncia estimadas foram observadas na América do Norte, na Oceania e
nos paises da Europa Ocidental. (SUNG et al., 2021).

Considerado uma doenga multifatorial, o envelhecimento é um dos fatores de risco

mais importantes para o cancer de mama: a cada cinco casos, aproximadamente
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quatro ocorrem apo6s os 50 anos de idade (FABBRI; CARCANGIU; CARBONE, 2008;
INCA, 2022a).

Os demais fatores de risco dividem-se em: fatores enddcrinos / histéria reprodutiva:
exposicdo prolongada aos estrogénios, bem como fatores reprodutivos, incluindo o
namero de filhos, idade na qual o primeiro filho é concebido e a préatica da
amamentacao, periodo menstrual e menopausa; fatores
comportamentais/ambientais: radioterapia anterior, atividade fisica, alta ingestdo de
gorduras, dieta pobre em fibras com alimentos processados, consumo de &lcool,
tabagismo, exposicdo excessiva a luz artificial, exposi¢cdo a produtos quimicos; e
fatores genéticos/hereditarios: histéria familiar (de cancer de mama ou ovario),
mutacBes genéticas (genes BRCA1 e BRCAZ2) e racal/etnia, dentre outros. Estes,
combinados com alta ingestdo de gorduras, dieta pobre em fibras e consumo de
alcool, podem aumentar o risco da doenca (AKRAM et al, 2017; FABBRI;
CARCANGIU; CARBONE, 2008; STANISLAWEK, 2021).

Exposicdo a radiacdo ionizante, baixa paridade e historico de hiperplasia mamaéaria
atipica sdo outros fatores de risco importantes para o desenvolvimento de cancer de
mama (SENKUS et al., 2015). Smolarz et al (2022) cita ainda o género, a idade e até
mesmo o nivel de desenvolvimento econémico do pais como fatores de risco para a

doenca.

O cancer de mama € amplamente reconhecido como uma doenca altamente
heterogénea. Os varios tipos desta neoplasia exibem caracteristicas biologicas e
padrdes histopatoldgicos distintos, o que resulta em comportamentos clinicos variados
e respostas diversas as opc¢des terapéuticas disponiveis. Devido a essa significativa
heterogeneidade, os patologistas especializados em histopatologia tém dedicado
esforcos ao longo dos anos para criar sistemas de classificacdo que compreendam a
diversidade fenotipica e categorizem a doenca em grupos clinicamente relevantes.
(VIALE, 2012; WEIGELT; REIS-FILHO, 2009).

Os elementos comumente avaliados em exames patomorfolégicos muitas vezes nao
sao suficientes para predizer o curso clinico do cancer de mama, o que torna
desafiadora a tomada de decisdes terapéuticas mais adequadas. O estudo da
expressao génica possibilitou a identificacdo de cinco subtipos moleculares de cancer

de mama, a saber: luminal A, luminal B, HER-2 positivo ndo "luminal”, tipo basal e
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tipos histolégicos especiais. Esses subtipos correspondem aos perfis
imunofenotipicos das células cancerosas, determinados com base em critérios
patolégicos (SMOLARZ; ZADROZNA NOWAK; ROMANOWICZ, 2022).

O subtipo luminal A é caracterizado pela alta expressao de genes associados a
atividade dos receptores de estrogénio (ER), enquanto apresenta baixa expressao de
genes relacionados a proliferacdo e genes associados ao receptor HER-2. O subtipo
luminal B, por outro lado, é caracterizado por um status de receptor de estrogénio
positivo, mas com uma menor expressao de genes associados a esse receptor e uma
expressdo mais elevada de genes relacionados a proliferacao. O carcinoma de mama
tipo basal € também conhecido como cancer triplo negativo devido a auséncia de
receptores de estrogénio (ER) e progesterona (PR), assim como a falta de expresséao
do receptor HER-2. Ja o subtipo molecular HER-2 positivo do cancer de mama se
caracteriza pela superexpressao de HER-2 combinada com a auséncia de ER e PR
(SMOLARZ; ZADROZNA NOWAK; ROMANOWICZ, 2022).

Na classificagdo histologica, sdo levados em consideracdo os diversos aspectos
morfologicos dos tumores de mama, e eles sdo categorizados em duas principais
classes: carcinomas in situ (localizados) e invasivos (infiltrantes) (MALHOTRA et al.,
2010; VIALE, 2012). O carcinoma in situ, também conhecido como néo invasivo,
ocorre devido a proliferacdo de células epiteliais malignas no sistema ducto-lobular da
mama. No entanto, essas células ndo conseguem ultrapassar a membrana basal para
invadir o tecido conjuntivo adjacente, permanecendo restritas a camada de onde se
originaram (FABBRI; CARCANGIU; CARBONE, 2008; INCA, 2022d). Além disso, o
carcinoma nao invasivo pode ser subdividido em carcinoma ductal in situ (DCIS) ou
carcinoma lobular in situ (LCIS). O DCIS é mais comum do que o LCIS e abrange um
grupo heterogéneo de tumores (MALHOTRA et al., 2010).

Quando o tratamento é iniciado no estagio inicial, as perspectivas de cura sao
significativamente maiores, prevenindo assim a progressao para o estagio de cancer
invasivo, no qual as células malignas invadem o tecido adjacente e ganham a
capacidade de se espalhar para outras partes do corpo (INCA, 2022d). De forma
semelhante aos carcinomas in situ, 0s carcinomas invasivos compreendem um grupo
de tumores diversos que se distinguem por diferentes subtipos histologicos. Os
principais tipos incluem ductal, lobular, ductal/lobular, medular, mucinoso (coloidal),
tubular e papilar (AKRAM et al., 2017; MALHOTRA et al., 2010).
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Neoplasias da mama que atingem outros tecidos do corpo sdo chamados de cancer
de mama metastaticos e sdo a causa principal de morte entre as pacientes acometidas
pela doenca. Entre 6% a 60% das mulheres com CAM sao diagnosticadas ja no
estagio de metastases (AL-MAHMOOD et al., 2018; BERTUCCI et al., 2019). Os
diferentes tipos de tumores podem ter 6rgdos pelos quais as metdstases séo
prevalentes, e os principais locais de disseminagdo desta neoplasia sao pulmdes,
0Ss0s, cérebro, tecidos moles, figado e glandulas suprarrenais (AL-MAHMOOQOD et al.,
2018).

No processo de estadiamento clinico anatdmico do cancer de mama, conforme a
sétima edicdo do Sistema TNM de Classificagcdo de Tumores Malignos, consideram-
se critérios como o tamanho do tumor, o envolvimento ou ndo dos linfonodos axilares
do mesmo lado e a presenca de metastases. Os estadios sdo categorizados de 0 a
IV, sendo o estagio O relativo ao carcinoma in situ, o estagio | representando o inicio
de invasao e o estagio IV indicando a fase mais avan¢ada dos carcinomas invasivos,
com metastases em érgédos distantes (DEBIASI et al., 2018; INCA, 2022b).

1.3 TRATAMENTO

O tratamento para o CAM depende de uma série de fatores individuais, incluindo o
risco de toxicidade, as preferéncias do paciente, o tamanho do tumor, a caracterizacao
do tumor (status HER2 e presenca de receptores hormonais), a idade do paciente, o
histdrico de tratamentos prévios, a presenca de outras comorbidades, a gravidade dos
sintomas relacionados ao tumor e os locais de metastase. As categorias de tratamento
a seguir apresentam-se como possibilidades ao CAM: cirurgia, radioterapia, terapia
hormonal, quimioterapia, imunoterapia e terapia génica, conforme a figura 2. A
combinacdo de dois ou dos trés tratamentos pode aumentar a qualidade de vida e
reduzir os efeitos colaterais atrelados a um uUnico tratamento (AL-MAHMOOQOD et al.,
2018; O’'SHAUGHNESSY et al., 2015).
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Figura 2. Tratamentos disponiveis para o cancer de mama metastatico. Fonte: (AL-MAHMOOD et al.,
2018).

A cirurgia no tratamento do cancer de mama metastatico pode ser adaptada as
necessidades clinicas e individuais, sendo uma opcéo tanto como tratamento isolado
gquanto em combinacdo com quimioterapia ou terapia hormonal para aumentar a
eficacia do tratamento. A radioterapia é empregada no tratamento do cancer de mama
apos a mastectomia ou cirurgia. J& a terapia hormonal é o tratamento de referéncia
para tumores de mama com receptores de estrogénio positivos, no entanto, a
sensibilidade ou resisténcia a terapia hormonal pode se manifestar como efeitos
colaterais desse tipo de tratamento (AL-MAHMOOD et al., 2018).
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A estratégia de tratamento com quimioterapia é adaptada de acordo com os distintos
cenarios do CAM. Ela é a opgéo principal para mulheres que desenvolvem metastases
viscerais progressivas em um curto periodo, apresentam sintomas ou possuem
receptores hormonais negativos, ou ainda, tém cancer resistente a terapia hormonal.
Os medicamentos citotdéxicos podem ser administrados por via oral ou intravenosa
(AL-MAHMOOD et al., 2018).

O microambiente imunolégico em canceres é um equilibrio entre células que
promovem e inibem a destruicdo do tecido, e essa caracteristica € utilizada na
abordagem pela imunoterapia. A imunidade do Tipo |, envolvendo células T CD4+ que
secretam citocinas, apoia a destruicdo do tecido, com IL-2 induzindo regressao do
cancer de mama metastatico. O sistema do Tipo II, envolvendo células T CD4+ e
citocinas diferentes, reduz a inflamacdo aguda. Uma abordagem complexa que
combina terapias imunologicas, como a terapia com células NK e T citotdxicas, com
tratamentos convencionais, pode ser eficaz em canceres avancados. Além disso, o
uso de medicamentos biolégicos pode promover um microambiente imunolégico do
Tipo |, melhorando a terapia e reduzindo a recorréncia do cancer de mama (AL-
MAHMOOQOD et al., 2018).

Por fim, no tratamento pela terapia génica dois grupos de genes que controlam a
metastase do cancer sdo empregados: genes supressores da metastase (MSGSs) e
genes promotores da metastase (MPGs). A abordagem de direcionar os sinais desses
genes pode ter o potencial de aprimorar a terapia do cancer de mama metastatico,
uma vez que esse tipo de cancer envolve uma complexa rede de sinais genéticos (AL-
MAHMOOQOD et al., 2018).

Apesar de a cirurgia ser fundamental no tratamento da maioria dos casos de cancer
de mama, suas vantagens sao limitadas, especialmente em pacientes com estagios
avancados da doenca. Assim, acredita-se que 0s avancos mais significativos no
combate ao céancer surgirdo principalmente por meio da terapia medicamentosa
(MORI et al., 2022).

Entretanto, atualmente sabe-se que o cancer de mama metastéatico é classificado
como incuravel com as terapias atualmente disponiveis. Além de estender a

sobrevida, os principais objetivos do tratamento incluem preservar a qualidade de vida
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e oferecer o maior periodo possivel sem os sintomas da doenca (HARBECK; GNANT,
2017).

De acordo com as diretrizes do segundo consenso internacional para Céancer de
Mama Avancado (CMA), séo objetivos do tratamento otimizar a duracéo e qualidade
de vida, priorizando-se o0 uso sequencial de um mesmo agente quimiotergpico, uma
vez que as pacientes apresentam diferentes preferéncias, riscos de toxicidade, status
do tumor quanto aos receptores hormonais e HER-2, idade, comorbidades, sitios
metastaticos e efeitos residuais de terapias anteriores. S8o0 excecfes a esta
recomendacao casos de crise visceral, doenca rapidamente progressiva ou com
muitos sintomas. Nestes casos o tratamento combinado de agentes pode ser utilizado
(DEBIASI et al, 2018; HARBECK et al, 2019; JIANG, Z. et al., 2018;
O’'SHAUGHNESSY et al., 2015).

Sdo agentes de primeira escolha para CAM as antraciclinas (por exemplo a
Doxorrubicina e a Daunorrubicina) e os taxanos (por exemplo o Paclitaxel e o
Docetaxel). Porém, ndo é incomum que a doenca progrida ap6s tratamento de
primeira linha, sendo, portanto, necesséaria a escolha de outro tratamento e, até o
momento, ndo h&a padronizacdo de esquema terapéuticos para esses casos, sendo a
capecitabina, em monoterapia ou de forma combinada, uma alternativa terapéutica
utilizada. (JIANG, Z. et al., 2018).

1.3.1 5-Fluorouracil (5-FU)

O 5-FluoroUracil (5-FU) é um analogo fluorado do uracil, foi originalmente
desenvolvido em 1957 (Figura 2). Sua acao citotdxica ocorre tanto pela incorporacao
do farmaco no RNA quanto pela deplecéo de timidina apos a interacdo com a enzima
timidilato sintase (TS) (WALKO; LINDLEY, 2005). E considerado um agente
guimioterapico amplamente utilizado, com eficacia comprovada em diversos tipos de
tumores solidos de crescimento lento, por exemplo aqueles de cabecga e pescoco,
mama, préstata, pancreas, figado, ovarios e nos tratos geniturinario e gastrointestinal.
Também € utilizado no tratamento de carcinoma basocelular superficial quando
aplicado topicamente (AKBARI; JAVAR, 2013; WALKO; LINDLEY, 2005).
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Figura 3. Estrutura quimica da droga ativa 5-FU.

Fonte: (WALKO; LINDLEY, 2005).

O 5-FU possui apresentacdo em forma de injecdo intravenosa e em formulacdes
topicas. A forma intravenosa do 5-FU é fornecida em frascos de 500 mg (frascos de
dose unica de 50 mg/ml, 10 ml) (AKBARI; JAVAR, 2013). A administracao do 5-FU é
feita por via intravenosa devido a sua absorcao variavel no trato gastrointestinal e
rapida degradacdo. E importante citar que o 5-FU exibe uma farmacocinética
saturavel, o que significa que as concentracdes no plasma dependem da dosagem do
medicamento e da velocidade de administragdo (WALKO; LINDLEY, 2005).
Frequentemente, ocasiona eventos como mielossupressdo, toxicidade
gastrointestinal, necessidade de ajuste de dose, deterioracdo da qualidade de vida e
aumento do risco de internagdo hospitalar (MIRESTEAN; IANCU; IANCU, 2022).

Apds a administracdo, o 5-FU penetra nas células por meio de um sistema de
transporte mediado por transportadores. Dentro da célula, ele € convertido em
Fluorodesoxiuridina 5'-monofosfato (FAdUMP). O FdUMP compete com o
Desoxiuridina 5-monofosfato (dUMP) pela enzima timidilato sintase (TS). A TS é
responsavel por converter o dUMP em Desoxitimidina 5-monofosfato (dTMP). Devido
a interferéncia do 5-FU na fungcédo da TS, a formacdo de dTMP é interrompida,
resultando na inibicdo da sintese de DNA (AKBARI; JAVAR, 2013).

Em sua farmacodinamica, o 5-FU pode seguir diferentes vias em nosso organismo,

dependendo das enzimas envolvidas. Uma dessas enzimas € a di-hidropirimidina
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desidrogenase (DPD), que o direciona para o0 catabolismo, visando a sua
desintoxicacdo e posterior eliminagdo. Enquanto isso, a timidina fosforilase (TP) o
encaminha para o anabolismo, onde sdo formados compostos com atividade
citotoxica (WALKO; LINDLEY, 2005).

No processo de degradacdo mediado pela DPD, o 5-FU é convertido em di-
hidrofluorouracil (FUH2) que posteriormente é transformado em fluoro-B-alanina
(FBAL) antes de ser eliminado através da urina. Vale destacar que nenhum desses
metabolitos possui atividade citotoxica. A DPD desempenha um papel fundamental na
desintoxicagdo do 5-FU. No entanto, cerca de 2% a 4% da populagdo possui
deficiéncia de DPD, o que influencia na biodisponibilidade do medicamento, expondo
esse grupo de pacientes em risco aumentado de sofrer toxicidade pelo 5-FU (WALKO;
LINDLEY, 2005).

O primeiro mecanismo de citotoxicidade pelo 5-FU é mediado pelo FAUMP, um
produto resultante da conversdo enzimatica da FU pela timidina quinase. O FAUMP
concorre com o dUMP para formar um complexo terciario estavel com a timidilato
sintase e o acido félico. Apos a formacéo desse complexo, a timidilato sintase € inibida
na etapa critica da sintese da timidina. Esse mecanismo promove atrofia na sintese
de DNA devido a falta de timidina, resultando em apoptose das células cancerosas. A
outra via para o efeito citotéxico ocorre pela timidina fosforilase (TP) que também
prepara o 5-FU para ser incorporado no RNA, convertendo-o no trifosfato de
fluorouridina (FUTP), e no DNA, convertendo-o em trifosfato de desoxifluorouridina
(dFUTP). Essas formas possuem um atomo de flor que substitui um atomo de
oxigénio em sua molécula, tornando-as preferidas para incorporacao ao RNA e DNA.
Esse erro causa inibicao da sintese de DNA e, consequentemente, desencadeia a
apoptose das células cancerosas (WALKO; LINDLEY, 2005).
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Figura 4. As vias anabdlica e catabodlica de 5-FU antes da eliminag¢@o ou efeito citotoxico. FUTP =
trifosfato de fluorouridina; FUHz = di-hidrofluorouracil; dFUTP = trifosfato de desoxifluorouridina; FAUMP
= Fluorodesoxiuridina 5'-monofosfato; FBAL = Fluoro-B-alanina. Fonte: Adaptado (WALKO; LINDLEY,
2005).

No entanto, o uso de infusdo continua do 5-FU tem enfrentado desafios relacionados
aos custos hospitalares e/ou domiciliares, riscos de infec¢ao associados a dispositivos
intravenosos, e possiveis efeitos colaterais para os pacientes. Para superar essas
limitacdes, sem abrir mado dos beneficios da administragdo continua, foram

desenvolvidos pré-farmacos orais do 5-FU. O objetivo no desenvolvimento dos pro-
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farmacos era simplificar a administracao por via intravenosa, fornecendo uma forma
oral de dosagem, ao mesmo tempo em que melhorava a seguranca e eficacia,
direcionando o medicamento ativo de forma seletiva as células cancerosas, poupando
assim os tecidos saudaveis (WALKO; LINDLEY, 2005).

Em um estudo sobre os efeitos do 5-FU e a capecitabina (um pro-farmaco de 5-FU)
em células da linhagem de cancer de mama MCF-7, Akbari e Javar (2013)
demonstraram que o 5-FU exerce um efeito inibitério mais pronunciado sobre
linhagem estudada, cerca de 3.021 vezes mais potente em comparagdo a
capecitabina, demonstrando seu maior potencial de citotoxicidade nesta linhagem
celular. Apesar das vantagens associadas ao 5-FU, é importante mencionar que sua
eficacia é limitada devido a rapida conversdao em FUH2. Devido a essas limitacdes e
desvantagens a capecitabina é frequentemente preferida como agente antineoplasico
na prética clinica (AKBARI; JAVAR, 2013).

E cada vez mais comum o uso de Agentes Anticancerigenos Orais (OAAS), uma vez
que eles tém demonstrado eficacia significativa no tratamento de alguns tipos de
cancer, sendo preferidos pelos pacientes em relacdo a quimioterapia intravenosa, pela
conveniéncia e flexibilidade na administracdo (JIANG, Yun et al.,, 2022). Diversos
elementos desempenham um papel crucial na escolha de um tratamento terapéutico
especifico, abrangendo eficacia, seguranca, disponibilidade de medicamentos,
adesdo e custos diretos associados. Até pouco tempo atras, a terapia para o cancer
era predominantemente realizada por meio de infusdes intravenosas; no entanto, nos
altimos anos, agentes orais oncoliticos foram incorporados como alternativas
terapéuticas (TOMPKINSON, PHARMD et al., 2020).

1.3.2 Capecitabina

A Capecitabina (N4-pentiloxicarbonil-5-deoxi-5-fluorocitidina) € uma substancia
cristalina com peso molecular de 359.3501 g/mol (figura 4), muito solavel em agua e
estavel na forma de comprimido por, pelo menos, nove meses. Apos a ingestao do

comprimido, a capecitabina é absorvida no intestino sob a forma de pro-farmaco. A
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capecitabina passa por trés etapas de ativacdo para se transformar em 5-FU. A
enzima responsavel por essa conversdao final, a timidina fosforilase (TP), esta presente
em niveis mais elevados nas células cancerosas em comparacdo com os tecidos
saudaveis. Isso teoricamente permite a ativacao seletiva da droga e reduz a toxicidade
sistémica (WALKO; LINDLEY, 2005). Pertencente a classe de antineoplasicos, a
capecitabina € um carbamato de fluoropirimidina utilizado comumente por via oral no
tratamento de canceres de mama, colorretais metastaticos e gastricos (LALITHA,
RAVEENDRA REDDY; DEVANNA, 2020; WALKO; LINDLEY, 2005).
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Figura 5. Estrutura quimica do pro-farmaco Capecitabina.

Fonte: (WALKO; LINDLEY, 2005).

Dentre as drogas quimioterapicas utilizadas no cancer de mama e colorretal
metastaticos e no cancer gastrico encontra-se a Capecitabina. O pro-farmaco em
guestdo é eficaz em pacientes com CAM metastéatico refratario ao uso de taxanos,
como paclitaxel, e de antraciclinas, sendo utilizado em monoterapia ou terapia
combinada com outra droga, em especial o docetaxel (KARACHALIOU et al., 2012;
LIN; KUO; KO, 2021; SAMBI et al., 2019).
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Ao ser administrada oralmente, a capecitabina, que é pré-farmaco do 5-FU, é rapida
e quase completamente absorvida no trato gastrointestinal como droga néo alterada.
Apos absorgao, carboxilesterases do figado fazem a conversao para o 5-deoxi-5-
fluorouacila (5’-DFCR), que é entdo metabolizado a 5-deoxi-5-fluorouridina (5’-DFUR)
pela citidina desaminase (CD), uma enzima presente em altas concentragcdes no
figado, plasma e tecido tumoral. Por fim, o 5’DFUR é convertido a droga ativa 5-FU
pela timidina fosforilase (TP), enzima encontrada em quantidades até 10 vezes
maiores em varios tumores sélidos do que nos tecidos normais adjacentes (DEENEN
et al., 2013; MARTINS et al.,, 2013; WALKO; LINDLEY, 2005), e este processo
metabdlico sequencial minimiza a toxicidade para o trato gastrointestinal e a medula
0ssea, resultando em uma notavel seletividade em relacdo as células tumorais
(HASHIMOTO et al., 2020).
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deaminase / Thymidine

5 DFUR phosphorylase

FU

Figura 6. Conversdo metabdlica de capecitabina em trés etapas em 5-FU. A capecitabina é absorvida
através do intestino e convertida em 5'-desoxi-5-fluorocitidina (5'-DFCR) pela carboxilesterase e depois
em 5'-desoxi-5-fluorouridina (5'-DFUR) pela citidina desaminase, ambas as etapas ocorrendo no figado.
Finalmente, a timidina fosforilase converte 5'-DFUR no farmaco ativo, FU. Isso ocorre tanto no tumor
guanto nos tecidos normais; no entanto, a enzima € encontrada em concentragfes mais elevadas na
maioria dos tecidos tumorais em comparagdo com o tecido saudavel normal. Fonte: (WALKO;
LINDLEY, 2005).
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A substituicdo do 5-FU pela capecitabina se baseia na transformacéo desta pro-droga
oral, a partir da acdo de enzimas presentes em tecidos tumorais, na droga
biologicamente ativa — o 5-FU. (MIRESTEAN; I|ANCU; IANCU, 2022).
Comercialmente, a capecitabina se apresenta como comprimidos revestidos de 150
mg ou 500 mg, sendo a mesma uma substancia branca altamente solivel em 4gua e
estavel na forma farmacéutica original em temperatura ambiente por no minimo 9
meses (BUDMAN et al., 1998). A posologia de bula orienta que o paciente deve ingerir
com agua o comprimido dentro de 30 minutos apés as refeicdes (café da manha e
jantar) (SUN FARMACEUTICA DO BRASIL, 2015).

Apesar das vantagens apresentadas, a capecitabina pode causar reacdes adversas
aos pacientes em tratamento em monoterapia ou em terapia combinada que exijam
manejo adequado pelos profissionais de salude. Destacam-se como mais graves
diarreia, vémitos, estomatite e sindrome mao-pé (MARTINS et al., 2013; ROCHE,
2022).

Além disso, os pacientes podem ainda encontrar barreiras, como demonstrado no
estudo de Macleod et al. (2007), no qual foram relatados pacientes com dificuldade
no processo de degluticdo do comprimido, principalmente devido ao seu tamanho.
Ademais, por sua solubilidade em agua, para pacientes com problemas ao deglutir ou
aqueles que utilizam sonda nasogastrica ou nasoenteral, é possivel triturar ou macerar
os comprimidos. Nesse processo, os comprimidos sdo dissolvidos completamente em
cerca de 200 mL de &gua, por até 15 minutos, sendo necessario administrar
imediatamente a solucdo apos seu preparo (CHAU; LEGGE; FUMOLEAU, 2004; LAM,
2011; MARTINEZ-TRUFERO et al., 2010).

No entanto, os fabricantes contraindicam que os comprimidos sejam macerados,
partidos, mastigados, cortados ou esmagados (ROCHE, 2022; SUN FARMACEUTICA
DO BRASIL, 2015), pois ao serem administrados de forma diferente das orientagdes
contidas na bula, a seguranca e eficacia da droga ndo pode ser estabelecida,

tornando-se um uso off-label.
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1.3.3 Uso off-label de medicamentos

Sabe-se que a alteracdo da forma farmacéutica pode acarretar em mudancas na
farmacocinética e efeitos farmacologicos da droga, como perda do principio ativo e
eficacia do medicamento (ZAID; ABDALLAH; ZYOUD, 2019). O uso off-label de um
medicamento torna o prescritor e/ou quem administra a droga, responsavel por
qualquer dano que possa eventualmente ocorrer (DOWNEY; THAKERAR; KIRSA,
2015).

Ao ser aprovado por uma agéncia reguladora, um medicamento € autorizado para uso
em, pelo menos, uma determinada indicacdo, no entanto isso ndo significa que
seja(m) a(s) unica(s) possivel(is). Desta forma, o uso off-label €, por definicdo, ndo
autorizado por uma agéncia reguladora, mas isso ndo implica que seja incorreto
(ANVISA, 2005).

De acordo com Aniceto (2019), o uso off-label é atual e global e deve continuar a ser.
O autor ainda o descreve como intencional, inevitavel, ndo satisfatorio, mas talvez
necessario. Os obstaculos em se conduzir determinados estudos clinicos e o
reposicionamento de farmacos, podem manter o uso off-label em vigéncia uma vez
que a estratégia atua premeditando tal uso. No ambito do Sistema Unico de Satde
(SUS), o fator econdmico parece desencadear o uso off-label corroborado por uma

falsa sensacao de legalidade e por uma lacuna regulatéria criada inadvertidamente.

Estudos sobre a seguranca e eficacia do uso dos comprimidos ndo integros de
capecitabina sdo escassos e ndo ha dados a respeito da estabilidade da droga em
dgua, motivo este para que exista a recomendacdo de que a solucdo seja
administrada logo ap0s sua preparacédo (LAM, 2011). Portanto, para a realizacédo de
um tratamento adequado ao céancer de mama metastatico, novos estudos sao
necessarios para avaliar a estabilidade e eficacia de solucdes orais preparadas a partir

de comprimidos de capecitabina.

Neste contexto, o presente estudo pretende simular a preparacéo de solugéo a partir
realizada atualmente em unidades hospitalares para a administracdo off-label a
pacientes com impossibilidade de degluticdo da forma farmacéutica disponivel do

medicamento, isto é, pela maceracdo dos comprimidos de capecitabina e sua
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dissolugdo em agua, levando em consideracdo que desde o preparo até a

administracéo o tempo decorrido € variavel e pode impactar negativamente.

Considerando que a capecitabina € um pré-farmaco amplamente utilizado na
oncologia para muitos tipos de céancer, incluindo o cancer de mama metastatico,
pesquisas de terapias inovadoras que possam aprimorar o desenvolvimento de
formulacbes deste antineoplasico podem contribuir de forma significativa para a

terapéutica do cancer de pacientes atendidos no SUS ou na rede privada.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar a manutencao do principio ativo e atividade citotdxica de preparacgao off label

da capecitabina.

2.2 ESPECIFICOS

e Avaliar a quantidade de principio ativo capecitabina na solu¢do preparada a
partir de comprimidos de capecitabina macerados, em diferentes tempos ap6s
a dissolucdo dos comprimidos em agua;

e Avaliar a atividade citotoxica in vitro de solucdo de capecitabina preparada a
partir de comprimidos de capecitabina, em diferentes tempos ap6s a dissolucéo
dos comprimidos;

e Avaliar, nas linhagens de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231, a atividade
da enzima timidina fosforilase, responsavel pela conversao final de 5’DFUR,
derivado do pré-farmaco capecitabina em sua forma farmacologicamente ativa
5-FU;

e Estabelecer se ha um tempo maximo para a administracdo da solucdo de

capecitabina apoés a dissolucédo dos comprimidos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 QUANTIFICACAO DE CAPECITABINA EM COMPRIMIDOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA ULTRA RAPIDA (UFLC)

A quantificacdo de capecitabina foi realizada na Central Analitica da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES) — Campus Alegre, empregando-se a técnica de
Cromatagrafia Liquida Ultra Rapida (UFLC) em equipamento da Shimadzu,
constituido por médulo controlador CBM-20A, detector de ultravioleta SPD-20A no
comprimento de onda de 239 nm, bomba quaternaria, degaseificador DGU-20A5,
injetor automatico SIL-20AHT, com loop de 20 L, forno para coluna CTO-10ASVP.
As separac0Oes foram realizadas em coluna Phenomenex Gemini (octadecilsilano, 250
x 4,6 mmd.i., 5 pm, 110 A), mantida a 24 °C e conectada a pré-coluna de mesma fase
estacionaria que a coluna principal. O software LC Solution foi utilizado para
monitoramento e tratamento dos dados. Os solventes grau espectroscépico utilizados
foram da Merck e &gua ultrapura foi obtida em sistema purificador Easypure Il da
Thermo Scientific. Para construcdo da curva de calibracdo, aliquotas do padrdo de
capecitabina (Sigma Aldrich) foram pesadas em balanca analitica (Shimadzu,
AUY220), transferidas para bal6es volumétricos e solubilizadas em agua ultrapura
visando a obtencao de solucbes de 5, 10, 20, 30, 40 e 50 pug/mL. Em seguida foram
filtradas em microfiltro de seringa contendo membrana de teflon hidrofilico Unifil (0,22
pm de poro, 13 mm de d.i.) e transferidas para vials de vidro de 2 mL com tampa

rosqueavel e septo.

Para quantificacdo do farmaco nos comprimidos em diferentes tempos, amostras
comerciais na concentracdo de 500 mg (Sun Pharma, Lote JKX0262A) foram
inicialmente solubilizadas em &gua ultrapura (500 mL) e agitadas em banho
ultrassénico (Sanders, Soniclean 6) por 5 minutos. Em seguida, aliquotas do
sobrenadante foram convenientemente diluidas em &gua ultrapura e
semelhantemente filtradas em membranas de teflon hidrofilico e transferidas para
vials. A eluicdo das amostras ocorreu no modo isocrético, utilizando-se a mistura
metanol e agua, na proporcédo 60:40, v/v, ambos acidificados com 0,05% de acido
trifluoracético (TFA), na vazéo de 1 mL/min (Lalitha et al., 2020). O volume de injecéo

foi de 10 pL. Cada concentragao foi analisada em triplicata para a construgéo da curva
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de calibracgéo, relacionando-se a média dos valores da area sob a curva (ASC) obtida
com as concentracdes de capecitabina utilizadas. Também foram determinados os
coeficientes de variacdo para cada concentracdo testada. Para analise da perda do
principio ativo nas solucdes preparadas das amostras comerciais, foram realizadas 5
replicatas em dias diferentes, sendo que em cada ensaio as inje¢cdes da amostra
ocorreram nos tempos 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330 e
360 minutos apés a preparacdo dos comprimidos para analise por UFLC. O tempo
maximo avaliado pelo ensaio foi de 360 minutos (6 horas). As condicbes

cromatograficas estéo dispostas na tabela 1.

Tabela 1. Condi¢des cromatogréficas para UFLC-UV.

Parametro Resultado
Coluna Phenomenex Gemini (octadecilsilano, 250 x 4,6 mm d. i., 5 pm, 110 A)
Fase mével Metanol:agua, 6:4, viv
Detector Ultravioleta

Comprimento deonda 239 nm
Quociente de vazéo 1 mL/min
Temperatura da coluna 24 °C

Volume de injecéo 10 L

3.2 TESTES DE EFICACIA SOLUCAO PREPARADA DE CAPECITABINA EM
LINHAGENS CELULARES DE CANCER DE MAMA

O preparo da solucao de capecitabina a partir do comprimido foi realizado na farmacia
de manipulagdo de quimioterdpicos do Hospital Universitario Cassiano Antdnio
Moraes — HUCAM-UFES/EBSERH, de acordo com o Manual Boas Praticas de
Manipulagédo de Antineoplasicos da Rede EBSERH (EBSERH, 2021), da seguinte

forma:
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Um comprimido de capecitabina 500 mg (Sun Pharma) foi macerado utilizando-se gral
e pistilo em uma Cabine de Seguranca Bioldgica Classe Il B2. Em seguida, de um
frasco, previamente esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121 °C e 1 ATM,
contendo 500 mL de agua ultrapura (Mili-g®) obtida do sistema de ultrapurificacao de
agua Simplicity® da marca Merck Millipore localizado no Laboratério Multiusuario de
Andlises Biomoleculares (LABIOM) da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES), verteu-se uma porcao de 50 mL ao gral para dissolucédo do pé obtido pela
maceracao do comprimido. Logo em seguida, essa solucéo inicial do gral foi vertida a
um tubo falcon de 50 mL. A solucao foi agitada em um agitador tipo vortex AP59 da
marca Phoenix-Luferco durante 2 minutos, homogeneizando a solu¢ao no tubo falcon,

até a completa dissolucéo, confirmada por minuciosa inspecéo visual.

3.2.1 Linhagens celulares

Neste trabalho foram utilizadas duas linhagens celulares de cancer de mama, MDA-
MB-231 e MCF-7. A linhagem de céancer de mama triplo negativo MDA-MB-231,
adquirida comercialmente do Banco de Células do Rio de Janeiro, foi estabelecida a
partir de uma efusdo pleural de uma paciente caucasiana de 51 anos, com tumor
mamario em metéstase. Classificada como uma linhagem de cancer de mama triplo
negativo, altamente agressivo e invasivo, ndo expressa RE (receptor de estrégeno),
RP (receptor de progesterona), além de se caracterizar pela auséncia de expressao e
amplificacdo de HER-2 (CAILLEAU et al., 1974). Estes marcadores desempenham
um papel crucial na pratica clinica, uma vez que representam alvos terapéuticos
significativos e fornecem informacdes valiosas sobre a agressividade do céancer de
mama. Canceres de mama triplo-negativos sdo notérios por sua alta agressividade
(SILVA, 2020).

A linhagem MCF-7 utilizada no estudo foi cedida pelo Laboratério de Divisdo de
Pesquisa Clinica e Desenvolvimento Tecnoldgico do INCA, e isolada a partir de uma
paciente caucasiana de 69 anos com adenocarcinoma de mama. Classificada como
luminal A, é positiva para expressao dos receptores hormonais (RE e RP), negativa
para HER-2, sendo considerada uma linhagem celular pouco agressiva e nao invasiva
(COMSA; CIMPEAN; RAICA, 2015).
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3.2.2 Cultivo e manutencéo celular

A linhagem MCF-7 foi mantida em meio de cultura DMEM High Glucose (4500.0 mg/L,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), enquanto a linhagem MDA-MB-231 foi mantida
em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA). Ambos os meios de
cultura foram suplementados com a adicdo de 10% v/v de soro fetal bovino (SFB)
(CRIPION, Andradina, SP, Brasil), 1% (v/v) de solugdo Penicilina-Estreptomicina
(10000 u/mL - 10 mg/mL) e 0.5% (v/v) de Anfotericina B (250 ug/mL) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA).

O cultivo das células ocorreu em garrafas de 75 cm?, sendo a ambienta¢cdo do mesmo
em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2, com uma frequéncia de passagens
e troca de meio de duas a trés vezes por semana, ap0s ser realizada analise
morfolégica das células realizada em microscopio 6ptico de luz invertida (Axio
Observer Z1, Carl Zeiss, Jena, TH, Alemanha), para avaliagdo do crescimento celular

e verificar a subconfluéncia das células.

Para as passagens, o meio de cultura foi removido e descartado. Em seguida, foi
adicionada a solucao-tampéao de PBS para lavar a camada celular a fim de remover o
soro fetal bovino (SFB) remanescente, o qual possui inibidor de tripsina. Utilizou-se
do processo de dissociagcdo enzimatica com solucdo de tripsina (0.25%
tripsina/0.53mM EDTA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), para o desprendimento
das células da garrafa adicionou-se de 2,0 a 3,0 mL de solucdo de tripsina até que a
camada celular fosse desprendida do fundo do frasco, o que normalmente ocorre em
torno de 5 minutos em temperatura ambiente. Por fim, adicionou-se meio de cultura

suplementado, conforme descrito anteriormente.

Foi retirada uma aliquota da suspensao celular resultante para contagem do nimero
total de células vidveis em camara de Neubauer. Foi utilizado o corante azul de tripan
0.4% (v/v) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) para a distin¢cado entre células viaveis
e nao viaveis.

Por fim, apds a contagem e realizacdo dos calculos da concentracdo celular

necessaria para os experimentos, o volume adequado da suspenséo de células foi

transferido para um novo tubo tipo falcon. Meio de cultura fresco foi entdo adicionado



43

para alcancar a concentracdo de células/ml ideal calculada para os ensaios. Deste
modo a suspensdo de células foi utilizada para os ensaios de Viabilidade Celular
Metabolica (VCM).

3.2.3 Avaliacdo de eficacia in vitro de solucdo de capecitabina: ensaios de
viabilidade celular metabdlica (VCM) por MTT

As células das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 foram plagueadas na densidade de
5 x 10* células/mL, em placas de 96 pocos estéreis e incubadas por 24 horas a 37
°C, em atmosfera de 5% de CO:2 para permitir adesdo das células a superficie da
mesma. Feito isso, realizou-se o tratamento das células com a solucdo de
capecitabina a 1000 pg/mL. Essa concentracao foi selecionada a partir de estudos
similares anteriormente descritos por Miwa e colaboradores (1998) e Akbari e Javar
(2013). A solucéo foi preparada conforme mencionado no item 3.2 e diluida para a

obtencéo da concentracdo a ser usada para tratamento.

As células foram tratadas apoés diferentes tempos do preparo da solucdo: 45 minutos,
60 minutos, 90 minutos e 120 minutos, contados apds a completa dissolucdo do
comprimido. Em todas as placas, pocos apenas com células e meio de cultura foram
utilizados como controle ndo tratado (NT) para posteriores comparacoes.
Adicionalmente, quatro po¢os nao receberam células ou tratamento, apenas meio de
cultura e a solucdo de MTT, sendo empregados como branco para calibracao do leitor

de placas.

A incubagéo das placas ocorreu durante 48 e 72 horas a 37 °C, em atmosfera de 5%
de CO2. Apds esse periodo, adicionou-se o reagente MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]) a 5 mg/mL em cada po¢o e a placa foi
incubada por adicionais 3 horas a 37°C também em atmosfera de 5% de CO2. Em
seguida, retirou-se a solucéo dos pocos e foi adicionado o reagente DMSO P.A. para

solubilizac&o dos cristais de formazan.

As placas foram levadas ao espectrofotometro de microplacas BioTek Epoch 2 onde
a absorbancia das amostras foi medida em 540 nm. O ensaio de MTT foi realizado em

triplicata para cada linhagem celular, utilizando-se a solugcdo preparada de
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capecitabina sempre na mesma concentracdo (1000 pg/mL). Os resultados foram
expressos em porcentagem de células metabolicamente viaveis, quando comparadas

ao controle nédo tratado, no mesmo periodo de incubacao.

3.2.4 Determinacao da atividade da timidina fosforilase (TP) nas linhagens de

mama

Esta etapa do estudo foi realizada nos laboratérios de Cultivo Celular e de Andlises
Clinicas do curso de Farmécia do Centro de Ciéncias Exatas Naturais e da Saude da
UFES (CCENS-UFES) — Campus Alegre — ES. As células das linhagens MCF-7 e
MDA-MB-231, mantidas em cultura conforme o subitem 3.1.3, foram utilizadas em
suspensao para preparo das amostras. As células foram homogeneizadas em vials
com 100 pL de um tampéo de lise contendo 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM NacCl,
100 pg/ml fenilmetilsulfonylfuoride (PMSF), 1 pg/mL de aprotinina e 1% Triton X-100,
mantendo os vials em gelo. Os lisados foram centrifugados a 20.000 g por 30 minutos
a 4°C em centrifuga refrigerada SOLAB SL-703. Obteve-se amostras em triplicata de
cada linhagem celular (MCF-7 e MDA-MB-231).

A concentracao total de proteinas, presentes no sobrenadante do lisado celular de
ambas as linhagens foi determinada pelo método de Bradford (1976). A curva de
calibracdo foi realizada utilizando albumina de soro bovino (BSA) nas seguintes
concentragcbes: 0,005 mg/mL, 0,01 mg/mL, 0, 015 mg/mL, 0,02 mg/mL, e 0,025
mg/mL. Todos os pontos da curva e de amostras das proteinas foram analisados em
triplicata, procedendo as leituras em espectrofotometro Multiskan Sky Touchscr da
Termo Fisher Scientific, a 595 nm. Os pontos da curva de calibracdo foram plotadas
em um gréfico gerando uma func¢do linear utilizando o software Microsoft Excel®, com
a equacgédo da reta e o valor de R?. A partir da equacdo da reta e da leitura das

amostras, procedeu-se o calculo das concentracdes de proteinas das amostras.

A atividade enzimatica foi avaliada como descrito por Yoshimura et al. (1990), com
pequenas modificacdes. Utilizou-se 50 pyL de sobrenadante obtido na lise celular e
foram adicionados a 150 yL de uma solugao composta por 10 mM de timidina, 10 mM

KH2PO4 (pH 8.4), e depois incubada a 37°C por 4 horas. A reacgéo foi interrompida



45

pela adigdo de 800 uL de 0,2 N de NaOH. A absorbancia a 300 nm foi determinada e
a quantidade de timina na mistura de reacéo foi calculada utilizando-se uma curva de
calibracdo. Todos os pontos da curva e amostras das proteinas foram analisados em
triplicata, em espectrofotometro Multiskan Sky Touchscr da Termo Fisher Scientific. A

atividade TP foi expressa como nmol de timina formada por mg de proteina por hora.

3.3 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas dos resultados dos ensaios de quantificacdo de capecitabina
por UFLC e do VCM através do MTT foram realizadas pelo teste estatistico
paramétrico ANOVA One-way, com poés teste multiparamétrico de Tukey, no software
Graphpad Prism 8.0.1. Os resultados dos parametros analisados foram expressos de
forma grafica e apresentados como media e desvio padréo. Considerou-se
estatisticamente significantes as diferencas em que p<0,05. A concentracéo inibitoria

meédia (IC50) também foi calculada no software Graphpad Prism 8.0.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PADRONIZACAO DA TECNICA DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (UFLC) PARA QUANTIFICACAO DE CAPECITABINA NAS
SOLUCOES OBTIDAS POR DISSOLUCAO DOS COMPRIMIDOS EM AGUA

Nesta etapa do estudo, com o objetivo de avaliar a quantidade de principio ativo
capecitabina nas solucdes preparadas a partir de amostras comerciais, optou-se pelo
uso de metodologia validada e disponivel na literatura que empregasse a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, por se tratar de um equipamento disponivel
no grupo de pesquisas. Um método analitico é considerado validado quando pode-se
comprovar que o mesmo possui eficicia para a finalidade a qual foi desenvolvido,
sendo muito aplicado a etapa de Boas Préticas de Fabricacdo de medicamentos, mais
especificamente no controle de qualidade. A validacdo de um método analitico ocorre
através de estudos experimentais, pelos quais sdo avaliados os critérios estabelecidos
como especificidade e seletividade, linearidade, intervalo, precisdo, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, exatiddo e robustez; a avaliacdo desses critérios

irdo assegurar a confiabilidade a um método analitico (NASCIMENTO et al., 2015).

O Método precisa ser especifico, em outras palavras, através dele deve ser possivel
discriminar o analito pretendido dos outros componentes da amostra, como
impurezas, degradantes ou excipientes (BHATIA et al., 2017; LALITHA; RAVEENDRA
REDDY; DEVANNA, 2020).

A padronizacao da técnica de UFLC para quantificacdo de capecitabina nas solucdes
obtidas por dissolucdo do comprimido objetivou demonstrar se o procedimento
analitico é adequado para o uso pretendido neste estudo. O Método precisa ser
especifico, em outras palavras, atraves dele deve ser possivel discriminar o analito
pretendido dos outros componentes da amostra, como impurezas, degradantes ou
excipientes (BHATIA etal., 2017; LALITHA; RAVEENDRA REDDY; DEVANNA, 2020).

O meétodo UFLC ja foi utilizado em outros estudos para a determinacdo da
concentracdo de capecitabina em amostras a partir de comprimidos dissolvidos
(BHATIA et al, 2017; LALITHA; RAVEENDRA REDDY; DEVANNA, 2020;



47

MEULENAAR et al., 2013) e em amostras de plasma (BUDMAN et al., 1998; DEENEN
et al., 2013; FARKOUH et al., 2010). Em todos eles, o UFLC mostrou-se um método
adequado com eficiéncia comprovada para determinacdo de concentracdo do pré

farmaco capecitabina em diversas amostras.

As analises cromatograficas preliminares deste estudo demonstraram resultados
adequados frente aos recursos materiais disponiveis na central analitica do campus
da UFES de Alegre - ES, empregando-se as condi¢cdes descritas por Lalitha;
Raveendra Reddy; Devanna (2020). Na figura 7, observa-se o cromatograma
representativo do produto comercial, no qual o farmaco foi detectado com tempo de
retencdo de 6,2 minutos e livre de interferentes, o que permitiu a selecdo do método
UFLC apresentado. Este resultado corrobora com os estudos de Lalitha; Raveendra
Reddy; Devanna (2020), Bhatia et al., (2017) e Farkouh et al., (2010) que identificaram
tempo de retencdo de 6,97 minutos, 6,4 minutos e 6,223 minutos, respectivamente.
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Figura 7. Perfil cromatografico representativo do medicamento por UFLC.

A partir da solugéo estoque foram preparadas solugdes padrao de concentracao de 5,
10, 20, 30, 40, 50 pg/mL, conforme tabela 2. A analise dessas solucdes foi realizada
utilizando condi¢cdes cromatograficas, especificadas na tabela 1 do item materiais e

métodos deste estudo.
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Tabela 2. Concentragdes para curva de calibracdo para quantificacdo de capecitabina por UFLC.

Concentrac&o do padréo Concentracdo Média?
DP?! DPR? (%)
Capecitabina (ug/mL) (ng/mL)
5 54 0,03 0,58
10 10,2 0,02 0,22
20 19,9 0,03 0,13
30 29,5 0,04 0,14
40 38,7 0,02 0,06
50 51,3 0,08 0,16

an = 3/conc. n = 18 total; 'DP= desvio padrdo; 2DPR= desvio padrdo relativo, dado por:

(DP/concentragdo média) x 100.

Os valores obtidos foram plotados em grafico de dispersédo linear (Figura 8), sendo
calculada a equacao da reta onde o eixo x corresponde a concentracéo (em ug/mL) e
0 eixo y corresponde area do sinal analitico a 239 nm a partir das diferentes
concentracdes, expressas como a area sobre a curva (ASC) dos picos.
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Figura 8. Curva de calibracao da solucdo estoque padrao de capecitabina no comprimento de onda de

239 nm; R? = coeficiente de correlagao linear.

A curva de calibracdo apresentou valor do coeficiente de correlacdo R? = 0,9976,
demonstrando a existéncia de correlacdo linear entre as concentracdes e a area sob

a curva, na faixa de 5,0 a 50,0 ug/mL. A equacéo da reta foi y = 4552x — 1684,8, onde
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o valor associado a variavel x corresponde a inclinacdo da reta (4552) e 1684,8 ao

intercepto da reta com o eixo das ordenadas.

De acordo com a RDC 166/2017 (ANVISA, 2017), os resultados mostram que houve
linearidade, pois o valor do desvio padréo relativo (DPR) esté abaixo de 5%, conforme

a tabela 2.

Ad et al. (2011) também conduziu um estudo similar desenvolvendo um método rapido
para determinacdo da concentracdo de capecitabina pura e a partir de comprimidos
pela metodologia de HPLC. Seus resultados demonstraram ser um método simples e
preciso, tendo sido validado de acordo com as diretrizes do International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH).

Os resultados dos ensaios analiticos para analise da perda do principio ativo nas
solucdes preparadas a partir da dissolugcdo dos comprimidos de capecitabina estédo
descritos na tabela 3. Em todas as replicatas, as concentracdes de capecitabina foram
determinadas em cada tempo de injecdo de amostra, a partir da ASC e dos dados da
curva padrdo. Na tabela 3 ainda estéo dispostos, além da concentracao média (ug/mL)

para cada tempo analisado, o desvio padrdo e o desvio padrao relativo.

Tabela 3. Quantificagédo de capecitabina por UFLC em fungdo do tempo apdés o preparo da solucao a
partir dos comprimidos macerados e dissolvidos em agua

Tempo Concentracéo

1 2
(min) médiad (ug/mL) DbP DPR®(%)

0 421 3,04 7.23
15 421 3.03 7.20
30 42,0 2.96 7.03
45 42.2 2.92 6,91
60 42.2 2.96 7.00
90 42,2 2.92 6,92
120 42.2 2.98 7.06
150 42,3 3.02 7.15
180 423 2.92 6,90
210 423 3.01 712
240 42,3 2.94 6,95
270 42,3 2.83 6.68
300 42,3 3.00 7.09
330 42.2 2.92 6,90
360 42.4 2.84 6.71

an = 5/conc. n= 75 total; 'DP = desvio padrdo; ?DPR = desvio padrdo relativo, dado por:

(DP/concentragdo média) x 100.
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A partir da andlise realizada, ap6s 360 minutos mantendo-se amostra a 24 °C,
observou-se que ndo houve diminuicdo da concentracdo de principio ativo de
capecitabina nas solucdes preparadas a partir da dissolugcdo dos comprimidos, que
poderia significar perda de principio ativo do pro-farmaco. A figura 9 expressa a
andlise estatistica dos resultados encontrados, onde ndo se observam diferencas
significativas entre as concentracdes médias de capecitabina em fung¢do do tempo
(p>0,05).

Concentracao de Capecitabina apés preparo da
solucdo a partir dos comprimidos
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Figura 9 — Andlise da concentragdo do principio ativo Capecitabina em solu¢@es a partir do comprimido
macerado e dissolvido em agua, analisadas por UFLC. Cada ensaio teve duracdo méxima de 360
minutos. Os valores representam média + desvio padrédo de (5) experimentos independentes. Os dados
foram analisados pelo teste estatistico paramétrico ANOVA One-Way, no software Graphpad Prism
8.0.1. N&o foram encontradas diferencas significativas entre as concentracdes médias de capecitabina
em func¢&o do tempo.

Um estudo avaliou a estabilidade da capecitabina em metanol e observou que ha
estabilidade do composto em temperatura ambiente por até 24 horas, 17 dias em
refrigerador < 12 °C e por até 20 dias congelada a < -6 °C. Neste estudo todos os
intervalos de confianca para a estabilidade média nas condicbes de armazenamento
estudadas ficaram dentro do critério de aceitagéo de 90 — 110% (PIORKOWSKA et
al., 2014). Tirumalasetty; Ramchandran (2021), em seu estudo também observaram
estabilidade da capecitabina e docetaxel por 24 horas, refrigerados de 2 a 8 °C. Ambos

achados corroboram com os resultados de manuteng&o da concentragéo de principio
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ativo observados nas analises por UFLC deste estudo, pois seus resultados sugerem
estabilidade do principio ativo de capecitabina por tempo superior ao periodo aqui

analisado de 360 minutos (6 horas), em temperatura ambiente.

A partir destes resultados, pode-se inferir que a administracéo off label da solugéo
estudada ndo impacta na quantidade de principio ativo ofertado pelo tratamento com
o pré-farmaco dissolvido em agua ultrapura até a administracdo, pelo tempo de 6
horas contadas a partir da dissolucdo do comprimido. Contudo, ndo foi possivel
determinar neste estudo se h& diminui¢do no principio ativo no periodo compreendido
a partir da administracao até a absorcao intestinal da solucdo preparada, pois trata-se
de uma etapa que néo foi testada neste estudo e pode influenciar na quantidade do
principio ativo que chega até o intestino para ser absorvido durante o tratamento, a
depender de possiveis interacdes entre a solucdo e caminho percorrido pela mesma
no trato gastrointestinal até sua chegada ao intestino.

4.2 AVALIACAO DE EFICACIA IN VITRO DE SOLUCAO DE CAPECITABINA:
ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR METABOLICA (VCM) POR ENSAIO DE
PROLIFERACAO CELULAR COM REAGENTE MTT

Ensaios de Viabilidade Celular Metabdlica (VCM), mais especificamente o Ensaio de
Proliferacdo Celular com Reagente MTT (MTT), sdo frequentemente utilizados em
estudos para medir a taxa de proliferacéo celular e, de forma inversa, quando eventos
metabdlicos levam a apoptose ou necrose, a reducéo na viabilidade celular (AKBARI,;
JAVAR, 2013).

Neste estudo, utilizou-se o ensaio de MTT para analisar a VCM de linhagens de céncer
de mama com o objetivo de avaliar a eficacia da solucdo de capecitabina preparada a
partir de comprimidos de capecitabina, testada no ensaio apds varios tempos apos a

dissolugéo dos comprimidos (45, 60, 90 e 120 minutos apos a dissolugao).

O nivel de citotoxicidade da capecitabina foi analisado com o intuito de avaliar se
houve perda da eficacia do pré farmaco em funcéo do tempo decorrido apés diluigdo
do medicamento. Para tanto, tratou-se as células com solucéo de capecitabina por 48
e 72 horas, partindo-se de solucéo de capecitabina que estava preparada 45, 60, 90
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e 120 minutos contados a partir da dissolucdo dos comprimidos. Os Ensaios de
Viabilidade Celular Metabdlica (VCM) foram realizados nas duas linhagens (MCF-7 e
MDA-MB-231), em 48 e 72 horas de incubacao apos o tratamento. Para o controle da
viabilidade celular utilizou-se o corante supravital Azul de Tripan, feito antes dos
plagueamentos, onde foi observado que mais de 95% das células eram viaveis em

ambas linhagens.

Na linhagem MCF-7, os tratamentos com a solucao de capecitabina preparada a partir
dos comprimidos, a 1000 pug/mL por 48 e 72 horas, causaram significativa reducao da
VCM partindo-se de solugbes em que transcorreram, respectivamente, 45, 60, 90 e
120 minutos apos a dissolucédo do comprimido, representando diferencas significativas
apos a analise estatistica (p<0.0001), conforme figura 9. A maior reducéo da VCM foi
observada em 72 horas de tratamento, para 0,58 + 0,21%. Além disso, observou-se
que, mesmo apods passados 120 minutos da dissolucdo do comprimido de
capecitabina, seu efeito citotdxico permanece, visto que foi observada a diminuicédo
da VCM na linhagem tratada até pelo menos 120 minutos, que foi o maximo de tempo
poés dissolucdo analisado. Do ponto de vista pratico, seria possivel sugerir, a partir dos
resultados encontrados até aqui, que a capecitabina pode ser administrada, apés sua
dissolucdo em agua por um periodo de até 120 minutos, por ter sido demonstrado em
fase experimental qgue no periodo considerado ndo se observou perda de principio

ativo e manutencao do efeito citotoxico na linhagem MCF-7.
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VCM DAS LINHAGENS MCF-7 E MDA-MB-231 TRATADAS COM CAPECITABINA
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Figura 10 — Viabilidade celular metabdlica (VCM) das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 determinada
por ensaio de MTT, ap6s tratamento com solu¢éo de capecitabina a 1000 pg/mL por 48 e 72 horas. Os
valores representam média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. Os dados foram
analisados pelo teste estatistico paramétrico ANOVA de uma via, com pés teste de Tukey, no software
Graphpad Prism 8.0.1. ****p<0.0001 em todos os tempos vs nao tratadas (NT).

Quanto a linhagem celular MDA-MB-231, os resultados obtidos também demonstram
gque os tratamentos com a solu¢cdo de capecitabina preparada a partir dos
comprimidos, a 1000 pg/mL apés 48 e 72 horas de tratamento, causaram significativa
reducdo na viabilidade celular em 45, 60, 90 e 120 minutos apoés a dissolucdo do
comprimido, representando diferencas significativas apdés a andlise estatistica
(p<0.0001), conforme figura 9. A maior reducdo da VCM foi observada em 72 horas
de tratamento, para 6 + 6%. Da mesma forma que nos ensaios com a linhagem MCF-
7, observou-se que, mesmo apoés passados 120 minutos da dissolu¢do do comprimido
de capecitabina, seu efeito citotoxico permanece, visto que foi observada a diminuigéao
da VCM também na linhagem MDA-MB-231 até pelo menos 120 minutos, que foi o
méaximo de tempo pos dissolucdo analisado. Do ponto de vista pratico, seria possivel
sugerir, a partir dos resultados encontrados até aqui, que a capecitabina pode ser
administrada, apos sua dissolucdo em agua por um periodo de até 120 minutos, por
ter sido demonstrado em fase experimental que no periodo considerado nédo se
observou perda de principio ativo e manutencéo do efeito citotoxico na linhagem MDA-
MB-231.
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A partir dos resultados obtidos no presente estudo, tanto na linhagem MCF-7 quanto
na linhagem MDA-MB-231, observou-se que ndo houve perda da eficacia em preparo
de capecitabina em solucdo na forma liquida na concentracdo de 1000 pug/mL, ao
menos até o tratamento decorridos 120 minutos apos dissolu¢cdo do comprimido, pois
observou-se diferenca significativa entre a VCM (%) das células tratadas em relacao
as células néo tratadas apos analise estatistica.

Foi possivel calcular a concentracao inibitoria média (IC50) de capecitabina em ambas
linhagens analisadas neste estudo. A linhagem celular MCF-7 apresentou IC50 de
343,3 ug/mL e 31,9 pg/mL em 48 e 72 horas, respectivamente. Ja a linhagem MDA-
MB-231 apresentou IC50 de 113,8 pug/mL e 118 pg/mL apos 48 e 72 horas,

respectivamente.

Miwa e colaboradores (1998) também testaram a eficacia da capecitabina em
linhagens de células de cancer, entre elas destacam-se as linhagens de cancer de
mama ZR-75-1, MX-1 e MCF-7, sendo que a ultima também foi utilizada também neste
estudo. Demonstraram que a capecitabina apresentou efeito citotéxico nas linhagens
de cancer estudadas através de ensaios de MTT apenas em concentracdes similares
a concentracdo aqui testada, apresentando resultados de IC50 superior a 1 mM
(359,35 pg/mL).

Akbari e Javar (2013) testaram também a capecitabina em linhagem MCF-7 em
tempos de tratamento de 24, 48 e 72 horas, nas concentra¢cdes 1600, 1400, 1200,
1000, 800, 600, 400 pug/mL. Os autores concluiram que, devido a baixa poténcia da
capecitabina em relacdo aos seus metabdlitos e ao 5-FluoroUracil, foi possivel obter
resultados de diminuicéo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT, somente apés 48
e 72 horas do tratamento. Eles observaram que em 48 horas de tratamento da
linhagem celular MCF-7 com capecitabina na concentracdo de 1147,9 pg/mL, 50%
das células foram inibidas; e apos 72 horas de tratamento das células com
capecitabina, na concentracdo de 921 pg/mL, 50% das células foram inibidas. Este
estudo demostrou ainda que o IC50 do 5-FU foi comparativamente menor que o IC50

da capecitabina.

Em outro estudo Cakir e Eroglu (2021) também testaram capecitabina em linhagem
celular de cancer de mama 4T1 com tratamento por 48 horas nas concentracdes 800
pUM (287.480 pg/mL), 900 pM (323.415 pg/mL), 1000 uM (359.350 pg/mL), 1200 pM
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(431.220 pg/mL), 1400 pM (503.090 pg/mL),1600 pM (575.960 pg/mL), 1700 pM
(610.895 pg/mL), 1800 uM (646.830 pg/mL), e 2000 uM (718.700 pg/mL). Os autores
observaram resultados de diminuicdo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT,
sendo o valor de IC50 igual a 1700 uM (610.895 pug/mL) para capecitabina. No mesmo
estudo, os autores realizaram o teste viabilidade celular utilizando-se o corante
supravital Azul de Tripan em células tratadas com capecitabina por 24, 48, 72 e 96
horas. Foi observada uma reducao substancial na proliferacéo celular, apresentando
gueda nas taxas de viabilidade celular, com aumento do efeito citotoxico em 24%,
45,2%, 69,1% e 86,6% por 24, 48, 72 e 96 horas, respectivamente, em comparacao

ao grupo controle.

A partir da analise dos resultados preliminares deste estudo comparados aos estudos
de Akbari e Javar (2013), Cakir e Eroglu (2021) e Miwa e colaboradores (1998),
observa-se que a concentracdo de capecitabina (1000 pg/mL) utilizada para o
tratamento das linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231, estad adequada ao ensaio
proposto, e corrobora com outros trabalhos similares descritos na literatura, permitindo
a avaliacdo quanto a eficacia do tratamento, sem que haja perda do principio ativo
apos o uso off-label dos comprimidos de capecitabina, compreendendo sua
maceracao e dissolucdo em agua, mimetizando um procedimento feito para alguns
pacientes e sobre o qual a literatura carece de informacgcBes que respaldem tal

procedimento.

Contudo, similarmente a etapa anterior da determinacéo da concentracdo do principio
ativo de capecitabina por UFLC, néo foi possivel determinar neste estudo se ha
diminuicdo do efeito citotdxico no periodo compreendido a partir da administracédo até
a absorcdao intestinal da solucdo preparada, pois trata-se de uma etapa que nao foi
testada neste estudo e pode influenciar na quantidade do principio ativo que chega
até o intestino para ser absorvido durante o tratamento, a depender de possiveis
interacOes entre a solugéo e caminho percorrido pela mesma no trato gastrointestinal

até sua chegada ao intestino.

4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA TIMIDINA FOSFORILASE NAS
LINHAGENS DE MAMA
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Os testes de atividade enzimatica séo realizados com o objetivo de detectar a
presenca ou quantificar a quantidade de uma enzima especifica em um organismo,
tecido ou amostra. Ainda que a literatura contemple inUmeros ensaios enzimaticos ja
descritos, é essencial adaptar esses procedimentos as caracteristicas especificas da
enzima sob investigacdo. A atividade especifica de uma enzima é influenciada por
fatores como pH, temperatura, forga iGnica e concentragao de todos 0os componentes
no ensaio (MERCK, 2023).

A TP é um importante alvo molecular com utilidade em potencial no tratamento de
cancer. Principalmente devido ao fato de ser encontrada em niveis elevados em
tumores solidos, além de desempenhar um papel importante na promocdo da
angiogénese (DEVES, 2013), além de ja ter sido relatado que sua atividade aumenta

em diversos tipos de tumor malignos em humanos (YOSHIMURA et al., 1990).

Para o calculo da atividade enzimatica da TP, elaborou-se a curva de calibracéo
utilizando cinco amostras com concentracdes conhecidas do subtrato timidina: 0.3
mM, 0.171 mM, 0.097 mM, 0.055 mM e 0.03 mM. Para cada concentracdo de timidina,
obteve-se a leitura das absorbéncias a 595 nm. As concentragbes de timidina
utilizadas e as médias das absorbancias obtidas no ensaio analitico para elaboracgéo

da curva de calibracéo estéo dispostos na tabela 4.

Tabela 4. Concentra¢des do substrato timidina e média das absorbancias para elaboracdo da curva de
calibracdo do ensaio de atividade enzimatica

Concentracdo de Timidina (mM) Média das absorbéancias a 595 nm
0,03 0,55
0,05 0,63
0,10 0,78
0,17 1,05
0,30 1,44

Os valores obtidos foram plotados em grafico de disperséao linear (Figura 14), obtendo-
se a equacao da reta onde o eixo y corresponde as concentracdes da TP e 0 eixo X

corresponde as médias das absorbancias a 595nm.
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Figura 11.Curva de calibracdo da solu¢édo padrdo de timidina no comprimento de onda de 595 nm;
R2=coeficiente de correlagdo linear.

A curva de calibracdo apresentou valor do coeficiente de correlacdo R? = 0,9982,
demonstrando a existéncia de correlagéo linear entre as concentracdes. A equacao
da reta foi y = 0,3026x + 0,1385.

A partir da curva padrdo, procedeu-se a analise para determinacdo da atividade da
enzima TP nas amostras dos lisados celulares. Os ensaios foram realizados em
triplicata e os resultados para ambas linhagens analisadas estdo dispostos na tabela
5.

Tabela 5.Determinagcéo da atividade da enzima Timidina fosforilase nos lisados celulares MCF-7 E
MDA-MB-231

Linhagem celular (umol/L de substrato por ng/L de proteina/ hora)
MCF-7 1,43
MDA-MB-231 1,81

Os resultados apresentados demonstram que, em relacdo a linhagem MCF-7, a
linhagem MDA-MB-231 apresenta maior atividade enzimatica de TP. Resultados
similares ja foram descritos anteriormente, indicando maior atividade de TP em
células MDA-MB-231 que em MCF-7 (ISHIKAWA et al., 1998). Toi et al. (2004) relata

em seu estudo que a TP demonstra ser uma enzima que contribui para a
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sobrevivéncia celular, pois sabe-se que o 2-deoxy-D-ribose (2-DDR), um metabdlito
da timidina pela acao da TP, induz neovascularizacao e contribui para a antiapoptose.
Longley; et al (2003) considera que a alta expressdo de TP pode indicar a presenca
de um fendtipo tumoral mais invasivo, agressivo e que pode ser menos sensivel a
guimioterapia. Sabendo disso, pode-se dizer que os resultados de concentragao e
atividade da TP nas linhagens analisadas neste trabalho parecem corroborar com
essa hipotese, considerando que a linhagem MDA-MB-231 é tida como um fenotipo
tumoral mais agressivo, invasivo e de pior prognostico comparada a linhagem MCF-
7.

Além disso, em muitos estudos anteriormente descritos, sabe-se que o pro-farmaco
capecitabina é convertido em 5-FU através de, pelo menos, trés etapas metabdlicas
apos a absorcdo intestinal, a saber: iniciando pela acdo das carboxilesterases
hepéticas que convertem a capecitabina em 5'-DFCR, que por sua vez é convertido a
5'-DFUR pela citidina deaminase que esta presente em altas concentracfes no figado,
plasma e no tecido tumoral; e por fim 5-DFUR é convertido no farmaco ativo 5-FU
pela acdo da timidina fosforilase, que é encontrada em quantidades maiores em
tumores solidos em comparacdo com tecidos adjacentes normais, e assim exercera
seu efeito citotéxico nas células cancerosas (BUDMAN et al., 1998; WALKO;
LINDLEY, 2005).

No entanto, a partir dos resultados obtidos neste estudo, observa-se que a via
metabdlica para conversdo da capecitabina a 5-FU possa nao ser dependente, de
forma exclusiva, da acdo das carboxilesterases hepaticas, sugerindo que essas
enzimas podem estar presentes também nas células tumorais, ou ainda que exista(m)
outra(s) via(s) nas células tumorais capaz(es) de promover(em) a conversdo da
capecitabina em 5-FU, ou ainda, em outro(s) metabdlito(s) da capacitabina que
possua(m) efeito citotoxicos significativos nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. Dada
a relevancia do achado, o grupo pretende investigar mais esses mecanismos, que

pode trazer novas informacdes ao que é classicamente apresentado na literatura.

Todos os resultados deste estudo possuem extrema relevancia, norteando o uso
seguro quanto a utilizacdo da capecitabina em solucéo liquida preparada a partir de
comprimidos macerados para o tratamento de cancer de mama, sugerindo que a
manutenc¢do do principio ativo e do efeito citotoxico observado, sendo este ultimo

dependente da atividade enziméatica da TP encontrada nas linhagens celulares
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estudadas. Desta forma, os resultados representam uma nova perspectiva para o
tratamento de pacientes com dificuldade de degluticdo do pro-farmaco capecitabina
bem como servirdo como base para novos estudos para permitir um melhor
entendimento do mecanismo de conversao da capecitabina a 5-FU através da cascata

enziméatica envolvida.
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5 CONCLUSOES

Esta cada vez mais difundido o uso de Agentes Anticancerigenos Orais (OAAS) no
tratamento de muitos tipos de cancer, devido a sua eficacia significativa no tratamento
de alguns tipos de cancer, sendo preferidos pelos pacientes em relacdo a
quimioterapia intravenosa, pela conveniéncia e flexibilidade na administracdo. Para
maximizar os beneficios e minimizar os riscos potenciais associados a esses
medicamentos, se faz necessario que os servicos de salde adotem praticas seguras

e baseadas nas evidéncias cientificas mais atualizadas.

Os resultados demonstraram que na solugédo de capecitabina preparada a partir da
dissolucédo dos comprimidos em agua ultrapura, ndo ha perda do principio ativo, por
até 6 horas apds o preparo da solucéo, através de ensaio analitico por UFLC. Além
disso, observou-se ainda efeito citotoxico significativo através do ensaio de MTT apds
o tratamento de linhagens celulares de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-27) com
a solucédo preparada, sugerindo que o efeito citotoxico é mantido, utilizando-se a
solucéo preparada para tratamento em até 120 minutos (2 horas), no minimo, apos o

seu preparo.

A atividade da enzima TP nas linhagens estudadas pdde ser determinada,
comprovando a presenca desta enzima em células de cancer de mama, com
conversao do ultimo metabdlito formado a partir da capecitabina no farmaco ativo 5-
FU. Além disso, os resultados sugerem novos fatos ao mecanismo de conversao da
capecitabina a 5-FU: observa-se que a via metabdlica para conversdo da
capecitabina a 5-FU possa ndo ser dependente, de forma exclusiva, da acdo das
carboxilesterases hepéticas, sugerindo que essas enzimas podem estar presentes
também nas células tumorais, ou ainda que exista(m) outra(s) via(s) nas células
tumorais capaz(es) de promover(em) a conversao da capecitabina em 5-FU, ou ainda,
em outro(s) metabodlito(s) da capacitabina que possua(m) efeito -citotdxicos
significativos nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231.

A presente pesquisa traz a luz informag¢des importantes as equipes de saude em
relacdo ao tempo e a forma de administracdo da capecitabina em uso off label na
forma liquida, ndo fornecidas antes e diferentes das recomendacdes dos fabricantes,

a fim de se ter um manuseio seguro do antineoplasico, sem que haja impacto(s)
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negativo(s) na terapéutica aos pacientes. Este estudo também pode servir como base
para pesquisas complementares quanto a fabricagcdo de OAAs em forma liquida, de
forma a contornar obstaculos na administracdo segura em pacientes que tenham
dificuldade de deglutir comprimidos ou estejam em uso de sonda nasogastrica ou

nasoenteral.
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6 PERSPECTIVAS

Realizacdo de experimentos com a solucao de capecitabina preparada a partir
da dissolucdo dos comprimidos em agua ultrapura, mantidas em temperatura
ambiente (~24 °C), refrigeracdo (2 a 8° C) e congelada (-20 °C), para avaliar
nestas condicbes por quanto tempo concentracdo de principio ativo de
capecitabina diminui na solucéao.

Realizagdo de novos ensaios analiticos que mimetizem possivel interagdo da
solucéo de capecitabina preparada a partir da dissolu¢cdo dos comprimidos em
agua ultrapura no periodo compreendido a partir da administracdo, até a
absorcdao intestinal, avaliando se ha influencia na quantidade do principio ativo
que chega até o intestino para ser absorvido apés o tratamento.

Determinacdo de atividade enzimatica da enzima carboxilesterase nas
linhagens celulares de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231), de forma a
confirmar a presenga ou nao dessas enzimas e avaliar se existe conversao da
capecitabina a 5-FU sem a acdo carboxilesterases hepaticas; se existe(m)
outra(s) via(s) nas células tumorais capaz(es) de promover(em) a conversao da
capecitabina em 5-FU, ou ainda, a existéncia de outro(s) metabdlito(s) da
capacitabina que possua(m) efeito citotdxicos significativos nas linhagens
MCF-7 e MDA-MB-231.
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