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RESUMO

O céncer de préstata (CP) é uma das doencas ndo contagiosas que mais atinge a populacdo masculina no
mundo. O tratamento com o quimioterdpico docetaxel (DTX), embora apresente eficacia clinica, esta
associado ao desenvolvimento de resisténcia em estdgios mais avancados da doenca, além do farmaco
apresentar baixa solubilidade aquosa e problemas relacionados a sua farmacocinética. Nanoparticulas de
silica mesoporosas (NSMs) tém atraido grande interesse por apresentar alta estabilidade quimica, grande
area superficial e poros de didametros e volumes ajustaveis, possibilitando a incorporagdo de grande
quantidade de farmacos, protegendo-os de processos de desativacdo, degradacédo e liberacdo prematura
atuando como um excelente nanocarreador. Além disso, a disponibilidade de hidroxilas em sua superficie
permite a conjugacdo de moléculas como o anticorpo monoclonal cetuximabe (CTX) o qual se liga ao
receptor EGFR (Enhanced Growth Factor Receptor) superexpresso em muitos tumores de prostata,
representando uma estratégia em potencial para o tratamento do cancer de préstata em combinacdo ao
DTX. Diante ao exposto, este projeto de pesquisa objetivou o desenvolvimento de nanoplataformas
inteligentes baseadas em nanoparticulas de silica mesoporosas funcionalizadas com CTX para veiculagao
de DTX no tratamento do CP, visando contornar problemas como baixa internaliza¢ao, auséncia de controle
da liberacdo do antineoplasico na regido de interesse, diversos efeitos colaterais ao paciente e baixa eficacia
dos tratamentos atuais. Para avaliacdo desses parametros, a caracterizacdo dos materiais e validacdo das
metodologias foram realizadas assim como 0s ensaios in vitro utilizando modelos de linhagens celulares
PC3 e DU145, com o intuito de comprovar a eficacia dos novos nanocarreadores propostos. Os resultados
evidenciaram a citotoxicidade dos nanossistemas NSM@DTX-CTX frente a linhagem DU145, com ICsg
igual a 69,99 nM. Além disso, os valores calculados de internalizacdo obtidos por citometria de fluxo para
as NSM-FITC e NSM-FITC-CTX foram de 0,5 + 0,1 % e 44,2 + 5,2 %, respectivamente. Os resultados
obtidos corroboram parte das analises de citotoxicidade realizadas além de destacar a importancia do
anticorpo CTX para promover rapida internalizacdo nas células DU145 considerando 6 h de incubacéo.
Portanto, as NSM@DTX-CTX compreendem nanoplataformas promissoras para continuacao e otimizacéo

dos estudos in vitro visando a avaliacdo in vivo e, consequentemente, o tratamento do cancer de prostata.

Palavras-chave: Nanoparticulas de silica mesoporosas; docetaxel; cetuximabe; nanoplataformas

inteligentes; cancer de préstata
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Symposium on Microencapsulation, 2019, Bahia.

1.4.2. CARVALHO, G. C.; DE OLIVEIRA, R. A. P.; ARAUJO, V. H. S.; SABIO, R. M.; DE
CARVALHO, L. R.; BAUAB, T. M.; CORREA, I.; CHORILLI, M. Prevalence of vulvovaginal
candidiasis in Brazil: a systematic review. 2021 XXI Congresso Farmacéutico de S&o Paulo, XIlII

Seminario Internacional de Ciéncias Farmacéuticas e Expofar.

1.4.3. MARENA, G.; RUIZ, A.; CORREA, G.; SABIO, R.; CHORILLI, M.; BAUAB, T. Co-
encapsulation of Micafungin and Amphotericin B in nanoemulsion against Candida auris Infection. 33™
European Congress of Clinical Microbiology & Infectious Diseases (ECCMID), Copenhagen, Denmark,
2023,

15. PARTICIPACAO EM CONGRESSOS, SIMPOSIOS E OUTROS EVENTOS CIENTIFICOS
1.5.1. NO BRASIL

1.5.1.1. Curso de Comunicacao e Escrita Cientifica da American Chemical Society (ACS), 2021.

1.5.1.2. Curso tedrico e demonstrativo de técnicas avancadas de caracterizacdo de nanomateriais, 2021.
1.5.1.3. Apresentacdo de Poster / Painel no XXI Congresso Farmacéutico de Sao Paulo, XIIlI Seminério
Internacional de Ciéncias Farmacéuticas e Expofar 2021, 2021.

1.5.2. NO EXTERIOR

1.5.2.1. Health Technology Research and Innovation Cluster (HTRIC) Annual Event on June 26, 2023,
from 9:00 to 17:00, held in Martiniplaza, Leonard Springerlaan 2, Groningen, The Netherlands, 2023.
1.5.2.2. Biomedical Engineering Winter Symposium 2023 on December 12, 2023, from 8:30 to 21:30, held
in De Coendersborg, Coendershaag 1, Helpman, Groningen, The Netherlands, 2023.

1.6. COMISSOES EXAMINADORAS E JULGADORAS
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1.6.1. TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

1.6.1.1. SABIO, R. M.; MENEGUIN, A. B.; SANTOS, A. M. Participacdo em banca de Jéssica Ferraz.
Avaliacdo de uma pectina de alto grau de esterificacdo na retrogradacdo do amido e Desenvolvimento de
filmes para liberacdo cdlon-especifica, 2021. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagdo em Farmécia e
Biogquimica) - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.

1.6.1.2. CHORILLI, M.; FILIPPO, L. D.; SABIO, R. M. Participacdo em banca de Daniela Pelizario
Fiorelli. Avaliacdo do potencial de nanodispersdes liquido-cristalinas mucoadesivas para a administracao
vaginal de curcumina no tratamento do cancer cervical, 2019. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagao

em Farmécia) - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho.

1.7. PARTICIPAGAO EM BANCA DE COMISSOES JULGADORAS

1.7.1. XXXII1I Congresso de Iniciagdo Cientifica da Unesp - FCF/Araraquara, 2021

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho

Areas do conhecimento: Farmacotécnica e tecnologia farmacéutica

Participou na qualidade de Avaliador, do evento XXXIII Congresso de Iniciacdo Cientifica da Unesp -
FCF/Araraquara, avaliando nas Modalidade(s) Ciéncias da Salde, Ciéncias Exatas e da Terra e

Engenharias e Area Tematica Ciéncias da Sadde - Farmacia, no periodo de 03-11-2021.

1.7.2. XXXII Congresso de Iniciacéo Cientifica da Unesp - FCF/Araraquara, 2020

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho

Areas do conhecimento: Farmacotécnica e tecnologia farmacéutica

Participou do XXXII Congresso de Iniciacdo Cientifica da Unesp, realizado nos dias 20, 21 e 22 de outubro

e 24 e 25 de novembro de 2020, na qualidade de Avaliador dos trabalhos apresentados.

1.8. ATIVIDADES FORMADORAS E DE ORIENTAC}AO DE ALUNOS

1.8.1. INICIACAO CIENTIFICA (IC)

1.8.1.1. Aluno: Larissa dos Santos Pessoa.

Projeto: Avaliacdo do potencial do trans-resveratrol incorporado em nanoparticulas de silica mesoporosas
no tratamento de doencas inflamatdrias cutaneas.

Ano de concluséo: 2021.

Bolsa: sem bolsa

1.8.2. CO-ORIENTACAO DE MESTRADO
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1.8.2.1. Aluno: Tais de Cassia Ribeiro.

Projeto: Avaliacdo do potencial de curcumina incorporada em nanoparticulas de silica mesoporosas
dispersas em hidrogéis termo responsivos no tratamento da doenca de Alzheimer.

Ano de conclusédo: 2021.

Bolsa: FAPESP

1.8.2.2. Aluno: Christian Shleider Carnero Canales.

Projeto: Sintese de nanoparticulas de silica mesoporosas conjugadas com R8 e carregadas com peptideos
antimicrobianos andlogos da plectasina e a avaliagdo de seu efeito intramacrofagico
infectados com Mycobacterium tuberculosis.

Ano de conclusdo: 2024.

Bolsa: CAPES

1.8.3. CO-ORIENTAQAO DE DOUTORADO

1.8.3.1. Aluno: Gabriela Corréa Carvalho.

Projeto: Avaliacdo do potencial do licopeno incorporado em nanoparticulas de silica mesoporosas
dispersas em hidrogéis termorresponsivos no tratamento da candidiase vulvovaginal.

Ano de conclusdo: Em andamento.

Bolsa: FAPESP

1.9. ESTAGIO BEPE-FAPESP

Estagio de pos-doutorado realizado junto a University Medical Center Groningen (UMCG)/University of
Groningen - Department of Biomaterials & Biomedical Technology, Groningen, The Netherlands, no
periodo de 2023 a 2024.

Titulo do Trabalho: Evaluation of cetuximab-modified porous silicon nanoparticles as docetaxel carrier
to prostate cancer treatment.

Supervisor: Prof. Dr. Hélder Almeida Santos.

Agéncia Finaciadora: Bolsa Estagio de Pesquisa no Exterior - Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado
de S&o Paulo (BEPE-FAPESP, processo: 2022/02661-3).

2. INTRODUCAO
2.1. Cancer de Prostata

O cancer € responsavel pelo maior nimero de mortes no mundo constituindo a mais importante
barreira contra 0 aumento da expectativa de vida populacional no século 21. [1] O grande crescimento da

incidéncia e mortalidade provocada pelo cancer pode ser atribuido a um conjunto de fatores como o
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envelhecimento e crescimento populacional e aos problemas associados ao desenvolvimento
socioecondémico no mundo. Sung e colaboradores [1] e a Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer
(International Agency of Reserch on Cancer, IARC) [2] relatam que o cancer atinge aproximadamente 20
milhdes de pessoas no mundo provocando em torno de 10 milhdes de mortes em 2022.

Segundo a IARC, no Brasil séo esperados mais de 627 mil novos casos de cancer em 2022 com
uma mortalidade de aproximadamente 279 mil para ambos o0s sexos. Sem considerar o cancer de pele ndo
melanoma, segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), tanto o cancer
de mama como o de prostata sdo os mais incidentes em mulheres e homens, respectivamente.
Especificamente, o céncer de préstata (CP) corresponde a mais de 32 % de incidéncia atingindo
aproximadamente 102 mil e 519 homens no Brasil em 2022 [1, 3, 4], de acordo com os dados apresentados
pelo IARC na Figura 1.

Prostata (16,3 %)
102.519

Prostata (32,1 %)

Qutros (46,9 %) 102.519

294.230

Outros (39,6 %)
126.622
Mama (15,1 %)

94.728

Colo e reto (9.6 %)

Estdmago (3,7 %) 60.118 Colo e reto (9,4 %)

23.021 30.164
Tireoide (5,0 %) Pulméo (7,0 %) Estémago (4,6 %) Pulmao (7,8 %)
31,385 Total: 627.193 casos 44.213 14.700 Total: 316.711 casos 24 804

Figura 1. Numero de novos casos em 2022 no Brasil para ambos os sexos (a esquerda) e para 0 sexo

masculino (a direita) referentes a todas as idades. Adaptado de [3].

O CP acometera 1 a cada 8 homens durante sua vida com maior incidéncia ap06s os 65 anos. O CP
inicia-se quando células da glandula prostatica crescem descontroladamente, o que altera o tamanho da
préstata e consequentemente diminui o calibre e intensidade do jato urinario. [5] Pesquisadores [6, 7]
atribuem o aumento da idade, origem étnica e predisposic¢do genética como trés principais fatores de riscos
enddgenos para o aumento da incidéncia do cancer de prdéstata. Alguns estudos clinicos sugerem outros
fatores de riscos (exdgenos) com papel importante para o desenvolvimento da patologia tais como dieta,
padrdo de comportamento sexual, consumo de alcool, exposicao a radiacao solar (ultravioleta) e exposi¢do
ocupacional. O diagnostico precoce da doenca aumenta consideravelmente a expectativa de vida do
individuo, sendo comumente realizado através do toque retal, o qual permite a investigacdo das possiveis
alteracdes fisicas na glandula prostatica assim como o teste sanguineo do antigeno prostatico especifico
(PSA), o qual permite avaliar a agressividade e grau de complexidade do tumor. [7, 8] Considerando estes
fatores alterados, recomenda-se que o paciente seja submetido a ultrassonografia transretal seguida de
biopsia da prostata. [9] Outras formas de diagnéstico como a ressonancia magnética (RM)
multiparamétrica, tomografia de emissdo de positrons (PET-Scan) e 0 uso de marcadores como PCA3 e

4Kscore também podem ser destacados atualmente. [5, 7, 8]
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Desta forma, ap0s diagnostico do cancer de prostata, as estratégias de tratamento devem ser
definidas de acordo com o estagio da doenca, além do historico, estilo e expectativa de vida do paciente.

2.2. Tratamentos do cancer de prostata

Existem distintas formas de tratamento do CP; no entanto, a escolha é baseada no método menos
impactante e mais efetivo para o individuo, considerando os valores de PSA encontrados e a escala de
Gleason. [7,8] A escala de Gleason considera o padrdo glandular e a relacao entre glandulas e o estroma
prostatico. Pode ser classificado em 5 graus histoldgicos, onde o grau 1 corresponde a lesdo em estagio
inicial enquanto o grau 5 corresponde a lesdo mais agressiva. Considerando produtos de cirurgias e
bidpsias, a escala pode ser obtida pela soma de padrdes, onde os valores mais altos como 8, 9 e 10 sdo
considerados tumores de alto grau. [7,8]

Dentre as possiveis terapias para 0s tumores localizados considerados de risco baixo e
intermedidario, a prostatectomia (cirurgia) radical, radioterapia externa, braquiterapia (radioterapia interna)
e a vigilancia ativa sdo consideradas como opg¢des de tratamento segundo a American Urological
Association. [10] Para os pacientes com expectativa de vida superiores a 10 anos e que almejam um
tratamento com cura imediata, tanto a prostatectomia radical quanto a radioterapia externa exibem taxas de
cura superiores a 95 e 75 % em 10 anos, respectivamente. A braquiterapia apresenta taxas de cura de
aproximadamente 65 % em 12 anos. [8] No entanto, todas estas vias de tratamento apresentam efeitos
colaterais como incontinéncia urinaria, disfuncdo erétil tardia, esteanose da uretra, cistites, colites, retites,
entre outros. Quando a doenca ja estd em estagio avancado e metastatico, métodos para controle local se
tornam inviaveis, direcionando o tratamento ou para a remoc¢ado da préstata ou para a terapia de bloqueio
hormonal, também conhecida como terapia de privacdo androgénica (TPA). A TPA é a hormonioterapia
mais ativa e geralmente utilizada para o tratamento de tumores solidos agressivos, com taxas de controle
superiores a 90 % por um periodo médio de até 11 anos. [11, 12] Embora a doenca possa ser controlada
com TPA, os pacientes que possuem cancer metastatico podem ver o mesmo evoluir independente do
controle dos niveis de testosterona. A supressdo da testosterona oferece um controle por curto periodo de
tempo antes que a doenca alcance o estdgio de resisténcia a TPA. Mutacdes, outras alteracdes dos
receptores androgénicos (RA) e a presenca de outros co-ativadores podem ser responsaveis pela resisténcia
a TPA. [13, 14] Além disso, o controle via TPA gera efeitos adversos como osteoporose, disfuncéo erétil,
ginecomastia, anemia, entre outros. [15-17]

A partir da compreensdo sobre os RA, é possivel buscar outras alternativas a resisténcia ao
tratamento utilizando TPA ou mesmo a associacdo de terapias, que promovam o aumento da eficacia no
tratamento do cancer metastatico de prostata. Neste sentido, 0 uso da quimioterapia se mostra efetivo
comparado ou associado a TPA utilizando compostos como docetaxel, paclitaxel, acetato de abiraterona,
mitoxantrona, enzalutamida, radio-223, Sipuleucel-T, cabazitaxel e outros. [14, 18]



14

2.3. Quimioterapia: Docetaxel

A quimioterapia compreende uma efetiva forma de tratamento do CP apresentando altas taxas de
resposta, aumento na expectativa de vida quando detectado precocemente, reducdo da dor em pacientes
além de outros sintomas atribuidos a doenca. Especificamente, a quimioterapia no tratamento do cancer
metastatico de prdstata tem acdo em pacientes que apresentam resisténcia a TPA ou cancer de prdstata
horménio refratario (CPHR). [19] Em particular, o uso do antineoplasico docetaxel é reconhecido como o
primeiro tratamento eficaz e com sinais de evolucao dos pacientes contra CPHR. [12, 14, 20]

Docetaxel (DTX) é um farmaco antitumoral lipofilico pertencente a familia dos taxdides extraido
da planta Taxus baccata com estrutura quimica exibida na Figura 2. O mecanismo de acdo do DTX envolve
citotoxicidade pela ligacdo de B-tubulina a qual provoca a inibicao da proliferacdo celular e progressédo
mitotica devido a inibicao da dinamica dos microtubulos resultando na morte da célula tumoral. [21] DTX
foi aprovado em 2004 pelo FDA (Food and Drug Administration) e pela Agéncia Europeia de Medicina
como tratamento para cancer de préstata avancado. [20] DTX tem sido aplicado como monoterapia ou
associado a outras terapias em varios tipos de neoplasias tais como cancer de mama, pulméo, ovario,
cabeca, pescogo, pancreas, gastrico e prostata. [22-26] Apesar da utilizacdo no tratamento de diversas
neoplasias, a formulagdo comercial do DTX (Taxotere®) composta pelo tensoativo ndo idnico Tween® 80
(polissorbato 80, associado ao etanol) apresenta diversos efeitos colaterais relatados por pacientes devido
a alta toxicidade e baixa biodisponibilidade tais como nauseas, vomitos, neutropenia, toxicidade
musculoesquelética e reacGes de hipersensibilidade, o que restringe seu uso clinico. [21, 27, 28]

Portanto, com intuito de minimizar os efeitos adversos do DTX e aumentar sua biodisponibilidade,
novas formulacdes nanotecnolégicas tém sido desenvolvidas baseadas em lipideos, polimeros, lipossomas
e matrizes inorgénicas que conduzam o antineoplasico especificamente até as celulas ou tecidos tumorais
de interesse. [29-32]
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Figura 2. Estrutura quimica do Docetaxel (Taxotere®). [27]

2.4. Nanotecnologia no tratamento do cancer - nanoparticulas de silica mesoporosas
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Atualmente, os tratamentos convencionais utilizados para o cancer de préstata sdo ineficazes,
devido principalmente as caracteristicas biologicas, hormonais e moleculares desta neoplasia possibilitando
0 processo de resisténcia e progressao tumoral causando diversos danos aos pacientes. Além disso, a
formulacio comercial do DTX (Taxotere®) apresenta limitagdes quanto ao seu uso clinico e,
consequentemente, tem sua eficiéncia terapéutica comprometida. Diante do pressuposto, espera-se
desenvolver nanossistemas de liberacdo de farmacos inteligentes baseados em nanoparticulas de silica
mesoporosas (NSMs) funcionalizadas com cetuximabe (CTE) para a veiculagcdo de DTX. Devido a sua alta
estabilidade quimica, grande area superficial e poros de diametros e volumes ajustaveis, as NSMs podem
incorporar grande quantidade de farmacos como o DTX, protegendo-o de processos de desativagdo,
degradacéo e liberagdo prematura. Além disso, a disponibilidade de hidroxilas em sua superficie permite a
conjugacdo de moléculas como o anticorpo monoclonal CTE, o qual promove especificidade e
direcionamento ao nanocarreador para atingir a patologia de interesse. Desta forma, esta abordagem
constitui uma metodologia inovadora no tratamento do c&ncer de prostata, com perspectiva de maior
internalizacdo do nanocarreador, controle da liberacdo na regido da patologia de interesse conduzindo a
maior eficacia do tratamento além de reduzir efeitos colaterais nos pacientes.

O uso da nanotecnologia no campo da medicina para diagnostico, monitoramento e controle de
doencas tem recebido grande atencdo ultimamente. Nanomateriais tém sido aplicados como carreadores de
moléculas e antitumorais em sistemas de liberagdo visando tratamento, marcacdo e imageamento de
sistemas bioldgicos. [32-39] Particularmente, nanomateriais inorganicos tém sido extremamente estudados
devido as suas versateis propriedades fisico-quimicas tais como ampla funcionalidade, disponibilidade de
superficie assim como boa biocompatibilidade. [34, 40, 41] Entre os nanomateriais inorganicos, NSMs
apresentam caracteristicas Unicas como grande area superficial, alta densidade de hidroxilas disponiveis na
superficie, tamanho e volume de poros ajustaveis, controle de forma e tamanho das particulas e superficie
bifuncional com interior e exterior dos poros disponiveis para modificacdes, sendo interessantes para
aplicacBes como nanossensores, nanomarcadores e nanoplataformas para liberacdo de farmacos. [40, 42-
45] A incorporacdo de corantes, luminéforos e farmacos no interior dos mesoporos previne efeitos de
desativacdo, liberacdo prematura e degradacdo dos compostos antes que alcancem seu determinado
objetivo. [40, 42-45] Desta forma, estas matrizes podem ser utilizadas como veiculos na liberacdo
controlada de farmacos, sensores luminescentes, marcadores celulares, fotocatalizadores, em terapia
fotodinamica entre outras possibilidades. [34, 42-47] Em geral, NSMs podem ser fabricadas controlando
diversos parametros de sinteses tais como concentracdo de reagentes, tipos de agentes direcionadores de
estruturas (template), temperatura, fonte de silica além do pH da mistura reacional. [43, 48, 49]

Considerando a ampla funcionalidade quimica das NSMs, boa biocompatibilidade,
biodegradabilidade e facil eliminacdo em urina e fezes, diversos esforcos tém sido direcionados para o
desenvolvimento de novas NSMs multifuncionais. [48-53] Atualmente, estas nanoplataformas tém sido
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consideradas muito promissoras em nanobiotecnologia devido ao seu potencial como veiculos para

liberagdo de farmacos no tratamento do cancer, de acordo com a Figura 3.

8087
7794
7285
5996
5115
4462
3658
3082
2518
1983
1469
997
695
375
_Eﬂ_ [ | III.

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023
Ano

Numero de Publilcacoes

Figura 3. NGmero de publicagdes por ano na base de dados SCOPUS® (todos tipos de publicagdes como
cartas, notas, artigos de conferéncia, capitulos de livros, livros, revisGes e artigos), todas as areas de
conhecimento englobando as palavras-chave “mesoporous silica nanoparticles”, “drug delivery”, e “cancer

therapy” em artigos, artigos de revisdo, livros, capitulos de livros e artigos de conferéncia.

Geralmente, grande parte dos antineoplasicos aptos para uso apresentam efetiva acdo contra células
tumorais tais como docetaxel, paclitaxel, doxorubicina, captothecina, acetato de abiraterona, mitoxantrona,
enzalutamida, entre outros. [14, 18, 52] No entanto, testes in vivo tém mostrado que a maioria destes
farmacos devido a alta hidrofobicidade e, consequentemente baixa solubilidade em meio aquoso,
apresentam administracdo intravenosa comprometida além de efeitos adversos. [53] Visando contornar
estes problemas, os quimioterapicos podem ser incorporados no interior dos canais mesoporosos das NSMs
substituindo o uso de solventes organicos muitas vezes toxicos aos tecidos saudaveis. [53] Antineoplasicos
hidrofobicos, hidrofilicos e a mistura deles podem ser incorporados nas NSMs. Liu e colaboradores [54]
descrevem a preparacdo de NSMs magnéticas como nanoveiculos para antineoplasicos hidrofilicos
(doxorubicina, DOX) e hidrofébicos (rapamicina, RAPA). Os autores relatam que o uso destes sistemas
multi-farmacos apresentou alta internalizagdo em células tumorais A549 além de maior eficacia na morte
celular quando comparado com a administracdo dos antineoplasicos livres. Entretanto, para o tratamento
das neoplasias necessita-se de carreadores capazes de alcancar de forma especifica um tecido tumoral,
diminuindo a dose administrada e, consequentemente, aumentando a dose efetiva na regido do tumor,

minimizando danos as células normais. [33-36] Desta forma, o aumento da seletividade e permeabilidade
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em células tumorais a partir de carreadores baseados em NSMs podem ser obtidos com a funcionalizagdo
de sua superficie (interior e exterior dos mesoporos ou ambos) com ligantes especificos direcionadores tais
como anticorpos, proteinas, peptideos, polissacarideos, aptdmeros e pequenas moléculas [43, 57, 58], de
acordo com a representacgdo na Figura 4.
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Figura 4. Representacdo esquematica das NSMs multifuncionais contendo os farmacos antitumorais no
interior dos poros e a maioria dos ligantes especificos direcionadores como anticorpos, proteinas, peptideos,
polissacarideos, aptameros, pequenas moléculas. Adaptado de [57].

2.5. Anticorpo monoclonal — cetuximabe

Uma das estratégias para contornar os efeitos colaterais causados por farmacos antitumorais em
nanocarreadores consiste no uso de anticorpos monoclonais que promovam especificidade ao
nanocarreador através da ligacdo com antigenos seletivamente expressos ou superexpressos na superficie
das células tumorais. [59] Em particular, cetuximabe (CTX, Erbitux®) é um anticorpo monoclonal
quimérico do tipo IgG1 aprovado pelo FDA em 2004 para o tratamento de tumores, especificamente para
pacientes com cancer em estado avancado ou metastatico. O mecanismo de acdo do CTE compreende a
ligacdo seletiva com alta afinidade aos dominios extracelulares do receptor EGF (Epidermal Growth Factor
receptor, EGRF) resultando na inibicdo da proliferacdo celular, angiogénese, metéstase e
consequentemente morte celular. O receptor GRF é um polipeptideo do tipo tirosina quinase crucial na
sinalizacéo para proliferacéo, diferenciagdo e sobrevivéncia celular. Até 100000 receptores deste tipo séo
expressos em células normais, enquanto células tumorais expressam até 2000000 de receptores por célula.
O EGREF é superexpresso em varios tipos de neoplasias, em particular, no cancer de prostata resistente a
castragéo (castration-resistant prostate cancers, mCRPC), que corresponde a uma faixa de 40-80 % dos

tumores, devido a reincidéncia ou metastase. [60, 61] Neste sentido, 0 uso do CTX é essencial para o
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controle da proliferacdo de células tumorais e, associado & quimioterapia, pode apresentar resultados ainda
mais promissores. O aumento significante na sobrevida dos pacientes com canceres metastaticos coloretal
e pulmao de células ndo pequenas tem sido atribuido ao uso de CTX. [62, 63] Canthomas e colaboradores
[64] avaliaram a associacdo de CTX e DTX no tratamento de cancer de prdstata resistente a cirurgia. Os
autores relataram que em pacientes com superexpressdo de EGFR, sinais de eficacia podem ser observados
com a presenca do CTX, embora estudos ainda precisem ser realizados para melhor entendimento dos

mecanismos. [31, 65, 66]

2.6. Nanoparticulas de silica mesoporosas conjugadas com cetuximabe

A acdo do anticorpo monoclonal CTX no controle do crescimento tumoral pode ser evidenciada
principalmente combinada a outras formas de terapias. Neste contexto, aliar o CTX com nanocarreadores
baseados em NSMs favorece a obtencao de nanoplataformas multifuncionais inteligentes, as quais podem
apresentar alta especificidade, internalizacdo e liberagéo efetiva em células tumorais. Cho e colaboradores
[67] prepararam NSMs magneto-fluorescentes conjugadas com cetuximabe (MFSN-CTX) para marcagao
seletiva e imageamento de células tumorais do colo. Os autores relataram, a partir de estudos in vivo, a
especificidade da nanoplataforma devido a expressdo de EGFR nas membranas das células tumorais. O
imageamento no local especifico via ressonancia magnética (MRI) foi observado demonstrando o potencial
deste nanossistema para marcacao e deteccdo de células tumorais que expressam EGFR. Er e colaboradores
[68] descreveram o uso de CTX conjugado a nanoplataforma baseada em NSMs impregnadas com
ftalocianinas de zinco (ZnPcOBP-NSMs) no tratamento de células tumorais pancreaticas via terapia
fotodindmica (photodinamic therapy, PDT). As ftalocianinas sdo compostos hidrofébicos e portanto sua
aplicacdo direta em meio bioldgico se torna ineficaz. Desta forma, as ftalocianinas foram incorporadas nos
mesoporos das NSMs para posterior aplicagdo. Estudos in vitro mostraram que quando incorporadas nos
mesoporos as ftalocianinas de zinco apresentaram maior eficacia fotodindmica, a qual foi potencializada
com a conjugacao de CTX nas nanoplataformas. Além disso, foi observada uma dependéncia entre a
fotoaniquilacdo e os niveis de expressao de EGFR nas células tumorais. Assim, este novo nanoveiculo
multifuncional promove a liberacdo de ftalocianinas de zinco e posterior PDT quando expostos a luz com
alta especificidade as células tumorais pancreaticas promovidas pela presenca do CTX.

Em outro trabalho, Wang e colaboradores [69] desenvolveram um eficiente tratamento para cancer
de pulméo mutante baseados em nanocarreadores inteligentes capazes de serem especificos a expressédo de
EGFR, favorecerem a endocitose e promoverem liberagcdo de antineoplasicos estimulada pela presenca de
glutationa (glutathione, GSH) no interior das células tumorais pulmonares. Estes nanocarreadores foram
obtidos a partir das NSMs impregnadas com gefitinibe (GEF) e doxorubicina (DOX) recobertos com CTX
(DOX ou GEF@NSMs-CTE). Estudos in vitro e in vivo exibiram alta afinidade, endocitose facilitada e
melhor eficacia inibitoria usando GEF@NSMs-CTX no tratamento de células PC9 resistentes a GEF
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comparados as células Beas2B saudaveis. Todas estas nanoplataformas multifuncionais abordadas
apresentaram resultados promissores em relacdo a tratamentos convencionais como 0 uso direto de
monoterapias como CTX e quimioterapicos.

Neste contexto, este projeto objetivou o desenvolvimento de nanoplataformas inteligentes baseadas
em NSMs aptas para incorporagdo do antineoplasico DTX com posterior modificagdo com o anticorpo
monoclonal CTX. Além de poder atuar como blogueador dos mesoporos impedindo a liberagdo prematura
do farmaco antitumoral, o CTX pode promover a internalizacdo das nanoplataformas em linhagem de
cancer de prostata PC3 e DU145, que superexpressam ou ndo EGFR, respectivamente, potencializando a
liberacdo de DTX a célula tumoral alvo. Esta abordagem se configura como método em potencial e ainda
ndo explorado para o tratamento do cancer de préstata.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Desenvolver nanocarreadores inteligentes baseados em nanoparticulas de silica mesoporosas

funcionalizadas com cetuximabe para veiculacdo de docetaxel no tratamento do cancer de préstata.

3.2. Objetivos especificos

e Validar metodologia analitica para quantificagdo do DTX por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE);

e Sintetizar nanoparticulas de silica mesoporosas (NSM) obtidas via duas metodologias

e Funcionalizar as NSMs com MPTMS (NSM-S);

e Modificar o marcador isotiocianato de fluoresceina (FITC) com o alcoxisilano 3-aminopropil
trimetoxisilano (APTES)

e Modificar as NSMs com o marcador FITC-APTES (NSM-FITC);

e Impregnar as NSM e NSM-S e com DTX (NSM@DTX e NSM-S@DTX);

e Derivatizar o Anticorpo CTX via reagente de Traut (CTE-S);

e Funcionalizar 0 CTX-S nas NSM-S@DTX e obter nanossistemas NSM1@DTX-CTX e
NSM2@DTX-CTX;

e Caracterizar fisico-quimicamente 0s nanossistemas;

e Avaliar a disponibilidade e quantificar os grupos SHs presentes no CTX-S e NSM1-FITC-S;

e Auvaliar a citotoxicidade em linhagens de cancer de préstata DU145 e PC3;

e Estudar a internalizacdo celular de NSM-FITC e NSM-FITC-CTX em linhagens DU145.

4. MATERIAL & METODOS
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4.1. Validacao de método analitico para quantificacdo do docetaxel (DT X) por Cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE)

Para a quantificacdo do DTX em formulac@es, foi validado método analitico por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), com fase movel composta por acetonitrila:agua ultrapura, 65:35 (v/v),
sob o fluxo de 0,8 mL min™, em coluna de fase reversa C18 (4,6 x 250 mm, 5 pm) com inje¢do de 10 pL
a 45 °C e comprimento de onda de 230 nm. [70] Para a validagcdo do método foram avaliados os parametros
de seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), seguindo as
especificacfes da ANVISA (2017) e recomendacdes do Harmonised Tripartite Guideline (ICH). [71] O
equipamento utilizado foi o HPLC AGILENT modelo 1220 Infinity LC, com detector UV-Visivel. As
condicbes cromatogréaficas estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Condigdes cromatograficas empregagés para validacdo da metodologia analitica.
Parametros
Fase estacionaria Coluna HPLC 250X4,6 mm; 5 um ZORBAX C18
Fase movel Acetonitrila:Agua ultrapura (65:35)
Fluxo 0,8 mL min*
A de deteccdo 230 nm
Temperatura do forno 45 °C
Volume de injegdo 10 pL
Tempo de corrida 8 min

As solucOes-teste foram preparadas a partir de diluicdes de uma solucdo estoque do
farmaco DTX, em acetonitrila grau HPLC, na concentragio de 100 pug mL™. Todas as solugdes foram

filtradas em filtro PTFE 0,45 um antes do inicio das analises.

4.1.2. Conformidade do sistema cromatografico

Para assegurar que os parametros cromatograficos selecionados sdo aptos a fornecer resultados
aceitaveis e confiaveis, realizou-se a anélise de cinco inje¢des da solugio de DTX (25 pg mL™?) preparada
em fase maovel, a partir da solucéo estoque. O espectro de absor¢do do farmaco bem como o comprimento
de onda de méaxima absorcéo foi verificado e, a partir dos picos cromatograficos de cada inje¢éo, avaliou-
se 0 desvio padréo relativo percentual (DPR%) das areas, dos tempos de retencdo (tR), dos numeros de
pratos tedricos (N), do fator de cauda (FC) e da assimetria do pico, fornecidos pelo software do

equipamento utilizado.

4.1.3. Especificidade/Seletividade



21

Neste ensaio avaliou-se a interferéncia da matriz de silica, no comprimento de onda de maxima
absorcao do farmaco. A especificidade/seletividade foi determinada verificando-se o resultado da injecdo
das nanoparticulas em suspensao e do filtrado das nanoparticulas sem farmaco. Todas as analises foram

realizadas em triplicata com solugdo do farmaco e dos polimeros na concentragdo 25 pg mL™.

4.1.4. Linearidade

A linearidade foi determinada pela construcao de trés curvas analiticas do DTX, a partir da solucdo
estoque. Foram preparadas 8 dilui¢des com concentragdes variando de 1 a 50 pg mL1 (1; 5; 10; 20; 25; 30;
35 e 50 ug mL™). A linearidade foi avaliada a partir da média dos valores das areas encontradas e a equagio
da reta foi determinada através do estudo de regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados e analise
de variancia (ANOVA).

4.1.5. Precisao

A repetibilidade ou precisdo intradia foi realizada a partir da injecéo de trés dilui¢cbes da solucgéo
estoque de DTX, nas concentracdes 1, 10 e 25 ug mL™* representantes, respectivamente, das concentragdes
baixa, média e alta, para analise na regido do UV. As injecdes foram realizadas no mesmo dia e em
condicdes de trabalho idénticas. O valor do D.P.R.% entre as determinacges foi analisado. Para a precisdo
intermediaria, realizou-se a analise das diluicbes da solugdo estoque de DTX em dois dias diferentes e
também por um segundo analista, sob as mesmas condicdes experimentais. O ensaio foi realizado em

triplicata e os valores de D.P.R.% calculados.

4.1.6. Exatidao
A exatiddo do método foi determinada a partir da solucdo estoque de DTX, diluida em fase movel
para as concentragdes 1, 10 e 25 pg mL™ (baixa, média e alta, respectivamente). Realizou-se cinco injeces

de cada concentracao e a exatidao foi calculada por meio da Equacéo 1.

C
Exatidio (%) = (C_) x 100 Eq. 1
0

Em que: C é a concentracdo média determinada experimentalmente e Co é a concentracao teorica.
4.1.7. Limite de deteccéo (LD) e de quantificacéo (LQ)

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram determinados a partir de trés

curvas analiticas construidas e calculados utilizando as Equacgdes 2 e 3, respectivamente:
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IC '
_ 1OXDPA Eq 3
IC '

Em que: Dpa € 0 desvio padréo do intercepto com o eixo y e IC é a inclinagdo da curva de calibragéo.

4.2. Preparacdo de nanoparticulas de silica mesoporosas (NSM1 e NSM2)

Dois tipos de nanoparticulas de silica mesoporosas foram preparadas, as NSM1 que apresentam
poros distribuidos aleatoriamente pela estrutura e as NSM2, que apresentam poros organizados
hexagonalmente pela estrutura. Os dois tipos de NSMs foram desenvolvidos com intuito de comparar se a
acdo da mesoporosidade e a distinta concentracao de silanois livres na estrutura irdo influenciar nos ensaios

in vitro.

4.2.1. Preparacao de nanoparticulas de silica mesoporosas (NSM1) obtidas via microemulséo direta

Nanoparticulas esféricas de silica mesoporosas (NSM1) com didmetro de poros e também de
particula ajustaveis em escala nanométrica foram preparadas usando a metodologia de microemulséo direta
(water/oil) de acordo com o procedimento adaptado da literatura. [72-75] As NSMs foram sintetizadas
utilizando TEOS (tetraetilortosilicato, 99%, Aldrich) como fonte de silica; L-lisina (98%, Aldrich) como
catalizador; mondmero estireno como agente formador de poros (template); CTAB (brometo de
cetiltrimetilamdnio, 98%, Aldrich) também como template ¢ surfactante; e o dihidrocloreto de 2,2’-Azobis
(2-metilpropionamida) (AIBA, 97%, Aldrich) como iniciador da polimerizacao do estireno. A L-lisina foi
usada como catalisador responsavel pelo controle da rede de silica em escala manométrica. A Figura 5

apresenta a rota sintética das NSM1.
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Figura 5. Representagdo da rota sintética das nanoparticulas de silica mesoporosas (NSM1). Adaptado de
[72].
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A sintese foi realizada a partir da adicdo de 0,606 g de CTAB em 180 mL de agua deionizada
permanecendo sob agitacdo magnética a 60 °C em baldo volumétrico de 250 mL por 30 min sob atmosfera
de N, até completa homogeneizacdo da solucdo. Em seguida, foram adicionados 55,8 mL de octano,
seguido da adicdo de 105 pL de estireno pré lavado com NaOH 2,5 M para retirar o estabilizante e iniciar
a polimerizacdo. Na sequéncia, foram adicionados 0,1381 g de L-Lisina e 6,42 mL de TEOS lentamente
com posterior adi¢do de 0,2017 g de AIBA foram adicionados ao meio reacional. A reacdo foi mantida sob
agitacdo constante e magnética por 3 h em atmosfera de N2 a 60 °C. Ao término da sintese, a suspenséo
obtida foi vertida em funil de decantacéo, ficando em repouso até ocorrer a separacéo de fases. Em seguida,
a fracdo azul clara correspondente as NSM foram separadas e centrifugadas a 15.000 rpm por 15 min. As
NSMs foram lavadas 5 vezes com etanol e 4gua para remocdo das impurezas e residuos dos reagentes que
ndo reagiram. Para remocdo dos surfactantes/agentes formadores de poros, utilizou-se metodologia
adaptada de Lugare et al. [76], que consistiu em dispersas as NSM1 em 60 mL de metanol, 1,5 mL de &cido
cloridrico concentrado (37%) e 15 mL de cloroférmio, sob agitacdo magnética e refluxo a 58 °C por 6 h.
Ao final, a suspensao foi centrifugada a 15000 rpm por 10 min, seguida de lavagens com etanol e dgua (2

vezes cada), posteriormente secas em estufa a 60 °C por 12 h.

4.2.2. Preparacao de nanoparticulas de silica mesoporosas (NSM2) com poros organizados

Com a finalidade de também avaliar a hidroxilacdo do nanocarreador assim como a disposicao de
poros, neste caso, sem comunicacado entre eles e distribuidos de forma organizada, foram preparadas NSM2
via precipitacdo de acordo com adaptagdo da metodologia descrita por Cheng et al. [77] Primeiramente,
250 mg de CTAB foram solubilizados em 120 mL de &gua ultrapura com adi¢do de 833,4 pL de NaOH (2
M) em baldo de fundo redondo de 250 mL, sob agitacdo vigorosa e constante a 80 °C por 30 min, seguida
da adicdo lenta de 1,25 mL de TEOS. O meio reacional foi mantido a 80 °C por mais 2 h para a obtenc¢édo
das NSM2. A suspensdo foi centrifugada a 15000 rpm por 10 min e secas a temperatura ambiente. Para
remocao do surfactante, as NSM2 foram dispersas em 100 mL de etanol contendo 2 g de nitrato de amonio
(NH4NOs3) sob refluxo a 75 °C por 1 h. As NSM2 foram centrifugadas e lavadas 2 vezes com etanol e 1
vez com agua. O procedimento de refluxo foi repetido novamente, seguido da centrifugacdo, lavagem e

secagem das NSM2 a 60 °C em estufa.

4.3. Modificagdo do FITC com APTES (FITC-APTES)

A modificacdo do FTIC foi conduzida de acordo com metodologia adaptada de Wang et al. [69].
Primeiramente, 6,1 pL de APTES foram adicionados em 1 mL de etanol anidro em baldo de 100 mL sob
agitacdo magnetica e atmosfera de N2 a temperatura ambiente. Em seguida, 11,11 mg de FITC foram

adicionados sob agitacdo magnética, ao abrigo de luz, atmosfera de N2 e temperatura ambiente por 12 h.
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4.4. Modificacdo das NSM com FITC-APTES (NSM-FITC)

A rota sintética das NSM1 e NSM2 (descritas nos itens 4.2.1. e 4.2.2.) foi adaptada para a adicdo
do marcador modificado com o grupo alcoxisilano (FITC-APTES). A metodologia de sintese das NSM-
FITC compreende a hidrélise e condensacdo do TEOS e FITC-APTES simultaneamente, adaptado de
metodologia previamente descrita. [69, 77] Os nanossistemas marcados com FITC foram preparados com
a finalidade de realizar ensaios de citometria de fluxo.

4.5. Funcionalizacdo das NSM1 e NSM2 com 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTMS)

A modificacdo das NSMs foi primeiramente avaliada de acordo com metodologias adaptas de [78-
79]. Quinhentos mg de NSM1 e NSM2 foram deixadas sob véacuo para posterior adi¢cdo a 50 mL de tolueno
anidro, seguidos da adicdo de 0,5 mL de 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTMS) sob atmosfera de No,
refluxo a 80 °C sob agitacdo por 24 h. As NSM1 e NSM2 modificadas (NSM1-S e NSM2-S) foram
separadas por centrifugacdo a 15.000 rpm por 10 min e posteriormente lavadas com tolueno, etanol e 4gua
destilada. Na sequéncia, as NSM-S e NSM2-S foram secas em forno & 65 °C por 12 h.

4.6. Impregnacao dos nanossistemas (NSM e NSM-S) com docetaxel (DTX)

Primeiramente, as NSM e NSM-S foram mantidas sob vacuo por no minimo 4 h para evitar a
presenca de moléculas de agua na superficie da matriz que impediria uma melhor incorporacao do farmaco.
Na sequéncia, DTX (30 mg) foi solubilizado em 12 mL de acetonitrila com posterior adi¢do de 30 mg seja
das NSMs ou NSMs-S (1:1, m/m), mantidas sob agitacdo orbital a temperatura ambiente por 24 h. As
suspensdes foram centrifugadas a 4000 rpm por 20 min. Desta vez, o sobrenadante foi separado para
quantificacdo de DTX por CLAE enquanto os nanossistemas contendo 0 DTX (NSMs@DTX e NSMs-
S@DTX) foram secos em estufa a 40 °C por 12 h.

4.7. Avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE%0) e capacidade de carga (CC%) de DTX nos
nanossistemas

Para analise da EE e CC, os nanossistemas em p6s foram dispersos em acetonitrila e submetidos a
banho de ultrassom por 2 h. Posterior agitacdo orbital foi realizada com o intuito de extrair todo fa&rmaco
presente nos nanossistemas. A suspenséo foi centrifugada a 15000 rpm por 15 min e o sobrenadante (fragéo
orgéanica) foi recuperado. Uma aliquota de 100 pL do sobrenadante foi diluido para 5 mL de fase movel
acetonitrila:agua ultrapura (65:35, v/v), e analisado por CLAE. A EE do farmaco e a CC dos nanossistemas

(em porcentagem) foram calculados de acordo as equacdes 4 e 5, respectivamente:

massa de DTX adicionado (ug) — massa de DTX extraido da silica (ug)
x 100 Eq.4

EE(%) =
(%) ( massa de DTX adicionado (ug)
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massa de DTX adicionado (ug) — massa de DTX extraido da silica (ug)

CC(%)=< )x 100 Eq.5

massa total do nanossistema (ug)

4.8. Derivatizacéo do anticorpo cetuximabe (CTX) via reagente de Traut

Apesar de Wang et al. [69] descreverem o simples acoplamento do anticorpo CTX com as NSMs
funcionalizadas com MPTMS (NSMs-S), o protocolo dos autores s6 poderia ser executado de duas formas,
pois o anticorpo CTX ndo possui grupo tidis livres (SHs) em sua estrutura integra, portanto, ou seria
necessario fragmentar o CTX, quebrando pontes dissulfeto para obtencdo de SHs para modificagdo, ou,
modificar o CTX integro via reagdo com reagente de Traut, como descrito por nds recentemente [80]. Desta
forma, escolhemos manter o CTX integro e modifica-lo via reagente de Traut, de acordo com protocolo
adaptado de [80]. Primeiramente, em eppendorf de 2 mL, adicionou-se 200 uL de CTX (5mg mL™) a 800
ML de tampdo PBS-EDTA 5mM, pH 8. Na sequéncia, adicionou-se 20 pL de solucdo EDTA 50mM e 16
pL NaOH 0,1M a solucdo do anticorpo. Em seguida, adicionou-se 18,8 pL de uma solucdo de de Traut (2
mg mL1), deixando sob agitacdo em vortex por 3 min. Ap0s isso, a solucéo foi incubada por 1 h a 37 °C
em banho termostatizado. Para separar o anticorpo tiolado (CTX-S), a solucéo foi eluida com tampéo PBS,
pH 7,4 em coluna PD10, coletando 16 fracdes de 1mL para anélise. As fragdes correspondentes ao CTX-S
(fracBes 4 e 5) foram combinadas para posterior determinacdo de concentracdo via ensaio com acido

bicinconinico (conhecido com ensaio BCA).

4.8.1. Quantificacéo do CTX-S por ensaio BCA

Primeiramente, o reagente de trabalho usado para quantificacdo do anticorpo tiolado consiste em
“50 partes do reagente A (tampao Carbonato com BCA apH 11) e 1 parte do reagente B (Sulfato de cobre
(CuS04))” (50:1), sendo que a mistura de ambos produz uma solugdo verde (cor de sal de cobre). Assim,
200 pL da solugéo preparada foi adicionada em cada pogo da placa e depois adicionado 25 pL de cada
fracdo, homogeneizado com pipeta e sequencialmente incubados em estufa a 37 °C por 30 min. Antes de
incubar a amostra, foi preparada a curva padrdo de BSA de acordo com as dilui¢cdes descritas na tabela 1.
De forma similar as amostras, 25 puL do padrdo BSA foram adicionados aos 200 pL do reagente de trabalho,
homogeneizados e incubados junto as amostras em estufa a 37 °C por 30 min. A rea¢édo para quantificacdo
comeca instantaneamente:

e 12etapa de reacéo: o anticorpo reduz o Cu?* em meio alcalino (pH 11) para Cu*

e 22 etapa da reagdo: Apos isso, duas moléculas de BCA complexam o Cu'*, mudando a cor de
verde para azul com comprimento de onda maximo em 562 nm. Portanto, a quantidade de Cu*
convertido, é proporcional a quantidade de anticorpo presente na amostra.

Logo apo6s esfriamento, as amostras (e padrbes) foram lidos em leitor de microplacas com
comprimento de onda fixo em 562 nm, para detec¢do da absorbancia das amostras e posterior calculo das
concentragdes de CTX-S.
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Tabela 2. Preparacdo dos padrdes de BSA diluidos.

Esquema de diluicdo dos padrdes para o procedimento de leitura em microplacas (faixa de trabalho 20-
2000 pug mL™?)

Vial Volume do diluente  Volume da fonte de BSA  Concentracéo final de
(uL) (uL) BSA (ug mL™)

A 0 300 da solugédo estoque 2000

B 125 375 da solucdo estoque 1500

C 325 325 da solugdo estoque 1000

D 175 175 da diluicdo do Vial B 750

E 325 325 da diluicdo do Vial C 500

F 325 325 da diluicdo do Vial E 250

G 325 325 da diluicdo do Vial F 125

H 400 100 da diluicdo do Vial G 25

I 400 0 0 (branco)

4.9. Preparo das NSMs@DTX-CTX via reagdo com H202

ApO6s obtencdo com sucesso das NSMs modificadas com MPTMS apresentando grupo SH
disponivel assim como a modificacdo do CTX para apresentar o grupo SH, foi proposta a reacdo de
acoplamento de tiois para a formacao de pontes dissulfetos (a partir destes dois componentes) a partir do
uso do agente oxidante perdxido de hidrogénio (H202) e Nal como catalizador reacional, metodologia
adaptada de Kirihara et al. [81]. Primeiramente, preparou o tampdo HEPES (2mM em H-O, pH 7,0,
contendo 3M de NaCl) e a solucdo de Nal (0,03 mg mL™). Em seguida, de acordo com adaptacdo da
metodologia proposta por Wang et al. [69], pesou-se 10 mg de NSM1-S@DTX e NSM2-S@DTX, as quais
adicionou-se 1 mL do tampédo HEPES (20 mM, pH 7,0, contendo 3M de NaCl), seguidos da adi¢do de 850
uL de CTX-S (753,76 pug mL™), 50 puL de Nal (0,03 mg mL™) e, por ultimo, 110 pL de H,02 (0,3 %), em
eppendorfs de 2 mL, sob agitacdo orbital por 2 h. Apds o final da reagdo, as amostras foram centrifugadas
a 5000 rpm por 10 min, e lavadas ao menos seis vezes com tampao HEPES (20 mM, pH 7,0, contendo 3M
de NaCl). Os precipitados obtidos (NSM1@DTX-CTX e NSM2@DTX-CTX) foram ressuspendidos em 1
mL do tampédo HEPES (20 mM, pH 7,0, contendo 3M de NaCl) e estocados em geladeira para posterior

anélise.

4.10. Avaliacéo da eficiéncia de funcionalizacdo (EF%0) de CTX-S nas NSMs-S@DTX
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Para determinar a eficiéncia de conjugagdo do CTX-S as NSMs foi utilizado o ensaio BCA, de
acordo com o protocolo do fabricante (Thermo Scientic). O reagente de trabalho foi preparado a partir da
mistura dos reagentes A e B (50:1), como descrito no item 4.8.1. Foram adicionados 25 L de cada padrédo
de albumina (20 — 2000 pug mL™) para a curva padrdo de BSA e 25 pL de amostra em placa de 96 pogos.
A placa contendo 200 pL de reagente de trabalho foi homogeneizada com a amostra por 30 s e incubada a
37 °C por 30 min, posteriormente resfriada a T.A. para analise. O comprimento de onda foi fixo em 562
nm para obtencdo das absorbancias em leitor de microplacas. Para realizacdo do calculo da eficiéncia de
conjugacdo foi feita a relacdo entre a porcentagem de CTX quantificada nas NSMs (purificadas via

centrifugacdo e lavagem) e o total de CTX-S empregado inicialmente no experimento.

4.11. Caracterizacao fisico-quimica dos nanocarreadores

4.11.1. Analise do tamanho dos nanocarreadores e indice de polidispersividade

O tamanho dos nanocarreadores e o indice de polidispersividade foram determinados a 25 °C por
meio de medidas de espalhamento dindmico de luz (dynamic light scattering), usando laser de HeNe
operando a 4 mW e comprimento de onda de 633 nm. O equipamento realiza as medic¢des ndo invasivas
por “backscatteroptics” (NIBS), feitas num angulo de detecg¢do de 173° e a posi¢do da medigdo da cubeta
é automaticamente determinada pelo software do equipamento.

O software do equipamento € capaz de medir a difusdo aleatoria das nanoparticulas no fluido em
que estdo dispersas, convertendo esse resultado no didmetro hidrodinamico das particulas e em distribuicdo

de tamanhos, a partir da relagdo de Stokes-Einstein (Equagéo 6).

Dh = KT Eqg. 6
" 3mnD 4

Em que: Dh = diametro hidrodindmico, K = constante de Boltzman, T = temperatura absoluta, # =
viscosidade do meio de dispersdo e D = coeficiente de difusdo.

As amostras foram dispersas em agua ultrapura em concentragdes de 0,2 mg mL™? e levadas ao

banho de ultrassom por 20 min, posteriormente colocadas em celas de 1 cm de caminho dptico.

4.11.2. Medida da carga superficial e mobilidade eletroforética
A carga superficial das nanodispersdes foram medidas com o potencial zeta (PZ) determinado pela
mobilidade eletroforética por meio da equacdo de Smoluchowski (Equacdo 7) das particulas/goticulas

dispersas submetidas a um campo elétrico.
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un
=— Eq. 7
7=— q
Em que: { = potencial zeta, p = mobilidade eletroforética, n = viscosidade do meio de dispersao e
¢ = constante dielétrica.
As analises foram realizadas no equipamento Zetasizer Nano ZS em angulo de detec¢do de 173°.
As amostras foram dispersas em &gua ultrapura em concentragdes de 0,2 mg mL™ e levadas ao banho de

ultrassom por 20 min, posteriormente colocadas em celas de 1 cm de caminho Optico.

4.11.3. Andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)

O diametro hidrodindmico médio e a concentracdo dos nanossistemas foram determinados
utilizando o rastreador de nanoparticulas (NTA) NanoSight NS300 (Malvern Instruments, UK) equipado
com cadmara de amostra e laser de A =532 nm. O preparo das amostras foi realizado conforme descrito no
item 4.11.1. Um mL de cada amostra em suspenséo foi introduzido na cdmara de amostra utilizando uma
seringa e uma bomba peristaltica. O software utilizado para aquisicéo e analise dos dados foi o NTA 2.3.
As medidas foram realizadas em quintuplicata (n = 5) a temperatura ambiente (25 °C). O indice de

polidispersdo neste caso foi determinado com base no valor de SPAN de acordo com a Equacéo 8.

D90 — D10
SPAN = —— Eq. 8
D50 a

4.11.4. Analises de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As vibragdes caracteristicas das ligagdes correspondentes a estrutura dos materiais assim como das
modificagdes nos nanocarreadores foram avaliadas no espectrémetro FT-IR, modelo Spectrum 2000 da
Perkin Elmer sob as seguintes condicBes: porcentagem de transmitancia (%T) com um actmulo de 64
varreduras, com resolucéo de 1 cm™, a faixa espectral analisada correspondente foi de 400 a 4000 cm™. As

amostras foram maceradas e dispersas em pastilhas de KBr.

4.11.5. Analise Termogravimétrica (ATG)

As curvas de termogravimetria foram obtidas para auxiliar na determinacao da quantidade de grupos
silanois que estdo presentes na superficie das NSM1 e NSM2, assim como mostrar que as funcionalizagdes
foram realizadas com sucesso para obtencdo dos nanossistemas posteriores. O equipamento utilizado foi o
TG-DSC1 STARe, da Mettler Toledo. As condicGes utilizadas nos experimentos para as amostras foram:
atmosfera de ar seco com fluxo continuo de 50 mL min™ e razdo de aquecimento de 10 °C min?. A

temperatura inicial de analise foi de 25 °C e a temperatura final de 800 °C. Foram pesados em média 10
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mg de cada amostra, utilizando-se cadinho de alumina (Al203) como referéncia. As medidas foram
realizadas no Instituto de Quimica / UNESP - Campus de Araraquara.

4.11.6. ATG-DSC acoplado a espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
Os experimentos de andlise de gases liberados (do inglés evolved gas analysis, EGA) (TG-DSC-
FTIR) foram realizados atraves de sistema de analise térmica da Mettler Toledo, modelo TG/DSC1,
acoplado ao espectrometro de absor¢do na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
da Nicolet, através de uma linha de transferéncia de aco inoxidavel de 120 cm com didmetro de 3 mm,
aquecida a 225 °C, ambos purgados com ar seco (50 mL min). O FTIR foi equipado com uma célula de
gas aquecida a 250 °C e detector DTGS, com janelas de KBr. Os espectros de FTIR dos gases foram

registados com 16 varreduras por espectro a uma resolucéo de 4 cm™,

4.11.7. Avaliagéo da morfologia e estrutura dos nanossistemas desenvolvidos

A morfologia e estrutura de mesoporos dos nanossistemas foram avaliadas por meio da microscopia
eletronica de transmissdo de alta resolucdo (HR-TEM). O equipamento utilizado foi o microscépio TEM-
FEG JEOL modelo 2100F, disponivel no Instituto de Quimica da USP — Sao Carlos, operando em uma
poténcia de feixe de 200 kV. As amostras NSM1 e NSM2 foram preparadas a partir da dispersdo dos pos
em etanol, enquanto as NSM1@DTX, NSM2@DTX, NSM1@DTX-CTX, NSM2@DTX-CTX,
NSM1@FITC foram preparadas a partir da dispersdo dos pds em agua, sendo todas as amostras submetidas
ao banho de ultrassom por 15 min. Posteriormente, 3 pL da suspensdo foram adicionados sobre a grade de

cobre e seca a temperatura ambiente para realizacdo da anélise.

4.11.8. Adsorc¢ao-Dessorcéo de Nitrogénio

A capacidade de adsorcdo das NSMs assim como estrutura, diametro e volumes de poros foram
avaliadas no equipamento ASAP (Accelerated Surface Area and Porosimetry System) marca Micromeritics
modelo 2020. As amostras foram degazadas a 200 °C por 6 h antes da analise de adsorcdo de nitrogénio a
-196 °C. As curvas resultantes foram analisadas com o método BET para determinacdo da area superficial
e 0 método BJH com a equacéo de espessura KJS para calculo da distribuicdo do tamanho dos poros. [82-
84] As medidas foram realizadas em colaboracdo com a professora Mércia Fantini do Instituto de
Fisica/USP — Campus S&o Paulo.

4.11.9. Ressonancia Magnética Nuclear de S6lidos (RMN de solido)

As medidas de RMN foram realizadas para determinar a taxa de hidroxilagdo (Si-OH disponiveis)
nas NSMs e também detectar as modificacGes covalentes feitas nas nanoplataformas. Para analise foi
utilizado o espectrometro Bruker Avance Il HD 400 WB (9,4T) com uma sonda de 4 mm (MAS). As
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medidas foram realizadas sob rotagdo de 10 kHz. Para o experimento de CP MAS do 2°Si{*H}, os espectros
foram obtidas com comprimento de pulso de (*H a 90°) 2,9 ps, tempo de contato de 4,0 ms e tempo de
relaxagdo de 3 s. Para os experimentos de excitaco direta (MAS do °Si), as medidas foram realizadas com
pulso de 3,1 us e tempo de relaxacao de 600 s. Os espectros foram referenciados em relagdo ao TMS
(tetrametilsilano). Para a deconvolucéo dos espectros obtidos foi utilizado o programa Origin. As medidas

foram realizadas no Instituto de Quimica / UNESP - Campus de Araraquara.

4.11.10. Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

Medidas de SAXS foram realizadas nos equipamentos Nanostar (Bruker) e Xeuss 2.0 (Xenocs)
usando distancia amostra-detector de ~0,67 e ~3,80 m, respectivamente, o que forneceu uma faixa efetiva
do modulo do vetor de transferéncia de momento, g = [4= sin(6)]/A (onde 26 é o angulo de varredurae A =
1.5418 A é o comprimento de onda de raios-X), expermentalmente acessivel de 0,003 a 0,35 A

As amostras em p6 foram colocadas em um porta amostra entre as folhas de mica. Todas as medidas
foram realizadas a temperatura ambiente (22 + 2 °C). O tratamento dos dados, 0s quais incluem integracdo
azimutal, subtracdo do ruido de fundo e normalizacdo das escalas absolutas, foram realizados usando o
software XSACT fornecido pelo Xenocs. As medidas foram realizadas em colaboracdo com a professora

Maércia Fantini do Instituto de Fisica/USP — Campus Séo Paulo.

4.12. Ensaios de Quantificacdo dos grupos tiois presentes no CTX-S e nas NSMs-S

O método de quantificacdo dos grupos tiol livres foi baseado no método Ellman de acordo com Liu
e colaboradores [85]. Inicialmente, foi utilizado 2 mg dos pds (amostra das nanoparticulas conjugadas ou
ndo com os grupos tiol livres, NSM1-FITC-S e NSM1-FITC, respectivamente) ou 500 pL das amostras
CTX-S, homogeneizados em 500 pL de tampé&o fosfato pH 8,5 com 500 uL do reagente de Ellman ((5,5'-
ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico) ou DTNB, 0,3 mg mL™) por 2 h. Os experimentos foram realizados em
triplicata e a quantificacdo realizada em leitor de microplacas com comprimento de onda fixo em 450 nm.

Para a quantificacdo das ligagdes dissulfeto as amostras foram reduzidas com borohidreto de sédio
(NaBHa4) 3% (m/v) por 2 h, e, ap6s esse tempo, a reacdo foi interrompida adicionando 300 uL de HCI 5M,
e posteriormente adicionado reagente de Ellman por mais 2 h para sua correta quantificagdo. Os
experimentos foram realizados em triplicata e a quantificagdo realizada leitor de microplacas com
comprimento de onda fixo em 450 nm, para obten¢édo das absorbancias e posterior quantificacdo. A curva
de calibragio para quantificacdo das amostras foi obtida utilizando concentragdes entre 1 mg - 32 pug mL™*!
de N-acetilcisteina puro (Sigma Aldrich, USA) incubados por 2 h com reagente de Ellman em auséncia de
luz e a temperatura ambiente. Apés esse periodo, os padrées foram lidos em leitor de microplacas com

comprimento de onda fixo em 450 nm, para deteccdo da absorbancia e obtencédo da curva.
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4.13. Estudos em cultura celular: Avaliacao de citotoxicidade em célula de cancer de préstata DU145
e PC3

A avaliacdo da citotoxicidade das formulagdes NSM1, NSM2, NSM1@DTX, NSM2@DTX,
NSM1@DTX-CTX, NSM2@DTX-CTX e DTX solubilizado em DMSO foi realizada nas linhagens
celulares PC3 e DU145 utilizando a resazurina como marcador de viabilidade celular, de acordo com
metodologia adaptada de [69, 86]. Para a realizacdo deste experimento, 1 x 10* células de cada linhagem
foram semeadas isoladamente em placas de cultivo celular de 96 pocos e incubadas por 24 ha 37 °Ce5 %
CO». Apds a formagdo da monocamada celular, o meio de cultivo foi removido dos pogos e substituido por
meio de cultivo contendo as formulagdes diluidas na concentragdo de DTX de 1, 10, 50, 100 e 250 nM, em
triplicata. As formulagfes isentas de DTX foram preparadas nas mesmas diluigdes das formulacdes
contendo o DTX. Pocos acrescidos somente com células e meio de cultivo foram utilizados como controles
negativos, e pogos acrescidos de meio de cultivo com DMSO (30 %, v/v) foram considerados os controles
positivos. Apés 48 h de incubacdo, os meios foram removidos e 0s pocos lavados duas vezes com solugdo
de tampao fosfato de sodio (PBS, pH 7,4). Em seguida, 200 pL de meio de cultivo contendo resazurina
(0,025 mg mL™?) foi adicionado em cada pogo. As placas foram levadas a estufa por 3 h a 37 °C. Apds este
periodo, a fluorescéncia, no comprimento de onda de excitacdo de 570 nm e emissdo de 600 nm, foi
determinada em uma leitora de placas Biotek (modelo Synergy). Os resultados foram expressos através da
viabilidade celular (%) e 1Cso. As andlises foram em quadruplicada. O célculo da concentracdo minima das
amostras capaz de reduzir a viabilidade celular em 50% (1C50) foi feito por regressao néao linear no software

GraphPad Prism 8.0.1 com os dados de viabilidade ja normalizados.

4.14. Estudos em cultura celular: Avaliacéo da internalizagdo das NSM-FITC e NSM-FITC-CTE em
célula de cancer de préstata DU145 via citometria de fluxo

A andlise de citometria foi realizada no equipamento BD Accuri™ C6 Plus Personal Flow
Cytometer (BD Biosciences) para determinar a taxa de internaliza¢do (uptake celular) das nanoparticulas
funcionalizadas e ndo funcionalizadas nas células da linhagem DU145. Para esta etapa, 1 x 10° células
foram plaqueadas em placa de 24 pocos e incubadas durante 24 h em 1 mL de meio DMEM suplementado
com antibiotico (1%) e soro fetal bovino (10%) em condic¢Bes de umidade, temperatura (37 °C) e atmosfera
(5% de CO») controladas para que se formasse uma monocamada celular. Apos as 24 h, o meio de cultura
foi removido e substituido por 1 mL de DMEM néo suplementado contendo as nanoparticulas diluidas na
mesma concentracdo das formulacbes correspondentes a 20 nM de DTX. Foi feito também controle
negativo e positivo com 1 mL de meio de cultura. A placa foi novamente incubada desta vez por um periodo
de 6 h, seguido de lavagem dos pocos com PBS 1x e tripsinizagdo por 5 min. As amostras receberam 1 mL
de meio de cultura para inativacdo da tripsina, foram ressuspendidas e colocadas em tubos de ensaio de

vidro. Os tubos correspondentes ao controle positivo (morte celular) foram colocados em banho-maria a
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60 °C para inducdo da morte celular. Antes da leitura, foi adicionado 2 L de iodeto de propidio em cada
tubo para a andlise da viabilidade celular. Amostras foram feitas em triplicata e analisadas nos
comprimentos de onda de 533 nm para deteccdo do marcador FITC (Isotiocianato de Fluoresceina) e 585
nm para quantificacdo do iodeto de propidio, sendo os resultados expressos em porcentagem (%) de

internalizacéo. [69, 86]

4.15. Analise estatistica
Utilizou-se a anélise de variancia ANOVA para o tratamento dos resultados. Foi considerado como

estatisticamente significativo o valor de p < 0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Validacao de metodologia analitica para quantificacdo de DT X por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)
5.1.1. Conformidade do sistema cromatografico

A Figura 6 apresenta o espectro de absorcdo do DTX na regido do Ultravioleta-Visivel, em fase

movel acetonitrila:dgua ultrapura (65:35, v/v) com méxima absor¢do no comprimento de onda de 230 nm.
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Figura 6. Espectros de absorcéo na regido do ultravioleta do DTX em fase movel.

Apos a avaliacdo do espectro do farmaco e comprimento de onda de maxima absor¢éo, em 230 nm,
a conformidade do método cromatografico foi avaliada e os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 3.
O namero de pratos tedricos obtidos foi superior a 2000, como recomendado [87] e, as médias dos valores
dos fatores de assimetria e de cauda estdo abaixo do limite preconizado de 2,0, demonstrando que 0 método
desenvolvido € adequado para a quantificagdo do DTX por CLAE.
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Tabela 3. Parametros da analise de conformidade do sistema cromatografico desenvolvido
para analise de DTX.

Injecdes Area Tempo de retencdo  Simetria do pico Fator de N° de pratos

(tR) 10 % cauda tedricos
N1 368,479 5,264 1,093 1,149 12314
N2 364,608 5,248 1,101 1,149 12133
N3 367,656 5,256 1,093 1,142 12211
N4 369,116 5,258 1,088 1,139 12063
N5 358,833 5,258 1,119 1,164 11918

Média 365,738 5,258 1,099 1,149 12127,8

DP 4,229 0,006 0,012 0,009 149,862
D.P.R% 1,156 0,115 1,126 0,819 1,235

Da mesma forma, como demonstrado na Tabela 3, verificou-se preciséo entre os valores de tR e
area dos picos cromatogréficos, cujos D.P.R.% se encontram abaixo de 2 %. [87, 88] Para demonstrar a
resolucdo e a simetria do pico correspondente ao DTX, 0s cromatogramas das cinco injecdes, obtidos pelo

método proposto, foram sobrepostos e estdo representados na Figura 7.
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Figura 7. Cromatograma do DTX (25 pg mL™) obtido pelo método cromatografico proposto. Fase mével

acetonitrila:agua ultrapura (65:35).

5.1.2. Especificidade/Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente uma substancia em presenca de outros
componentes, como impurezas, produtos de degradagao e componentes da matriz, sem que estes interfiram
no resultado da analise. Em métodos quantitativos, a especificidade/seletividade, pode ser avaliada por

meio da comparacdo dos resultados obtidos de amostras e dos possiveis interferentes, como 0s excipientes
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das nanoparticulas. Em métodos cromatogréaficos, esse parametro é importante, uma vez que a pureza do
pico do farmaco deve ser mantida. [87]

Inicialmente, a suspensao de NSM foi preparada em fase movel, centrifugada e o sobrenadante foi
filtrado e injetado para analise utilizando-se 0 método, assim como o solvente acetonitrila, de acordo com
0s cromatogramas apresentados na Figura 8 (A e B). De acordo com a Figura 8 (A), ndo foi observado
qualquer tipo de interferéncia das NSM e também da fase movel acetonitrila:dgua ultrapura (65:35), sendo
que o pico da fase movel apareceu abaixo de 2 min. Na Figura 8 (B), foi observado um pico em tR = 1 min,

confirmando assim nenhuma interferéncia no tR do DTX.

- (A)
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Figura 8. (A) cromatograma das NSM (Concentragdo = 180 pug mL™) em fase movel (acetonitrila:agua

ultrapura (65:35) e (B) cromatograma da acetonitrila.

5.1.3. Linearidade
A linearidade representa a capacidade do método analitico demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentragdo do farmaco, dentro de um intervalo de concentragdes

definido. [87, 88] A curva analitica foi construida para DTX (Figura 9), a partir da média dos valores das
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areas em funcdo da concentragdo de DTX foi construida a partir da média dos valores das reas obtidas, no

comprimento de onda de 230 nm, em fun¢&do da concentragdo de farmaco.
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Figura 9. Curva analitica do DTX quantificado por CLAE.

O método analitico desenvolvido apresentou-se linear na faixa de concentracdo de DTX de 1 a 50
ug mL. Realizou-se a andlise de variancia ANOVA para os dados obtidos a partir da curva analitica do
DTX, confirmando que a regresséo linear é altamente significativa, pois o valor de F calculado (5,273.10%)
foi maior do que o valor de F tabelado (6,608), para um nivel de 95 % de confianca (Tabela 4). [89]

Tabela 4. Anélise de variancia dos valores de area determinados na obtencédo da curva.

Fonte de variacdo Soma dos quadrados Graus de F calculado F tabelado
liberdade
Regressdo 4,101.10° 1 5,273.10% 6,608
Residuo 38,9 5
Total 4,102.10° 6

*Significativo para p<0,05

5.1.4. Preciséo

A precisdo de um método analitico avalia a proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma mudltipla amostragem de uma mesma amostra. [87] Existem trés formas comuns de
demonstrar a precisao, por meio da precisao intracorrida, intercorrida e precisao interlaboratorial, sendo

usualmente expressa através do desvio padrdo relativo percentual. [87, 88]

5.1.4.1. Precisao intracorrida
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E a repetibilidade do método, ou seja, precisao entre os resultados obtidos pelo mesmo manipulador,
utilizando os mesmos equipamentos, dentro de um curto periodo. [87] A anélise foi realizada em triplicata

e 0s resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados obtidos para o teste de repetibilidade.

Concentracéao 3 Concentracao o
tebrica (ug mLY) Areas real (ug mL) Médias DP D.P.R. %
1 14,952 0,850
1 16,127 0,929 0,884 0,040 4,586
1 15,277 0,872
10 155,108 10,511
10 155,078 10,509 10,316 0,178 1,728
10 159,715 10,819
25 394,091 26,477
25 393,844 26,461 26,549 0,218 0,828
25 399,612 26,846

O D.P.R% observado para todas as amostras nos ensaios de precisdo intracorrida e precisao
intercorridas foi inferior a 5%, como preconizado pela legislacdo vigente [87], portanto, o método

desenvolvido € preciso.

5.1.4.2. Precisdo intermediaria
E a preciséo intercorridas, avalia a concordancia entre os resultados obtidos em dias diferentes, com
manipuladores diferentes e/ou equipamentos diferentes. [88] Os resultados obtidos estdo descritos na
Tabela 6.
Tabela 6. Resultados do ensaio de precisao intercorrida.

Concentracao i Concentracéao )
) Areas Médias DP D.P.R. %
tedrica (ug mL?) real (ug mL™?)
1 14,929 0,849
1 14,952 0,831 0,843 0,011 1,279
1 14,661 0,850
10 180,083 11,883
10 180,528 11,913 11,919 0,039 0,327

10 181,242 11,960
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25 414,502 27,544
25 417,599 27,751 27,465 0,333 1,212
25 407,844 27,099

5.1.5. Exatid&o

E a proximidade dos resultados obtidos pela aplicacdo do método analitico utilizado em relagéo ao
valor tedrico real. Valores proximos a 100 % sdo desejaveis, entretanto, admitem-se variages na faixa
entre 80 — 120 %, conforme recomendado pela ANVISA. [87] A exatid&o foi calculada e os valores estéo
apresentados na Tabela 7, demonstrando que a metodologia analitica desenvolvida é adequada para a

quantificacdo do farmaco.

Tabela 7. Exatidd@o entre concentracdo tedrica e experimental das solucbes de DTX.

Concentragcdo tedrica (ug mLt)  Concentracdo real (ug mL™1) Exatiddo %
1 0,884 88
10 10,316 103
25 26,298 105

5.1.6. Limite de deteccéo (LD) e de quantificacéo (LQ)

O LD e LQ séo utilizados para medir a sensibilidade do método. O LD representa a menor
quantidade do farmaco presente na amostra que pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado
e 0 LQ representa a menor quantidade de farmaco na amostra que pode ser quantificada com precisdo e
exatiddo pelo método desenvolvido. [87] Os valores de LD e de LQ calculados foram de 0,502 pg mL ™t e
1,675 ng mL?, respectivamente, demonstrando a capacidade da metodologia desenvolvida de detectar e

quantificar reduzidas concentracGes de DTX.

5.2. Sintese das nanoparticulas de silica mesoporosas (NSM1 e NSM2)

Ambos nanossistemas foram sintetizados e tratados para eliminagdo dos agentes formadores de
poros de acordo com metodologia descrita nos itens 4.2.1. e 4.2.2., respectivamente, com rendimento entre
60-70 %. Para comprovar a eficacia dos refluxos, a eliminacgdo efetiva de matéria orgénica presente nos
poros, além de determinar as vibracGes caracteristicas das ligagdes presente nas matrizes, medidas de FTIR
foram realizadas a partir da diluigdo dos p6s de NSM e NSM2 em KBr, de acordo com 0s espectros da
Figura 10 (A e B).
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Figura 10. Espectros de infravermelho (FTIR) das (A) NSM e (B) NSM2 diluidas em pastilha de KBr.

Bandas caracteristicas da rede de silica a 465, 805 e 1095 cm™ correspondem ao §(Si—O—Si),
vs(Si—O—Si) e vass(Si—O—Si), respectivamente. Bandas observadas em 960 e 160 cm™ foram atribuidas
as v(Si—OH) e 8(OH). A banda em torno de 3430 cm foi atribuida a v(OH) e moléculas de 4gua presentes.
[73, 75] Os resultados obtidos confirmam a presenca de grupos silanois nas matrizes assim como a auséncia
de matéria organica presente nos poros, sendo os refluxos performados efetivos para eliminacdo dos
surfactantes.

Analises termogravimétricas (ATG e ATD, linhas preta e vermelha, respectivamente) foram
realizadas de acordo com as curvas presentes na Figura 11. Dois eventos caracteristicos foram observados
para ambos nanossistemas: primeiramente, eventos endotérmicos de 25 a 100 °C correspondentes a
desidratacdo da matriz, eliminacdo de moléculas de agua e solvente dessorvidas, com perda de massa em
torno de 20,5 e 68 %, para as NSM e NSM2, respectivamente. O segundo evento (de 200 a 1000 °C), com
perda de massa de 3 e 4 % (para as NSM e NSM2, respectivamente) correspondem a mudancas estruturais
atribuidas a condensacio dos grupos silanois presentes nos poros/superficie da matriz. [73, 75] E
importante ressaltar que o resultado de ATG/ATD corrobora com o FTIR, confirmando a auséncia de

matéria organica e a presenca de silanois disponiveis nas matrizes.
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Figura 11. Curvas de andlise termogravimétrica (ATG e ATD, linhas pretas e vermelhas,
respectivamente) das (A) NSM e (B) NSM2.

O didmetro hidrodindmico médio, o indice de polidispersividade (IPD) e também o potencial zeta
(PZ) dos nanossistemas foram avaliados em suspensdo aquosa, em triplicata, de acordo com as Figuras 12

(A)-(D). Os valores de diametro médio, IPD e PZ estdo apresentados na Tabela 8.
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Figura 12. Medidas de espalhamento dindmico de luz (A e C) e potencial zeta (B e D) das NSM (A e B)
e NSM2 (C e D) em suspensdo aquosa (M: 0,2 mg mL™, n = 3).

Considerando as Figuras 12 (A)-(D), pode-se concluir que 0s nanossistemas apresentaram esperado
didmetro hidrodindmico (~116 e 334 nm, para NSM e NSM2, respectivamente), boa estabilidade e boa
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dispersdo em suspensdo aquosa com valores de IPD em torno de 0,3, além de valores de PZ proximo a -36
e -41 mV (para NSM e NSM2, respectivamente), caracteristicos de nanoparticulas de silica mesoporosas

devido a carga superficial negativa gerada pelas hidroxilas disponiveis na matriz. [76, 77, 90]

Tabela 8. Diametro hidrodindmico médio, indice de polidispersividade (IPD) e Potencial Zeta (PZ) das
NSMs em suspensdo aquosa (média = DP, n = 3)

DLS
Amostra Tamanho Meédio (hm) + DP IPD + DP PZ (mV) + DP
NSM 116,6 + 1,72 0,238 £ 0,012 -35,5 + 0,55
NSM2 333,8+ 12,51 0,322 + 0,043 -41,2 £ 0,62

Para também confirmar os dados obtidos via DLS, foram realizadas analises de rastreamento de

nanoparticulas (NTA), em suspensdo aquosa de concentracdo similar a das medidas realizada via DLS, em
quintuplicata, de acordo com as Figura 13 (A e B).

Concentration (particles / ml)
Concentration {particles / ml)

29T s
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Figura 13. Analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) realizada para as (A) NSM e (B) NSM2 em
suspensdo aquosa (M: 0,2 mg mL, n =5).

Os valores obtidos através do NTA estdo apresentados na Tabela 9. E possivel observar que o
didmetro médio das NSM via DLS foi de 116,6 + 1,7 nm enquanto via NTA o valor de diametro médio foi
de 146,3 £ 1,8 nm. Para as NSM2, os valores foram 306,9 e 206,5 nm, via DLS e NTA, respectivamente.
Considerando os valores de cada populacdo (D10, D50 e D90) apresentados na Tabela 9, os valores de
didmetro hidrodinamico médio via DLS e NTA foram concordantes, confirmando didmetro hidrodinamico
estreito na faixa de aproximadamente 100 e 300 nm para as NSM e NSM2, respectivamente. Além disso,
pode-se confirmar via NTA a boa polidispersividade dos nanossistemas em suspenséo, de acordo com 0s
valores de indice de SPAN 1,06 e 0,87 e com valores de 8,5 x 108 e 1,27 x 108 particulas mL™ para as NSM
e NSM2, respectivamente, resultados estes concordantes com o DLS. [65, 66]
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Tabela 9. Tamanho médio, desvio padrdo (DP), concentracdo de particulas por mL? e as populagGes
majoritariamente presentes para as NSM e NSM2 em suspenséao aquosa (média = DP, n = 5)

NTA
Tamanho Concentracgéo
o Moda (nm)  de particulas indice
Amostra medio (hm) + DP (10° mL) + D10 (hm) D50 (nm) D90 (nm) SPAN
= DP
DP
NSM 146318 102813 8502029 934x09 /0T FPAE 106
131,8 + 1929+ 299,7 £
NSM2 2065+18 179,9+135 1,270,037 16 3.0 101 0,87

Microscopia eletrdnica de transmissdo de alta resolucdo (MET) foi realizada com intuito de avaliar
a morfologia e o didmetro dos nanossistemas, assim como a disposicao e estrutura de poros. A Figura 14
apresenta distintas magnificacbes das NSM (A) e NSM2 (B). NSM esféricas, monodispersas, altamente
porosas, com poros obtidos em escala nanométrica, distribuidos aleatoriamente pela matriz foram obtidas.
Ja no caso das NSM2, nanoparticulas parcialmente esféricas, com poros distribuidos de forma organizada
pela matriz foram obtidas. Os didametros médios obtidos foram na faixa de 50 e 100 nm para as NSM e
NSM2, respectivamente, concordantes com a literatura [74, 75, 77] e com os dados obtidos via DLS e
NTA. Os valores de diametro médio para DLS e NTA sdo maiores pois as informacdes sdo obtidas
considerando a solvatacdo dos nanossistemas, ou seja, 0 diametro nestes dois casos € hidrodinamico,

diferente das analises por MET.
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Figura 14. Microscopias eletronicas de transmissdo (MET) das (A) NSM e (B) NSM2 em diferentes

magnificagdes.

Isotermas de adsorcdo-dessor¢do de N2 foram obtidas para ambas as matrizes com intuito de
confirmar a estrutura de poros, determinar a area superficial especifica (Sget), volume total de poros (Vrr)

e o didmetro médio de poros (Dp) (Figura 15).
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Figura 15. Isotermas de adsorcdo (triangulo branco) e dessorcédo (triangulo preto) de N2 das (A) NSM e
(C) NSM2 e distribuigdo do didmetro de poros obtidos através das isotermas para (B) NSM e (D) NSM2.

As Figuras 15 (A e C) apresentam as isotermas de N2 para as NSM, as quais exibem um perfil do
tipo 1V, caracteristico de materiais mesoporosos. [69, 91-94] Além disso, histereses como a da Figura 16
(A) aparecem em faixas de multicamadas de isotermas de fisissorgdo, geralmente associadas com a
condensacdo capilar em estruturas mesoporosas. [91-94] De acordo com a definicdo da IUPAC, estas
isotermas apresentam histereses do tipo 1, caracteristicos da condensacao capilar em poros cilindricos e
poliédricos com extremidades abertas. [91-94] Além disso, valores consideraveis de Sget de 664 e 812 m?
gl e grande Ver = 1,14 e 1,89 cm® g* foram obtidos para as NSM e NSM2, respectivamente, a partir das
isotermas das Figuras 15 (A e C).

As Figuras 15 B e D apresentam a distribuicdo de didmetro de poros nas NSM e NSM2,
respectivamente. A ampla faixa de adsor¢do observada na Figura 16 B é um forte indicativo de uma larga
e aleatdria distribuicdo de didametro de poros, com Dp de 6,5 nm. [69] J& para a Figura 16 D, a estreita faixa
de adsorcdo e caracteristica de uma estreita distribuicdo de didmetro de poros, Dp de 3,5 nm. [69, 93] A
larga distribuicdo de diametro de poros obtidas para a NSM corrobora com a metodologia de sintese, que
consiste no uso da polimerizagdo do estireno para formar os poros, gerando poros de didmetros diversos,
além de corroborar os dados de MET, que apresentaram distribuicdo aleatoria de poros na matriz. Para as
NSM2 (Figura 16 D), a estreita distribuicéo de poros também esta concordante com a literatura, visto que
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0 agente formador de poros é somente o surfactante CTAB, que se organiza em micelas para formacéo dos
poros. [69]

Medidas de RMN de sélido para o nucleo de 2°Si foram realizadas pela irradiacio direta do 2°Si
(MAS 2°Sj), visando quantificar a porcentagem de sitios ativos (espécies Q") presentes nas matrizes, para
posterior funcionalizagdo. A Figura 16 exibe o espectro de MAS 2°Si das NSM (A) e NSM2 (B) e suas
respectivas deconvolugdes. Subsequentemente, o grau de condensagdo das amostras foi calculado de
acordo com a Equacéo 9:

[(Q'+2xQ%+3xQ%+4x0Q* x100]

C% = 2

Eq. 9

A notacdo Q" é usada para as espécies de Si, onde n é o nimero de liga¢des siloxanos detectadas no
atomo de Si. A faixa de deslocamento quimico () atribuida de acordo com a literatura [95] consiste em -
80 a -90 ppm para Q* ((Si(OH)3(0Si)), -91 a -100 ppm para Q? (Si(OH)2(0Si),), -101 a -110 ppm para Q®
(Si(OH)(0Si)3) e -111 a -119 ppm para Q* (Si(OSi)a4).

(A) [— mas si NsM (B) [— wmas si Nsm2
P— Ol " " Ol
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Figura 16. Espectro de ressonincia magnética nuclear para o nicleo de 2°Si (RMN 2°Si) das (A) NSM e

(B) NSM2 (linhas pretas) e suas deconvolucdes (linhas azuis claras).

Os valores obtidos de deslocamento quimico (3), porcentagem das espécies e grau de condensacéao
para as NSM e NSM2 estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. Deslocamento quimico (ppm), porcentagem de espécies (%) e grau de condensacéo (%) obtidos
das deconvolugdes dos espectros RMN 2°Si das NSM e NSM2.

Grau de
Amostra Q? Q3 Q* condensacao
(%)
8 (ppm) Area (%) & (ppm) Area (%) & (ppm) Area (%)
NSM -01 5,1 -101 25,0 -111 69,9 91,2
NSM?2 -91 19,5 -101 25,1 -110 55,4 84,0

A partir da deconvolucio dos espectros, foi possivel detectar as espécies Q?, Q® e Q* As
porcentagens obtidas de Q? e Q% para NSM e NSM2 foram 5,1 e 25 % e 19,5 e 25,1 %, respectivamente,
confirmando a presenca de grupos silanois disponiveis nas NSM (30,1 %) e NSM2 (44,6 %), sendo estes
resultados concordantes com as analises de FTIR e ATG/ATD realizadas. Além disso, pode-se observar
que a amostra NSM2 apresentou uma maior porcentagem de sitios Q2 apresentando assim uma
porcentagem maior de hidroxilas disponiveis totais comparados a NSM, resultado confirmado pelos valores
de grau de condensacéo de 91,2 e 84 % para as NSM e NSM2, respectivamente.

A Figura 17 apresenta dos dados de SAXS coletados em diferentes distancias amostra-detector,
para as NSM (A) e NSM2 (B). Devido a ampla faixa de g analisada, foi possivel obter informacdes sobre
o tamanho e forma dos nanossistemas (informacao relacionada ao inicio da curva, em vermelho) assim

como informagdes sobre o tamanho e forma da estrutura de mesoporosos (final da curva, em preto).

NSM e Nanostar (0,67 m) (B) ] NSM2 ® Nanostar (0,67 m)
T ® Xeuss (3,80m) § ®  Xeuss (3,80 m)

(q) [u. a]
(q) [u. a]

o’ 10° 107 0 10°

—
q[A]

‘1'6'3 - 1
q[A]

Figure 17. Combinacdo dos dados de SAXS coletados nos instrumentos com distintas distancias da
amostra ao detector, os quais conduzem a uma ampla faixa de ¢, fornecendo informacg6es sobre o tamanho

e forma das (A) NSM e (B) NSM2 assim como sobre seus mesoporosos.

A Figura 18 exibe uma representacdo esquematica das andlises iniciais dos fits parciais das curvas.
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Fit da curva parcial
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Curva de SAXS inteira Informagéo sobre o inicio Informacéo sobre o final
da curva de SAXS da curva de SAXS

Figure 18. Modelo de fit parcial das curvas, extraindo informacdes sobre tamanho e forma das NSM e
NSM2, assim como do tamanho e forma dos mesoporos, via distintas partes das curvas de SAXS. Um fit

unico para ambas as curvas de SAXS ndo foi possivel ser realizado.

De acordo com os dados de MET, ambas nanoparticulas sdo aproximadamente esféricas e

polidispersas. Desta forma, pode-se representar o espalhamento das amostras de acordo com a Equacgao 10:

Insm (@) = sc - P(q,R,0r) - S(q, Rys,n) + back Eqg. 10

O paréametro sc é o fator de escala enquanto back considera o espalhamento incoerente. A fungédo
P(q, R, o), depende do raio médio R das nanoparticulas e de seu desvio padréo oy, S(q, Rys,n) € o fator

normalizada do formato de esfera polidispersa, de acordo com as Equacfes 11, 12 e 13 [96]:

[2 N(x)V(x)?[A(g, x)]? dx

P(q,R,0z) = -~ Eq. 11

@R.on) [ NGOV()? dx |

onde:
[sin(gx) — qR cos(qx)]

A(g,x) =3 Eg. 12

(q,x) @)? q

4

V(x) = §7tx3 Eq. 13

e N(x) e a distribui¢do de log-normal, de acordo com a Equacao 14 [74, 75]:

N(x) =

1 ( 1 (lnx — 9)2> £q. 14
ex - .
xw\ 21w P\72 w
Sendo 8 e w a média e o desvio padréo, respectivamente, de uma distribuicdo Gauss de Inx. O valor

esperado (meédia) para a variavel x e seu desvio padrdo sdo, respectivamente, de acordo com as Equacdes
15e 16 [97, 98]:
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w?
R = exp (9 + 7) Eq. 15

or = exp(26 + w?) - (exp(w?) — 1) Eq. 16

O fator estrutura das esferas [99], S(q, Rys, 1) (Equagéo 10), leva em conta a proximidade das

nanoparticulas, criando um pico de correlacdo a ~0.01 A, onde Ry é 0 raio da esfera e n ¢é a fragdo de

volume das NSM e NSM2.
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Figure 19. Fit parcial da curva aplicado aos dados de SAXS (linhas cinza e preto) das amostras (A) NSM
e (B) NSM2.

Para avaliacdo dos mesoporos, assumiu-se que eles sdo buracos esféricos polidispersos na matriz
de silica, de acordo com a Figura 20 (A). Entretanto, esta hipotese ndo fornece um fit satisfatério.
Considerando a formacéo de tais mesoporos, baseados em moldes em forma de micelas, foi aplicado, com
sucesso, 0 modelo par buracos nucleo-casca (core-shell) polidispersos (Figura 20 (B)). Neste caso, o fator

de forma é essencialmente dado pela Equacéo 11, exceto que A(q, x) deve ser alterado por (Equacédo 17):

B Vix+t)A(g,x +t) + (Bes — 1)A(q, x)V (x)
Aes(@%,1) = V@ +6) + (Bes — DV (x) =q. 17
Ap

£ ¢ a razdo de contraste eletronico entre o nicleo
h

S

Onde t € a espessura da parede do mesoporo e B.g = v

a casca. Sugerindo que o nlcleo esta totalmente vazio, Ap, = 0 = Bcg = 0.

Na Figura 19 (A e B) foram apresentados a aplicagéo da abordagem para o fit parcial da curva. Os
parametros como raio das particulas e raio de mesoporos foram concordantes com os resultados de MET.

Adicionalmente, a partir destes dados de fit parcial do SAXS, pode-se extrair informacbes sobre a

polidispersividade das particulas.
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Figura 20. Aperfeicoamento do modelo prévio (A), considerando 0s mesoporos como estruturas ndcleo-

casca (core-shell) (B) devido as micelas usadas nos estagios de sintese (inset da figura B).

Embora os fits estejam satisfatdrios, objetiva-se obter a curva por inteiro, a qual poderia trazer mais
informacdes sobre o sistema. Neste sentido, foi proposto a modificacdo do modelo da literatura [100], a
fim de considerar mesoporos com estrutura ndcleo-casca (Figura 20 (B)). Neste contexto, a Equagéo 10 foi

mantida, substituindo P(gq, R, o) por (Equacdo 18):

P(q) = (ViisnPusn (@) + N(B — 1)*(VAP, ()
+ 2N (B — D){(Vysn Pusn (@)X VinAm(q)) Eq. 18
+ NN — 1)(B = D*(Vigsn Pusn (@)XPn(q))

%. Desde que Ap, = 0 -,

Onde N ¢ o ntimero de mesoporos (‘m’) dentro das nanoparticulas e B = 5
MSN

B = Aiﬂ < 1. Os termos da expressdo acima séo dados abaixo (Equagdes 19 a 22):
MSN

[2 N(x)V(x)?[A(g, x)]? dx

2 J—
= J= NV (x)2 dx Eq. 19
S N@V@)[AG 0] dx
vra = JZ NV (x) dx Eq. 20
5 NG)[A(g )2 dx
(P(q)) = NG dx £, 21
vaq) = == NV DA, dx o

IZ N@)V(x) dx
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O novo modelo proposto é apresentado na Figura 21. Embora o fit ndo esteja satisfatorio, ele resume
as possibilidades de ter mais informacdes sobre o sistema do que na abordagem anterior. Especificamente,
podemos obter 0 numero de mesoporos dentro das NSM assim como o parametro B, o qual esta proximo
da unidade (B ~ 1) (Figura 21 (B)), corroborando a hipdtese feita no contraste de densidade média de

elétrons do nucleo dos mesoporos.

A) B)
]D-l o
=== DESMEARED
s SMEARED Fit total da curva Fit parcial da curva

10 # NSM
= R=(33.7+02)nm R =(3424+0.5)nm
@© or = (8.7 +0.9) % or=(17+2)%
= 10%; r=(73+0.3)nm r = (4.6 +0.1) nm
- o, =(19+2)% o-=(25+1)%
’C; 10 t=(1.3+0.2)nm t =(2.0+0.1) nm
= N=5+3
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v :
10-2 0!

qlA~1]
Figure 21. (A) Fit da curva inteira aplicada aos dados de SAXS (linhas cinza e preto) da amostra NSM.

(B) Comparagéo dos valores dos parametros obtidos com a nova proposta de modelo.

E importante ressaltar que, para a Figura 19 (B), até o momento no foi realizado um fit satisfatdrio
para a Ultima parte da curva (marcado com retangulo verde) pois 0 modelo atribuido que considera poros
distribuidos hexagonalmente ndo foi satisfatério. Portanto, outro modelo sera proposto para se obter fits

satisfatorios das duas partes da curva de SAXS, e consequentemente, gerar um fit total da curva satisfatério.

5.3. Funcionalizacio das NSMs com 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTMS)
Desta forma, ap6s obtencdo das NSM e NSM2, foram propostas algumas metodologias para
funcionalizacdo com MPTMS, sendo que a metodologia adaptada de [78, 79], foi a realizada com sucesso,

de acordo com os resultados de analise termogravimétrica presentes nas Figuras 22 (ae b) e (ced) .
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Figura 22. Curvas de andlise termogravimétrica (ATG e ATD, linhas pretas e vermelhas,
respectivamente) das (a) NSM, (b) NSM-S, (c) NSM2 e (d) NSM2-S.

Analises termogravimétricas (ATG e ATD, linhas preta e vermelha, respectivamente) foram
realizadas de acordo com as curvas presentes na Figura 22 (a-d). Dois eventos caracteristicos foram
observados para ambos nanossistemas (Figuras 1 (a e c): primeiramente, eventos endotérmicos de 25 a 140
°C correspondentes a desidratacdao da matriz, eliminacdo de moléculas de agua e solvente dessorvidas, com
perda de massa em torno de 3,4 e 8,6 %, para as NSM e NSM2, respectivamente. O segundo evento (de
300 a 400 °C), com perda de massa de 0,4 e 3,2 % (para as NSM e NSM2, respectivamente) correspondem
a mudancas estruturais atribuidas a condensag@o dos grupos silanois presentes nos poros/superficie da
matriz. [73-75] E importante ressaltar que, de acordo com as Figuras 1 (a e ¢) as NSM2 apresentaram maior
presenca de silanois disponiveis do que as NSM. As Figuras 1 (b e d) correspondem as NSM e NSM2
modificadas com 0 MPTMS, respectivamente. Neste caso, é possivel observar que, na faixa de 400 a 600
°C, 0s eventos exotérmicos correspondem a decomposic¢do dos grupos alcoxisilanos funcionalizados nas
matrizes, com perdas de massa de 6,7 e 5,0 %, respectivamente.

Experimentos da analise de gases liberados (EGA) foram realizados para as amostras NSM-S e

NSM2-S, de acordo com as Figuras 23 e 24, respectivamente. Essa técnica consiste no acoplamento do
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TGA-DSC com um FTIR, portanto, os gases liberados em fungéo da temperatura de aquecimento e em
determinados tempos, séo detectados em espectros de FTIR. Assim, pode-se observar que, 0s gases
liberados a partir da perda de massa correspondente, nos tempos de 52 e 51 min (Figuras 2(c) e 3(c), nos
espectros de FTIR e TGA), sdo atribuidos a CO, e CO [101], muito provavelmente oriundo da
funcionalizacdo do alcdéxido MPTMS, assim como bandas relacionadas a presenca de compostos de

enxofre, como SOz, SOz e S>0 [101], comprovando a presenca de grupos SHs e, consequentemente, a
funcionalizacdo das NSMs.
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Figura 23. Curvas TG-DSC e Gram-schmidt (gases) associadas aos dados espectroscopicos, pela técnica
de EGA (evolved gas analysis) da amostra NSM-S nos tempos (a) 6 min (b) 31 min e (c) 52 min.
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Figura 24. Curvas TG-DSC e Gram-schmidt (gases) associadas aos dados espectroscépicos, pela técnica

de EGA (evolved gas analysis) da amostra NSM2-S nos tempos (a) 4 min (b) 23 min e (c) 51 min.

5.4. Modificacéo do FITC com APTES (FITC-APTES)
A modificagdo do FITC com APTES foi realizada de acordo com o item 4.3. Para confirmagéo da

modificacdo, medidas de FTIR foram realizadas para o FITC puro, APTES puro e também o composto
proposto FITC-APTES (Figura 25). De acordo com a literatura [102, 103], a banda observada em 2021 cm’

! (Figura 23, linha vermelha) € atribuida ao estiramento do grupo NCS na molécula de FITC (v(NCS)).

Desta forma, o desaparecimento da banda em 2021 cm?, atribuida ao grupo NCS, é um forte indicativo do

acoplamento covalente do APTES ao FITC, como pode ser observado na representacdo das estruturas

abaixo (Figura 25):

NH(CH;):Si(OEt)3

@

0
(FITC-APTES)

(FITC)

Figura 25. Representacdo esquematica da reacdo FITC com APTES.
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Além disso, a banda intensa e larga na regido de 1085 cm™ observada na Figura 26 (linha preta) é
caracteristica de estiramento atribuidos as liga¢bes Si-O-C (v(Si-O-C)) também pode ser observada no
espectro FITC-APTES, confirmando assim a presenca dos grupos alcoxisilanos intactos para posterior

modificacdo das matrizes de silica. [104]

Transmitancia (u. a.)

—— APTES
—FITC
—— FITC-APTES

2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 26. Espectros de infravermelho (FTIR) do APTES, FITC e FITC-APTES (linhas preta, vermelha e

azul, respectivamente) diluidos em pastilha de KBr.

5.5. Modifica¢do das NSM com FITC-APTES (NSM-FITC)

A modificacdo in situ das NSM foi realizada com o marcador preparado FITC-APTES, de acordo
com metodologia descrita no item 4.4. Medidas de MET foram realizadas com o intuito de avaliar, ao
adicionar o FITC-APTES durante a sintese das NSM, se alguma mudanca morfolégica ou estrutural seria
obtida para as novas particulas NSM-FITC. A Figura 27 apresenta diversas imagens de MET em distintas
magnificacdes, as quais confirmar a obtencdo da estrutura intacta das NSM, sem alteracéo significativa de
tamanho, estrutura e morfoldgica. Vale ressaltar que a estrutura de mesoporos distribuidos aleatoriamente

foram mantidas, confirmando o sucesso da modificagéo in situ com o marcador FITC-APTES.
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Figura 27. Microscopias eletrénicas de transmissdao (MET) das NSM-FITC em diferentes magnificacgdes.

Anélises de NTA foram realizadas para confirmar os dados de MET avaliando o didmetro
hidrodindmico das NSM-FITC obtidas. A Figura 28 e a Tabela 11 apresentam a concentragdo de particulas
mL? em funcdo do didmetro hidrodindmico e os valores médios obtidos, respectivamente, para as NSM-
FITC. Foi possivel observar que o didmetro médio das NSM-FITC de 161,5 + 2,0 nm foi ligeiramente
maior que o obtido para as NSM (146,3 £ 1,8 nm), o que pode ser atribuido a modificacao in situ do FITC-
APTES, promovendo um aumento no diametro médio das nanoparticulas. Vale ressaltar os valores de cada
populacéo presente na suspensdo, a partir dos valores de D10, D50 e D90 apresentados na Tabela 11, sendo

a maior populacdo atribuida ao diametro hidrodinamico de 237,1 + 5,8 nm, resultados concordantes com
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as NSM pura. Além disso, pode-se confirmar via NTA a boa polidispersividade dos nanossistemas em
suspenséo, com valores de 2,32 x 10® particulas mL e indice SPAN de 0,92. [105, 106]

30—

(&)
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Figura 28. Analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) realizada para as NSM em suspensao
aquosa (M: 0,2 mg mL?, n=5).

Tabela 11. Tamanho médio, desvio padrdo (DP), concentragdo de particulas por mL™ e as populagGes

majoritariamente presentes para as NSM-FITC em suspensédo aquosa (meédia = DP, n = 5).

NTA
Tar_nanho Moda (nm)  Concentracéo de indice
médio (nm) +DP particulas (108 D10 (nm) D50 (nm) D90 (nm) SPAN
+ DP mL?) + DP
1615+20 1278+122 2,32+0,11 97,6+45 151,7+32 237,1+58 0,92

5.6. Impregnacédo das NSM-S e NSM2-S com docetaxel (DTX)
Apbs obtencdo com sucesso das NSM1-S e NSM2-S, o método de impregnacdo do DTX nos poros
das matrizes foi realizado de acordo com metodologia descrita no item 4.6., considerando NSMs:DTX (1:1,

m/m), como descrito anteriormente.

5.7. Avaliagdo da EE e CC (em porcentagem) de DTX nas NSMs@DTX e nas NSMs@DTX

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) e capacidade de carga (CC) foram determinadas de acordo com
0 item 4.7., a partir da extracdo do DTX dos mesoporos das NSMs e também das NSMs-S (modificadas
com 0 MPTMS). Os valores de EE e CC para as NSM@DTX e NSM2@DTX e para 0s nanossistemas
finais NSM@DTX-CTX e NSM2@DTX-CTX estdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12. Valores de Eficiéncia de Encapsulacdo (EE %) e capacidade de carga CC%) das extragdes
realizadas das nanoparticulas, extracdes (1:1, DTX:NSM) e os valores de desvio padrdo (DP).

Amostras EE% Média DP CC% Média DP
98,82 0,59

NSM@DTX 97,17 97,63 1,03 1,41 1,18 0,52
96,90 1,54
95,00 2,49

NSM2@DTX 95,94 95,74 0,66 2,02 212 0,33
96,28 1,85
96,47 1,76

NSM-S@DTX 96,28 96,47 0,19 1,85 1,76 0,09
96,67 1,66
96,15 1,92

NSM2-S@DTX 96,67 96,45 0,26 1,66 1,77 0,13
96,53 1,73

Média + desvio padrdo (n = 3)

Os valores de EE tanto para as extracdes das NSMs@DTX quanto para as NSMs-S@DTX foram
coerentes apresentando valores de EE entre 95 e 97 %. Wang et al. [69] relataram a preparacdo de
nanoplataformas baseadas em nanoparticulas de silica mesoporosa com EE de DTX na faixa de 31,23 a
63,28 %. Wang et al. [107] descreveram a obtencdo de NSM e a incorporacdo de DTX apresentando EE =
79,04 % + 0,95 em NSM puras e 48,23% + 0,91 em NSM funcionalizadas. Em outro estudo, Khosravian
et al. [108] relataram a preparacdo de NSM funcionalizadas com valores de EE entre 9,78 e 20,81 % de
DTX. Desta forma, os valores de EE % obtidos neste trabalho foram coerentes baseados na CC % variando

entre 1.1 e 2.1 % para 0s nanossistemas avaliados.

5.8. Derivatizagao do Anticorpo Cetuximabe (CTX) via reagente de Traut

A tiolacdo do CTX via reagente de Traut descrita no item 4.8. foi confirmada por quantificagéo do
CTX-S via ensaio de BCA, também descrito no item 4.8.1. A Figura 29 ilustra a modificacdo do CTX com
reagente de Traut.
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Figura 29. Representacdo esquematica da modificacdo do CTX com reagente de Traut, adaptado de [80].
O processo de modificacdo do CTX com reagente de Traut foi descrito e adaptado. [80] O CTX-S

foi eluido em coluna PD-10 e separado para posterior modificagdo das NSMs, de acordo com a

representacdo esquematica das fragoes recuperadas na Figura 30.

(b)

e
é ~ p— \

microplacas pe

leitor d= microplacas
Figura 30. Representacdo esquematica da (a) separacdo via coluna PD-10 e quantificacdo do CTX-S

sintetizado e (b) aliquotas e curva padrdo analisados via leitor de microplacas.

Vale ressaltar que foram preparadas duas amostras de CTX-S (CTX-S1 e CTX-S2) para
modificacdo das NSM e NSM2. Desta forma, atraves do leitor de microplacas, foi possivel determinar os
valores de absorbancia, 0s quais, substituidos na curva padrdo de BSA, nos fornecem para as amostras

CTX-S1 e CTX-S2 concentragdes de 780 e 782,3 ug mL™, respectivamente.
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5.8. Preparo das NSMs@DTX-CTX e avaliacéao da eficiéncia de funcionalizacéo

O método de funcionalizagdo via uso do agente oxidante H>O> descrito no item 4.9. foi realizado
com sucesso, de acordo com a representacao esquematica da Figura 31 (a). A Eficiéncia de funcionalizagédo
das NSMs-S@DTX com o CTX-S pode ser comprovada através do ensaio de BCA realizado tanto para os
nanossistemas NSMs@DTX-CTX quanto para as duas ultimas lavagens (5 e 6), realizadas para eliminar
todo CTX-S que néo tinha sido funcionalizado nas NSMs-S@DTX. Desta forma, de acordo com a Figura
31 (b), fica claro que os nanossistemas contendo o farmaco foram funcionalizados com sucesso com o
CTX-S, e que todo CTX-S que ndo tinha reagido, saiu nas primeiras lavagens pois ndo foram detectados
nas lavagens 5 e 6. Os valores de concentracdo determinados para as NSM1@DTX-CTX ficaram entre 74
e 86 % enquanto para as NSM2@DTX-CTX ficaram em 100 %, ou seja, todo CTX-S adicionado foi
funcionalizado. As porcentagens de funcionalizacdo foram coerentes com o0s nanossistemas utilizados, pois
de acordo com analises prévias das NSM1 e NSM2, ficou claro que a maior presenca de silanois disponiveis
nas NSM2 conduziram a uma modificagcdo mais eficiente com MPTMS e consequentemente, favoreceu a
funcionalizacdo de uma concentracdo maior de CTX-S, quando comparado com as NSM1l. As
concentragdes de anticorpo detectado para as amostras NSM1@DTX-CTX ficaram entre 582,5 e 680,5 g
mLenquanto para as amostras NSM2@DTX-CTX foi acima de 780 pug mL™*. Os valores de eficiéncia de
funcionalizagdo determinados para as NSMs@DTX-CTX séo extremamente interessantes levando em
conta que eficiéncias de funcionalizagdo de bevacizumabe (BVZ) na faixa de 62 % foram obtidas para
carreadores lipidicos nanoestruturados [80] e, entre 53 e 59 % de eficiéncia de funcionalizacdo de

cetuximabe (CTX) foram obtidos em imunolipossomas. [30, 109]
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Figura 31. Representacdo esquematica da (a) preparagdo das NSMs@DTX-CTX e (b) quantificacdo do

CTX presente nos nanossistemas apés 6 lavagens para remocdo de todo CTX-S que néo reagiu.

5.7. Caracterizacao fisico-quimica dos nanossistemas NSMs@DTX-CTX

5.7.1. Avaliagédo da morfologia e estrutura dos nanossistemas

Microscopia eletronica de transmissdo de alta resolucdo (HR-TEM) foi realizada com intuito de
avaliar a morfologia e o didmetro dos nanossistemas, assim como a disposi¢éo e estrutura de poros. Além
disso, se seria possivel observar modificacdes dos nanossistemas apos a incorporagdo do DTX, assim como
as etapas seguintes de funcionalizacdo até chegar aos nanossistemas contendo CTX. A Figura 32 apresenta
distintas magnificagdes das NSM (A e B), NSM@DTX (C e D), NSM@DTX-CTX (E e F), NSM2 (G e
H), NSM2@DTX (I e J) e NSM2@DTX-CTX (K e L). As NSM preparadas sdo esféricas, monodispersas,
altamente porosas, com poros obtidos em escala nanométrica, distribuidos aleatoriamente pela matriz [72-
75], como observado na Figura 32 (A e B). AsNSM@DTX (Figura 32 (C e D)) apresentaram perfil similar
as NSM1, sem alteracdo no tamanho e na estrutura de poros ap0s incorporacdo do DTX. Porém, para a
amostra NSM1@DTX-CTX (Figura 32 (E e F)), é possivel observar o preenchimento dos poros e até um
certo revestimento das nanoestruturas, indicando que a funcionalizacdo com CTX nas NSM foi efetiva. Ja
no caso das NSM2 (Figura 32 (G e H)), as nanoparticulas sdo parcialmente esféricas, com poros
distribuidos de forma organizada pela matriz [77]. As NSM2@DTX apresentaram o mesmo perfil das
NSM2, exceto pelo fato da dificuldade de se observar os poros organizados hexagonalmente, sugerindo
que o DTX foi efetivamente incorporado nas NSM2. Para a amostra NSM2@DTX-CTX (Figura 32 (K e
L)), a mesma dificuldade de observacdo dos poros foi detectada com a presenca de um possivel
revestimento na superficie, indicativo do sucesso da funcionalizacdo do CTX na superficie/poros nas
NSM2.

Os diametros médios obtidos foram na faixa de 50 e 100 nm para as NSM e NSM2,
respectivamente, concordantes com a literatura [74, 75, 77] e com resultados prévios de DLS, NTA e outras
microscopias (relatério prévio). O diametro médio foi similar para as NSM@DTX e NSM2@DTX,
enquanto para 0s nanossistemas NSM@DTX-CTX e NSM2@DTX-CTX foi possivel observar um

aumento no didmetro médio, sugerindo a presenca do anticorpo na superficie/poros das nanoparticulas.
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Figura 32. Microscopias eletronicas de transmissdo de alta resolucdo (HR-TEM) das amostras (A, B)
NSM1, (C, D) NSM@DTX, (E, F) NSM@DTX-CTX, (G, H) NSM2, (I, J) NSM2@DTX e (K, L)
NSM2@DTX-CTX em diferentes magnificacdes.

5.8. Ensaios de Quantificacdo dos grupos tiois presentes no CTX-S e nas NSMs-S

Com o intuito de avaliar a estabilidade dos grupos SH presentes em solucéo e aumentar a eficiéncia
de funcionalizag&o entre as NSMs-S e os CTX-S, para eficiente formagéo de ponte dissulfeto, foi proposta
a quantificacdo de grupos tiol em ambos os sistemas, via reagente de Ellman, que reage com os grupos SHs
disponiveis e pode ser quantificado via espectrofotometria (Figura 33). Os grupos Tidis reagem com 0
DTNB, clivando a ligacdo dissulfeto para dar 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB~, composto dissulfeto), que
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ioniza para o di-anion TNB?~ em agua em pH alcalino (pH 8,5). Este fon TNB?™ tem uma cor amarela e
pode ser quantificado via espectrofotometria com comprimento de onda fixo em 450 nm.

H 8.5
SH O 4 s. oH  PHS s o- + o
R Ho)b/ s RS "8
N 0

Tiol B

DTNB Composto dissulfeto TNB>
Composto amarelo

Figura 33. Esquema reacional para quantificacdo dos grupos SHs com o reagente de Ellman (((5,5'-

ditiobis-(acido 2-nitrobenzéico), DTNB), produzindo o composto dissulfeto e 0 TNB?.

De acordo com a literatura, sabemos que a presenca ativa dos grupos SH livres pode ser reduzida
via conjugacao espontanea (em solucao) das ligacdes entre os grupos tiol de compostos tiolados, formando
pontes dissulfeto indesejaveis entre eles. [110] Na tabela 13, estdo apresentados os resultados que,
confirmam o descrito na literatura, os CTX-S em solucdo (quando estocados em tampé&o), inicialmente n&o
apresentaram grupos SH livres, provavelmente devido a formacéo da ligacao dissulfeto entre os CTX-S em
solucdo. [111] Porém, ap6s adicdo de agente redutor NaBHa4, as ligacdes S=S formadas foram quebradas
tornando novamente disponiveis 0s SH, sendo assim possivel quantifica-los. Valores entre 11 e 13 ug de
tiol mL* foram determinados para as amostras de CTX-S. Por outro lado, e ndo menos importante, as
NSM1 modificadas com FITC foram avaliadas, contendo grupos tidis ou ndo (NSM1-FITC e NSM1-FITC-
S). De acordo com os resultados da Tabela 13, foi possivel observar que os grupos SH disponiveis nas
NSMs estdo presentes e foram quantificados. A presenca dos grupos SH livres nas NSM1-FITC-S pode ser
explicada pelo material ser estocado como p6 em dessecador, portanto na auséncia de solvente, o que
poderia favorecer a formacdo de pontes dissulfeto. As amostras contendo tiol ou ndo, NSM1-FITC-S e
NSM1-FITC, apresentaram 118,4 e 1,5 g de tiol mL™, sendo a NSM1-FITC usada como controle para
comparac¢do. Desta forma, podemos concluir que as NSMs quando modificadas com MPTMS estdo aptas
para posterior funcionalizacdo. Atencdo maior deve ser dada a preservacdo dos CTX-S, os quais em solucéo

podem realmente reagir entre eles reduzindo a eficiéncia de funcionalizagdo nas NSMs.

Tabela 13. Quantificacdo de grupos tiol nas amostras de anticorpo funcionalizados (CTX-S 1 e CTX-S 2)
e NSMs modificadas com grupo MPTMS (NSMs-FITC-S).

Amostras SH livre (ug tiol mL1)  S=S + SH (ug tiol mL1)

CTX-S1 0 13,07 + 0,078

CTX-S2 0 11,01 + 0,066
NSMs-FITC-S 118,42 £ 0,71 22,68 + 0,26

NSMs-FITC 1,56 + 0,0093 7,34 + 0,0064
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5.9. Estudos em cultura celular

5.9.1. Avaliacdo de citotoxicidade em celula de cancer de prostata PC3 e DU145

As atividades antitumorais das formulacdes NSM (neste caso, somente as com poros organizados,
chamadas anteriormente de NSM2), NSM@DTX, NSM@DTX-CTX e solucdo de DTX foram reavaliadas
em linhagens celulares de adenocarcinoma de préstata PC3 (baixa expressao de receptores EGF) e DU145
(elevada expressao de receptores EGF) [112] apos repreparacao das formulacdes. De acordo com os dados
obtidos e ja reportados anteriormente (item 5.9.1.) foi possivel observar uma reducao significativa (p <
0,05) da viabilidade celular de ambas as linhagens com a adicdo do tratamento com solucéo de DTX. Estes
resultados corroboram os ensaios realizados anteriormente confirmando o potencial antitumoral do DTX,
apresentando valores de 1Cso de 8,70 nM e 4,38 nM para PC3 e DU145, respectivamente. [113, 114]

Ao avaliar a citotoxicidade das formulacbes desenvolvidas contendo DTX (NSM@DTX e
NSM@DTX-CTX) foram observadas diferencas significativas em relagdo ao grupo controle negativo
(células tratadas com NSM puras) apenas paraas NSM@DTX-CTX (Figuras 34-37). Entretanto, de acordo
com a Tabela 14, apenas os resultados referentes ao DTX em solucdo de DMSO (para ambas PC3 e DU145)
e a amostra NSM@DTX-CTX em meio de DU145 foram representativos (R2 > 0,9). Considerando o
resultado para a amostra NSM@DTX-CTX em meio de DU145 (Figuras 36 e 37, linhas violetas), o valor
de 1C50 obtido foi de 69,99 nM, confirmando a citotoxicidade do nanossistema.
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Figura 34. Efeito antiproliferativo das formulacGes e do farmaco DTX sobre a linhagem celular PC3 ap6s
48 h de tratamento. Dados representados como média + Desvio padrdo (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01 e

***pP < 0.001 denotam diferenca significativa em comparacdo a NSM pura (NSM).
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Figura 35. Efeito antiproliferativo do DTX (linha azul), NSM@DTX (linha verde) e NSM@DTX-CTX
(linha violeta) sobre a linhagem celular PC3 apds 48 h de tratamento, para melhor visualizagdo. Dados
representados como média + Desvio padrdo (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01 e ***P < 0.001 denotam

diferenca significativa em comparacdo a NSM pura (NSM).

DU145

3? 100 - —— 5 i - DTX
- 1 ™ -= NSM
S 80~
- ] . ™ —+ NSM@DTX
s 805 \ e —~ NSM@DTX-CTX
E 40- : —y
2 -
S 4

U SRR B LI IR B B

0 50 100 150 200 250
Concentracao DTX [nM]



66
Figura 36. Efeito antiproliferativo das formulac@es e do farmaco DTX sobre a linhagem celular DU145
apos 48 h de tratamento. Dados representados como média + Desvio padrdo (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01

e ***P < 0.001 denotam diferenca significativa em comparacdo a NSM pura (NSM).
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Figura 37. Efeito antiproliferativo do DTX (linha azul), NSM@DTX (linha verde) e NSM@DTX-CTX
(linha violeta) sobre a linhagem celular DU145 apds 48 h de tratamento, para melhor visualizagdo. Dados
representados como média + Desvio padrdo (n = 3). *P < 0.05, **P < 0.01 e ***P < 0.001 denotam

diferenca significativa em comparacdo a NSM pura (NSM).

Tabela 14. Valores de 1C50 e R? para as formulacdes testadas nas linhagens DU145 e PC3.

Linhagem celular Formulagoes IC50 (nM) R?
DTX 4,386 0,96
DU145 NSM@DTX 38,92 0,55
NSM@DTX-CTX 69,99 0,98
DTX 8,704 0,97

PC3 NSM@DTX 3,626 0,52

NSM@DTX-CTX 9,667 0,57
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A Figura 38 apresenta o efeito das diferentes concentragdes de amostra que foram avaliadas frente
as células DU145 ap6s 48 h de tratamento. Como descrito anteriormente, considerando os resultados do

DTX puro e das NSM@DTX-CTX representativos, podemos observar que ambos foram citotoxicos.
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Figura 38. Efeito das diferentes concentracdes das formulagbes sobre o percentual de viabilidade da
linhagem DU145 apds tratamento de 48 h. Dados apresentados como média + desvio padrdo com *P < 0,1,
**P < (0,01, e ***P < 0,001 (n = 3). ns: ndo significativo segundo teste ANOVA

Considerando os resultados obtidos para o nanossistema NSM@DTX-CTX (valores confiaveis de
citotoxicidade) em relacdo a linhagem DU145, a qual superesspressa 0 receptor EGF, a andlise de
citometria de fluxo para as NSM pura e NSM modificado com CTX foram realizadas a fim de quantificar
a internalizacdo celular. Para visualizacdo dos nanossistemas, foi utilizada as NSM modificadas com o
marcador fluorescente FITC (amostra NSM-FITC) e também funcionalizadas com o anticorpo CTX
(amostras NSM-FITC-CTX), de acordo com as Figuras 39 e 40. Para realizagdo das medidas, o iodeto de
propidio (marcador fluorescente) que possui alto peso molecular e baixa lipofilicidade é usado por ser
incapaz de internalizar as células cuja membrana plasmatica esteja intacta — observado em células viaveis
ou apoptoticas - sendo sua presenga dentro das células um indicativo de rompimento da membrana por
morte celular do tipo necrose ou apoptose tardia. Ja o FITC foi utilizado para identificar a internalizagao
ou ndo das nanoparticulas. Desta forma, o tratamento da linhagem DU145 com as NSM-FITC (Figura 39
A) praticamente ndo apresentou alteracdo na viabilidade celular das células (Qs préximo a 99,3 %) e ao
mesmo tempo nao foi observada internalizacéo celular (Q2 e Qa, préximo a 0 %). Ja para o tratamento com
NSM-FITC-CTX (Figura 39 B) ap6s 6 h de incubacdo foi observado apenas 59,8 % de células viaveis e

ndo internalizadas (valor de Q3) com células mortas e viaveis sendo internalizadas, correspondendo a Q>:
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15,6 % e Q4: 24,5 %, respectivamente. A Figure 40 confirma os resultados obtidos mostrando uma melhor
visualizagdo dos nanossistemas internalizados ou ndo. Os valores calculados de internalizagdo das NSM-
FITC e NSM-FITC-CTX foramde 0,5+ 0,1 % e 44,2 £ 5,2 %, respectivamente. Os resultados de citometria
de fluxo confirmam parte dos resultados das analises de citotoxicidade realizadas, destacando a importancia
do anticorpo CTX para promover rapida internalizacao nas células DU145 que superesspressas o receptor
EGF, consequentemente favorecendo a agio dos nanossistemas contendo DTX na morte celular. E
importante realcar que, de acordo com o pouco gue € apresentado para a¢do de nanossistemas contendo
DTX em células DU145 [118], os resultados de internalizacdo e morte celular séo relevantes considerando
0 periodo de 6 h de incubacdo. Para melhor anélise e comparacdo, a citometria de fluxo sera realizada
também para a linhagem PC3 pois ndo foi possivel obter o referido resultado devido a dificuldade no

crescimento desta linhagem celular.
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Figura 39. Gréfico de citometria de fluxo ap6s 6 h de incubacao da linhagem DU145 com (A) NSM-FTIC
e (B) NSM-FITC-CTX considerando 20 nM de cada amostra. Os quadrantes Q1, Q2, Qs e Qa4 representam,
respectivamente: células mortas e nanoparticulas ndo internalizadas (iodeto de propidio positivas e FITC
negativas); células mortas e nanoparticulas internalizadas (iodeto de propidio positivas e FITC positivas);
ceélulas vidveis e nanoparticulas ndo internalizadas (iodeto de propidio negativas e FITC negativas); células
viaveis e nanoparticulas internalizadas (iodeto de propidio negativas e FITC positivas). Dados apresentados
como média + desvio padrdo com *P < 0,1, **P < 0,01, e ***P < 0,001 (n = 3). ns: ndo significativo
segundo teste ANOVA
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Figura 40. Representacdo dos dados de citometria de fluxo apds 6 h de incubacdo da linhagem DU145
com (A) NSM-FTIC e (B) NSM-FITC-CTX considerando 20 nM de cada amostra. Os quadrantes Q1, Q2,
Qs e Q4 representam, respectivamente: células mortas e nanoparticulas ndo internalizadas (iodeto de
propidio positivas e FITC negativas); células mortas e nanoparticulas internalizadas (iodeto de propidio
positivas e FITC positivas); células viaveis e nanoparticulas ndo internalizadas (iodeto de propidio
negativas e FITC negativas); células viaveis e nanoparticulas internalizadas (iodeto de propidio negativas
e FITC positivas). Dados apresentados como média + desvio padrdo com *P < 0,1, **P < 0,01, e ***P <
0,001 (n = 3). ns: ndo significativo segundo teste ANOVA

6. CONSIDERACOES FINAIS

Visando o desenvolvimento de nanoplataformas inteligentes baseadas em silica, contendo docetaxel
(DTX) como farmaco para o tratamento do cancer de prdstata, primeiramente foi realizada a validacéo do
método analitico para a quantificacdo do docetaxel (DTX) via cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) de acordo com os parametros preconizados pelos érgdos regulatorios. O método demonstrou ser
linear, preciso, exato e seletivo, sendo capaz de detectar e quantificar baixas concentracdes de DTX (LD e
LQ =0,502 e 1,675 pg mL?, respectivamente). Posteriormente, nanoparticulas de silica mesoporosas com
poros distribuidos aleatoriamente (NSM) e com poros organizados (NSM2) foram preparadas a fim de
avaliar e otimizar propriedades de incorporacdo de farmaco. Os nanossistemas foram sintetizados com
sucesso, apresentando morfologia esférica (NSM) e parcialmente esférica (NSM2), com diametro
hidrodinamico médio entre 100 e 300 nm e carga parcial em torno de -30 e -40 mV, resultados confirmados
por medidas de NTA, DLS e PZ. Via analise de MET, valores de diametro médio na faixa de 50 e 100 nm

foram detectados para as NSM e NSM2, respectivamente. Vale ressaltar que via analises de MET foi
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possivel observar a distribuicdo aleatoria dos poros das NSM assim como a distribuicdo de poros
organizados das NSM2. A realizacdo de medidas de FTIR e ATG/ATD confirmaram a auséncia de matéria
organica nos poros das matrizes, deixando-os livres para incorporacao do farmaco assim como a presenca
de hidroxilas disponiveis para posterior funcionalizacdo. Medidas de RMN para o nicleo de °Si
confirmaram os resultados de ATG/ATD e FTIR através da quantificacdo de hidroxilas disponiveis, com
valores de 30 e 44,5 %, para as NSM e NMS2, respectivamente. Esse resultado confirma uma maior
disponibilidade de hidroxilas nas NMS2. Alem disso, adsorcdo-dessorcdao de N2 foi realizada para
determinar area superficial (Sget), volume (Vpr) € didmetro (Dp) de poros dos nanossistemas. Valores de
SeeT = 664 € 812 m? g!, grande Vpr = 1,14 ¢ 1,89 cm® g e Dp = 6,5 € 3,5 nm foram obtidos para as NSM
e NSM2, respectivamente. Os resultados obtidos sé&o interessantes visando a avaliacdo da incorporagéo e
processos de liberacdo visto que as NSM e NSM2 apresentam areas distintas assim como diametro e
volume de poros, confirmando que as matrizes sdo nanossistemas mesoporosos (poros com diametro de 2
a 50 nm). A partir de medidas de SAXS, foi possivel desenvolver metodologias para analisar o diametro e
morfologia dos nanossistemas (primeira parte da curva) assim como o didmetro e estrutura de mesoporosa
(parte final da curva). Os dados obtidos via SAXS corroboram o diametro médio dos nanossistemas assim
como sua morfologia.

Para visualizacdo dos nanossistemas em etapas de andlise de fluorescéncia, o acoplamento
covalente entre o alcoxido APTES e o marcador FITC foi realizada com sucesso e confirmado por FTIR.
O marcador sintetizado (FITC-APTES) foi modificado in situ na sintese das NSM, resultado confirmado
via analises de MET e NTA, com valores de didmetro hidrodindmico de 161,5 nm, mantendo intacta a
estrutura e morfologia da NSM. Posteriormente, foi realizado a funcionalizagdo das NSM1 e NSM2 com
o0 alcoxido mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTMS), sendo a funcionalizagdo confirmada por analise
termogravimétrica (ATG) e EGA-acoplado ao FTIR (TG-DSC-FTIR), exibindo a presenca de compostos
de enxofre nos espectros de FTIR, de ambas 0s nanossistemas a base de silica. As NSMs modificadas com
MPTMS foram nomeadas como NSM1-S e NMS2-S. Na sequéncia, a incorporacdo de docetaxel (DTX)
nos poros das NSMs e NSMs-S foi realizada com sucesso, em meio de acetonitrila e agitacdo por 24 h. A
eficiéncia de encapsulacédo (EE) e capacidade de carga (CC) foi determinada via CLAE para ambos 0s
nanossistemas, modificados ou ndo com grupos MPTMS (NSM@DTX, NSM2@DTX, NSM-S@DTX e
NSM2-S@DTX) considerando a razdo massa:massa (1:1, DTX:NSM). Os valores de EE e CC obtidos
foram relevantes, compreendendo de 95 a 97 % e 1,1 a 2,1 %, respectivamente.

Apbs a obtencédo dos nanossistemas NSM-S@DTX e NSM2-S@DTX, foi proposta a modificacéo
do anticorpo CTX via reagente de Traut, com o intuido de tiolar o CTX para posterior reagdo com 0s
nanossistemas NSMs-S@DTX. O CTX foi modificado (chamado CTX-S), separado usando coluna PD-
10, e quantificado com sucesso, de acordo com os dados obtidos via ensaios de BCA, com valores de
concentracio na faixa de 780 a 782,3 ug mL™. Apds obtencdo e quantificagdo do CTX-S, a metodologia
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de acoplamento do CTX-S com as NSMs-S@DTX foi proposta em meio oxidante de H.O, contendo
catalizador Nal. O meio proposto favoreceu a formacdo de pontes dissulfeto a partir dos grupos SHs
presentes no CTX e nas NSMs. Os nanossistemas desenvolvidos (NSM@DTX-CTX e NSM2@DTX-
CTX) foram separados via sucessivas lavagens e centrifugacao, posteriormente quantificados via ensaio de
BCA. Paraas NSM@DTX-CTX e NSM2@TX-CTX foram obtidas concentragdes de anticorpo de 582,5-
680,5 e acima de 780 pg mL™, respectivamente, correspondendo a uma eficiéncia de funcionalizagéo (EF)
acimade 74 % paraNSM@DTX-CTX e em torno de 100 % para NSM2@TX-CTX. Além disso, os valores
de EF para as NSM2 foram superiores aos das NSM, o que pode ser atribuido ao maior nimero de silanois
disponiveis para funcionalizacdo, possuindo assim mais grupos tiois (SHs) disponiveis para
funcionalizacdo do CTX-S. Porém, o aumento da funcionalizacdo das NSM2 ainda tem potencial para um
aumento, o que possivelmente depende da concentracdo de CTX-S que pode ser obtida para posterior
conjugacdo. Adicionalmente, a avaliacdo da disponibilidade de grupos SHs (tidis) presentes tanto no CTX-
S como nas NSMs-S é crucial para a eficiéncia de conjugacdo do anticorpo. Assim, foi realizagdo o ensaio
usando método de quantificacdo de Ellman, confirmando que o CTX-S em solucdo pode perder sua
funcionalidade pois a reacdo espontanea dos grupos SHs dos anticorpos podem promover a formacéo de
pontes dissulfeto em funcéo do tempo. Por outro lado, as NSM-FITC-S, estocadas em estado sélido, quando
avaliadas ndo apresentaram formac&o de pontes dissulfeto entre sim, sendo possivel quantificar 118 pg tiol
mL, confirmando a aptiddo as nanoparticulas modificadas para funcionalizagio do anticorpo.

A viabilidade dos nanossistemas frente as linhagens celulares de adenocarcinomas de préstata
DU145 e PC3 foi avaliada em diversas concentrac6es pelo periodo de 48 h. Os resultados mostraram que
no periodo proposto e concentragdes avaliadas, foi possivel detectar acdo efetiva apenas do DTX em meio
de DMSO (para ambas as linhagens) assim como do nanossitema NSM@DTX-CTX. Foi observado que
os resultados obtidos para a formulacdo NSM@DTX, para ambas as linhagens, ndo foram representativos.
De forma similar, o resultado para o tratamento da linhagem PC3 com NSM@DTX-CTX também se
mostrou ndo significativo, tudo de acordo com os valores de ICso reportados na Tabela 14.Apesar dos
obstaculos observados, foi possivel obter resultado promissor para as NSM@DTX-CTX frente a linhagem
DU145 (que superexpressa o receptor EGF), o que comprova a eficacia e importancia da funcionalizacao
dos nanossistemas com o anticorpo CTX. Isso é ainda mais bem evidenciado com a realizagdo do estudo
de internalizacdo celular, via citometria de fluxo, dos nanossistemas marcados com FITC, ou seja, das
formulagbes NSM-FITC e NSM-FITC-CTX. Ap6s um periodo de incubacdo de 6 h, foi possivel obter
valores de internalizacdo de 0,5 + 0,1 % e 44,2 £ 52 %, para as NSM-FITC e NSM-FITC-CTX,
respectivamente. Estes resultados corroboram parte das andlises de citotoxicidade. Ainda assim, é
imprescindivel destacar que a conjugag@o com o anticorpo CTX promoveu rdpida internalizacdo nas células
DU145 que superesspressas o0 receptor EGF, consequentemente favorecendo a agdo dos nanossistemas
contendo DTX na morte celular.
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Portanto, o desenvolvimento dos nanossistemas, em especial NSM@DTX-CTX compreende uma
abordagem interessante e inovadora para continuagao dos estudos in vitro focados em futuras avaliagdes in

vivo para o tratamento do cancer de prostata.

7. DIFICULDADES ENCONTRADAS

Os estudos de citotoxicidade dos nanossistemas desenvolvidos em linhagens de adenocarcinoma
PC3 e DU145 sdo extremamente necessarios para que, posteriormente, possa ser vislumbrada a realizacao
dos ensaios in vivo. Desta forma, alguns obstaculos foram encontrados até o determinado momento como
a dificuldade no crescimento das células PC3 assim como a realizacdo dos ensaios para esta linhagem
celular. Os ensaios in vitro precisam ser ainda otimizados para obtencdo de resultados confidveis e
impactantes para prosseguir em direcdo aos estudos em animais. A dificuldade em se aumentar a
capacidade de carga dos nanossistemas também pode ser um fator impactante nos resultados obtidos para
veiculacdo de DTX. Além disso, a dificuldade em se aumentar a eficiéncia de funcionalizacdo do anticorpo
modificado CTX-S nas matrizes de NSMs também pode ter sido um fator determinante nos resultados in
vitro apresentados até 0 momento. Portanto, a otimizacédo e estudo ainda mais aprofundado dos ensaios in

vitro nas linhagens estudadas ainda se faz necessario antes de prosseguir em direcdo aos estudos in vivo.

8. PERSPECTIVAS

O desenvolvimento dos nanossistemas NSM@DTX-CTX compreende uma abordagem inovadora
e ainda pouco explorada na literatura, para tratamento do cancer de prostata. Portanto, a otimizacéo de
alguns parametros como 0 aumento da capacidade de carga das NSMs assim como a possibilidade de se
aumentar a eficiéncia de funcionalizacdo de CTX nos nanossitemas, abrem ainda perspectivas para o
desenvolvimento de nanossistemas ainda mais robustos a base de NSMs. Além disso, a repeticdo de estudos
in vitro utilizando as linhagens PC3 e DU145 com maior numero de replicatas pode aumentar a
confiabilidade dos resultados, porém sdo diretamente relacionados com o desenvolvimento e replicacédo
das linhagens em questao.

Por fim, a realizacdo de novos estudos de internalizacdo celular (por citometria de fluxo) assim
como utilizacdo de técnicas de imageamento (como microscopia confocal) ainda podem ser empregados
para aumentar o nivel de compreenséo e a¢do dos nanossistemas desenvolvidos frente as linhagens PC3 e
DU145.

9. PARECER SUPERVISOR

O relatério encontra-se adequadamente escrito. Os resultados evidenciaram a citotoxicidade dos
nanossistemas de silica mesoporosa contendo docetaxel funcionalizadas com cetuximabe (NSM@DTX-
CTX) frente a linhagem tumoral de prosta DU145, as quais foram internalizadas pelas analises de ciometria
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de fluxo. Os resultados evidenciam a importancia do anticorpo CTX para promover rapida internalizagdo
nas células DU145 considerando 6 h de incubacdo. Portanto, as NSM@DTX-CTX compreendem
nanoplataformas promissoras para continuacdo e otimizacdo dos estudos in vitro visando a avaliagéo in
Vivo e, consequentemente, o tratamento do cancer de prostata. No periodo de 2020-2024, o bolsista
publicou 41 artigos, sendo Véarios diretamente relacionados ao seu estagio pds-doutoral e um deles
relacionado ao estagio BEPE no exterior. Um artigo diretamente relacionado aos dados experimentais do
pos-doutorado estd em fase de redacéo, bem como o artigo com os dados do estadgio BEPE realizado na
Holanda. O bolsista no periodo co-orientou alunos de mestrado e pds-doutorado, além de contribuir

ativamente com as atividades do grupo de pesquisa.
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