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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) se desenvolve no intestino e é atualmente o terceiro tipo de
cancer mais diagnosticado mundialmente, representando cerca de 10% do total
canceres diagnosticados. O tratamento varia de acordo com o estagio de
desenvolvimento do CCR. No microambiente tumoral, durante o desenvolvimento do
cancer, ocorre o processo de angiogénese, que embora seja um processo fisiologico,
ocorre de maneira exacerbada liberando os fatores de crescimento VEGF de maneira
desregulada, contribuindo para o crescimento de novos vasos sanguineos capazes
de dar aporte de oxigénio e nutrientes as células tumorais. Existem diferentes
tratamentos para CCR e, dentre a modalidade de terapia medicamentosa, um dos
principais farmacos hoje utilizados é o bevacizumabe (BVZ), aprovado pela FDA
desde 2004 para tratamento de CCR, agindo através da inibicdo do VEGF circulantes,
inibindo sua ligagéo aos receptores VEGFR, impedindo assim, o crescimento de
novos vasos sanguineos. No entanto, o BVZ possui algumas limitacbes para
administracdo por via oral, devido a sua estrutura proteica, que pode se degradar
durante a passagem pelo trato gastrointestinal até chegar ao local de acdo. Neste
sentido, 0 uso da nanotecnologia auxiliou no desenvolvimento de nanoparticulas
poliméricas (NPs) com capacidade muco moduladora, para liberacdo modificada do
BVZ, baseada nos polimeros &cido hialurbnico (AH), ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose (HP) e quitosana (QS). Foram testadas NPs contendo
misturas binérias e ternarias de polimeros, sendo denominadas de NPF5 BVZ,
NPF12 BVZ e NPF17_BVZ. Esses nanossistemas se apresentaram estaveis,
segundo o critério de potencial zeta, durante o periodo analisado com valores de -35
mV para as NP NPF5 _BVZ, - 20 mV para a NPF12 BVZ e + 35 mV para a
NPF17_BVZ. Os estudos de interacdo com a mucina (MUC) demonstraram que as
interacbes das NPs com MUC sao dependentes do pH do fluido simulado intestinal.
Dessa forma, quando em pH 7.4, as particulas de MUC demonstraram aumento do
PZ negativo em todas as formulacbes e em pH 5.0, as particulas de MUC
demonstraram comportamentos diferentes, apresentando aumento do PZ negativo
guando entrou em contato com a NPF5_BVZ (-6,91 para -17,75 mV). Nao apresentou
modificacao significativa no PZ quando em contato com a NPF12_BVZ (-8,27 para -
10,1 mV) e apresentou diminuicdo do PZ negativo quando em contato com a
NPF17_BVZ (-6,12 para -3,31 mV). Além disso, apresentou diminui¢cdes de tamanho
das particulas de MUC em cerca de 2x apoés interacdo com as NPs. A melhor eficiéncia
de associacdo do BVZ as NPs, foi obtida pela NP5 _BVZ (71%), enquanto para a
NPF12 BVZ e NPF17_BVZ foram baixas 10% e 2%, respectivamente. O sistema
ternario NPF17_BVZ foi avaliado no modelo biolégico de membrana corioalantdica de
embrido de galinha (CAM) para avaliagdo da atividade antiangiogénica e foi possivel
notar que as NPs foram capazes de manter a atividade biolégica do BVZ,
apresentando atividade antiangiogénica semelhante ao BVZ livre.

Palavras-chave: bevacizumabe; cancer colorretal; muco-modulacéo; CAM,; atividade
anti-angiogénica.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) develops in the intestine and currently is the third most
diagnosed type of cancer representing 10% of new cases diagnosis in the world. The
treatment varies according to the stage of CRC development. In the tumor
microenvironment, during the development of the cancer, occurs the angiogenesis
process, that is a natural process. This process occurs out of control and release the
VEGF factor of growth wildly contributing to the development of new blood vessels
capable of offer oxigen and nutrients to tumor cells growth. There are several
alternatives to the CCR treatment, and within the field of drug therapy, the main drug
used nowadays is the bevacizumab (BVZ), approved by the FDA since 2004 for the
CCR treatment. This drug acts inhibiting the VEGF moving around to bond to the
VEGFR receptors, preventing the development of new blood vessels. However, BVZ
has some limitations for oral administration due to its protein structure that can degrade
during passage through the gastrointestinal tract until it reaches the site of action. In
this regard, nanotechnology may assist through the development of polymeric
nanoparticles (NPs) with mucus modulating capacity, for modified BVZ release, based
on the polymers hyaluronic acid (HA), hydroxypropylmethylcellulose phthalate (HP)
and chitosan (Ch). Nanopatrticles containing binary and ternary mixtures were tested,
namely NPF5 BVZ, NPF12 BVZ and NPF17 BVZ. These nhanosystems
demonstrated stability by zeta potential (ZP) criteria, and resulted in values of 35 mV
for the NPF5_BVZ, - 20 mV for the NPF12_BVZ and + 35 mV for the NPF17_BVZ.
Interaction studies with mucin (MUC) revealed that the interactions of NPs with MUC
are dependent on the pH of the simulated intestinal solution. In this way, in pH 7.4,
the mucin particles demonstrated an increase of the negative ZP, while in the pH 5.0,
the mucin particles demonstrated different behaviors, showing an increase of the
negative ZP when entering in contact with NPF5_BVZ (-6,91 to -17,75 mV). It did not
show significant changes in ZP values when entering in contact with NPF12_BVZ (-
8,27 to -19,1 mV) and showed a decrease of ZP values when entering in contact with
NPF17_BVZ (-6,21 to -3,31 mV). In addition, it showed a 2x decrease of the initial size
of mucin particles when in contact with NPs at both pHs analyzed. High association
efficiencies (AE%) of BVZ as NPs were achieved, being 71% in NPF5_BVZ, while for
NPF12 BVZ e NPF17_BVZ the AE% was lower, 10 and 2%, respectively. When the
ternary system was evaluated in the biological model of chicken embryo chorioallantoic
membrane (CAM) to evaluate the antiangiogenic activity, it was possible to observe
that NPF17_BVZ could maintain the biological activity of BVZ, presenting
antiangiogenic activity similar to free BVZ.

Key words: bevacizumab; colorectal cancer; muco modulation; CAM; antiangiogenic
activity.
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1. INTRODUCAO

Segundo o Instituto Nacional de cancer (INCA), o cancer colorretal (CCR) &
definido como tumores que se iniciam no colon ou reto (Instituto nacional de cancer,
2019). A fase inicial do desenvolvimento do cancer, se da através do aparecimento de
poélipos, que apos anos ou décadas, passam por mutacdes genéticas até se tornarem
malignos (Montminy et al., 2020). Seu desenvolvimento ocorre de maneira lenta e
gradual e, quase sempre, sem apresentacdo de sintomas. Quando o0s sintomas
aparecem, o tumor ja apresenta um tamanho expressivo, que muitas vezes impede a
passagem de fezes, resultando em célicas e dores abdominais (Simon, 2016).

A ocorréncia do CCR tem origem multifatorial, tais como predisposi¢cao
genética, género, raca e doencas inflamatdrias intestinais (DIIs), como colite ulcerativa
(CU) e doenca de Crohn (DC). Em casos de pessoas acometidas por Dlls a incidéncia
de CCR é de 3 a 7 vezes maior, variando de acordo com o grau, extenséo e atividade
da doenca (Geneve et al., 2019).

De acordo com o INCA, somente em 2020 foram identificados 20.540 novos
casos de CCR em homens e 20.470 novos casos em mulheres, ocupando o patamar
de segundo lugar dentre os tipos de cancer diagnosticados no Brasil e o terceiro lugar
no ranking das mortes relacionadas a cancer no Brasil (INCA, 2020).

O tratamento de CCR varia de acordo com o estagio de desenvolvimento em
gue a doencga se encontra, no momento do diagndstico. Pode ser indicado cirurgia e
tratamentos farmacolégicos como quimioterapia e radioterapia (Akhtar et al., 2014).
Sendo que dentro das terapias medicamentosas, existem diferentes classes de
medicamentos utilizadas em conjunto com o objetivo de alcancar uma maior eficacia
terapéutica e qualidade de sobrevida do paciente.

Dessa forma, o tratamento baseado em 5-fluoracila € considerado o tratamento
padrao para tratamento de CCR, agindo na inibicdo da enzima de timidilato sintetase.
Esse medicamento pode ser administrado em terapia combinada com outros
medicamentos, como fluoruracila + leucoverina + oxiplatina + irrinotecan; fluoruracila
+ leucoverina + irrinotecan e fluoruracila, + leucoverina + oxiplatina. A oxiplatina é um
composto de platina diaminociclohexano, capaz de impedir a replicacdo do DNA,

induzindo a apoptose celular e o irrenotecan € um derivado semissintético do alcaléide
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natural - camptotencina que tem sua acao através da inibicdo da topoisomerase |
(Akhtar et al., 2014; Xie; Chen; Fang, 2020).

Além dessas combinacdes, existem outras classes de farmacos envolvidos no
tratamento de CCR, tais como 0s que agem na inibicdo de receptores de fatores de
crescimento epidermal (EGFR) e vasculares (VEGFR). Esses farmacos demonstram
um novo caminho no combate ao cancer, pois em microambiente tumoral esses
fatores de crescimento se encontram superexpressos.

Dessa forma, as terapias que séao anti-EGFR incluem anticorpos monoclonais
para EGFR e inibidores de tirosina quinase. J4 as terapias anti-VEGF incluem
anticorpos monoclonais capazes de se ligarem aos VEGF circulantes, impedindo que
os VEGF se liguem ao VEGFR e, consequentemente, inibindo o crescimento de novos
vasos sanguineos, sendo o mais conhecido dentre ele, o bevacizumabe (BVZ) (Xie;
Chen; Fang, 2020).

No entanto, devido aos efeitos colaterais produzidos por esses diferentes
tratamentos, que podem estar relacionados com uma toxicidade sistémica, taxa de
resposta insatisfatéria, resisténcia e a baixa seletividade especifica ocorre o
comprometimento da qualidade de vida dos pacientes. Sendo assim, hd uma
constante busca por novas estratégias tecnoldgicas capazes de reduzir os efeitos
colaterais dos farmacos melhorando sua seletividade para os tecidos tumorais
(Kuipers et al., 2015; Mitchell et al., 2020; Patra et al., 2018; Yusuf et al., 2023).

Levando em consideracdo que a angiogénese € um processo fisioldgico
natural, responséavel pela formagéo de novos vasos oriundos de estruturas capilares
pré-existentes (Kolte; Mcclung; Aronow, 2016; Lopez Camarillo et al., 2020), que
ocorre envolvendo diversos fatores, tais como o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) sendo seu receptor (VEGFR) essencial para o processo (Nieves;
D’amore; Bryan, 2009a).

Além disso, o desenvolvimento do tumor e o processo de metastase do cancer
ocorrem concomitantemente com o processo de neovascularizacdo (Giatromanolaki;
Sivridis; Koukourakis, 2006). Que, quando em condicdes fisioldgicas, o processo de
angiogénese ocorre de maneira controlada, porém em casos de céncer, ele se
encontra desregulado para suprir a demanda de crescimento das células tumorais
(Huang et al., 2019). Por isso, destaca-se a importancia de tratamentos que

compreendam o uso de farmacos capazes de impedir o crescimento de novos vasos
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sanguineos, atraveés da ligacao aos fatores VEGF circulantes (Duda et al., 2007; Sia
et al., 2014a).

Dessa forma, o BVZ, que € um anticorpo monoclonal humanizado, com
atividade anti — VEGF-A, aprovado para tratamento de CCR em 2004 pela FDA (do
Inglés, Food and Drug Administration) para quimioterapia intravenosa em tratamento
de CCR (Maloney et al., 2021). E, que possui atividade antiangiogénica, € um farmaco
bastante utilizado em diversos tipos de canceres, tais como cervical, colorretal,
glioblastoma, pulméo de células ndo escamosas, ovario, células renais metastaticas
e carcinoma hepatocelular (Sia et al., 2014b).

Seu mecanismo de acdo consiste em capturar o fator de crescimento vascular
endotelial A (VEGF-A) da circulacdo sanguinea e impedir a ligacdo do fator VEGF-A
aos receptores VEGFR-1 e VGFR-2, presente na superficie das células endoteliais.
De maneira que ele é capaz de agir inibindo a angiogénese fisioldégica e tumoral,
acarretando na inibicdo do crescimento de células tumorais e da metastase do tumor
(Papachristos et al., 2020).

Além disso, o BVZ pode ser utilizado como imunomodulador, o que o torna
interessante para o tratamento de outros tipos de cancer além do CCR (Garcia et al.,
2020). O efeito imunomodulatério do BVZ esté correlacionado a sua capacidade de
inibicdo da via VEGF (Chen; Hurwitz, 2018), uma vez que a via do VEGF atua inibindo
a diferenciacdo e maturacdo de precursores de células dendriticas (Elamin et al.,
2015). Adicionalmente, ele pode ser utilizado em terapia combinada com outros
agentes quimioterapicos, aumentando a sobrevida dos pacientes em relacdo a
monoterapia de alguns quimioterapicos (Ron et al., 2020).

No entanto, o BVZ produz alguns efeitos indesejaveis, como a hipertensao,
eventos tromboembdlicos, proteindria, insuficiéncia cardiaca congestiva, hemorragia
e perfuracdo gastrointestinal. Sendo que o efeito adverso mais comum € a hipertenséo
(Chellappan et al., 2018). Além disso, o0 BVZ possui algumas caracteristicas que
dificultam sua administracéo por via oral, como sua composicdo proteica e alto peso
molecular, dificultando sua transposicdo em membranas biolégicas e aumentando
suas chances de degradacdo através da hidrolise pelas proteases do trato
gastrotintestinal (TGI) (Feng et al., 2021).

O organismo possui barreiras fisiologicas para a prote¢do dos 6rgaos e células,
tais como o mecanismo de bomba E-fluxo, encontrado na regido intestinal, como um

dos principais responsaveis pela resisténcia terapéutica; 0 muco que esta presente na
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regido do TGI e a barreira hematoencefalica, que protege o cérebro de agente
patbgenos. Com isso, muitos farmacos ndo conseguem atravessar as barreiras
bioldgicas e, consequentemente, ndo conseguem atingir seu sitio de acéo e a eficacia
desejada (Choudhury et al., 2019).

Por outro lado, a nanotecnologia tem fornecido ferramentas valiosas capazes
de otimizar a acao local, como estratégias para aumentar o acimulo de farmaco nos
tecidos tumorais. Em especial, sistemas nanoestruturados possuem a vantagem do
acumulo no microambiente tumoral através do efeito de retencdo e permeabilidade
(EPR) (Tiwaril et al., 2020).

Portanto, o desenvolvimento de um sistema nanoparticulado que seja capaz de
melhorar a estabilidade ou ainda proporcionar a entrega do farmaco no local de acdo
tem se tornado uma opc¢do bastante promissora para o tratamento de diversas
doencas, tais como cancer (Thakkar et al., 2020).

Para o desenvolvimento de nanossistemas administrados pela via oral é
necessario considerar as alteracdes de pH, as enzimas e tempo de transito do
farmaco ao longo do TGI e a barreira de muco, que tem a funcdo de protecdo das
células da mucosa, dentre os fatores que podem desencadear a liberacao precoce do
farmaco (Tiwari et al., 2020).

Dentre as nanoparticulas utilizadas como sistemas de liberagédo de farmacos,
atualmente, as nanoparticulas poliméricas (NPs) estdo ganhando destaque para o
tratamento e diagnéstico de cancer, por possibilitarem a utilizacdo de polimeros
naturais (Choudhury et al., 2019). Através do desenvolvimento de NPs é possivel que
o farmaco atinja o alvo com uma maior eficacia, seguranca, diminuindo os efeitos
colaterais e toxicidade (George; Shah; Shrivastav, 2019).

Neste trabalho, foram utilizados polimeros naturais, principalmente por sua
biocompatibilidade (Moritz; Geszke-Moritz, 2015). Os polimeros naturais estédo
ganhando cada vez mais espaco para a nanomedicina, pois eles sdo seguros,
estaveis, atoxicos, hidrofilicos, biodegradaveis e de custo acessivel (Boni et al.,
2018b).

A quitosana (QS) é, desde 1970, um polimero que se encontra envolvido nas
pesquisas para o desenvolvimento de sistemas de liberagcéo de farmacos devido suas
caracteristicas tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade e baixa

imunogenicidade (Zhang et al., 2019). O polissacarideo natural, catidnico e hidrofilico,
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€ obtido através da hidrdlise alcalina da quitina, e possui capacidade mucoadesiva
(Rizeq et al., 2019).

O acido hialurénico (AH) € um polissacarideo natural, encontrado na matriz
extracelular, potencialmente, utilizado por sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade (Tian et al., 2019). Sua estrutura quimica consiste em repetidas
unidades de N-acetilglicosamina e glucurbnico dissacarideo (Shad et al., 2020).
Segundo alguns estudos, a funcionalidade do AH muda de acordo com 0 seu peso
molecular. Quando se encontra com baixo peso molecular (< 20kDa), ele possui
caracteristica pro-inflamatéria. Com peso molecular intermediario (100 — 300 kDa)
apresenta caracteristicas de regeneracdo tecidual e quando se encontra com alto
peso molecular (> 1000kDa) ele apresenta caracteristicas de imunossupressor e
atividade antinflamatéria (Kim et al., 2019). Além disso, o AH possui capacidade de
se ligar ao receptor CD44, que se encontra superexpresso em alguns microambientes
tumorais (Mansoori et al., 2020).

O ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP) é um derivado da celulose,
amplamente utilizado pela industria farmacéutica como revestimento entérico (De
souza et al., 2020). Ele ainda possui a capacidade de formar complexos
polieletroliticos com polimeros catibnicos proporcionando gastroresisténcia e
modulacdo na permeabilidade intestinal (Boni et al., 2018).

A escolha dos polimeros para o desenvolvimento das nanoparticulas
poliméricas depende de suas propriedades especificas e do perfil alvo pretendido. O
delineamento racional de sistemas agrega importantes atributos, tais como
capacidade de transporte por capilares e veias de baixo calibre, bem como de permear
facilmente as membranas biologicas. Além disso, o tamanho na escala nanométrica
e a compartimentalizacdo do farmaco em ambiente restrito favorece, a ocorréncia de
interacdes dinamicas e de elevada especificidade na nanobiointerface. Dessa
maneira, pode-se notar uma correlagéo entre a composicao polimérica das NPs e sua
acao no ambiente tumoral (Yusuf et al., 2023).

Com base no exposto, neste trabalho, o desenvolvimento de nanoparticulas
poliméricas orais, baseadas em QS, AH e HP, representa uma estratégica promissora
para a administracdo do BVZ. A escolha dos polimeros foi realizada de acordo com a
performance biolégica que se pretende alcancar com o desenvolvimento de NPs. Os
polimeros foram escolhidos por poderem propiciar um maior tempo de permanéncia

no local de acéo, ligacdo a receptores intestinais e tumorais superexpressos no
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ambiente tumoral. Tais atributos foram considerados essenciais para alcancar um
sistema de liberacdo efetivo com capacidade de demonstrar interagdo com as

moléculas de mucina e atividade antiantiogénica.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Cancer

O céancer é considerado o maior problema de saude publica do mundo (Siegel
Mph et al., 2023), definido como um crescimento descontrolado de células humanas
qgue podem invadir ou se espalhar por outras partes do corpo. Esse crescimento
exacerbado de células é decorrente de um erro que ocorre na replicacdo do DNA
acarretando uma mutacao genética, resultando no surgimento de tumores (Graha;
Sottoriva, 2017).

Sendo assim, ele é considerado uma doenca complexa, que pode ser
desencadeada ou ndo através de agentes externos, possui diferentes formas de
desenvolvimento e uma composicao celular heterogénea (Hausman, 2019). Embora
0 cancer seja bastante conhecido e venha sendo pesquisado a anos, ha uma grande
dificuldade na obtencdo de terapias efetivas para seu tratamento, devido a sua
heterogeneidade celular (Zaimy et al., 2017).

O céncer, ou neoplasia maligna, é a segunda causa de morte no mundo, sendo
que o cancer de pulmao, préstata, colorretal, estdtmago e figado estéo entre os tipos
mais comuns de cancer em homens e o cancer de mama, colorretal, pulméo, cervical

e tireoide os mais comuns em mulheres (“Cancer”, 2022).

2.1.1. Aspectos epidemioldgicos do cancer colorretal

De acordo com o GLOBOCAN 2020, a estimativa é de que 10% dos novos
casos diagnosticados de cancer em 2020 seja CCR, colocando-o na posi¢céao de 3°
tipo de cancer mais comum diagnosticado em todo o mundo. Além de ser responsavel
pela segunda causa de morte global entre os tipos de canceres, totalizando 9,4% dos
tipos de causa de morte (Union for Interacional Cancer Control, 2020), como

demonstrado na Figura 1.
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Figura 1 - Estatistica global de cancer
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2.1.2. Desenvolvimento do cancer colorretal

O CCR é definido como o cancer que se desenvolve no intestino grosso e reto,
podendo ser denominado de cancer de célon ou cancer de reto, de acordo com a
regido a qual se iniciou seu desenvolvimento (GOVERNMENT OF CANADA, 2023).

Dentre os diferentes tipos de CCR, no mundo, existem dois tipos que sao
predominantes: o adeno carcinoma comum, que representa 70 - 90 % dos tipos de
CCR e a neoplasia serrilhada (polipos colorretais hiperplasicos, podendo estar
associados a adenomas sesseis), que representa 10 - 20 % dos tipos de CCR (Dekker
et al., 2019). A origem do CCR pode ser: hereditaria, familiar ou esporadica. Sendo
gue quando de origem hereditaria, ele pode se desenvolver de duas formas: polipos
adenomatosos familiares e ndo polipomatosos (Sindrome de Lynch) (Eng et al., 2022).

O processo de carcinogénese do CCR pode ocorrer de duas maneiras: através
de modificagBes genéticas que ocorrem nos genes supressores de tumor e/ou através
de modificacBes epigenéticas nos genes que sao responsaveis pela estabilidade
genética (Weitz et al., 2005). Essas modificacdes genéticas e epigenéticas déao origem
a células tronco, que séo responsaveis por inativar os genes de supressao tumoral e
ativar os oncogenes (Dekker et al., 2019).

Dessa forma, essas células tronco acarretam o crescimento de um tecido
endotelial anormal e, consequentemente, no desenvolvimento de poélipos, que séo
precursores para o desenvolvimento da neoplasia (Colorectal Cancer, 2019; Haydon;
Jass, 2002).
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Geralmente, o desenvolvimento do CCR ocorre de maneira lenta e sem a
presenca de sintomas. Os primeiros sintomas sdo notados quando o tumor ja
apresenta um tamanho grande, acarretando o impedimento da passagem de fezes,
causando coOlicas e dores abdominais, e outras vezes, com 0 aparecimento de sangue
nas fezes devido ao movimento peristaltico do intestino (Simon, 2016), como
demonstrado na Figura 2.

Figura 2 - Esquema representativo de desenvolvimento do CCR
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Fonte: Adaptado de Government of Canada (2023)

Os fatores de risco associados a incidéncia do desenvolvimento do CCR podem
estar correlacionados com a idade, estilo de vida (sedentarismo, tabagismo, uso
excessivo de alcool), etnia (americanos, africanos e Judeus do leste europeu com
maior incidéncia de casos), desenvolvimento de doencas inflamatérias intestinais,

além dos casos hereditarios (Weitz et al., 2005).

1.1.1. Angiogénese tumoral

7

A angiogénese é um processo fisioldgico natural que ocorre quando séo
liberados fatores pro-angiogénicos, tais como: fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator 2 de crescimento fibroblastico (FGF-2) e o fator de crescimento derivado
de plaqueta (PDGF), para a formagdo de novos vasos sanguineos a partir de
estruturas capilares ja existentes. O VEGF possui capacidade de aumentar a

permeabilidade vascular e recrutar células endoteliais. O FGF-2 possui funcdo de
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ativar a proliferacdo e migracdo endotelial celular e, por fim, o PDGF estimula a
estabilidade vascular (Bai et al., 2018) (Figura 3).

Figura 3 - Processo de angiogénese em microambiente tumoral
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Fonte: Adapatado de Tocris Bioscience (2023)

No entanto, no microambiente tumoral ocorre uma producdo desregulada de
fatores pré angiogénicos, acarretando o crescimento exacerbado de novos vasos
sanguineos essenciais a fim de garantir o aporte nutricional para o crescimento das
novas células tumorais. Sendo assim, através de diferentes mecanismos de
sinalizagfes intra e extracelulares ocorre o desenvolvimento das células tumorais, o
processo de invasao tumoral nos tecidos adjacentes e, por fim, a metastase tumoral.
Além das mudancas nas propriedades mecanicas dos tecidos que podem auxiliar no
desenvolvimento da doenca (Shen et al., 2020).

Neste contexto, um dos fatores mais importantes e liberados sdo os VEGF,
principalmente o VEGF - A, sendo considerado a chave para o desenvolvimento da
angiogénese tumoral, acarretando um aumento da permeabilidade vascular,
induzindo a proliferacdo e migracdo das células endoteliais e, a expressdo de
moléculas de adesdo, com efeito mitogénico (Garcia et al., 2020; Lombardil et al.,
2022).
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A partir disso novos vasos sanguineos sao gerados apresentando um epitélio
irregular e desorganizado, com uma capacidade de permeabilidade maior e baixa
perfusdo comparado aos vasos sanguineos sadios (Treps; Ager; Hida, 2022).

Além do formato irregular da vasculatura tumoral, sdo notadas protuberancias
anormais e diminuicdo do transporte de nutrientes e da atividade de remocéo de
residuos através do sistema linfatico. Acarretando o transporte inadequado de
oxigénio e gerando um microambiente de hipoxia (Jain; Chauhan; Duda, 2013).

Ainda, ocorrem adaptacdes metabdlicas decorrentes da diminuicdo do oxigénio
no microambiente tumoral. De maneira que, na escassez de oxigénio, as células
passam a optar pela via glicolitica para a producdo de adenosina trifosfato (ATP), um
fenbmeno conhecido como Efeito Warburg, gerando como subproduto deste
metabolismo o lactato e outros metabdlitos que estdo diretamente relacionados com
0 crescimento, proliferacdo e adesdo celular (Liberi; Locasale, 2016; Paredes;
Williams; San Martin, 2021; Pascale et al.,2020).

Diferentemente, das células normais, as células tumorais optam pela geracao
de energia através de via glicolitica anaerdbica, transformando glicose e glutamina em
acido lactico, devido a um rapido fornecimento energético, enquanto as células
saudaveis optam pela via de fosforilacdo oxidativa e ciclo de Krebs para geracéo de
energia. Embora esse fenbmeno seja estimulado em ambiente com hipoxia, ele
ocorre, independentemente da presenca de oxigénio no microambiente (Liberti;
Locasale, 2016).

2.2. Tratamentos

O tratamento para o CCR ¢ indicado de acordo com o estagio que a doenca se
encontra no momento do diagnéstico. Ele pode variar entre a cirurgia, quando em
estagio inicial para resseccdo do local acometido ou tratamento quimioterapicos e
radioterapia, que podem variar entre diferentes classes terapéuticas como
monoterapia ou terapia combinada.

A primeira linha de tratamento quimioterapico para CCR metastatico € baseada
no 5-fluoruracila em combinacgdes, tais como 5-fluoruracila + leucoverina + oxaplatina
+ irrinotecan e leucoverina + 5 fluoruracila + oxiplatina (Liu et al., 2022). Ainda ha a
terapia génica, onde podem ser administrados novos genes, através de vetores, tais

com virus (administracdo local de pmiRNAK-Ras; DNA complexado em
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nanoparticulas, dentre outros), a fim de aumentar a eficacia terapéutica (Hasbullah;
Musa, 2021; Zwacka; Dunlop, 1998).

O tratamento quimioterapico de fluoruracila (5-FU) é o de primeira escolha no
tratamento de CCR, porém ele apresenta baixa efetividade e seletividade, além de
toxicidade e resisténcia (Alzahrani et al., 2023). O seu mecanismo de acao é baseado
na interrupgéo do ciclo de replicagdo do RNA e DNA baseado no metabolismo do
acido félico (Pardini et al., 2011). Dessa maneira, a combinacdo do 5-FU com
farmacos como oxiplatina, irrinotecan dentre outros, séo utilizadas como tentativa para
aumentar a atividade antitumoral e superar a resisténcia.

Porém, quando a doenca se encontra em estado mais avancados podem ser
utilizados outros farmacos adjuvantes no tratamento, como o bevacizumabe,
cetuximabe, dentre outros, que sdo alguns dos farmacos que agem na inibicdo dos
fatores de crescimentos celulares (Chandran et al., 2017). Sendo assim, dentre as
alternativas utilizadas, o BVZ é um dos farmacos utilizado em CCR metastatico
(Habeeb et al., 2023; Pabon; Babiker, 2022).

2.2.1. Bevacizumabe (BVZ)

O BVZ é um anticorpo monoclonal recombinante humanizado, do anticorpo
monoclonal murino (MuMAB A4.6.1 - do Inglés, Murine Monoclonal Antibody A4.6.1)
com a imunoglobulina humana G1 (IgG1) (Figura 4). O BVZ é composto por 4 ligacdes
peptidicas, consistindo em duas cadeias leves e duas cadeias pesadas, contendo o
peso molecular de 149 kDa (Fillipo et al., 2021).

Figura 4 - Estrutura proteica do bevacizumabe
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Através da inibicdo do VEGF, o BVZ é capaz de impedir a ativacdo dos
receptores de tirosina quinase: VEGFR1 e VEGFR2 presentes nas células endoteliais
(Figura 5) (Oliva; Llabrés;Farind, 2015). Dessa forma, o efeito antitumoral atribuido
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ao BVZ é principalmente devido a inibicdo dos receptores VEGF acarretando a

diminuicdo do crescimento de vasos sanguineos e impedindo o suplemento de

oxigénio e nutrientes para o desenvolvimento tumoral (Li; Kroetz, 2018).

Figura 5 - Esquema do mecanismo de agdo do bevacizumabe
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Fonte: Adaptado de BIORENDER (2023).

Embora o BVZ seja promissor e se encontre aprovado pela FDA desde 2004,

ele possui algumas limitacdes. Quando administrado por via oral, a sua estrutura

proteica pode estar sujeita a degradacdo devido as proteases e gradiente de pH

presentes ao longo do TGl (Tabela 1), limitando sua administracdo para a via

parenteral (Zhu et al., 2021).

Tabela 1 - Diferentes gradientes de pH e enzimas presentes no TGl.

TGI pH Enzimas
Estomago 15-35 Pepsina
Duodeno 5.0-6.0 Tripsina,

Jejuino e ileo 7.0-8.0 quimiotripsina,
Colén 6.0-80 carboxipeptidase

e elastase

Fonte: Autoria propria.
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Devido a necessidade de administracdo de altas doses, sua lenta taxa de
eliminacgdo e tempo de meia vida de 14 a 21 dias, podem resultar em um aumento dos
niveis séricos de BVZ, o que pode ainda desencadear alguns efeitos adversos tais
como proteindria, hipertensao, eventos tromboembdlicos, perfuracdo gastrointestinal
e hemorragia (Alves et al., 2021; Luis de Redin et al., 2020; Wang et al., 2004a).

Sendo assim, a busca por tecnologias que sejam capazes de impedir a
degradacdo, aumentar a estabilidade do principio ativo, alcancar uma liberacao
controlada, diminuir os efeitos colaterais e, consequentemente, aumentar a adeséo e
proporcionar uma maior qualidade de vida aos pacientes acometidos pelo CCR tem
aumentado nos ultimos anos (Ferreira et al., 2020a).

Atualmente, dentre as tecnologias propostas para aprimoramento de farmacos,
a nanotecnologia tem demonstrado ser uma ferramenta bastante promissora,
especialmente quando utilizadas para terapias antitumorais (Cheng et al., 2021b; Fan
et al., 2023; Gavas; Quazi; Karpinski, 2021).

2.3. Sistemas de administracao oral

A administracdo oral é considerada uma forte alternativa a administracao
intravenosa, pois possibilita um aumento da flexibilidade e adaptabilidade da dose ao
paciente, com base nas respostas de eficicia e toxicidade. Além disso, ndo exige uma
demanda de procedimentos especificos exigidos para administracdo intravenosa, tais
como profissionais de saude altamente qualificados e centro de internacdo. Como
consequéncia, as formulac¢des orais podem aumentar o nimero de pacientes tratados
e reduzir o nimero de pacientes em hospitais e clinicas, o que significa uma reducéo
de custos para o sistema de saude e melhoria na qualidade de vida do paciente
(Pridgen; Alexis; Farokhzad, 2014).

2.4. Nanoparticulas como sistema de liberacdo de farmacos

Através da nanotecnologia é possivel modular o tamanho de particulas e
adicionar caracteristicas desejaveis ao sistema de liberacdo de farmacos através da
selecdo de determinados polimeros em sua composicao (Farokhzad; Langer, 2009;
Hoshyar et al., 2016). Além disso, as propriedades fisico-quimicas e morfologicas de
diferentes nanoestruturas possuem influéncia na interagdo com as células alvo, assim

como determinam a sua rota de eliminacao e possiveis efeitos (Severino et al., 2019).
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De uma maneira geral, sdo consideradas nanoparticulas, as particulas que
possuem seu tamanho delimitado entre 1 a 1000 nm, sendo elas orgénicas ou
inorgéanicas (Zielinska et al., 2020).

O desenvolvimento e organizacdo das NPs podem ocorrer através de duas
formas distintas: sistema matricial e sistema reservatério. O sistema matricial é
composto pelo principio ativo farmacéutico distribuido de maneira homogénea pela
matriz polimérica e o sistema reservatorio € composto por um nucleo contendo o
insumo farmacéutico ativo revestido por uma camada polimérica (Yuan et al., 2019),

como demonstrado na Figura 6.

Figura 6 - Esquema representativo de sistemas poliméricas

SISTEMAS POLIMERICOS

FARMACO NUCLEO CAMADA DE FARMACO MATRIZ POLIMERICA
REVESTIMENTO

SISTEMA RESERVATORIO SISTEMA MATRICIAL

Fonte: Autoria propria.

Dado isso, nos ultimos anos, estdo sendo realizadas inUmeras pesquisas no
desenvolvimento e compreenséao de sistemas nanoparticulados para fins terapéuticos,
a fim de alcancar a medicina personalizada (Alghamdi et al., 2022; Van der Meel et
al., 2019; Zhang; Gao; Bao, 2015).

2.4.1. Nanoparticulas poliméricas mucoadesivas

A mucoadeséo é definida como a capacidade que um material possui de se
aderir a0 muco por um periodo. Esse fenbmeno pode aumentar a capacidade de
penetracdo do farmaco na circulacdo sistémica. A mucoadesdo ocorre em diferentes

etapas:
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1) Contato: contato intimo entre o material mucoadesivo e a mucosa

2) Dado isso, nos ultimos anos, estdo sendo realizadas inUmeras pesquisas no
desenvolvimento e compreenséao de sistemas nanoparticulados para fins terapéuticos,
a fim de alcancar a medicina personalizada (Alghamdi et al., 2022; Van der Meel et
al., 2019; Zhang; Gao; Bao, 2015).

A interacdo entre as nanoparticulas poliméricas com propriedades
mucoadesivas administradas pela via oral e 0 muco pode ocorrer de duas diferentes
maneiras:
muco-penetragdo: difusdo das NPs através do muco e interacdo com as células
epiteliais, permitindo a penetragéo através da barreira de muco;
mucoadesdo: aumento do tempo de residéncia no local de acao, da interacdo de
biomateriais mucoadesivos com as moléculas do muco, acarretando um maior tempo
de retencdo do farmaco no local de acdo (Pridgen; Alexis;Farokhzad, 2015).
muco-modulagéo: capacidade que um sistema possui em modular as propriedades
na interface sistema/muco, modificando o potencial de interacdo do sistema com a
MUC (Nordgard; Draget, 2018).

No entanto, alguns fatores, intrinsecos e externos, podem alterar o fenébmeno
da mucoadesdo. Os fatores intrinsecos estéo relacionados com as caracteristicas
estruturais, dos polimeros utilizados na sintese das NPs. Os fatores externos séo
considerados estimulos gerados pelo ambiente fisiologico que podem alterar as
propriedades mucoadesivas (Dodou; Breedveld; Wieringa, 2005).

Dessa forma, a escolha dos polimeros deve ser delineada para que seja

possivel modular as caracteristicas desejaveis ao sistema.
2.5. Métodos para desenvolvimento de NPs

Existem diferentes métodos para o desenvolvimento de nanoparticulas, que
séo classificados como bottom up e top down, que se baseiam na construcao atraves
de adicdo de atomos ou na diminuicdo do tamanho de particulas (microparticulas [J
nanoparticulas), respectivamente (Figura 7). Dentre esses métodos, estao:
coprecipitacdo, microemulsdo, ultrassom, microondas, ablacdo por laser, sol-gel,
sintese biologica, sintese padréo, precipitacédo, dentre outros (Abid et al., 2022; Harish
et al., 2022; Rane et al., 2018).



30

Figura 7 - Métodos de producéo de NPs
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Fonte: Adaptado de Abid e colaboradores (2022)

2.5.1. Complexacdao polieletrolitica

O método de escolha para o desenvolvimento das NPs do presente trabalho é
o de complexacao polieletrolitica, classificado como método bottom-up.

A complexacéo polieletrolitica é explorada desde 1930. Porém, atualmente, ela
tem ganhado importancia na area de desenvolvimento de NPs, pois permite a
formacdo de complexos a partir de polimeros naturais, que sao de grande interesse
devido a baixa toxicidade, seguranca, biodegrabilidade e estabilidade (Kulkarni et al.,
2016; Taber; Umerska, 2015).

Os polieletrdlitos, quando dissolvidos em meio aquoso, podem apresentar-se

na forma neutra, ionizados positivamente ou negativamente. Sendo assim, 0s


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0001868621002384
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0001868621002384
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complexos eletroliticos (CPes) - sdo formados a partir da mistura de solugbes aquosas
contendo cargas opostas (Srivatava; Tirrell, 2016).

O pH do meio, temperatura, propor¢cdes poliméricas, peso molecular dos
polimeros, grau de ionizacdo dos polimeros, forca ibnica e densidade de carga
polimérica podem influenciar formacéo dos CPes (Sarika; James, 2016).

De maneira que, a formacgao desses complexos ocorre em trés etapas (Figura
8) ocasionadas pelo aumento da entropia, acarretada pela liberacdo de contraions
(ions que acompanham a espécie idnica e sdo responsaveis por manter a neutralidade
elétrica) de baixo peso molecular. Esses processos séo:

Complexo primério: formacdo imediata, ap6s a mistura de dispersdes que
contenham cargas opostas direcionadas através de forcas de ligacao;

Intra complexos: formacado intermediaria de complexos, que ocorre 1 a 2 h apdos o
inicio da agitacdo, ao qual, sdo formadas novas ligac6es eletrostaticas ou ocorrem
alteracdes nas cadeias poliméricas.

Intercomplexo/agregacao: Esse processo envolve a formacdo de complexos
intermediarios, principalmente através de ligacGes hidrofébicas. No entanto, o
fendbmeno de agregacgédo é influenciado por outros fatores, por exemplo, estrutura

polimérica e condicdes de complexacao (Buriuli; Verma, 2017; Meka et al., 2017).

Figura 8 - Esquema representativo da formacé@o de complexos polieletroliticos.
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Fonte: Adaptado de Kulkarni e colaboradores (2016)
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Uma grande vantagem do desenvolvimento de NPs a partir da formagéo de
CPes, comparado a outros métodos de desenvolvimento, € a sintese ndo exigir a
utilizacdo de solventes organicos, o baixo custo de producdo e sua facil

reprodutibilidade.
2.6. Biopolimeros

Os biopolimeros sdo muitos importantes na area da medicina pois normalmente
séo biodegradaveis, biocompativeis e ndo apresentam toxicidade (Singh; Shitiz;Singh,
2017).

O uso desses polimeros como nanocarreadores é especialmente atrativo, pois
eles podem ser utilizados sob condi¢cdes especificas, em locais especificos e sob

condicdes fisioldgicas estabelecidas (Karlsson; Vaughan; Green, 2018).

2.6.1. Acido hialurénico

O &cido hialurénico (AH) (Figura 9) € utilizado nos campos de medicina,
alimentos, cosméticos e cuidados com a saude, devido as suas caracteristicas de
nao-imunogenicidade, biocompatibilidade e viscosidade. Além disso, ele pode
desempenhar diferentes funcdes de acordo com o seu peso molecular (Qiu et al.,
2021; Sato et al., 2022). Ele é encontrado nos tecidos conjuntivos, se ligando
principalmente aos receptores de superficie celular CD44 (molécula transmembrana
de adesdao celular) (Sato et al., 2022). Dado isso e o fato de as células tumorais de
intestino apresentarem uma superexpressdo dos receptores CD44, ele pode ser
utilizado para vetorizar a entrega do farmaco no local de acéo.

E um polimero natural, hidrofilico, que possui em sua estrutura
heteropolissacarideos glicoaminosicanos, sendo composto por ligacGes
dissacarideas de D-glucurdnico e N-acetil-D-glicosamina, alternando em ligacdes
glicosidicas B-1,3 and (-1,4 (Marinho; Nunes; Reis, 2021). O grupo D-glucurdnico
presente na estrutura do AH Ihe confere caracteristica acida em meio aquoso em
determinados pHSs, possibilitando a formacdo de CPes com polimeros catiénicos (Le
et al., 2021).
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Figura 9 - Estrutura quimica do &cido hialurénico
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Fonte: The Cosmetic Chemistry (2023).

Sua degradacdo no intestino se d4 através das enzimas hialuronidases (Dos
Santos et al., 2021a). Além disso, o0 AH possui em sua estrutura grupos polares e
apolares, que dao a ele a capacidade de interagir com diferentes grupos quimicos;
podendo formar, por exemplo, ligacées de hidrogénio, que déo a ele, caracteristicas

de rigidez a cadeia polimérica (Snetkov et al., 2020).

2.6.2. Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose

O Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HP) é um &cido ester ftldlico de
hidroxipropilmetilcelulose, com caracteristica anidénica (Martins; Santos, 2020; Nogami
et al., 2021) (Figura 10).

E um polimero que possui a capacidade de proteger o farmaco ou principio
ativo da degradacado do estbmago e possiveis efeitos adversos no estbmago, assim
como modular a permeabilidade celular (Boni et al., 2018; Chung et al., 2014). De
ampla utilizacdo na industria farmacéutica como revestimento entérico devido a sua

capacidade de ndo se degradar em pH &cido, abaixo de 5.3 (Bang et al., 2014).

Figura 10 - Estrutura quimica do ftalato de hidroxipropilmetilcelulose

Fonte: Pedreiro (2012)
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2.6.3. Quitosana

A quitosana (QS) (Figura 11) é um polimero natural, biodegradavel e néao-
toxico que possui atividade antimicrobiana, antioxidante, anticancerigena e anti-
inflamatoria (Yang et al., 2023). A QS € obtida através da hidrdlise alcalina da quitina,
composto que faz parte da estrutura do esqueleto de crustaceos e paredes celulares
de fungos (Zhang et al., 2023).

Ela é um polimero catiénico, que possui ligacdes beta - D - glucosamina em
sua estrutura e propriedades que permitem o desenvolvimento de estruturas com
multicamadas ou complexos eletrostaticos com polimeros anidnicos. Além disso, a
massa molecular da QS e o seu grau de desacetilacéo interfere diretamente em sua
atividade biolégica (Abd El-Hack et al., 2020).

Sua carga positiva € decorrente da presenca de muitos grupos aminos em sua
estrutura, que podem se ligar a moléculas acidas e polissacarideos (Tang et al., 2023).
A quitosana possui solubilidade em meio &cido, devido a protonacgéo dos grupamentos
amino presentes em sua estrutura. Quando em meio acido, prétons se ligam ao redor
dos grupos amino (NH2) e formam cargas positivas (NH3). O grau de protonacao se
encontra diretamente relacionado ao nimero de grupamentos amino presentes na
molécula de quitosana (Wani; Pandith; Sheikh, 2021).

Figura 11 - Estrutura quimica do quitosana

N\ |

| n

Fonte: Adaptada de Macedo (2022)

A QS sofre a acdo de lisoenzimas e enzimas colonicas (glucoronidases e
glicosidades) (Dos Santos et al., 2021a). As fungdes da QS variam de acordo com sua
massa molecular e grau de desacetilacdo (Ferreira et al., 2020b) e sua classificacao
é realizada de acordo com seu peso molecular, que pode variar de 50 a 2000 KDa,
sendo classificado como QS de baixo, médio e alto peso molecular (Dos Santos et al.,
2022).
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2.7. MUCO e mucina

O muco consiste em uma camada de hidrogel que reveste as superficies de
mucosa do corpo. Ele é produzido por células de Globet ou células epiteliais
especializadas, possuindo em sua composicdo agua, mucina, lipideos, eletrdlitos,
proteinas e detritos celulares (Cheng et al., 2021a). Sua fungéo é lubrificar e proteger
as células contra patdgenos e estresse fisico. De acordo com isso, ele reveste todo o0
TGl, cavidade nasal e trato urogenital (Mcshane et al., 2021).

A mucina (MUC) é o principal componente do muco. Ela € uma glicoproteina,
formada através de ligacdes O-oligassacarideos e N-oligassacarideos, que possui em
sua estrutura grupos de treonina, serina e prolina na regido central, além das regides
de cisteina que sd@o as responsaveis pelas ligacdes mucina-mucina, através de
ligacdes de bissulfeto (Carlson; Lock; Carrier, 2018).

A MUC possui carga negativa resultante dos grupos carboxilatos e sulfatos
presentes em sua estrutura proteica, que se ionizam na presenca de pHs éacidos,
comumente encontrados em microambientes tumorais. A MUC pode realizar
interacbes ndo covalentes (interacOes eletrostaticas, hidrofébicas e ligacbes de
hidrogénio) e ligacdes covalentes (ligacbes dissulfitos) com outras moléculas de MUC
ou demais componentes do meio fisiol6gico (Carlson; Lock; Carrier, 2018).

Existem diferentes classes de MUC, sendo que a MUC2 é o principal tipo de
MUC e esta presente nas duas camadas de muco que revestem o intestino. A camada
externa normalmente € mais fina e a camada interna é mais densa. Em situacdes em
que ocorrem a perda de MUC2 é desenvolvido um microambiente no qual podem
ocorrem respostas inflamatorias na superficie epitelial (Kufe, 2009). O muco possui
diferentes espessuras e func¢des de acordo com o local em que se encontra e sua
composicdo de MUC.

Considerando que o intestino é revestido por muco e a mucina € o principal
componente do muco, os estudos que levam em consideracao a interacdo das NPs
com a MUC, podem demonstrar uma abordagem biorrelevante para compreensao do

comportamento mucoadesivo de sistemas de liberacdo de farmacos.
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3. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver, otimizar e avaliar a atividade
muco moduladora e antiangiogénica de nanoparticulas poliméricas baseadas em
acido  hialurbnico, ftalato de  hidroxipropilmetilcelulose e  quitosana

compartimentalizando o farmaco BVZ para potencial tratamento de cancer colorretal.

3.1. Objetivos especificos

- Desenvolvimento, otimizacdo e caracterizacdo de sistemas nanoestruturados
baseados em QS, AH e HP contendo o BVZ;
- Avaliacdo in vitro da interacdo das NPs e polimeros isolados com a mucina;

- Avaliacdo da influéncia do BVZ na formacao das NPs

Avaliacdo da liberagéo in vitro do farmaco;

Avaliacao in vitro da viabilidade celular das NPF17 e NPF17_BVZ nas linhagens
celulares - RKO e HUVEC;

- Avaliacdo do efeito antiangiogénico do BVZ incorporados em nanoparticulas
baseadas em QS, AH e HP (NPF17_BVZ) empregando modelo da membrana
corioalantéica do embrido de galinha (CAM).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAIS

4.1.1. Principais matérias-primas e reagentes

- Quitosana de baixo peso molecular (grau de desacetilacao de 90%, Sigma Aldrich®)
— Mw: ~120 KDa,;

Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (Shin-Etsu®) — Mw: ~75 KDa;

Hialuronato de sddio (ViaFarma) — Mw: ~1000KDa;

Bevacizumabe (Avastin - Roche®) — Mw: 149 KDa;

Mucina tipo Il (Sigma-Aldrich®);

Acido cloridrico- teor 37% (Qhemis), acido acético P.A (Qhemis), fosfato de potassio

monobasico (Sigma-Aldrich®), fosfato de potassio dibasico (Sigma-Aldrich®) e
hidréxido de sédio (Grupo Quimica®).

4.1.2. Cultura celular

Linhagem celular RKO (ATCC — American Type Culture Collection);

Linhagem celular HUVEC fornecido pelo Professor Doutor Bruno Sarmento (i3S —
Porto, Portugal);

Meio de cultura M199, suplementado com 10 % de soro bovino fetal, 1% de solugéo
de penicilina-estreptomicina (P/S) — Invitrogen, USA e fatores de crescimento celular:
0,6% EGF, 0,6% FGF, 0,6% VGF, 0,1% hidrocortisona — Endopan 3 (Suplement pack
— PanBiotech®) em meio especial para células endoteliais M199 (P04-07050
PanBiotech®);

Meio de cultura DMEM (do Inglés, Dulbecco’s modified Eagle médium - Gibco)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, do Inglés, Fetal Bovine Serum (FBS)-
(Gibco, Invitrogen — USA) e 1% de solug&o de penicilina- streptomicina (Invitrogen —
USA);

Placa de cultura celular de 96 pocos (Corning, SPC Life Science Co, Ltd.);

4.1.3. Principais equipamentos

Agitador magnético (Global Trade Technology - AMASL);
Balanca analitica (Shimadzu - Marte AUW?220D);
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Peagometro modelo DM-23 — Dividem (Mettler Toledo).
Centrifuga (Spectrafuge- 16M, Labnet);

Analisador de particulas ZetaSizer Nano-ZS (Malvern Instruments) acoplado ao
autotitulador MPT -2;

HPLC AGILENT modelo 1220 Infinity LC (Agilent Technologies); - Incubadora, com

atmosfera controlada (Binder® CB).

4.2. METODOS

4.2.1. Obtencédo das nanoparticulas poliméricas

4.2.1.1. Estudos de pré-formulacéo

O desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas foi realizado com base em
estudos previamente desenvolvidos pelo nosso grupo coordenado pela Professora
Doutora Maria Palmira Daflon Gremi&o, e os dados publicados na literatura (Boni et
al., 2018b; Dos Santos et al., 2021b; Ferreira et al., 2020c).

Levando em consideracédo os estudos desenvolvidos por Boni e colaboradores
(Boni et al., 2018), foi possivel notar um efeito na modulacdo da permeabilidade
celular em NPs que continham HP, comparado a NPs que continham apenas com QS
e AH. Portanto, as formulacdes foram delineadas com o propésito de avaliar o
comportamento do HP frente a permeabilidade nas formula¢cées de QS contendo HP
ou AH, e os trés polimeros (QS, AH e HP).

Para tanto, foram delineadas um total de 17 formulacdes com diferentes
proporcdes de polimeros para a obtencdo das nanoparticulas poliméricas (NPs)
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Composi¢éo das anoparticulas delineadas nos estudos de pré formulacéo
empregadas neste trabalho (NPs)

Nomenclatura  Composigéo Proporgdo (m/m) Concentragdo polimérica (mg/mL)

NPF1 QS:AH 91 0,48
NPF2 QS:AH 7:3 0,23
NPF3 QS:AH 6:4 0,20
NPF4 QS:AH 5:5 0,17
NPF5 QS:AH 1:9 0,11
NPF6 QS:AH 3.7 0,13
NPF7 QS:AH 4:6 0,15
NPF8 QS:HP 91 0,50
NPF9 QS:HP 7:3 0,50
NPF10 QS:HP 6:4 0,50
NPF11 QS:HP 5:5 0,50
NPF12 QS:HP 1:9 0,50
NPF13 QS:HP 37 0,50
NPF14 QS:HP 4:6 0,50
NPF15 QS:AH:HP 2:4:4 0,19
NPF16 QS:AH:HP 8:1:1 0,36
NPF17 QS:AH:HP 5:2,5:2,5 0,25

Fonte: Autoria propria.
4.2.1.2. Desenvolvimento das nanoparticulas poliméricas

4.2.1.2.1. Preparo das dispersdes poliméricas

As dispersdes poliméricas foram preparadas com agitacdo magnética na
concentracéo de quitosana 0,5 mg/mL (QS) em &cido acético 0,2 M, acido hialurdnico
0,1 mg/mL (AH) em hidréxido de sédio 0,1 M e ftalato de hidroxipropilmetilcelulose 0,5
mg/mL (HP) em &gua ultrapurificada MilliQ®.

As solucdes de QS e HP foram produzidas através de agitacdo magnética por
aproximadamente, 8 horas, em temperatura ambiente (25°C) e a solucao de AH foi

deixada em agitacdo por 24 horas devido a sua solubilidade limitada em agua (Harrer
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et al., 2021). ApOs esta etapa, o pH foi ajustado para 6,0 com o auxilio de solucdes de
acido aceético e de hidroxido de sddio, utilizando Peagdmetro, modelo DM-23 (Mettler
Toledo). O critério utilizado para escolha do pH foi a estabilidade funcional e estrutura

do BVZ, que sera, posteriormente, incorporado as NPs (Ferreira et al., 2018a).

4.2.1.2.2. Desenvolvimento das NPs sem o farmaco

O desenvolvimento das NPs sem o farmaco foi realizado através do método da
complexacdo polieletrolitica, considerando a carga residual de cada polimero
(Carvalho et al., 2021). A complexacao polieletrolitica € baseada na formacao de
misturas de polieletrélitos de cargas opostas, sendo um ou mais polianion (s) e um ou
mais policétion (s), de maneira que ocorre uma interacdo espontanea entre eles (De
Morais et al., 2021).

Sendo assim, foram desenvolvidas NPs binarias, combinando os polimeros QS
com AH ou HP e ternarias combinando QS, AH e HP em diferentes proporcées
(Tabela 2). O modo de preparo das mesmas foi baseado em metodologia
desenvolvida por BONI e colaboradores, no qual os sistemas foram desenvolvidos por
CPs e agitacdo constante em rotacdo meédia de 7000 rpm (Boni et al., 2018). A ordem
de adicao variou de acordo com os componentes das formulagdes, nas formulacdes
binarias sempre foi adicionado AH ou HP a solucdo de QS (Figura 12a) e, nas
formulacbes ternarias primeiramente foi adicionada a QS a solucdo de AH e
posteriormente, adicionou-se a solucao de HP (Figura 12b).

ApOs o preparo, as NPs foram analisadas visualmente (analise macroscopica
coloidal) quanto ao fendbmeno de formacao de turbidez, caracteristica esta indicativa
de formacdo de nanoparticulas (Cardoso et al., 2021). Através desta analise, foi
possivel classificar as formula¢cdes como turvas e/ou ligeiramente turvas, limpidas e
com formacdo de agregados macroscopicos (quando ocorre a formacdo de
precipitados) e determinar quais as formulacdes iriam prosseguir nas proximas etapas

do estudo, de acordo com o fendmeno de turbidez.

4.2.1.2.3. Incorporagéo do bevacizumabe (BVZ) as NPs

Apos o desenvolvimento das NPs sem o farmaco, busca de dados literarios e
resultados experimentais obtidos, foi possivel selecionar a concentracdo de 0,500

mg/mL de BVZ para incorporagdo as NPs. (Ugurlu et al., 2019; Luis de Redin et al.,
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2020; Luis de Redin et al., 2019; Lu et al., 2013; Ferreira et al., 2018; Sousa et al.,
2017).

Em etapa posterior a definido da concentracdo adequada de BVZ para
incorporacao as NPs, foi realizada a adicdo de um volume adequado de BVZ, solucéo
comercial de Avastin ®, gota a gota sobre a solugcdo de polidnion presente na
formulacdo (AH ou HP). (Figura 12), sendo que entdo a ordem de adicdo dos
polieletrolitos foi modificada, em relacdo as NPs sem o farmaco, sendo adicionado
BVZ ao polianion e posteriormente adicionado a QS, nas NPs binarias (Figura 12a) e
0 BVZ adicionado ao AH, posteriormente adicionado o HP e por fim, a QS, nas NPs
ternarias (Figura 12b).

Figura 12 - Representacao esquematica do processo de obtencdo das nanoparticulas

binarias (A) e ternaria (B), com e sem a incorpora¢édo do BVZ.
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Fonte: Autoria propria.
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4.2.1.3. Caracterizacdo do diametro hidrodinamico, indice de polidispersibilidade e

potencial zeta das nanoparticulas poliméricas empregando o DLS

A analise por espalhamento de luz dindmica das dispersdes poliméricas, NPs
e do BVZ foram realizadas utilizando equipamento de DLS, (Dynamic Light Scattering
(DLS) - zetasizer Nano series, modelo - Zen 3600 (Malvern), sob a temperatura de
25°C, sem dilui¢des.

Através dessa andlise foi possivel a obtencdo dos valores de diametro
hidrodindmico da particula (tamanho), indice de polidispersibilidade (Pdl) e potencial

zeta (PZ) de cada formulacéo.

4.2.1.3.1. Anélise do diametro médio hidrodinamico e PdI

O didmetro médio hidrodindmico e Pdl das NPs foram determinados através da
técnica de DLS, em equipamento Zetasizer Nano-ZS sob temperatura ambiente
(25°C) e angulo de 173°. Através do movimento browniano é possivel obter uma
relacdo denominada de Stokes-Einstein (Equacao 1), que € medida pelo movimento
aleatorio provocado pelas colisGes entre as particulas. Os dados sobre o tamanho e
Pdl foram obtidos através do Software Zetasizer nano ZS v7.11. Todas as medidas

foram realizadas em triplicata.

_ KT
Dh = 3myD (1)

Em que, Dh é o didmetro hidrodindmico, K a constante de Boltzman, T a temperatura

absoluta, n a viscosidade e D é o coeficiente de difusao.

4.2.1.3.2. Analise do potencial zeta das nanoparticulas poliméricas

O PZ das dispersbes de nanoparticulas foi obtido pela equacdo de
Smoluchwski (Equacgéo 2) através da mobilidade eletroforética de particulas, em
analisador de particulas Zetasizer Nano-ZS, em temperatura ambiente (25°C) e
angulo de 173°. Os dados de diametro médio e indice de polidispersibilidade foram
obtidos com auxilio do Software Zetasizer nano ZS v7.11. Todas as medidas foram

realizadas em triplicata.

=5 @
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Em que, C é o potencial zeta, y estd relacionado com a mobilidade eletroforética, n
indica a viscosidade do meio dispersante e % constante dielétrica.

A carga de superficie das particulas pode variar de acordo com 0s parametros
experimentais utilizados, como a proporcao dos polimeros e presenca de farmaco. A
influéncia desses parametros foi avaliada para se encontrar as condi¢gdes favoraveis

e de maior estabilidade para o sistema desenvolvido.

4.2.1.4. Estudo de estabilidade das NPs selecionadas para incorporacédo do BVZ

Para o estudo de estabilidade foram realizadas a anlise da estabilidade
macroscopica visual e a caracterizacdo de tamanho, Pdl e PZ das formulacdes
selecionadas NPF5, NPF12, NPF17 e NPF5 BVZ, NPF12 BVZ e NPF17_BVZ
através da técnica de DLS, por um periodo total de 60 dias, com medidas em

intervalos quinzenais.

4.2.2. Validacao da metodologia analitica para quantificacdo de BVZ por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A validacao analitica foi realizada em equipamento de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), modelo 1220 Infinity LC (Agilent Technologies) com amostrador
automatico e detector de Fluorescéncia, com comprimentos de onda de excitacdo e
emissao de 280 nm e 360 nm, respectivamente, seguindo metodologia previamente
descrita por Cardoso (Cardoso et al., 2021). Dado isso, foram avaliados o0s
parametros de conformidade e linearidade do sistema, seguindo as normas
preconizadas pela ANVISA (RDC n° 166, de 24 de julho de 2017).

As diluicdes foram obtidas a partir da solu¢cdo padrao de BVZ 500 pg/mL em
tampao fosfato de sédio pH 6,2 (51mM).

Os parametros utilizados para realizacao do teste estéo listados na tabela 3.
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Tabela 3 - Condi¢cdes empregadas na metodologia analitica.

PARAMETROS

Fase estacionaria Coluna HPLC 250 x 4,6 um Phenomenex C18,
mantida a 80°C.

Fase movel Agua ultrapura (eluente A) e Acetonitrila (eluente B)

ambos com 0,1% acido trifluoroacético (TFA), nas
propor¢des de 97:3 (v/v) em modo gradiente de O - 8
min, seguindo com modo isocratico até 13 min, até
atingir a proporgéo 10:90 (v/v)

Fluxo 1,0 mL/min

Onda de excitacdo e emissdo 280 nm e 360 nm
(fluorescéncia)

Volume de injecdo 20 uL
Temperatura 80 °C
Tempo de corrida 13 Min

Fonte: Autoria prépria.

4.2.2.1. Linearidade do método cromatografico

A linearidade do método foi determinada através da construcao de uma curva
analitica do BVZ (area do pico versus a concentracdo), partindo-se da solugéo
estoque de BVZ (500 ug/mL). Foram preparadas 6 diluicbes que as concentracdes
variam entre 10 e 300 pg/mL (10, 20, 40, 100, 200 e 300 pg/mL), em triplicata.

A linearidade foi avaliada através da média dos valores obtidos e a equacao da
reta foi adquirida através do estudo da regressao linear utilizando— se o método dos

minimos quadrados.

4.2.2.2. Conformidade do método cromatogréafico

A conformidade é um dos critérios a ser analisado para validag&o e revalidacéo
de métodos analiticos, pois através dela € possivel garantir que o método reproduza
resultados confiaveis. Sendo assim, ela foi realizada através de seis injecdes
consecutivas da mesma amostra de BVZ na concentracdo padréo de 100 pg/mL, com
0 intuito de garantir que o parametro analisado se mantém nas inje¢des consecutivas.

Para esta analise foram considerados os parametros cromatograficos: tempo

de retencao do farmaco (k) das areas afins, fator de cauda (FC), nUmeros de pratos
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tedricos (N) e simetria de pico (10%), todos fornecidos pelo software do equipamento
de CLAE- modelo 1220 Infinity LC (Agilent Technologies).

4.2.3. Estudos de interacdo da MUC com as NPs e polimeros através da determinacéo

de tamanho, PDI e PZ das NPs em titulador MPT-2, no DLS

As dispersdes de MUC foram produzidas na concentracao de 0,500 mg/mL no
pH 5.0 e 7.4, estes valores de pH estédo relacionados com o ambiente tumoral e 0
fisiologico, respectivamente. Foram preparadas diluicbes em tampao acetato de
potassio pH 5.0 e tampdao fosfato de sodio pH 7.4 para a obtencdo da MUC em
concentracdes de 0,250 mg/mL; 0,125mg/mL e 0,0625 mg/mL. Apds esta etapa, as
dispersbes de MUC nas diferentes concentragbes foram caracterizadas e os
parametros (tamanho de particula, PDI e PZ) determinados para escolha da
concentracéo de trabalho.

As NPs usadas nestes experimentos foram obtidas na concentracao polimérica
de 0,25 mg/mL, a fim de garantir que as modificagbes observadas fossem
ocasionadas pelas diferentes proporcdes e combinacgdes poliméricas diferentes e ndo
pelas diferentes concentracdes de polimeros presentes nas NPs.

Os estudos de mucomodulacdo foram realizados através da titulacdo de
dispersdo de mucina (MUC) com as formulagbes (NPF5 BVZ, NPF12 BVZ e
NPF17_BVZ) e os polimeros isolados empregando titulador MPT-2 (Malvern), e a
obtencéo dos dados como PZ e tamanho de particula foram obtidos através do DLS
(Malvern).

O experimento de titulacdo foi conduzido em duplicata e os parametros
(tamanho, Pdl e PZ) foram avaliados em 7 pontos, representando concentracdes
crescentes de NPs adicionadas a dispersao de mucina. As formulacdes de NPs e as
dispersbes de MUC foram preparadas para uma concentracdo polimérica de 0,25
mg/mL.

Durante a titulagdo, o sistema mantém a dispersdo de MUC sob agitacao
magnética e as medidas sdo realizadas para observar possiveis modificacdes de
tamanho e PZ a cada adicdo de NPs ou polimeros, resultando em uma compreensao

do comportamento das NPs ou polimeros quando em contato com a MUC.
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4.2.4. Determinagao da Eficiéncia de Associagao do BVZ nas NPs

A quantidade de BVZ incorporado as NPs foi avaliada através do método
indireto de quantificagdo, considerando a concentracdo de BVZ livre no sobrenadante.
Assim, no dia posterior ao preparo das NPs, elas foram submetidas a centrifugacao a
14.000 rpm em centrifuga (Thermo Scientific), em temperatura ambiente, por 30
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e a proteina quantificada por CLAE,
a partir da equagdo da reta da curva analitica obtida com método cromatografico
previamente validado. A determinacdo da EA (%) do farmaco nas nanoparticulas foi
calculada pela Equacéo 3.

Mg-Ma

EA% = x100 (3)

Em que,
Mg = massa quantificada

Ma = total de massa adicionada

4.3. ENSAIOS CELULARES

Os ensaios celulares foram conduzidos no Instituto de Investigacdo em
Ciéncias da Vida e Saude (ICVS), Escola de Medicina da Universidade do Minho, sob
orientacdo da Dra. Marta Silvia Costa e Profa. Dra. Fatima Baltazar, com a
colaboracédo das doutorandas Ana Silva e Mdnica Cergueira através da realizacéo de

um estagio de pesquisa no exterior (bolsa BEPE 2022/05904-4).

4.3.1. Cultura celular

Os estudos de viabilidade celular foram conduzidos em duas linhagens
celulares: HUVEC, do Inglés, Normal Primary Umbilical Human Vein Endothelial Cells,
como modelo de linhagem celular fisiolégica e RKO como modelo de linhagem celular
pouco diferenciada de colon carcinoma, desenvolvida por Michael Brattain (“RKO |
ATCC”, [s.d.]), como modelo de linhagem celular de céancer colorretal, mantidas em
Incubadora (Hera Cell 150i, CO2 Incubator — Thermo Scientific) a 37°C em 5% de
COo..

As células HUVEC foram mantidas em meio M199 (Pan Biotech®),

suplementado com 10% soro bovino fetal, 1% de solucao de penicilina/estreptomicina
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(P/S) — Invitrogen®, USA e fatores de crescimento celular: 0,6% EGF, 0,6% FGF,
0,6% VEGF, 0,1% hidrocortisona — Endopan 3 (Suplement pack - PanBiotec®) em
meio especial para células endoteliais M199 (P04-07050 PanBiotech®).

As células RKO foram mantidas em meio DMEM, do Inglés, Dulbecco’s
Modified Eagle Medium - (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino, do
Inglés, Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, Invitrogen, USA) e 1% de solucédo de

penicilina/estreptomicina (Invitrogen, USA).

4.3.2. Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada em placa de 96 pocos (Corning, SPC Life
Science Co, Ltd, Korea), utilizando densidade celular de 3 x 10% e 7 X 103 células por
poco para linhagem RKO e HUVEC, respectivamente. Apds 24 horas, foram retirados
0 meio de cultura de cada poco e adicionados 100 yuL de cada um dos tratamentos
realizados: BVZ 500 pg/mL, controle de tampéao fosfato pH 6.2 51 mM, NPF17 e
NPF17_BVZ, nas concentragdes de 25 e 50 ug/mL de BVZ, respectivamente, por 24,
48 e 72 horas.

Apos 24, 48 e 72 horas de exposicado das células ao tratamento, as placas
foram lavadas com 100 pL de tampéo fosfato — PBS, do inglés, Phosphate Buffer
Saline e, posteriormente, adicionados 50 uL de acido tricloroacético (TCA) e mantido
a 4°C por cerca de 1 hora. Apos esta etapa, a placa foi lavada com agua destilada e
levada a estufa a 37°C para secagem. Apds a secagem, foi realizada a adicdo de 50
pL de corante Sulfarodamina B (SRB) e a placa foi mantida a temperatura ambiente
por 30 minutos. Apés isto, a placa foi lavada com acido acético 1% e entdo levada
para secagem em estufa a 37°C. Em uma préxima etapa, ocorreu a adicdo de 100 pL
da solucéo de tris-base 10 mM, que se manteve em agitacdo por cerca de cinco
minutos em agitador Edmund Buihler® GmbH - Germany.

Ao final de todo o procedimento foi realizada a leitura da placa em
espectrofotometro (Varioskan Flash — Thermo Scientific) nos comprimentos de onda
de 490, 530 e 570 nm.

E a viabilidade foi determinada a partir da Equacéao 4.

Fx100

Viabilidadecelular (%) = Teontrole (4)
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Em que,
F: fluorescéncia medida em cada poc¢o dos grupos experimentais

Fcontrole: fluorescéncia média do grupo controle

Os biopolimeros sao muitos importantes na area da medicina pois normalmente
sdo biodegradaveis, biocompativeis e ndo apresentam toxicidade (Singh; Shitiz;
Singh, 2017).

4.4. Andlise da atividade anti-angiogénica utilizando modelo membrana
corioalantdica (CAM) em ovos de galinha

O teste de CAM foi desenvolvido em dois experimentos independentes entre
si, realizados sob as mesmas condic¢des, totalizando um n de 12 para o grupo controle,
19 para o grupo BVZ e 16 para o grupo NPF17_BVZ.

No dia 0, os ovos foram limpos com agua ultrapura autoclavada e incubados a
37°C (Termaks® - Incubadoras de refrigeracdo, Suécia). No 3° dia de
desenvolvimento, foi aberta uma pequena janela de acesso a CAM em cada ovo,
analisada a viabilidade, descartando os que ndo se encontravam viaveis e retornando
0S 0VOs viaveis a incubadora. No 9° dia de desenvolvimento, as células cancerigenas,
da linhagem RKO foram preparadas para um total de 2 x10° células e homogeinizadas
com 10 pL de Geltrex® (Thermo Scientific) para formagdo de um gel e assim,
possibilitar a insercéo das células tumorais na CAM.

No 13° dia desenvolvimento, foi realizada uma abertura maior na janela da CAM
para possibilitar o registro de imagens dos tumores in ovo (Steriomicroscopio SZX16
— Olympus, Japao), antes do tratamento, e separa-los em 3 diferentes grupos: controle
(tampao fosfato pH 6.2 51 mM — veiculo do Avastin®), farmaco livre e NPF17_BVZ,
sendo realizado o tratamento com 30 ul do farmaco livre, da NPF17_BVZ nas
concentracdes de 500 pg/ml e tampéo fosfato pH 6.2 51 mM como controle negativo.

No 17° dia de desenvolvimento, foram coletadas imagens
(Steriomicroscépio SZX16 — Olympus, Japéo), com fonte de luz fria (KL2500 LCD —
Zeiss, Germany) externa dos tumores in ovo. ApOs esta etapa, os ovos foram
anestesiados com COz2, por cerca de 15-20 minutos, e entdo, receberam uma aliquota
formaldeido 4% e foram levados ao freezer -80°C por cerca de 15-20 minutos. Por

fim, foram retiradas as membranas corioalantéicas de cada ovo e transferidas para
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placas de 6 pocos (SPL Life Science Co., Ltd., Korea), lavadas com PBS até a
membrana estar limpida para a coleta de ex ovo (Steriomicroscopio SZX16 —

Olympus, Japdao), para contagem de vasos sanguineos.
4.5. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por analise de variancia (ANOVA)
seguida de analise de Turkey, para determinar quais grupos se diferenciam entre si,
considerando um valor estatisticamente significativo para um p<0,05, com auxilio do

software Origin 9.0 e GraphPad Prism 5.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudos de pré-formulacao

A avaliacao dos valores de PZ das dispersdes poliméricas é importante, pois
permite que seja determinado as cargas residuais presentes nas dispersdes no pH
6.0, pH em que o farmaco demonstra maior estabilidade estavel (Tabela 4),
principalmente se o processo de obtencédo das particulas envolver a formacao de CPs,

gue sao formados a partir da interacao entre cargas residuais opostas.

Tabela 4 - Andlise fisico-quimica das dispersdes poliméricas de quitosana, acido

hialurénico e ftalato de hidroxipropilmetilcelulose em pH 6 empregando o DLS.

Dispers@es poliméricas  Concentragdo Tamanho Pdl Potencial
(mg/mL) (nm) zeta (mV)
Quitosana 0,5 133,3 0,931 10,7
Acido hialurénico 0,1 848,9 0,601 22,5
Ftalato de 0,5 149,9 0,472 -7,47

hidroxipropilmetilcelulose

Fonte: Autoria propria.

Apés a caracterizacdo das dispersfes poliméricas, para caracterizacdo das
cargas residuais, as NPs foram sintetizadas e classificadas de acordo com o
fendmeno de turbidez, definindo quais prosseguiriam no estudo para caracterizacao

fisico-quimica (Tabela 5).



Tabela 5 - Andlise macroscopica das formulacdes sem o farmaco

Nomenclatura Proporgao polimérica (m/m) Aparéncia

NPF1 9QS:1AH Ligeiramente turva
NPF2 7QS:3AH Limpida

NPF3 6QS:4AH Ligeiramente turva
NPF4 5QS:5AH Ligeiramente turva
NPF5 1QS:9AH Turva

NPF6 3QS:7AH Formagcéo de agregados
NPF7 4QS:6AH Formagcéo de agregados
NPF8 9QS:1HP Ligeiramente turva
NPF9 7QS:3HP Turva

NPF10 6QS:4HP Turva

NPF11 5QS:5HP Turva

NPF12 1QS:9HP Turva

NPF13 3QS:7HP Formacéo de agregados
NPF14 4QS:6HP Formagcéo de agregados
NPF15 2QS:4AH:4HP Formacéo de agregados
NPF16 8QS:1AH:1HP Turva

NPF17 5QS:2,5AH:2,5HP Turva

Fonte: Autoria propria.

As formulagbes que se apresentaram

limpidas ou que

51

formaram

agregados/precipitados durante seu preparo, foram excluidas do estudo, pois a

turbidez é utilizada como indicativo para a formacdo de NPs. Sendo assim,
permaneceram no estudo, as formulac¢des: NPF1, NPF3, NPF4, NPF5, NPF8, NPF9,

NPF10, NPF11, NPF12, NPF16 e NPF17.

Ainda foi possivel observar que as NPs binarias que continham 3 partes de

polication para 7 partes de polianion e aquelas que eram compostas por 4 partes de

polication para 6 de polianion apresentarem formacao de agregados. As NPs binarias

que apresentaram 1 parte de polication para 9 partes de polianion formaram NPs (Item

421.22.e4.21.23).
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A partir disso, as formulacdes que permaneceram foram caracterizadas em
DLS, para determinagéo de tamanho, PDI e PZ (Figura 11 e 12).

Figura 13 - Variacdo do tamanho, PDI e potencial zeta das NPS das formulacdes

binarias

A Formulagdes bindrias (QS:AH)
1000+

——

Tamanho (nm)

NPF1 NPF3 NPF4 NPFS
C Formulagdes bindrias (QS:AH)

NPF1 NPF3  NPF4  NPFS
g Formulacdes binarias (QS:AH)

0.0+
NPF1 NPF3 NPF4 NPFS

Fonte: Autoria propria.
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Figura 14 - Variacdo do tamanho, PDI e potencial zeta das NPS das formula¢des
ternarias

Formulagdes ternarias (AH:QS:HP) Formulagdes terndrias (AH:QS:HP) Formulagbes ternarias (AH:QS:HP)
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* 0s dados utilizados para construcao dos graficos foram a média e desvio padréao
obtidos através do Software Zetasizer 7.0 - (zetasizer Nano series, modelo - Zen 3600
(Malvern).

Fonte: Autoria prépria.

As formulac@es binarias (Fig.13) contendo QS e AH (NPF1, NPF3, NPF4 e
NPF5) em sua composi¢ao, demonstraram ter tamanho em torno de 150 nm, exceto
a formulacdo NPF5 em que o tamanho se apresentou em torno de 400 nm. As
formulacdes que continham QS e HP (Fig.14) (NPF8, NPF9, NPF10, NPF11 e NPF12)
em sua composicdo demonstraram ter tamanho de aproximadamente 200 nm, exceto
a NPF12 que apresentou tamanho em torno de 300 nm.

O PZ das nanoparticulas binéarias (Fig.13) se mantiveram em torno de + 15 mV,
exceto das formulacdes NPF5 e NPF12 que apresentaram valores de - 20 mV e - 15
mV, respectivamente. Em relacdo ao Pdl das formula¢ces binarias (Fig.14), todas
apresentaram valores abaixo de 0.3.

As formulaces ternarias (NPF16 e NPF17) (Fig. 14), demonstraram tamanho
de 150 nm e 300 nm, na NPF16 e NPF17, respectivamente. O PZ se manteve em
torno de 10 mv e 15 mV. O PdI foi em torno 0.1 para ambas as NPs analisadas.

De um modo geral, as NPs binarias e ternarias demonstraram ser estaveis ao
logo do tempo de analise (30 dias) de acordo com os parametros de tamanho, PZ e
PDI.

Dessa forma, as NPs, tanto binarias quanto ternaria, demonstraram uma
tendéncia a distribuicio homogénea de particulas, por possuirem valores de Pdl

inferior 0.3. Além disso, demonstram um PZ variando de 10 a 20 mV, em maodulo, que
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€ um indicativo de ndo tendéncia a formacédo de agregados, devido a repulsédo entre
as particulas através das cargas residuais.

Apos a caracterizacao fisico-quimica das NPs pelo periodo total de 30 dias, em
intervalos quinzenais, foi realizada a selecéo das formulacdes mais promissoras para

a incorporagao do BVZ.

5.1.1. Efeito da incorporacdo de bevacizumabe nas formulacdes binarias e ternarias

As formulacdes selecionadas para incorporacéao do BVZ foram as formulacdes
binarias que possuiam o PZ negativo. Essa caracteristica € importante, devido
selecdo de processo de sintese das NPs por complexacao polieletrolitica, uma vez
que o BVZ possui PZ positivo no pH de preparo das formulagbes. Além das
formulacbes binarias com PZ negativo, também foram escolhidas outras duas
formulacdes binarias com o PZ positivo, NPF4 e NPF11, pois elas também haviam
demonstrado formacédo de NPs, de acordo com o fenbmeno de turbidez, e estabilidade
ao longo do periodo analisado. Todas as formulagbes ternarias testadas
apresentaram valores positivos de PZ. As formulacbes NPF16 e NPF17 foram
mantidas no estudo de incorporacdo de BVZ.

ApoOs a incorporacao do BVZ nas formulacées NPF4, NPF11 e NPF16, notou-
se a formacao de agregados, o que fez com que elas fossem eliminadas do estudo. A
formulacdo NPF5 BVZ, NPF12 BVZ e NPF17_BVZ se tornaram turvas e,
visualmente, sem formacdo de agregados, e, portanto, foram consideradas
adequadas para continuar nos estudos e foram caracterizadas empregando o DLS,
para determinagdo de tamanho, Pdl e PZ (Tabela 6).

O fenbmeno de agregacdo ocorre durante o processo de sintese de NPs,
devido a uma atracdo que pode ocorrer entre as NPs através das forcas de Van der

Waals ou ligacfes quimicas (Zare, 2016).
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Tabela 6 - Nomenclatura e composigéo das NPs

Formulagéo Proporcgao polimérica (m:m) Concentracéo de BVZ (mg/mL)
NPF5 1QS:9AH 0
NPF12 1QS:9HP 0
NPF17 5QS:2,5AH:2,5HP 0

NPF5_BVZ 1QS:9AH 0,500

NPF12_BVZ 1QS:9HP 0,500

NPF17_BVZ 5QS:2,5AH:2,5HP 0,500

Fonte: Autoria prépria.

5.1.2. Estudo de estabilidade das formulacdes contendo o BVZ

Um grande desafio para o desenvolvimento de NPs é a obteng&o de NPs que
possuam estabilidade fisico-quimica adequada. A estabilidade encontra-se
correlacionada com a preservacdo das propriedades da estrutura, composicao,
formato, tamanho, homogeneidade e carga residual (Phan; Haes, 2019).

Sendo assim, o estudo da estabilidade das nanoparticulas através de técnicas
que possuam a capacidade de garantir que sdo conservadas essas caracteristicas
estruturais descritas, sdo de suma importancia.

Através da andlise macroscopica visual das formulacbes NPF5 BVZ,
NPF12_BVZ e NPF17_BVZ, foi possivel notar que elas ndo formaram agregados ao
longo do tempo (60 dias), demonstrando estabilidade macroscopica visual em fungéo
do tempo avaliado.

Na figura 15 estédo apresentados os dados comparativos das NPs sem e com

a incorporacao de BVZ.
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Figura 15. Estudo de estabilidade das formulagbes NPF5 e NPF5_BVZ, NPF12 e
NPF12_BVZ, e NPF17 e NPF17_BVZ, considerando ** p<0,05. A) Tamanho de
particula na NPF5 e NPF5_BVZ; B) PDI na NPF5 e NPF5_BVZ; C) PZ da NPF5 e
NPF5_BVZ; D) Tamanho de particula na NPF12 e NPF12_BVZ; E) PDI na NPF12 e
NPF12_BVZ; F) PZ da NPF12 e NPF12_BVZ; G) Tamanho de particula na NPF17 e
NPF17 _BVZ; H) PDI na NPF17 e NPF17_BVZ; |) PZ da NPF17 e NPF17_BVZ.
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Fonte: Autoria propria.

Os valores de PDI indicam a homogeneidade de tamanho de particulas
presentes na amostra, quando estes valores se encontram acima de 0,500 indicam
que as particulas podem formar agregados, diminuindo sua estabilidade (Mudholab;
Seema; Peddhaabs, 2022).

Os valores de PZ, que sao resultantes das cargas residuais da particula,
permitem determinar a estabilidade do nanossistema. Os valores proximos a 30 mV,
em modulo, indicam uma boa estabilidade, pois as forgas repulsivas dificultam a

formacao de agregados (Higazy et al., 2021).
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Através dos estudos desenvolvidos foi possivel notar que ao incorporar o BVZ
a NPF5 ocorreu um aumento de tamanho de, aproximadamente 2x (200nm para
400nm) (Fig. 15A), no PDI a mudanca foi 3x (de 0,2 até chegar préximo de 0,6) (Fig.
15B) e, em relacdo ao PZ ocorreu uma diminuicio em seu valor negativo de,
aproximadamente - 40mV para - 30 mV (Fig. 15C). Os valores de PDI apresentaram
uma mudanca estatisticamente significativa (p<0.05) em funcdo do tempo quando o
BVZ foi incorporado.

O tamanho da NPF12 se manteve em torno de 600 nm e apds a incorporacao
do BVZ, ocorreu uma diminuigdo no tamanho de 3x, diminuindo em torno de 200 nm
(Fig. 15D), o Pdl apresentou uma mudancga de 3x, de aproximadamente, 0,2 para 0,6
durante o periodo de analise (Fig. 15E) e o PZ se manteve em torno de -20 mV antes
e apos a incorporacao do BVZ (Fig. 15F).

O tamanho da NPF17 sofreu uma modificacdo, demonstrando um aumento de
tamanho apdés a incorporacdo do BVZ se modificando de aproximadamente 400 nm
(NPF17) para em torno de 600 nm (NPF17_BVZ) (Fig. 15G), o Pdl se manteve em
torno de 0,6 apés a incorporacao do BVZ na formulagéo (Fig. 15H) e o PZ se manteve
em torno de — 30 mV (Fig. 15I).

Apesar de algumas caracteristicas fisico-quimicas terem apresentados
algumas modificagBes apés a incorporacao do farmaco (BVZ), tais como tamanho de
particula e PZ, elas ndo demonstraram mudancas estatisticamente significativas (*p<
0.05). A mudanca no Pdl ap6s a incorporacao do farmaco é com crescente aumento
nos intervalos de tempo analisados (Figura 15E), demonstra que as particulas foram
se tornando mais heterogéneas com o passar do tempo (Turanli; Acarturk, 2022).
Porém, os valores de PZ se mantiveram em torno de 30 mV em modulo, indicando
formulacbes fisicamente mais estaveis, pois ha repulsdo eletrostatica entre as
particulas, prevenindo a agregacéao (Parveen; Sahoo, 2010).

Semelhante ao que foi demonstrado no trabalho de BONI, devido as dispersdes
poliméricas de AH e HP possuirem densidade eletrdnica negativa e o BVZ possuir
densidade eletrbnica positiva em pH 6.0, ocorre o favorecimento de interacdes
eletrostaticas com o polianion e, consequentemente sua incorporacao no sistema, de
acordo com a teoria de formacédo dos complexos polieletroliticos. Sendo assim, as
NPs binérias que possuiam a propor¢cdo de 1 de polication para 9 de polianion
formaram NPs e demonstraram possuir estabilidade coloidal pelo periodo analisados,

segundo o critério de PZ (Vogel et al., 2017).
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5.2. VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DE BVZ POR
CLAE

Um método que seja adequado para quantificacdo de substancias ativas € de
suma importancia para a avaliagdo de diferentes atributos de qualidade no
desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo (Ferreira et al., 2020c). Sendo
assim, os critérios utilizados para validar o método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia utilizado para identificagdo do BVZ foram: linearidade e conformidade do
método (Shabir, 2003; Sousa; Gongalves; Sarmento, 2017).

5.2.1. Linearidade do método analitico

A linearidade tem como objetivo garantir que o sistema seja capaz de
quantificar a concentracdo, do analito em questdo, através de uma relacdo da area
sob a curva, dentro dos pontos determinados na curva analitica. A curva foi obtida
através do método dos minimos quadrados, onde a equacdo da regressdao e o

coeficiente de correlagédo (r?) foram calculados a partir da equagéo 5 (Figura 16).

y = 2,8073x + 8,7681(r2 = 0,998) (5)

Sendo que y = area do pico e x = concentracdo da solucao padrdo (ug/mL).

Figura 16 - Curva analitica do BVZ obtida a partir do método cromatografico proposto
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Fonte: Autoria propria.
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Através do estudo € possivel garantir que dentro da curva analisada os
resultados sejam diretamente proporcionais a concentragdo do farmaco
(“Farmacopeia Brasileira — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria— Anvisa”,(2022);
‘ICH Q2(R2) Validation of analytical procedures - Scientific guideline | European
Medicines Agency”, (2022).

Sendo assim, a linearidade obtida foi satisfatoria, tendo como R? de 0.9998,
sendo que o recomendado é que 0 R2 seja maior do que 0,998 (Todoroki et al., 2016).

5.2.2. Conformidade do método analitico

De acordo com 0 ICHQR2 e a RDC n°166, a conformidade do método analitico
€ um pré-requisito para que seja garantido que as condi¢cdes do equipamento,
condi¢cBes analiticas e método validade estejam conformes com 0s seus requisitos, a
fim de garantir a reprodutibilidade do sistema cromatografico (“ICH Q2(R2) Validation
of analytical procedures - Scientific guideline | European Medicines Agency”, (2020);
“Ministério da Saude Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria / Resolu¢cao da Diretoria
Colegiada- RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 20177, (2017)).

A conformidade do método analitico foi realizada através de seis injecOes
consecutivas de um analito na mesma concentracdo (100 pg/mL). A tabela 7
demonstra os valores encontrados ao realizar o teste de adequabilidade do sistema.

Através desse estudo, foram analisados os tempos de retencéo, area do pico,
fator de assimetria, fator de cauda e numero de pratos para garantir gue o método se
encontra reprodutivel (Tabela 7). O tempo de retencéo € caracteristico da substancia
analisada, a area do pico se d& através de diferentes areas corresponde a diferentes
concentracdes (“Farmacopeia Brasileira — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
Anvisa®, (2022)).
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Tabela 7 - Parametros de adequabilidade do sistema cromatogréfico

Parametros Resultados Critério de aceitacédo
Tempo de reteng¢éo do BVZ 6,093 + 0,005 -
(min)
Area do pico (A) 393,08542 + 8,306951182 -
Fator de assimetria (10%) 1,36002 + 0,012424305 <2
Fator de cauda (T) 1,53235 + 0,015930931 <2
Numero de pratos (N) 34189,5 + 112,528663 N> 2000

*(SHABIR, 2003)
De acordo com o método cromatogréafico desenvolvido, o pico que aparece no
tempo de 6,093 £ 0,005 (Figura 17).

Figura 17 - Cromatograma do bevacizumabe (BVZ), na concentracdo de 100 pg/mL,
utilizando detecgao por fluorescéncia (A excitagdo = 280 nm e A emissdo= 360 nm).
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Fonte: Autoria propria.

O estudo de linearidade se demonstrou adequado, uma vez, que o R2 foi maior
que 0,998, demonstrando que a area sob a curva é crescente de acordo com o0

aumento da concentracdo do analito em questdo. Os dados assim do estudo de
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conformidade do método, que se encontram na Tabela 7, como o tempo fator cauda
e numero de pratos tedricos, que se demonstraram adequados.

Além disso, no cromatograma 0 pico correspondente ao BVZ apareceu no
tempo de 6,093 + 0,005 (Figura 17), bem proximo ao valor obtido por Cardoso, em
sua validacdo do método de quantificacdo do BVZ através de CLAE. Demonstrando
que o método se encontra adequado.

De acordo com os dados obtidos e levando em consideracao as especificacdes
contidas no Guia do Conselho Internacional de Harmonizacao da técnica de requisitos
para produtos farmacéuticos de wuso humano, ICHQ2(R2), do Inglés,
‘INTERNATIONAL COUNCIL FOR HARMONISATION OF TECHNICAL
REQUIREMENTS FOR PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE” e Farmacopeia
Brasileira N6. ed., foi possivel concluir que o método de CLAE se encontra adequado

para o uso pretendido.

5.3. Estudo de interacdo da mucina (MUC) com as NPs e polimeros isolados

O muco recobre todas as mucosas gastrointestinal, respiratoria, oftalmica e
genital, sendo responsavel pela hidratacao e lubrificacéo do epitélio, agindo como uma
primeira barreira de protecdo contra agentes externos. Em casos, de algumas
doencas, como cancer, ele pode sofrer modificagcdes em sua producdo, composi¢ao
de mucina e propriedades reoldgicas. Estas propriedades podem influenciar na
difusao e a eficiéncia do farmaco (Onnainty et al., 2021).

A mucoadesao é definida como a interacdo que ocorre entre a superficie de
dois materiais, sendo um deles a mucosa, através de forcas interfaciais por um
determinado periodo (Brako et al., 2018). A mucoadesédo pode ocorrer através da
combinacdo de diferentes mecanismos dos materiais e sistemas que possuem a
capacidade de estabelecer ligacdes supramoleculares com os componentes do muco,
como as moléculas de mucina, que podem facilitar a adesao do sistema ao muco. Por
outro lado, a muco penetracdo adota uma l6gica oposta, de maneira que se torna mais
interessantes auséncias de interacdes ou interacdes que permitam uma maior
penetracdo do sistema (ex. eletrostaticas repulsivas, forcas de hidratacdo etc.)
(Ferreira et al., 2018b). A mucina (MUC), componente majoritario presente no muco,
€ capaz de interagir com as moléculas hidrofilicas ou hidrofébicas através de
interacOes eletrostatica, van der Waals e ligac6es de hidrogénio e, assim, modular a

difusdo dos farmacos (Butnarasu et al., 2019).
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Sendo assim, 0s sistemas mucoadesivos podem proporcionar boa
disponibilidade no local de acéo ou absorcao (Shaikh et al., 2011). Através do contato
do muco com o sistema ocorre um aumento no tempo de permanéncia na mucosa,
acarretando uma maior biodisponibilidade do farmaco e, consequentemente,
melhorando sua eficacia clinica e reduzindo os efeitos colaterais (Boni et al., 2018a).

O estudo de interacdo de mucina com as NPs € importante, pois pode
possibilitar a compreensdo do comportamento do sistema desenvolvido em nivel
molecular frente ao ambiente fisiologico (Nordgard; Draget, 2018).

Para avaliagdo da interacdo dos sistemas desenvolvidos com a MUC foi
utilizado o DLS e realizada em dois valores de pH, pH 7.4 e pH 5.0, que representam
o pH intestinal em condicdo saudavel (fisiologica) e condicdo tumoral (doente),

respectivamente (Nunes et al., 2021).

5.3.1. Avaliacédo de diferentes concentragdes mucina

A etapa de desenvolvimento do estudo de interacdo das formulacdes com a
MUC se deu inicialmente através da caracterizacdo das dispersées de MUC em
diferentes concentragcdes. O diametro hidrodinamico, assim como o PDI, sao
caracteristicas importantes que devem ser consideradas durante a avaliacdo de
agregados proteicos do tipo MUC-MUC e que sao responsaveis pela estrutura
supramolecular do muco.

A partir destes parametros pode-se inferir sobre possiveis interacbes entre
sistemas de liberacdo e particulas de MUC que podem ser correlacionadas a
propriedades intrinsecas da nano-biointerface (ex. nivel de hidratacdo, grau de
agregacdo, formacao de corona proteica etc.). O PZ também foi utilizado como um
dos parametros para definir a concentracdo de trabalho da MUC, pois em alguns
estudos ele aparece como indicativo do tipo de comportamento que ir4 ocorrer entre
polimeros ou particulas ao interagir com a MUC. Mudancas nos valores de PZ podem
indicar que o nanossistema ou polimeros interagiram com as particulas de MUC,
através de diferentes ligacdes intermoleculares, possibilitando um efeito muco
modulatorio, modificando a integragdo do farmaco com as particulas de MUC (Zaichik
et al., 2020).

O tamanho de particula, assim como o PDI foram utilizados para a escolha da
concentracdo de MUC, de trabalho. Em pH 7,4 as particulas de MUC apresentaram

valores de tamanho menores que em pH 5.0. Os valores do PDI na menor
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concentracdo de MUC, nos dois valores de pH, estdo proximos de 1, o que indicam
uma menor estabilidade e uma tendéncia a formacgao de agregados. A concentracao
de 0,25 mg/mL foi selecionada para a continuacéo dos estudos (Tabela 8), pois ela é
a concentracdo que também é possivel obter as NPs e assim, ter um comparativo da
interacao das NPs com as particulas de MUC, sem interferéncia do fator concentracéo
polimérica das NPs.

Sendo assim, € possivel conseguir avaliar o comportamento das particulas de
MUC, com as mesmas concentracdes dos diferentes nanossistemas.

Tabela 8 - Caracterizacao das dispersdes de mucina em tamanho, Pdl e PZ, em DLS,
empH50epH7.4

pH 5.0 pH 7.4
Concentracdo  Tamanho (nmj) FDI FZ (m\) Tamanho (nm) FDI FZ (m\)
(mg/mL})

0,0625 2648 11026 1,000 £0,000 -5,79 L0, 5862 1365 2497 9 0,942 0,066 -1254134
0,125 1762 21978 05380049 -6,49:0,519 1636 2397 4 0,840 0,242 -9,31L0603
0,250 229322907 06500180 -6,66:20,131 1523 22801 0,854 20,089 - 9,55L0,365
0,500 24312540 0477 L0,05 -6,06 £0,166 1542 2262.5 0,699 20,150 - 8,69 L0,690

Fonte: Autoria prépria.

5.3.2. Titulagdo em MPT-2 acoplado ao DLS

Existem diferentes técnicas para analisar a interacdo da MUC com as NPs ou
polimeros, tais como: microscopia de forca atbmica, espalhamento de luz dinamica,
turbidimetria, dentre outras (Rinaldi et al., 2020). Dentre elas, através da técnica do
DLS é possivel mensurar o tamanho e PZ das particulas de MUC resultantes da
interacdo com o0s sistemas em estudo, ou seja, através da mudanca de tamanho ou
PZ das particulas de MUC pode-se inferir que esta ocorrendo algum tipo de interacéo
entre as moléculas de mucina e os polimeros/NPs (Szilagyi et al., 2020).

Neste trabalho o uso do DLS acoplado ao titulador MPT-2 foi utilizado para
analise do comportamento da MUC frente a concentragbes crescentes de NPs ou
polimeros isolados, baseado no trabalho de Ferreira e colaboradores (Ferreira et al.,
2023a, 2023b). De acordo com os dados obtidos, foi possivel inferir como ocorrem as
interacdes desses polimeros ou nanossistemas com a MUC, ja& que a MUC é o

principal componente presente no muco.
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Através das analises realizadas nos dois valores de pH que simulam o TGl
fisiologico (pH 7.4) e tumoral (pH 5.0), foi possivel notar que a interagdo do HP com a
MUC promoveu uma diminui¢do de tamanho de particula tanto em pH 7.4 (de 1200nm
para 600 nm) (Fig. 18A), quanto no pH 5.0 (1600nm para 600 nm) (Fig. 19A),
demonstrando comportamentos semelhantes. Nao foram observadas alteracées
significativas nos valores de PZ (p*< 0.05), os valores permanecendo na faixa de -11
em pH 7.4 (Fig. 18B) e na faixa de -7,8 em pH 5.0 (Fig. 19B).

Na interacdo das particulas de MUC com a dispersdo de AH em pH 7.4, foi
possivel observar que ocorreu uma variacdo no valor de PZ (-10,8 para -15,0) (Fig.
18B) e uma diminui¢cdo do tamanho da particula da escala micro para escala nano
(1219 nm para 648 nm) (Fig. 19A) das particulas de MUC. Ja em pH 5.0, foi possivel
observar que ocorreu um aumento negativo do PZ (-7,94 para -20,1) (Fig. 19B) e
diminui¢do do tamanho de particulas de MUC (1963 nm para 1638 nm) (Fig. 19A).

Na interacdo das particulas de MUC com a dispersao de HP em pH 7.4 foi
possivel notar que, o tamanho das particulas de MUC reduziram em 2 x (1009,9 nm
para 576,35 nm) e, em pH 5.0, ocorreu reducdo das particulas de MUC na mesma
proporc¢éao, 2x (1762,5 nm para 968,15 nm). Em relagdo ao PZ das particulas de MUC,
foi possivel notar que independentemente do pH néo foi possivel notar modificacdes
nos valores de PZ, uma vez que em pH 7.4 ele se manteve durante toda a analise em
torno de -11 mV e em pH 5.0 o PZ se manteve em torno de -8 mV. Sendo assim, a
interacdo das particulas de MUC com a dispersdo de HP ocorreu de maneira
semelhante em ambos os pHs analisados.

Na interacdo das particulas de MUC com a disperséo de QS, em pH 7.4 ocorreu
uma diminuicdo do PZ negativo das particulas de MUC (-10,35 mV a 2,03 mV) (Fig.
18B). Em pH 5.0 ocorreu até uma inversdo de cargas (-8,72 mV a + 3,98 mV) (Fig.
19B). Considerando o tamanho, ocorreu uma diminuicdo inicial no tamanho das
particulas de MUC, passando da escala de microparticulas para a escala nanométrica,
nos trés primeiros pontos de titulagdo em ambos os valores de pH. Em pH 7.4 essa
reducao foi de 1353 nm para 355,95 nm (Fig. 18A) e em pH 5.0 essa reducao foi de
1879 nm para 675,55 nm (Figura 19A), sendo que em ambas ap0s o terceiro ponto
demonstraram uma tendéncia de aumento de tamanho, retornando ao seu tamanho
inicial antes da interacdo com as particulas de MUC com a QS.

A interagdo da QS, que possui carga residual positiva, com a MUC ocorre

devido a interacdo de seus grupamentos amino presentes na estrutura da QS com os
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grupamentos sialicos pertencentes & MUC através de interagdes, majoritariamente,
eletrostaticas (Xavier Junior et al., 2018). As ligacdes eletrostaticas fortes entre a MUC
e a QS, possibilitaram a reducdo do tamanho de particula (Hejjaji; Smith; Morris,
2018), além de inversao de cargas em pH 5.0 e tendéncia de carga a zero em pH 7.4,
que pode ser indicativo da ocorréncia de adsorcéo de particulas de QS a superficie
das particulas de MUC, alterando a sua carga residual.

Sendo assim, nos dois valores de pH utilizada no estudo, € possivel sugerir que
ocorreram interacdes entre os polimeros AH, HP e QS com as particulas de MUC de
maneira que foi observada reducdo tamanho de particula de MUC. No entanto, na
interacdo das particulas de QS com a MUC, é notado uma diminuicdo de tamanho
das particulas de MUC inicial, que posteriormente tendem a aumentar novamente,
gue pode ser decorrente de interacdes supramoleculares (ligacdes de hidrogénio, Van
der Waals, dentre outras) (Boni et al., 2018).

O pH pode interferir na intensidade e nos tipos de interagdes supramoleculares
gue ocorrem entre 0s polimeros e as particulas de MUC. Pois, as mudancas de
tamanho possuem amplitudes diferentes, ja que em pH 5.0 ocorrem reducdes bem
menores do tamanho das particulas de MUC em presenca de AH quando comparado
com o HP. J4 em relagdo a mudanca nos valores de PZ, foi observada uma mudanca
apenas na interagcdo do AH com a MUC, enquanto ao HP ndo houve mudanca.

Portanto, pode-se inferir que o AH realiza interac6es mais fortes com a MUC,
comparado ao HP. Enquanto a QS possui um perfil distinto, possivelmente por possuir
um PZ positivo e realizar interacdes eletrostaticas com as particulas de MUC.

Ao analisar o comportamento do tamanho das particulas de MUC em contato
com as NPs (NPF5 BVZ, NPF12 BVZ e NPF17_BVZ), foi possivel observar que
ocorreu uma diminuicao (2x) do tamanho inicial das particulas de MUC (Figura 18C e
19C), independentemente do pH analisado. Em relagdo ao PZ, em pH 7.4 as
formulacbes NPF5 BVZ e NPF17_BVZ se comportaram de forma semelhante,
acarretando um aumento dos valores de PZ negativo das particulas de MUC e quando
em contato com a NPF12_BVZ ocorreu uma pequena diminuicdo do PZ negativo da
particula de MUC (Figura 18D).

Por outro lado, em pH 5.0, as particulas de MUC ao entrar em contato com as
NPs, demonstrou comportamentos distintos entre todas as formulacdes analisadas
(NPF5_BVZ, NPF12 BVZ e NPF17_BVZ). Quando em contato com a NPF5 BVZ
(Figura 19D), houve um aumento do PZ negativo semelhante. Os valores nao
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apresentaram mudancas significativas quando a MUC entrou em contato com a
NPF12_BVZ (Figura 19D), concordando com o comportamento da MUC quando em
contato com o HP. Por fim, a MUC demonstrou uma diminuicdo do PZ negativo
guando em contato com a NPF17_BVZ (Figura 19D), tendendo a zero, semelhante ao
comportamento da MUC quando em contato com a QS.

Considerando a mudanga do comportamento em relacéo aos valores de PZ da
MUC, em pH 5.0 e PH 7.4, quando em presenca com as diferentes formulacées, &
possivel concluir que as combinacdes e o pH de andlise podem influenciar nos
diferentes comportamentos observados. Uma vez que em pH 7.4, todos o0s sistemas
se comportaram de maneira semelhante, com um aumento do PZ negativo, indicando
gue possivelmente pode ter ocorrido adsorcéo de particulas dos sistemas a superficie
das particulas de MUC. E, no pH 5.0 as interacdes com a MUC com as formulacdes
ocorrem de maneira semelhantes ao polimero isolado, presente nas formulacdes em
maior proporgao.

De maneira geral, considerando o conjunto de dados para todas as
formulacdes avaliadas, é possivel sugerir que o fenémeno de diminuicdo do tamanho
das particulas de MUC quando interagiram com as NPs pode ter ocorrido por
diferentes ligacBes tais como ligacdes nao covalentes, hidrofobicas, de Van der Walls,
ligacbes de hidrogénio e interacbes eletrostaticas (Nordgard, Draget, 2018), que
independente de sua natureza, resultam na alteracdo do tamanho das particulas de

mucina (Szilagyi et al., 2020).
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Figura 18 - Propriedades coloidais da mucina na presenca das formulacdes
NPF5 _BVZ, NPF12 BVZ e NPF17_BVZ e polimeros isolados em diferentes
concentracfes, em tampao fosfato pH 7.4, (5mM). As titulacdes foram realizadas por
titulador MPT- 2 (Malvern) medindo-se os valores de PZ e tamanho, a cada adicédo da
solucao titulante (polimeros/formulagcfes). A concentracdo inicial de MUC e de
polimeros totais foram de 0,25 mg/mL. As curvas representam: (A) tamanho e (B) PZ
da mucina com concentracdes crescentes dos polimeros QS, AH e HP; (C) Tamanho

e (D) PZ da mucina em diferentes concentracdes de nanoparticulas.
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Figura 19 - Propriedades coloidais da mucina na presenca das formulacdes
NPF5 _BVZ, NPF12 BVZ e NPF17_BVZ e polimeros isolados em diferentes
concentracfes, em tampao fosfato pH 5.0, (6mM). As titulagbes foram realizadas por
titulador MPT- 2 (Malvern) medindo-se os valores de PZ e tamanho, a cada adicdo da
solucao tituladora (polimeros/formulagcfes). A concentracdo inicial de MUC e de
polimeros totais foram de 0,25 mg/mL. As curvas representam o (A) tamanho e (B) PZ
da mucina com concentracdes crescentes dos polimeros QS, AH e HP; (C) Tamanho

e (D) PZ da mucina em diferentes concentracdes de nanoparticulas.
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Fonte: Autoria prépria.

Levando em consideracao que foi observado um comportamento distinto das
NPs (NPF5_BVZ, NPF12 BVZ e NPF17_BVZ) nos diferentes valores de pH
analisados e o fato de que em pH 5.0 a QS encontra-se com uma maior densidade de
cargas eletrdnicas positivas que diminui em pH 7.5, ja o AH possui um aumento de
sua densidade eletrbnica com o aumento do pH e o HP mantém a sua densidade
eletronica em torno de -10 mV, independentemente do aumento do valor de pH (Boni,
2017).

Com tudo isso, levando em consideragcdo a mudanca dos valores de PZ das

particulas de MUC quando em contato com as diferentes NPs, em pH 7.4, é possivel
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compreender que o comportamento observado € predominantemente direcionado
pela densidade eletronica negativa dos polianions presentes nas NPs, resultando em
um aumento do PZ negativo das particulas de MUC, independentemente da
composicdo polimérica das NPs. Ja em pH 5.0, é possivel observar um
comportamento distinto nos valores de PZ das particulas de MUC quando em contato
com as NPs, predominando o comportamento semelhante ao notado quando as
particulas de MUC entraram em contato com os poliremos isolados (dispersdes
poliméricas), presente em maior composicdo das NPs. Esse comportamento
observado, pode ser explicado, pois quando em pH 5.0 a QS apresenta com uma
maior densidade de carga eletronica em pHs mais baixos, se tornando quase nulo em
pH 7.4. O que explica o diferente comportamento observado da interacdo da particula
de MUC com a NPF17_BVZ em pH 7.4 e pH 5.0.

5.4. Desvendando a interacdo do BVZ com os polimeros

5.4.1. Estudando a interacdo do BVZ com os componentes das formulas

Embora existam vantagens no uso da terapia oral, tais como a facil
administracdo, auséncia da necessidade de profissionais especializados e internagéo,
dentre outros (Pridgen; Alexis; Farokhzad, 2014), as proteinas e peptideos séo
altamente instaveis nos segmentos do TGI alto. As propriedades fisico-quimicas e
biofisicas dos anticorpos, como grande tamanho, baixa solubilidade, instabilidade em
altas temperaturas e tensao de cisalhamento podem causar instabilidade fisica (por
exemplo, desdobramento e agregacdo) e quimica (por exemplo, hidrélise,
desamidacdo e oxidacdo), resultando na desnaturacdo, agregacdo e inativacao
(Sadeghi et al., 2020).

Adicionalmente, o desenvolvimento racional de sistemas para liberagdo pode
atribuir habilidades especificas e moduladas para que atinja as necessidades
terapéuticas especificas. Sendo assim, o uso de blendas de polissacarideos naturais,
como QS, polication e os polianions AH e HP, pode fornecer habilidade como
mucoadesao, melhor da permeabilidade intestinal, dentre outros (BONI et al., 2018).
A complexagéo polieletrolitica ocorre sob condigbes reacionais brandas, evitando o
uso de solventes organicos e altas temperaturas (Kulkarni et al., 2016; Taber;
Umerska, 2015).
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Devido a estabilidade do BVZ, o pH reacional selecionado foi 6.0 (Sousa;
Sarmento; Neves Petersen, 2017). Neste pH, o BVZ possui uma densidade de carga
conhecida de +9 mV (Cardoso, 2019). Neste pH, o AH e HP apresentam carga
negativa, sendo o potencial zeta do AH maior que o do HP. O potencial zeta da QS,
neste valor de pH é cerca de +30 mV (Boni et al., 2021). A interacdo do BVZ com 0s
polianions foi avaliada pela andlise do tamanho, potencial zeta e Pdl. O farmaco, que
€ um dos polieletrélitos de carga positiva, foi a adicionado as dispersdes dos
polidnions e agitados sob baixa tensdo de cisalhamento. Esse processo foi
racionalmente estabelecido para maximizar as interagdes entre farmaco-polianion e
preservar a estabilidade do farmaco. O tamanho da amostra composta por AH e BVZ
foi menor que o apresentado com as amostras contendo HP. Os valores de PDI destas
amostras apresentaram comportamentos semelhantes, sendo menor para a amostra
com AH. O valor do PZ da amostra com AH foi, em mddulo, maior que o observado
com a amostra composta com HP. Este conjunto de dados sugere que a interacao de

BVZ com o AH é mais forte do que a com o HP. (tabela 9).

Tabela 9 - Interacdo do BVZ com os polianions avaliada pela mudanca no tamanho,
PZ e Pdl das amostras.

Concentra Composigao das nanoparticulas
Etapas de céao Qs AH HP BVZ Tamanho Pdl Pz
adigao polianion (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (nm) (mV)
(mg/mL)
AH + BVZ 0,99 0 0,099 0 0,500 281 0.7 -183
HP + BVZ 0,99 0 0 0,099 0,500 1600 09 -83

Fonte: Autoria propria.

Para a compreenséo do efeito da incorporacédo de BVZ nas particulas contendo
QS e AH ou HP, foram testadas duas concentracdes poliméricas, 0,1 mg/mL e 0,5
mg/mL, mantendo a proporcao entre os polimeros (tabela 10). Quando comparada
com a amostra contendo apenas AH (tabela 9), houve um aumento no tamanho das
particulas compostas com QS e AH, porém os valores se mantiveram na escala
nanomeétrica, independentemente da concentracdo polimérica empregada. Na
presenca de QS, as particulas apresentaram um Pdl menor, 0.5, indicando que a
presenca deste polication teve capacidade de aumentar a homogeneidade nas
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particulas (Mudalige et. al., 2019). Os valores de PZ foram -30 mV e -35 mV nas duas
concentragdes poliméricas analisadas.

Tabela 10 - Efeito da concentracéo polimérica nas propriedades fisicas das particulas
(tamanho, PZ e PdI).

Concentragao Composigao das nanoparticulas
Etapas de polimérica Qs AH HP BvVZ Tamanho P PZ
adicao (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)  (mg/mL) (nm) dl (mV)
AH+ BVZ+QS 0,11 0,011 0,099 0 0,500 400 0.5 -30
AH +BVZ + 0,5 0,05 0,45 0 0,500 380 0.5 -35
Qs
HP +BVZ + 0,11 0,011 0 0,099 0,500 1100 0.7 15,5
Qs
HP +BVZ + 0,5 0,05 0 0,45 0,500 300 0.5 -20
Qs

Fonte: Autoria propria.

Na concentracdo polimérica de 0,1 mg/ml, as amostras contendo HP e QS o
tamanho foi semelhante ao observado na amostra sem QS (1100 nm), jA em
concentracdo polimérica maior (0,5 mg/ML), ocorreu a formacdo de particulas na
escala manomeétrica (380 nm) e homogéneas (Pdl de 0.5) e PZ de — 20 mV.

Dado isso, é possivel sugerir que embora os dois polimeros possuam carga
negativa, o AH possui capacidade de formar nanoparticulas com o BVZ,
independentemente da concentracdo polimérica, porém quando na presenca de QS,
ocorre uma maior estabilidade, devido uma formacao de particulas mais homogéneas
quando comparado a particula formada apenas com AH e BVZ. Ja a formacédo de
particulas de BVZ e HP é dependente da concentracdo polimérica, sendo que em na
concentracdo polimérica menor ndo ocorre a formacao de nanoparticulas, mesmo na
presenca de QS, e quando a concentracao polimérica aumenta, ocorre a formacéo de
particulas homogéneas e na escala nanomeétrica.

As amostras ternarias o BVZ foi adicionado primeiramente a dispersédo de AH,
tendo modificagdo apenas a ordem de adicdo da dispersédo de HP. Foi possivel notar
gue ao ser adicionado o HP apoés a adicdo do BVZ, ocorre uma formacédo de NP com
tamanho menor que quando o HP é adicionado apos a QS, com um PZ mais alto (+30
mV) comparado ao HP adicionado apds a QS, e os valores de Pdl mostrando maior

homogeneidade das particulas (tabela 11).
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Tabela 11 - Efeito da ordem de adi¢édo da disperséo polimérica de HP da propriedades
fisico-quimicas das particulas (tamanho, Pdl e PZ)

Ordem de Concentragao Composigao das nanoparticulas Size PZ Pdl
adicdo do HP  polimérica das (nm) (mV)
nanoparticulas

BvVZ QS AH HP

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
AH+BVZ+QS+HP 0,25 mg/mL 0,500 0,125 0,0625 0,0625 840 21 0.9
AH+BVZ+HP+QS 025 mg/mL 0,500 0,125 0,0625 0,0625 600 30 0.6

Fonte: Autoria propria.

Sendo assim, é possivel compreender que as formulacbes compostas por AH
e BVZ, formaram NPs homogéneas (Pdl = 0.5) (Mudalige et al., 2019) e com baixa
capacidade de formacéo de agregados (PZ = - 30 e — 35 mV) (Attama et al., 2023),
indicando ter boa estabilidade. Além disso, a ordem de adi¢cdo do HP nas particulas
ternarias, demonstrou ser um fator importante para a formacdo de NPs com
caracteristicas mais promissoras: particulas de tamanho menores, com maior PZ e

menor Pdl quando o HP é adicionado apds o BVZ, ao invés de apos a QS.

5.4.2. Influéncia da concentragao polimérica e da ordem de adi¢do na Eficiéncia de
Associacdo do BVZ as NPs

A eficiéncia de associacdo (EA%) € definida como a porcentagem de principio
ativo que se encontra incorporados as NPs. Esse parametro é de grande importancia,
pois encontra-se diretamente correlacionado com a eficacia terapéutica. A EA% pode
ser influenciada por fatores como as propriedades fisico-quimicas dos polimeros e
farmaco, método de encapsulamento e interacdes entre os materiais (carreadores e
principio ativo). Sendo que, quando sdo alcancados altos valores de EA% é possivel
que ocorra uma diminuicdo do efeito adverso e melhoria da eficiéncia terapéutica do
farmaco no sistema desenvolvido (Fahmy et al., 2023).

Para possivel compreensdo dos efeitos na concentracdo polimérica, foram
testadas duas concentragbes poliméricas, 0,1 mg/mL e 0,5 mg/mL, mantendo a

propor¢ao entre os polimeros, em duas NPs (NPF5_BVZ e NPF12_BVZ) tabela 12.
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Tabela 12 - Efeito da concentracdo polimérica na EA% das nanoparticulas binarias

Composicao das particulas

Proporcde  Concenfracdo polimérica BVZ as AH HF EA
polimérica das particulas {mg/mL) (mag/mL} (mg/mL)  {mg/mL) %
1Q5:9AH 0,11 mg/mL 0,500 0,11 0,099 0 71
0,5 mg/mL 0,500 0,05 0,45 0 55

10Q5:9HF 0,11 mg/mL 0,500 0,11 0 0,099 10
0.5mg/mL 0,500 0,05 0 0,45 Nd*

Nd* = nada detectado
Fonte: Autoria prépria.

O resultado observado na tabela 12, que ocorre uma diminuigdo da EA% com
0 aumento da concentracdo polimérica, pode indicar que mesmo aumentando a
disponibilidade de sitios eletrénicos para a formacao de particulas, a forma com que
0s polimeros se estruturam, pode diminuir estes sitios eletrénicos disponiveis para
ligacao.

Adicionalmente, foi realizado o teste de mudanca na ordem de adi¢cdo dos
polidnions. Foram testadas duas ordens de adi¢do: AH + BVZ + HP + QS e AH + BV

+ QS + HP. Através disso, foi possivel notar ndo houve uma alteracdo da EA% do
BVZ (tabela 13).

Tabela 13 - Efeito da ordem de adi¢cao das EA% das nanoparticulas ternarias

Composicao das pariculas

Ordem de  Concenfracio polimérica BVZ as AH HF EA
adicdo do das particulas {mg/mL) (mag/mL}) (mg/mL)  {mg/mL) %
HP
AH+BVZ+ 0,25 mg/mL 0,500 0,125 0,0625 0,0625 2
QS+HP
AH+BVZ+ 0,25mg/mL 0,500 0,125 0,0625 0,0625 Md*
HP+Q5

Md* = nada detectado

Fonte: Autoria prépria.

Através dos dados obtidos, foi possivel compreender que a capacidade de
associacdo do BVZ as formulagcbes NPF5 BVZ e NPF12_BVZ é inversamente
proporcional a concentragdo polimérica dos polidnions, ou seja, quanto maior a
concentracdo polimérica, menor a EA% do BVZ a NP. Esse fenbmeno pode ter
ocorrido devido a forma de rearranjo das particulas quando em maiores
concentracdes, por exemplo, algum tipo de enovelamento ou estrutura rigida, ou ainda
pela disponibilidade de sitios eletrdnicos negativos disponiveis para a ligagdo do BVZ,
visto que, o AH e HP apresentam PZ diferentes.
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Através disso € possivel sugerir que embora as dispersfes poliméricas em
maior concentracdo possam apresentar mais sitios eletrénicos disponiveis para a
ligacdo do BVZ, ndo ocorreu um aumento da EA% do BVZ as NPs. Além disso, a
ordem de adicdo dos polimeros interfere na EA% do BVZ, como demonstrado na
mudanca da ordem de adi¢cao dos polimeros na NPF17_BVZ, embora nédo se tenha

sido modificado a concentracao polimérica na formulagéo.

5.5. ENSAIOS CELULARES

5.5.1. Cultura celular

Os ensaios em cultura celular sdo essenciais para o desenvolvimento de
pesquisas na biologia e medicina (Aoki et al., 2016). Sendo que, a cultura celular em
duas dimensdes (2D) é definida como a forma de cultivo em frascos de vidro ou
plastico, em que as células sdo cultivadas em um plano (Song et al., 2023).

Através de estudos realizados em modelos celulares € possivel compreender
alguns aspectos metabdlicos que acontecem perante a exposi¢ao das células a um
composto ativo por um certo periodo (Fischer, 2023).

No trabalho desenvolvido, foram utilizadas as linhagens RKO e HUVEC. As
células RKO é uma linhagem celular carcinoma de colén pouco diferenciada (“RKO -
CRL-2577 | ATCC”, [s.d.]). As células HUVEC ¢é uma linhagem celular primaria de
células endoteliais das veias umbilicais humanas (“Primary Umbilical Vein Endothelial
Cells; Normal, Human (HUVEC) - PCS-100-010 | ATCC”, [s.d.]). Sendo que as
HUVECs sao utilizadas ha bastante tempo como modelo in vitro para estudo de
propriedades vasculares endoteliais (“Culture and Application of Human Umbilical
Vein Endothelial Cells (HUVECSs) - ACCEGEN”, 2021).

5.5.2. Viabilidade celular

A viabilidade celular € definida como a percentagem de células saudaveis
presentes em uma amostra. Os ensaios de viabilidade celular/citoxicidade sao
normalmente realizados para que seja possivel compreender os efeitos do farmaco
ou novos sistemas de liberacdo sobre a proliferacdo celular (Adan; Kiraz; Baran,

2016). Estes testes de viabilidade celular in vitro sdo muito importantes, pois permitem
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saber se 0s compostos testados sdo biocompativeis (ndo toxicos) para as células
analisadas, antes de serem realizados os testes in vivo (Ramakrishna et al., 2015).

O método de determinacdo de viabilidade celular de SRB é baseado na
absorcéo do corante de aminoxantina (SRB), por aminoacidos presentes nas células.
Sendo assim, apds ocorrer a lise celular, através da fixacdo com TCA, quanto maior
for a quantidade de células viaveis, maior sera a intensidade da coloragdo em cada
poco da placa (Houghton et al., 2007).

As células endoteliais (CES) sdo as primeiras células que enfrentam os toxicos
no limen sanguineo, devido a isso, € importante garantir a auséncia de toxicidade dos
sistemas de liberacdo nas CEs. Dessa forma, as células HUVEC representam um dos
modelos in vitro mais utilizados para essa finalidade (Javaheri Ghezeldizaj et al.,
2023). Além disso, durante o desenvolvimento do cancer colorretal, ocorre a liberagéao
de fatores prd angiogénicos pelas células tumorais que se ligam aos receptores
presentes nas CEs, promovendo a migracao, proliferacéo, diferenciacéo e formacao
de novos vasos sanguineos (Kim; Lee; Bae, 2019; Schellerer et al., 2007). Sendo
assim, as células HUVEC séo consideradas relevantes para estudos que envolvam
VEFG-A, uma vez que, as células endoteliais expressam receptores VEGF1 e VEGF2,
receptores que participam no processo de progresso do tumor, sendo que o VEGF1
€ expresso de maneira mais ampla (Fearnley et al., 2014).

Os ensaios de viabilidade celular foram também conduzidos com uma linhagem
de células neoplasicas de cancer de colén — RKO. A avaliacdo da viabilidade celular
foi determinada frente a exposi¢do ao BVZ (500 pg/mL), das NPF17 e NPF17_BVZ
nas concentracoes de 25 e 50 pg/mL, e, tampéo fosfato pH 6.2 51 mM, por 72 horas
(Figura 20). As concentracdes das NPF17 e NPF17_BVZ foram de 25 e 50 pg/mL

baseado em dados prévios da literatura.
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Figura 20 - Efeito citotoxico do NPF17 e NPF17_BVZ nas linhagens celulares RKO
e HUVEC. As células foram tratadas com tampéo fosfato pH 6.2 51 mM (controle),
BVZ livre (Avastin®) 500 pg/mL, NPF17 e NPF17_BVZ, ambas, nas concentracdes
de 25 e 50 pg/mL, por 72 horas e sua viabilidade celular foi determinada através do
método de SRB. Os dados estao expressos através de média e desvio padréo, através
de trés triplicatas independentes. (* p<0.05)
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Fonte: Autoria propria.

As células HUVEC (Figura 20 (A, B, C)), ndo apresentaram quaisquer
mudancas estatisticamente significativa (*p<0.05), nos tempos de 24, 48 e 72 horas e
nos diferentes tratamentos aplicados. Dessa forma, percebe-se que a exposi¢ao
dessas células ao BVZ, bem como as NPF17 e NPF17_BVZ nao resultaram em
modificagdes em termos de viabilidade celular.

A auséncia de alteracdes na viabilidade celular dessa linhagem apds os
tratamentos avaliados pode estar correlacionada com o mecanismo de a¢édo do BVZ,
que age na reducao de vasos sanguineos e dessa maneira, ndo se verifica o efeito in
vitro.

Além disso, € importante ressaltar que embora o BVZ iniba a acédo de VEGF-
A, pode ter ocorrido a ativacdo de outras vias de proliferacdo celular que ndo sao
dependentes da via de VEGF-A. Alguns estudos demonstram que existem vias
alternativas para a proliferacao celular ao bloqueio do VEGF, o que pode explicar a
continua proliferacdo das células HUVEC (Li et al., 2020). Quando os VEGF sé&o
inativados no microambiente tumoral, pode ser que sejam ativadas outras vias para

suprimir essa inibicdo e permitir que o tumor se desenvolva, tais como: as vias de
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Angiopoetina-2, Bombina Variegata Peptideo 8, Fator de crescimento fibroblastico,
Interleucina-1, Fator de crescimento derivado de plaquetas, Fator de crescimento de
placenta, sinalizacdo do fator de crescimento transformador-§3, dentre outras (ltatani
et al., 2018).

As células RKO (Figura 20 (D, E, F)), linhagem de células de carcinoma de
colén, ndo sofreram qualquer alteracéo quanto a proliferacéo celular quando exposta
ao BVZ e as NPF17_BVZ (25 e 50 pug/ml), quando comparada com o grupo controle.
N&o demonstrando mudancas estatisticamente significativas (*p<0.05).

Esse comportamento das células RKO frente a exposi¢cdo do farmaco BVZ
pode ser compreendido como um mecanismo de resisténcia desenvolvido através da
ativacdo de outras vias de crescimento e proliferacdo celular que alguns tumores
sélidos podem desenvolver frente a terapias anti-VEGF, assim como o observado por
Kang e colaboradores (Kang et al., 2012). Adicionalmente, € possivel correlacionar
esse comportamento observado ao fendmeno da senescéncia celular observada
observado através do uso de BVZ para tratamento de linhagem celular RKO, relatado
por Hasan e colaboradores (Hasan et al., 2011). O processo de senescéncia celular
€ caracterizado por um estado em que as células atingem interrup¢ao do ciclo celular
em resposta a diferentes estimulos, mas que permanecem vivas (Liu et al., 2017).

Através do estudo de viabilidade celular in vitro, foi possivel sugerir que as
NPF17 e NPF17_BVZ sdo biocompativeis em ambas as linhagens celulares (RKO e
HUVEC), ou seja, ndo demonstraram interferéncia sobre a proliferacdo celular ou
efeito citotéxico sobre as mesmas (Figura 20 (A, B, C, D, E e F), uma vez que nos
tempos de tratamento em que as células (RKO e HUVEC) ficaram expostas ao BVZ
(500 pg/ml), controle, NPF17 e NPF17_BVZ, a viabilidade celular permaneceu em
torno de 100%, ndo demonstrando mudancas estatisticamente significativas
(*p<0.05).

Desta maneira, observando os dados de viabilidade provenientes do
tratamento com a NPF17 é possivel inferir que o nanossistema desenvolvido nao
possui qualquer efeito citotoxico que seja capaz de influenciar na proliferacdo celular.
Este é um dado muito importante, pois demonstra que qualquer efeito que possa ser
notado nessas formulacdes, é possivelmente referente ao farmaco encapsulado. Ou
seja, a matriz polimérica que faz parte da composicdo da NPF17 né&o interfere no

metabolismo celular, sendo inerente a qualquer efeito observado pela NPF17_BVZ.
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5.6. Avaliagdo da atividade antiangiogénica atraves do modelo de membrana
corioalantdica do embrido de galinha (CAM, do Inglés, Choriallantoic Chick Embrio

Membrane)

O teste de CAM foi desenvolvido em dois experimentos independentes entre
si, realizados sob as mesmas condi¢cdes em tempos diferentes, totalizando um n de
12 para o grupo controle, 19 para o grupo BVZ e 16 para o grupo NPF17_BVZ. O
grupo controle foi realizado através do tratamento com o veiculo presente na solucao
de BVZ comercial, Avastin ®, tampé&o fosfato pH 6.2.

Para o desenvolvimento de um novo sistema de liberacdo de farmacos, €
necessario que ele seja avaliado em termos de performance biolégica. Como
alternativa aos modelos animais, o0 modelo de CAM que é muito utilizado para a
avaliacdo do desenvolvimento do tumor (Vu et al., 2018). Este modelo possui uma
membrana altamente vascularizada (Ribatti, 2022). Uma das principais vantagens da
CAM, em relagdo a outros modelos mamarios in vivo, é sua facil execucdao,
reprodutibilidade, simplicidade e baixo custo, permitindo a avaliagdo da atividade
angiogénica/anti-angiogénica (Victorelli et al., 2020).

E possivel também implantar células tumorais e acompanhar o
desenvolvimento do tumor, assim como a atividade antiangiogénica, o que € de suma
importancia quando se quer avaliar farmacos com atividade antitumoral (Kennedy et
al., 2022; Merckx et al., 2020; Ribatti, 2022).

Sendo assim, o modelo de CAM foi utilizado no estudo para avaliar a atividade
do BVZ livre e da NPF17_BVZ frente ao nUmero de vasos sanguineos e o perimetro
tumoral, através da contagem de vasos sanguineos das imagens obtidas ex ovo no
17° dia de desenvolvimento e medida da massa branca (que representa a massa
tumoral) antes e apés o tratamento. A medida de perimetro tumoral foi realizada
atraves de imagens adquiridas in ovo, antes e apoés o tratamento, no 13° e 17° dia de
desenvolvimento, respectivamente. No 17° de desenvolvimento, também, foram
adquiridas imagens ex ovo, as quais foram utilizadas para a contagem de vasos

sanguineos (Figura 21A).
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Figura 21 - Avaliagdo das NPF17_BVZ, BVZ no controle no crescimento tumoral e
angiogénese. A) Imagens da CAM in ovo e ex ovo nos dias 13 (antes da exposi¢cao
ao tratamento) e 17 (4 dias ap0s a exposicdo ao tratamento) de desenvolvimento. B)
Crescimento tumoral. Os resultados estéo expressos pela média da percentagem de
crescimento tumoral no dia 13 (dia do tratamento) e no dia 17 de desenvolvimento
(ap6s 4 dias de exposicdo ao tratamento) + desvio padrdo. C) Contagem de vasos

sanguineos ex ovo no 17 dia de desenvolvimento. (* p<0.05)
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Fonte: Autoria propria.

Através da observacdo das caracteristicas dos vasos sanguineos, € possivel
notar que os vasos dos grupos que foram expostos aos tratamentos de BVZ e
NPF17_BVZ apresentaram vasos colapsados e uma quantidade menor de vasos
sanguineos em relacdo do grupo controle. Em relacdo ao perimetro tumoral, de
maneira que foi possivel notar que ocorreu uma diminuicdo em ambos 0S grupos
tratados (NPF17_BVZ e BVZ livre) em relacdo ao grupo controle.

Através dos dados analisados dos perimetros tumorais foi possivel notar que
ocorreu um aumento de cerca de 1,2 x no perimetro tumoral no grupo que néo recebeu
tratamento (23,77 mm para 40,06 mm) em comparagdo com uma regressao de 0,62

a 0, 82 x nos grupos que receberam tratamento (Figura 21B).
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O namero de vasos sanguineos encontrados no grupo controle foi maior do que
0 numero de vasos sanguineos encontrados nos grupos que receberam o0s
tratamentos (BVZ e NPF17_BVZ, ambos, na concentracdo de 500 pg/mL) (Figura
21C).
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6. CONCLUSOES

Estudos de pré-formulacdo devem ser realizados para conhecer as
caracteristicas dos componentes das formulagbes. Varios parametros podem
influenciar a formagcdo de nanoparticulas obtidas por complexagédo polieletrolitica,
principalmente quando o farmaco apresenta propriedades fisico-quimicas, como alta
massa molar, baixa solubilidade, instabilidade em altas temperaturas e tensdo de
cisalhamento podem causar como ocorre com anticorpos. Assim, a compreensao
mais profunda dos parametros envolvidos no processo de formacdo de particula e
seus efeitos nas propriedades estruturais de tais sistemas é crucial para avancar na
obtencdo de sistema de liberacdo de farmacos com propriedades moduladas em
relacdo a melhor resposta biologica.

Nesse sentido, é fundamental estudar os parametros que governam a formacao
das particulas. Diante dos dados de caracterizacao fisico-quimica das NPs obtidos,
foi possivel concluir que o AH interage mais do que o HP com o BVZ.

Além disso, o parametro de EA% do BVZ as NPs, apresentou modificacfes
inversamente proporcionais a concentracdo polimérica, ou seja, quanto maior a
concentragdo polimérica, menor a EA% do BVZ as NPs. Nas particulas ternérias, ao
modificar a ordem de adicéo dos polimeros HP e QS, também foi possivel notar uma
modificacdo na EA% de associacdo do BVZ aos sistemas, de maneira, que ao mudar
a ordem de adicdo de AH + BVZ + HP + QS para AH + BVZ + QS + HP ocorreu uma
diminuicao da EA%.

As interacdes das NPs com o muco foram mimetizadas através de estudo de
interacdo entre as NPs e MUC. O microambiente tumoral foi mimetizado através de
dispersdo de MUC em tampao acetato pH 5.0 e ambiente fisiolégico, através de
dipersdo de MUC em tampao fosfato pH 7.4. Foi possivel compreender que o pH pode
modular as interacdes entre as NPs e a MUC, uma vez que em pH 5.0 a QS possui
valores altos de PZ (+35 a +45 mV) e em pH 7,4 esses valores tendem a se reduzir,
se tornando préximo de +10 mV. A forte reducdo no tamanho das particulas de MUC
e a inversdo de carga observada na presenca da NPF17_BVZ em pH de
microambiente tumoral, pH 5,0, possivelmente ocorreu através de interacdes
eletrostatica fortes com os grupamentos sialicos presentes na estrutura da mucina,

uma vez que ela se encontra em maior propor¢géo na composi¢cao desta formulacéo,
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indicando uma possivel adsorcao de particulas de QS a superficie das particulas de
MUC.

As NPF17 e NPF17_BVZ nao demonstraram interferéncia na atividade
bioldgica celular das linhagens celulares representativas de CCR (RKO) e comum
(HUVEC). Além disso, demonstraram capacidade de manutencdo da atividade
biolégica do BVZ, quando incorporado a NPF17, apresentando atividade
antiangiogénica e capacidade de regressao tumoral, semelhante do BVZ livre.

Sendo assim, dentro dos objetivos tracados no presente trabalho, de avaliacao
da atividade muco moduladora e antiantiogénica das NPs baseadas em QS, HP e AH,
contendo BVZ para potencial tratamento de CCR e com base em trabalhos realizados
anteriormente pelo grupo, no qual foram utilizados o farmaco BVZ e os presentes
polimeros utilizados para o desenvolvimento das NPs, é possivel inferir que as NPs
binarias compostas por AH ou HP e QS, na presenca de BVZ se comportam de
maneira distintas em pH tumoral (pH 5.0) e em pH fisiolégico (pH 7.4) se comportam
de maneira semelhante, indicando que o pH e a combinacao polimérica possui grande
influéncia sobre o comportamento das particulas de MUC quando em contato.

Além disso, o sistema ternario (NPF17_BVZ), composto pelos trés polimeros,
AH, HP e QS na presenca de BVZ demonstrou grande capacidade de manutencédo da
atividade bioldgica do BVZ, demonstrando atividade antiangiogénica e antitumoral.

Diante disso, 0 presente trabalho conseguiu trazer para o grupo uma nova
perspectiva sobre o estudo de atividade antiangiogénica assim como a avaliacdo da
interacdo de nanossistemas com a MUC, que pode ser realizada através da técnica
de titulacdo, permitindo uma avaliacdo concomitante da mudanca de tamanho e PZ
ao se aumentar a concentracado dos nanossistemas a dispersédo de mucina, permitindo

um ensaio de nano — biointerface.
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