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RESUMO

A curcumina (Cur), um polifenol obtido da Curcuma longa L., possui propriedades
promissoras para o tratamento do cancer de préstata. O uso do tensoativo D-a-
tocoferil polietilenoglicol 1000 succinato (TPGS) na composi¢cdo de nanoparticulas
poliméricas pode melhorar a solubilidade aquosa e a baixa biodisponibilidade da Cur,
e a utilizacdo de bevacizumabe (Bvz), anticorpo anti-VEGF, pode promover o
direcionamento para as células tumorais. Assim, o presente trabalho teve como
objetivo desenvolver nanoparticulas de poli-e-caprolactona (PCL) contendo TPGS
carregadas com Cur (Cur-NP) e funcionalizadas com Bvz (Bvz/Cur-NP) para avaliar
sua atividade antitumoral em células de cancer de préstata. A Bvz/Cur-NP apresentou
didmetro hidrodinamico médio de 176 a 203 nm, com distribuicdo homogénea (0,159
a 0,253), potencial zeta negativo de -19,5 a -22,8 mV, alta eficiéncia de
encapsulamento (98%) e funcionalizacéo (80%), mantendo a integridade do anticorpo
ap0s a conjugacao na superficie das nanoparticulas. A Bvz/Cur-NP apresentou
estabilidade fisica por 15 dias em 5 °C. Na analise de FTIR, houve a atenuacao de
bandas caracteristicas de Cur e por DSC a auséncia de picos na Cur-NP, sugerindo
gue apos a nanoencapsulacdo, a Cur passa para o estado amorfo. As nanoparticulas
promoveram a liberacao controlada in vitro da Cur por até 48 horas, indicando que a
liberacdo do farmaco seguiu o0 modelo de Hixson-Crowell. Nos ensaios biolégicos in
vitro, a Cur-NP e Bvz/Cur-NP demonstraram eficiéncia em internalizar as células de
cancer de prostata, com boa atividade citotoxica dependente da dose e do tempo para
as células DU-145 e PC-3, além de baixa acéo citotoxica para a ceélula endotelial,
HUVEC. Ambas as nanoparticulas reduziram a capacidade de adeséo celular para as
células DU-145 e PC-3. A Bvz/Cur-NP demonstrou boa acéo inibitéria de migracéo e
invasao celular para ambas as células tumorais. Contudo, a Cur-NP apresentou acao
anti-migratoria para DU-145 e PC-3, e inibiu a invaséao celular somente em célula DU-
145. No ensaio in vivo, o Bvz evidenciou alto potencial toxico em larvas de Galleria
mellonella, contudo, sua toxicidade foi reduzida quando funcionalizado na Bvz/Cur-
NP, sugerindo potencial protetor das nanoparticulas decorrente da acao direta do
anticorpo. Além disso, a Cur-NP nao foi considerada toxica para as larvas de G.
mellonella. Deste modo, esses resultados demonstram que as hanoparticulas
baseadas em PCL e TPGS associadas ao Bvz sdo uma abordagem promissora para
melhorar a eficacia da Cur no tratamento do cancer de prostata.

Palavras-chave: Curcuma longa L.; poli-e-caprolactona; anticorpo monoclonal;
nanoparticulas; cancer de prostata.



ABSTRACT

Curcumin (Cur), a polyphenol obtained from Curcuma longa L., has promising
properties for the treatment of prostate cancer. The use of D-a-tocopheryl polyethylene
glycol 1000 succinate (TPGS) surfactant in the composition of polymeric nanopatrticles
can improve the aqueous solubility and low bioavailability of Cur, and the use of
bevacizumab (Bvz), an anti-VEGF antibody, promotes targeting to tumor cells. Thus,
the present work aimed to develop poly-e-caprolactone (PCL) nanoparticles containing
TPGS loaded with Cur (Cur-NP) and functionalized with Bvz (Bvz/Cur-NP) to evaluate
their antitumor activity in prostate cancer cells. Bvz/Cur-NP showed an average
hydrodynamic diameter of 176 to 203 nm, with homogeneous distribution (0.159 to
0.253), negative zeta potential of -19.5 to -22.8 mV, high encapsulation efficiency
(98%) and functionalization (80%), maintaining the integrity of the antibody after
conjugation on the surface of the nanoparticles. Bvz/Cur-NP showed physical stability
for 15 days at 5 °C. In the FTIR analysis, there was attenuation of Cur characteristic
bands and by DSC, the absence of peaks in Cur-NP, suggesting that after
nanoencapsulation, Cur passes to the amorphous state. The nanoparticles promoted
the controlled in vitro release of Cur for up to 48 hours, indicating that the drug release
followed the Hixson-Crowell model. In in vitro biological assays, Cur-NP and Bvz/Cur-
NP demonstrated efficiency in internalizing prostate cancer cells, with good dose- and
time-dependent cytotoxic activity for DU-145 and PC-3 cells, in addition to low cytotoxic
action for endothelial cells, HUVEC. Both nanoparticles reduced the cell adhesion
capacity for DU-145 and PC-3 cells. Bvz/Cur-NP demonstrated good inhibitory action
on cell migration and invasion for both tumor cells. However, Cur-NP showed anti-
migratory action for DU-145 and PC-3, and inhibited cell invasion only in DU-145 cells.
In the in vivo assay, Bvz showed high toxic potential in Galleria mellonella larvae,
however, its toxicity was reduced when functionalized in Bvz/Cur-NP, suggesting
protective potential of the nanoparticles due to the direct action of the antibody.
Furthermore, Cur-NP was not found to be toxic to larvae. Thus, these results
demonstrate that PCL- and TPGS-based nanoparticles associated with Bvz are a
promising approach to improve the efficacy of Cur in the treatment of prostate cancer.

Keywords: Curcuma longa L.; poly-e-caprolactone; monoclonal antibody;
nanoparticles; prostate cancer.
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1. INTRODUCAO

O céancer de préstata € um dos tipos de neoplasias mais comuns entre 0s
homens, principalmente a partir da terceira idade (de Araujo et al., 2021). O tratamento
preconizado depende da progressdo da doenca, apresentando como principais
estratégias a quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal e cirurgia (Arya et al.,
2019). Contudo, em estagios avancados da doenca é comum o emprego da terapia
com agentes quimioterapicos, que pode enfrentar o processo de resisténcia,
causando o efluxo das células tumorais, além de desencadear diversos efeitos
colaterais por também atingir células saudaveis (Arya et al., 2019; Danhier; Feron;
Préat, 2010; Mishra; Patel; Tiwari, 2010).

Substancias de origem natural tém sido exploradas quanto a atividade
anticancer, como a curcumina (Cur) que é extraida dos rizomas de Curcuma longa L.
(Naksuriya et al., 2014). A Cur é um composto bioativo de cor amarela, com
caracteristica hidrofébica, que apresenta atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, neuroprotetor e anticancer atuando contra diferentes tipos de tumores
como pulmao, colén, mama, ovario, pancreas e prostata (Amekyeh et al., 2022;
Nasery et al., 2022).

A acao da Cur contra células de cancer de prostata pode ocorrer pela inibicao
da fosforilagdo da via de sinalizacdo STAT3/AKT, reduzindo a viabilidade de PC3 e
DU145 e induzindo apoptose e parada do ciclo celular (Mirzael et al., 2022; Sha et al.,
2016; Termini et al.,, 2020). Apesar das suas propriedades biolégicas, a baixa
solubilidade em agua e baixa biodisponibilidade sdo fatores limitantes para sua
utilizacdo in natura como agente terapéutico (Amekyeh et al., 2022; Maleki Dizaj et al.,
2022).

Nanoparticulas poliméricas representam um meio promissor para superar
essas limitacdes, devido ao seu tamanho reduzido, forma, propriedades de superficie,
além da capacidade de controlar a liberacdo do farmaco e garantir sua integridade
para desempenhar seu efeito biolégico no local de acdo/absorcao (Feltrin et al., 2022;
Giacomeli et al., 2020; Yallapu et al., 2014; Yallapu et al., 2010). O polimero sintético
poli-e-caprolactona (PCL) tem sido bastante explorado no desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas devido suas caracteristicas de ser biodegradavel e
biocompativel (Raspantini et al., 2021; Yusuf et al., 2021).

O derivado da vitamina E, succinato de D-a-tocoferil polietilenoglicol 1000

(TPGS) é um tensoativo de caracteristica ndo-ibnica que possui propriedades
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biolégicas de interesse em estudos contra o cancer, principalmente pela agéo inibitoria
da glicoproteina P (gp-P), internalizacéo celular e apoptose de células cancerigenas
(Raspantini et al., 2021; Agrawal et al., 2017; Gaonkar et al., 2017; Mehata et al.,
2019).

Outra importante estratégia para melhorar o desempenho de direcionamento
e seletividade das nanoparticulas, € a conjugacdo com ligantes modificadores de
superficie, como anticorpos monoclonais. O bevacizumabe (Bvz) é um anticorpo
monoclonal (mAb) que favorece o direcionamento das nanoparticulas para o tumor,
devido a super expressao de receptores VEGF (do inglés Vascular endothelial growth
factor) na superficie das células tumorais do cancer de prostata (Kasten et al., 2013;
Saikumar et al., 2017; Ranieri et al., 2006). O Bvz age bloqueando a ligacdo de VEGF
com 0s seus receptores, inibindo o processo de angiogénese (Sousa et al., 2018).

Deste modo, o estudo visou desenvolver nanoparticulas de PCL utilizando o
TPGS como tensoativo para encapsulacdo da Cur e funcionaliza-las com Bvz para
avaliar o direcionamento e sinergismo do anticorpo-molécula bioativa empregando
ensaios biologicos in vitro em linhagens de céncer de prostata. Visto que é
reconhecida a atividade antitumoral da Cur frente as células de cancer de prostata e
sua acdo pode ser melhorada através do processo de nanoencapsulacdo em
nanoparticulas de PCL, principalmente utilizando do tensoativo TPGS, que além de
contribuir para a estabilidade do sistema e solubilidade da Cur, pode agir inibindo vias
de resisténcia antitumoral e aumentar a internalizacao celular das nanoparticulas.
Além disso, a estratégia de funcionalizar as nanoparticulas com o Bvz pode direcionar
as nanoparticulas para o microambiente ambiente, onde ocorre a producéo da citocina
de VEGF-A, gue esta intimamente relacionada a angiogénese e metastase (Pacheco
et al., 2022; Raspantini et al., 2021; SOUSA et al., 2018; Termini et al., 2020).
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6. CONCLUSOES

As nanoparticulas carregadas com Cur contendo TPGS foram desenvolvidas
usando o método de nanoprecipitacdo e otimizadas com base na concentracdo de
TPGS para tamanho, Pdl, potencial zeta e EE. O processo de funcionalizacdo das
nanoparticulas foi eficiente utilizando o método de carbodiimida, conforme avaliado
pelos métodos de BCA, FTIR, NanoDSC e SDS-Page, e mantendo a integridade do
anticorpo como observado pelos métodos de dicroismo circular e espectroscopia de
fluorescéncia.

A Cur-NP e Bvz/Cur-NP apresentaram alta eficiéncia de encapsulamento,
morfologia esférica e estabilidade fisica por até 90 e 15 dias, respectivamente. Devido
as propriedades do farmaco e do sistema alcancados, as nanoparticulas promoveram
um maior controle das taxas de liberacdo de Cur por até 48 h.

Na avaliac&o bioldgica in vitro contra células de cancer de prostata (DU-145 e
PC-3), as nanoparticulas Cur-NP e Bvz/Cur-NP demonstraram grande potencial de
internalizacdo. A Cur apresentou citotoxicidade dependente da dose-tempo, e 0
processo de nanoencapsulacdo potencializou sua acdo citotoxica em células de
cancer de prostata. Para as células endoteliais, HUVEC, as nanoparticulas
demonstraram maior biocompatibilidade, com baixa reducédo da viabilidade celular.

Além disso, a Cur-NP, Bvz/Cur-NP e o Blank-NP mostraram reducdo na
adesdao celular para ambas as células de cancer de prostata, enfatizando a reducéo
de 62% da Cur-NP para a célula PC-3. A Cur-NP mostrou uma excelente diminuicédo
na migracao e invasao para a célula DU-145, e para a célula PC-3, houve apenas
atividade antimigratoria. Apesar de ndo ser tdo proeminente, a Bvz/Cur-NP, inibe em
torno de 50% a migracao e invasao para ambas as células de cancer de préstata.

No ensaio de toxicidade in vivo utilizando o modelo de G. mellonella, a
toxicidade observada a Bvz/Cur-NP foi atribuida ao anticorpo acoplado e apesar disso,
observou-se que o sistema nanoparticulado protege o organismo da acao toxica do
isolado de Bvz, visto que na mesma concentracdo se obteve mais 50% de
sobrevivéncia das larvas de G. mellonella.

Em conclusao, este estudo mostra que as nanoparticulas baseadas em PLC e
TPGS melhoraram as atividades bioldgicas in vitro da Cur, destacando seu potencial
para aumentar a eficacia da entrega em células tumorais de cancer de prostata. Esta
abordagem representa uma opcédo terapéutica promissora com o0 uso de novas

substancias associadas a nanotecnologia para o tratamento de cancer de préstata.
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