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Resumo

RESUMO

Os glioblastomas multiformes (GBMs) sdo os tumores mais invasivos do sistema nervoso
central (SNC) e sua invasividade esta relacionada com a interacdo entre glicoproteinas da
matriz extracelular com integrinas presentes nas células tumorais. As integrinas asf1, avps, €
avB3 sdo fortemente expressas em GBMs, e podem ser utilizadas como moléculas alvo na
terapia e no diagnostico por imagem dos tumores do SNC. Os inibidores de integrinas
cRGDfV, cRGDfK e vicrostatin tém sido estudadas no tratamento de GBMs pois inibem as
integrinas avfs3, avPs e osP1, €, assim, exibem potentes propriedades antitumorais. Entretanto,
a aplicacdo de proteinas terapéuticas é limitada freqglientemente pela baixa estabilidade em
fluidos fisioldgicos e a baixa penetracdo através das membranas bioldgicas. Para contornar
estes problemas, tem-se buscado novos sistemas de liberacdo de farmacos e rotas alternativas
de administracdo, como por exemplo, a via nasal. Assim, este trabalho teve como objetivo a
encapsulacdo dos peptideos cRGDfV e cRGDfK em nanoparticulas de quitosana, pelo
método de gelificagdo ionotropica, empregando o planejamento fatorial 23. Este sistema
baseado em quitosana promoveu um aumento da mucoadesao e podem auxiliar o acesso dos
peptideos cRGDfV e cRGDfK ao SNC pela via nasal. Outra estratégia utilizada nesse
trabalho foi a utilizacdo das nanoparticulas de quitosana escolhidas no planejamento fatorial
para serem modificadas com PEG por meio de interagdes supramoleculares e também por
interagdes covalentes com metoxil polietilenoglicol e maleimida polietilenoglicol
hidroxissucimida. As nanoparticulas modificadas por interacbes covalentes foram
funcionalizadas através do acoplamento do peptideo cRGDfK na superficie das
nanoparticulas, a fim de promover um aumento do direcionamento das nanoparticulas para o
ambiente tumoral por meio de interacdes especificas com as integrinas superexpressas Nnos
GBMs. Também foram desenvolvidas nanoparticulas terandsticas de carboximetilquitosana
com agente de contraste gadolinio-dietilenotriamina pentaacetato meglumina por interacGes
eletrostéticas, as quais foram modificadas por interacdes covalentes para o acoplamento da
desintegrina vicrostatin na superficie das nanoparticulas. Todas as formula¢fes obtidas foram
caracterizadas por estudos de distribuicdo granulométrica, potencial zeta, microscopia
eletronica de varredura e de forca atdmica, ressondncia magnética nuclear, calorimetria

exploratéria diferencial, espectroscopia de dicroismo circular e infravermelho por
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Resumo

transformada de Fourier. Nos ensaios de citotoxicidade in vitro com células de GBMs foi
possivel observar que ao encapsular os peptideos cRGDfV e cRGDfK nas nanoparticulas elas
sdo menos citotdxicas comparadas nanoparticulas com o peptideo cRGDfK esta na sua
superficie. As nanoparticulas com cRGDfK na superficie levaram a uma diminuigdo
significativa da viabilidade celular em comparacdo as nanoparticulas em que os peptideos
estdo encapsuladas. Nos ensaios de captacdo e internalizacdo por citometria de fluxo e
microscopia confocal, as nanoparticulas de quitosana acopladas com cRGDfK e as
nanoparticulas terandsticas de carboximetilquitosana acopladas com vicrostatin apresentaram
interacdo com as integrinas, levando a uma maior internalizacdo das nanoparticulas pelas
células de GBMs. No caso das nanoparticulas teranosticas, pode ocorrer um aumento de
gadolinio nos GBMs facilitando o diagnostico por imagem. Portanto, todos as nanoparticulas
desenvolvidas podem ser futuramente exploradas como uma plataforma a fim de auxiliar no

tratamento e no diagnostico por imagem dos GBMs.

Palavras-chave: desintegrinas, diagnostico por imagem, gadolinio, integrinas,

nanoparticulas, quitosana.
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Abstract

ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBMSs) is the most invasive tumor from central nervous system
(CNS) and its invasiveness is related to interaction between glycoproteins of extracellular
matrix and integrins present in tumor cells. Integrins aspz, avPs, € ovPs are overexpressed in
GBMs and they could be used as target molecules in the treatment and diagnostic imaging of
the tumors from CNS. The disintegrins cRGDfV, cRGDfK and vicrostatin have been studied
for the treatment of GBMs because they inhibit the integrins avfBs, avfs, and asPi, and,
therefore, they show potent anti-tumor properties. However, the administration of therapeutic
proteins is limited by their low stability in physiological fluids and low penetration in
biological membranes. To overcome these problems, drug delivery systems have been
developed and alternative route of administration, such as nasal administration, has been
used. Thus, the aim of this study was the development of chitosan nanoparticles, employing
factorial design, by the means of ionotropic gelification and the encapsulation of disintegrins
cRGDfV e cRGDfK. The chitosan-based drug delivery system increased the mucoadhesion,
which could promote the blood-brain barrier permeation of disintegrins cRGDfV and
cRGDfK. Another strategy aimed in this work was the use of chitosan nanoparticles selected
by factorial design to be modified with PEG by supramolecular interactions and also by
covalent interactions with methoxy-polyethylene glycol and maleimide-polyethylene
glycol-hydroxisuccinimide. The modified nanoparticles by covalent interactions were
functionalized through linkage of disintegrin cRGDfK on nanoparticles’ surface in order to
improve the targeting of nanoparticles to tumor environment by specific interactions with the
integrins overexpressed in the GBMs. Theranostic carboxymethylchitosan nanoparticles
containing the contrast agent gadolinium-diethylenetriamine-pentaacetate-meglumine were
also developed; these nanoparticles was developed by eletrostatic interactions, and then they
were modified by covalent interactions to attach the desintegrin vicrostatin on the surface of
these nanoparticles. All formulations obtained were characterized by size distribution, zeta
potential, scanning eletron microscopy, atomic force microscopy, nuclear magnetic
resonance, differential scanning calorimetry, circular dichroism and Fourier transform
infrared spectrocopy. In in vitro cytotoxicity assays using GBMS cells, it was possible to

observe the differences in the cell viability when the desintegrins cRGDfV and cRGDfK
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Abstract

were encapsuled into nanoparticles and when the desintegrin cRGDfK is on the surface of
nanoparticles. The nanoparticles with cRGDfK on the surface presented a significative
decrease in cell viability as compared to nanoparticles which the disintegrins are
encapsulated. In the uptake and internalization assays by flow citometry and confocal
microscopy, the cRGDfK attached to chitosan nanoparticles and vicrostatin attached to the
theranostic carboxymethylchitosan nanoparticles showed a specific interaction with the
integrins, leading to higher uptake of nanoparticles by GBMs cells, and, thus, promoting an
anti-tumor effect due to integrins inhibition. In the case of theranostic nanoparticles, an
increase in uptake of gadolinium could happen and it could facilitate the diagnosis by image.
The nanoparticles developed can be exploited as a platform in order to assist in the treatment

and diagnosis by image of the GBMs.

Keywords: desintegrins, diagnostic imaging, gadolinium, integrins, nanoparticles, chitosan.
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1.  INTRODUCAO

O céncer ainda é um grande desafio para a ciéncia e para a medicina porque a cura de
muitos tipos de tumores bem como muitos mecanismos ainda ndo foram elucidados. Dentre
os diferentes tipos de tumores existentes, os tumores do SNC sédo responsaveis por 2% das
mortes relacionadas ao cancer. Os tipos mais estudados de tumores cerebrais sdo 0s
meduloblastomas do cerebelo e os gliomas (LOUIS; POMEROQOY; CAIRNCROSS, 2002).

Os gliomas se desenvolvem a partir de células precursoras da glia e podem ter origem
astrocitica (astrocitomas), oligodendrocitica (oligodendrocitomas) ou oligoastrocitica
(oligoastrocitomas) (LOUIS; POMEROY; CAIRNCROSS, 2002).

De acordo com a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), os astrocitomas podem ser
divididos em astrocitomas de baixo grau anaplésico, astrocitomas anaplasicos e glioblastomas
(GBMs), que podem ser classificados quanto ao seu grau de malignidade. O GBM de grau IV
¢ o mais maligno e o mais frequente dos gliomas astrociticos, apresentando uma maior
incidéncia em adultos (LOUIS, HOLLAND, CAIRNCROSS, 2001; LOUIS, POMEROY,
CAIRNCROSS, 2002).

Os principais tratamentos dos gliomas consistem na retirada do tumor por meio de
cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Entretanto, os GBMs sdo fortemente resistentes a
quimioterapias convencionais assim como a radioterapia devido & infiltracdo difusa dos
GBMs no cérebro, mas esse tipo de tumor raramente realiza metastases fora do SNC (LOUIS,
POMEROQY, CAIRNCROSS, 2002). Portanto, o estudo de novas formas de terapia e de vias
alternativas de administracdo, além do desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo, sdo
muito importantes como estratégias para o tratamento destes tipos de tumores.

Os principais tratamentos dos gliomas consistem na retirada do tumor por meio de
cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Entretanto, os GBMs sdo fortemente resistentes a
quimioterapias convencionais assim como a radioterapia devido a infiltracdo difusa dos
GBMs no cérebro, mas esse tipo de tumor raramente realiza metastases fora do SNC
(LOUIS, POMERQY, CAIRNCROSS, 2002). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) apenas 10% dos GBMs apresentam alguma responsividade as terapias convencionais,

por isso € muito importante pesquisas que estudem novas formas de terapia e o
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desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo e vias alternativas de administragdo, como
alternativas para o desenvolvimento de novas terapias destes tipos de tumores.

A invasividade celular dos GBMs no cérebro esta relacionada com sua interacdo com
0s componentes especificos da matriz extracelular (MEC), além das células de gliomas
também produzirem os seus proprios componentes da MEC, tais como laminina, coladgeno
tipo I, 11, IV e vitronectina, os quais sdo glicoproteinas que atuam como receptores de
superficie celular interagindo com as integrinas expressas em linhagens de GBMs humanos,
sendo esta interacdo a chave para a adesdo das células tumorais no tecido cerebral. As
integrinas s@o moléculas que desempenham um papel chave na mediacdo e interacéo
celulares entre as células tumorais e os componentes da MEC, além de estar envolvidas com
a adesdo, migracdo, proliferacdo, diferenciacdo e apoptose das células tumorais
(GLUKHOVA, KOTELIANSKY, 1995; GUO, GIANCOTTI, 2004; UHM, GLADSON,
RAO, 1999b).

No cérebro adulto, a laminina, a fibronectina e o colageno IV sdo os principais
componentes das membranas basais associadas a glia, as células do plexo cordide e as células
endoteliais vasculares, favorecendo a migracdo das células tumorais do GBMs através da
interagcdo com os elementos da MEC das membranas basais ou com os elementos da MEC
produzidos por elas proprias via ligacdo com as integrinas (KNOTT et al., 1998; MORINI,
BECCHETTI, 2010; PAULUS, TONN, 1994).

A partir da década de 90, diversos trabalhos buscaram caracterizar o padrdo de
expressdo das integrinas em GBMs, em comparacdo com o cérebro normal e/ou astrocitos.
Estudos evidenciaram que as integrinas o2fP1, o3P1, asPi, ovPs, agPfr € avPs foram mais
fortemente expressas nos GBMs do que nos tecidos endoteliais normais. Este fato faz das
integrinas moléculas alvo na terapia anti-tumoral (GINGRAS et al., 1995; PAULUS, TONN,
1994; PIJUAN-THOMPSON, GLADSON, 1997).

Assim, as desintegrinas tém sido estudadas como alternativa terapéutica no tratamento
e no diagnastico do cancer com o objetivo de inibir a acdo das integrinas na adesdo, migracao
e proliferagdo das células tumorais (DESGROSELLIER; CHERESH, 2010;
KONSTANTOPOULOS; THOMAS, 2009). Os efeitos biologicos das desintegrinas
relacionam-se com suas ligaches a receptores celulares, sendo consideradas potentes

inibidores da adeséo celular, podendo ser utilizadas no combate de diversas patologias como,
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por exemplo, o cancer (NIEWIAROWSKI et al., 1994; SHEU et al., 1995; SOUZA et al.,
2000). O termo desintegrina foi usado pela primeira vez em 1989 para descrever um grupo de
moléculas de baixo peso molecular, ricas em cisteina, derivadas de venenos de serpentes, as
quais interagem com receptores da superficie celular (GOULD et al., 1990).

Algumas desintegrinas possuem a sequéncia adesiva RGD (arginina, glicina, &cido
aspartatico) através da qual se ligam especificamente ao colageno, fibronectina e vitronectina,
além de se ligar a outras integrinas RGD-dependentes como as integrinas ovfs e ospi,
presentes nas células do GBMs (AVRAAMIDES et al., 2008; KONSTANTOPOULOS;
THOMAS, 2009; DESGROSELLIER; CHERESH, 2010).

Derivados de desintegrinas, tais como o pentapeptideo ciclico RGDfV (arginina,
glicina, &cido aspartatico, D-fenilalanina, valina), o cRGDfK (arginina, glicina, acido
aspartético, D-fenilalanina, lisina) e o vicrostatin, estdo sendo estudados para combater o
cancer por serem inibidores das integrinas avBs, avfs € asp1 e ja apresentaram resultados
satisfatorios contra os GBMs (STUPP et al., 2007). Os mecanismos de acao destes inibidores
de integrinas sdo baseados na inibi¢do da integrina avfs, um importante componente da
resposta mediada por VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) o qual é um dos
principais fatores de crescimento relacionado ao processo de angiogénese. O outro
mecanismo esté relacionado com a inibicdo da expressdo da integrina avfs, a qual pode levar
a apoptose das ceélulas tumorais (NABORS, MIKKELSEN, ROSENFELD, 2007;
REARDON, FINK, MIKKELSEN, 2008; REARDON et al., 2008; STUPP et al., 2007).

Um dos grandes desafios para o uso de macromoléculas terapéuticas é que sua
administracdo oral é limitada, principalmente, pela intensa degradacdo enzimética nos fluidos
bioldgicos, baixa permeabilidade atraves das biomembranas e da barreira hematoencefalica
(BHE). Para contornar os problemas relacionados com a estabilidade das proteinas e a
consequente perda de atividade, pesquisadores comecaram a explorar vias alternativas de
administragdo, como por exemplo, a via nasal, e sistemas de liberacéo de farmacos, tais como
lipossomas, cristais liquidos, microemulsdes e nanoparticulas. Os sistemas de liberacéo
nanoestruturados representam uma estratégia interessante para administracdo de farmacos
protéicos, pois estes podem protegé-los contra degradacao e possibilitar liberacdo no local
especifico de acdo com uma taxa controlada (KANG; CHO; YOO, 2009).
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As nanoparticulas sdo sistemas carreadores que apresentam didmetro inferior a 1000
nm e podem ser formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco encontra-se
homogeneamente disperso e desta forma obtém-se um sistema monolitico, em que néo é
possivel identificar um nacleo diferenciado, como é o caso das nanoparticulas de quitosana e
carboximetilquitosana preparadas pela técnica de gelificacdo ionotrépica empregadas neste
estudo (AMIDI et al., 2006; CHEN; ZHANG; HUANG, 2007; DYER et al., 2002;
GUIMARAES, 2005; LAUS et al., 2006; SADEGHI et al., 2008; SCHAFFAZICK et al.,
2003).

As nanoparticulas podem ser administradas por diferentes vias, tais como a parenteral,
oral, oftdlmica e nasal (ILLUM, 1998; QUAN et al., 2008; SADEGHI et al., 2008;
SCHAFFAZICK et al., 2003). Apesar da via oral ser muito utilizada, a via nasal tem gerado
grande interesse como rota alternativa para administracdo de farmacos e biomoléculas que
sdo suscetiveis a degradacdo acida e enzimatica ou que sofrem metabolismo pré-sistémico
(GAVINI et al., 2008).

No caso de nanoparticulas de quitosana, a administracdo nasal apresenta grandes
vantagens na absor¢do sisttémica de proteinas, pois a mucosa nasal apresenta epitélio com
microvilosidades e uma grande area superficial, além de caracteristicas como camada
subepitelial altamente vascularizada e membrana basal com endotélio poroso que facilitam a
permeacdo da proteina na cavidade nasal (BARBI, 2011; BARBI et al., 2015; ILLUM, 2003;
MAINARDES et al., 2006).

O mecanismo de transporte das nanoparticulas através da mucosa nasal a fim de
permear a BHE ndo estéa totalmente elucidado até o momento. O mecanismo mais aceito € a
endocitose das nanoparticulas de quitosana pelas células endoteliais dos capilares do cérebro,
que compdem a maior interface entre o cérebro e o sangue; além disso, a superficie catidnica
da quitosana pode promover a abertura entre as células epiteliais facilitando a passagem de
proteinas através da BHE (KREUTER, 2001). Outros estudos demonstram que as
nanoparticulas com superficie catibnica, como a quitosana, podem atravessar a BHE por uma
rota de transporte vesicular de substancias catidnicas que envolve interacdo eletrostatica entre
as cargas positivas da quitosana e as cargas negativas da superficie endotelial (HERVE;
GHINEA; SCHERMANN, 2008).
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Outra hipdtese para os fa&rmacos administrados por via nasal atingirem o SNC é por
meio de transporte ao longo das vias nervosas olfativas que se localizam na por¢do superior
da cavidade nasal, na regido olfativa (DHURIA; HANSON; FREY, 2009). Os feixes de
axonios do bulbo olfatério atravessam a placa crivosa do 0sso etmoide proximos aos lobos
frontais e se prolongam até a mucosa olfatdria, constituindo um caminho pelo qual os
farmacos administrados por via nasal podem alcancar o SNC. Os mecanismos de transporte
da regido olfatoria para 0 SNC envolvem duas vias de transporte, a via intraneuronal onde o
farmaco passa da cavidade nasal ao SNC por meio do transporte axonal no nervo olfatério, o
que ocorre no prazo de horas a dias ap6s a administracdo do medicamento. Na via
extraneuronal o farmaco é transportado com fluidos dos canais perineurais e atinge 0 SNC em
questdo de minutos (RAPOPORT; WINNER, 2006; TALEGAONKAR; MISHRA, 2004).

Apesar do potencial da via nasal, os mecanismos de depura¢do mucociliar, o qual
remove rapidamente a formulacdo da cavidade nasal, é uma das barreiras que limitam a
absorcdo nasal de farmacos protéicos (MAINARDES et al., 2006). Uma estratégia utilizada
para retardar a remocdo da formulagdo pela depuracdo mucociliar é a utilizacdo de sistemas
mucoadesivos, que aumentam o tempo de retencdo da formulacdo na cavidade nasal (ILLUM
et al., 2003).

Moléculas catibnicas tém propriedades mucoadesivas pois podem interagir com a
superficie de absorcdo da mucosa nasal, a qual é carregada negativamente em pH fisioldgico
devido a natureza quimica das membranas celulares e das moléculas de mucina
(WOODLEY, 2001). Essa observacdo é base do mecanismo proposto para polimeros
catibnicos, como a quitosana, cuja mucoadesdo é estabelecida pelas interacdes eletrostaticas
com os grupos sialicos da mucina presente no muco, além de promover a absorcdo de
moléculas hidrofilicas pela promocao da reorganizacao estrutural das proteinas associadas as
juncdes intercelulares tanto na cavidade nasal quanto na BHE (BRAVO-OSUNA et al., 2007;
WOODLEY, 2001).

Nanoparticulas de quitosana para incorporagdo de desintegrinas foram desenvolvidas
por Kiill, 2012. As nanoparticulas de quitosana reticuladas com tripolifosfato de sddio e
incorporadas com a desintegrina DisBa-01 mostraram alta eficiéncia de encapsulagdo e
aumento significativo da mucoadesdo em mucosa nasal suina quando comparado com outros

polimeros com propriedades mucoadesivas. Em ensaios de inibi¢cdo da adesdo com células

hartone Priscila Rl



Introducdo 32

tumorais, a DisBa-01 incorporada em nanoparticulas promoveu maior inibi¢do quando
comparada somente com a DisBa-01, o que pode indicar que as nanoparticulas de quitosana
apresentaram efeito sinérgico e podem ser uma alternativa para administracdo nasal de
desintegrinas (KIILL, 2012). Partindo destes estudos iniciais € que buscamos entender como
ocorre a internalizacdo dos inibidores de integrinas encapsulados ou ndo na superficie das
nanoparticulas pelas células de GBMs.

Paralelamente, a fim de ampliar os estudos sobre o desenvolvimento das
nanoparticulas de quitosana por gelificagdo ionotrépica, nosso grupo de pesquisa em
colaboracdo com o Instituto de Quimica — UNESP, propds o uso de polifosfato como um
novo polianion reticulante. O polifosfato de sddio é constituido por cadeias lineares e ciclicas
de fosfatos maiores que o tripolifosfato de sédio (CORBRIDGE, 2013; DIAS FILHO, 2003;
RASHCHI; FINCH, 2000). O NaPOs, conhecido comercialmente como sal de Graham, é o
unico polifosfato solivel em &gua e é talvez o polifosfato de cadeia mais longa conhecida.
Industrialmente ele € produzido pelo choque térmico de NaPO3z fundido, processo que leva a
obtencdo do vidro (RASHCHI; FINCH, 2000).

A Figura 1 ilustra a forma como os tetraedros de fosfato se ligam para formar a

estrutura linear.

Figura 1 - Distribui¢do linear de cadeias de polifosfato de sddio. Cada tetraedro refere-se a um
grupamento fosfato PO,*.

A\ /}//J\\\ /%L\\x\ §
Vo Y

Fonte: DIAS FILHO, 2003.

Outro polimero bastante utilizado no desenvolvimento de nanoparticulas € a
carboximetilquitosana (CMQS) devido a vantagem de ser um derivado soltvel da QS e por
conter grupos amino e carboxil, os quais podem ser explorados para a biofuncionalizagdo das
nanoparticulas com ligantes.

O PEG e seus derivados tém sido muito empregados nas formulagdes como

componentes da matriz ou como revestimento. Também s&o utilizados como agentes de
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modificacdo de superficie das nanoparticulas para o acoplamento de macromoléculas como
os inibidores de integrinas. A peguilacdo das nanoparticulas contribui para prolongar o tempo
de meia-vida devido a diminuicédo da opsonizacao das nanoparticulas, devido ao impedimento
estérico causado pelas cadeias hidrofilicas. Além disso, o PEG pode contribuir para um
aumento da mucopenetragdo das nanoparticulas apds administracdo nasal (KATAOKA et al.,
2003; TOBIO et al., 1998).

Portanto, a associacdo de polimeros (como a CMCS) que apresentam grupos que
facilitam a peguilacdo e posterior acoplamento de ligantes em sua superficie, como 0s
inibidores de integrinas, podem ser utilizadas como nanoparticulas multifuncionais
terandsticas, pois também podem encapsular tanto farmacos quanto agentes de contraste,
como por exemplo, o gadolinio-DTPA (acido dietilenotriamina pentaacético) (Gd-DTPA).

O agente de contraste paramagnético Gd-DTPA tem sido utilizado em imagiologia
por ressonancia magnética de imagem (RMI). No entanto, este agente tem algumas limitacoes
que fazem dele um candidato para ser usado em sistemas de liberacdo de farmacos. O
gadolinio-DTPA sofre rdpida difusdo para o intersticio dos vasos e tem meia-vida curta
devido a rapida depuracdo renal. Além disso, o gadolinio-DTPA tem um problema que ¢ o
contraste insuficiente entre os tecidos saudaveis e tumorais, 0 que resulta em uma
correspondentemente baixa sensibilidade de diagnostico em RMI. Para ultrapassar tais
limitacBes, as nanoparticulas de CMCS funcionalizadas com inibidores de integrinas e
encapsuladas com Gd-DTPA estdo sendo estudadas como carreadores para a terapia e
diagndstico por imagem de GBMs. As nanoparticulas de CMCS carregadas com um agente
paramagnético de contraste (gadolinio) e acopladas com um inibidor de integrina em sua
superficie & uma interessante estratégia para atingir os alvos que sdo as integrinas ovfs, ovps €
asB1 altamente expressas em GBMs. A interacdo dessas nanoparticulas com as integrinas
pode promover um aumento da captacdo das nanoparticulas encapsuladas com o agente de
contraste pelas células de GBMs e, consequentemente, proporcionar um aumento na
quantidade de gadolinio no tumor, contribuindo, assim, para aumentar a sensibilidade da RMI
permitindo um diagndstico, progndstico e tratamento precoce muito mais preciso (CHEN et
al., 2011; BRUCKMAN, YU, STEINMETZ, 2013; DARRAS et al., 2010).

Portanto, estas pesquisas sd0 muito importantes, uma vez que apenas 10% dos

tumores cerebrais, como os glioblastomas, apresentam alguma responsividade as terapias
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convencionais. O desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo contendo agentes de
contraste para o diagnéstico e farmacos e macromoléculas para a terapéutica, pode ser uma
alternativa para o tratamento deste tipo de tumor, pois estas nanoparticulas poderiam facilitar
a entrega destes agentes por meio das interagdes entre inibidores de integrinas e integrinas

promovendo um tratamento e diagndstico direcionado e mais efetivo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cancer

O céncer ainda é um grande desafio para a ciéncia e para a medicina porque a cura de
muitos tipos de tumores, bem como muitos de seus mecanismos, ainda ndo foram elucidados.
Dentre os diferentes tipos de tumores existentes, os do sistema nervoso central (SNC) séo
responsaveis por 4% das mortes relacionadas ao cancer. Os tipos mais estudados de tumores
cerebrais sdo os meduloblastomas do cerebelo e os gliomas (LOUIS; POMEROY;
CAIRNCROSS, 2002).

Os gliomas se desenvolvem a partir de células precursoras da glia e podem ter origem
astrocitica (astrocitomas), oligodendrocitica (oligodendrocitomas) ou oligoastrocitica
(oligoastrocitomas) (LOUIS; POMEROQY; CAIRNCROSS, 2002). De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os astrocitomas podem ser divididos em astrocitomas
de baixo grau anaplésico, astrocitomas anaplasicos e glioblastomas (GBMs), os quais podem
ser classificados quanto ao seu grau de malignidade. Os tumores derivados de
oligodendrocitos classificam-se em grau I, II ou III. As lesdes de grau I tém um baixo poder
proliferativo e tém &timo prognostico apos ressec¢do cirdrgica. As de grau Il tém atividade
proliferativa pouco intensa, mas sdo recorrentes e podem se transformar em tumores mais
agressivos do tipo grau Il (anaplésico) e de grau IV (glioblastoma), como pode ser
observado na Figura 2. Os gliomas de grau Il exibem aumento de anaplasia e proliferacao,
no entanto, os gliomas de grau IV (GBM) sdo a forma mais invasiva (KLEIHUES et al.,
1995; LOUIS, 2006).

Os glioblastomas representam aproximadamente 15% dos tumores cerebrais o que faz
com que estes tumores tenham alta relevancia clinica (LOUIS, HOLLAND, CAIRNCROSS,
2001; LOUIS, POMEROQY, CAIRNCROSS, 2002).
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Figura 2 - Progressao maligna de astrocitoma humano (do grau | ao grau 1V) segundo classifica¢do
da OMS.
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Fonte: Adaptado de HUSE; HOLLAND, 2010.

A dificuldade em se distinguir a natureza da célula tumoral (astrdcitos ou
oligodendrdcitos) € um problema enfrentado no diagndstico de gliomas, e isso ocorre
principalmente pela falta de um marcador exclusivo e confidvel para oligodendrocitoma
(SANSON et al., 2004). Por esse motivo, a OMS incorporou a sua classificacdo alguns
critérios de diagndstico, como andlises imuno-histoquimicas da expressdo de proteinas de
citoesqueleto, tais como a vimentina e a proteina glial fibrilar &cida (GFAP), e o fator de
crescimento de endotélio vascular (VEGF). Também foram acrescentadas analises
moleculares como a perda ou mutacdo do gene p53, perda do PTEN/MMACL (gene
supressor tumoral), amplificacdo do CDK4 (quinase dependente de ciclina) e dos receptores
dos fatores de crescimento epidermal (EGF) e de crescimento derivado de plaqueta (PDGF)
(MENTLEIN; HELD-FEINDT, 2003; PLATE; RISAU, 1995). Entretanto, a classificagdo da
OMS ndo mudou expressivamente a sobrevida dos pacientes com gliomas, indicando a
necessidade de utilizacdo de alternativas que melhorem o diagndstico destas neoplasias.

Os principais tratamentos dos gliomas consistem na retirada do tumor por meio de
cirurgia, radioterapia e quimioterapia com temozolamida (TMZ). Embora esse tipo de tumor
raramente apresenta metastase fora do SNC, os GBMs sdo fortemente resistentes as
quimioterapias convencionais assim como a radioterapia devido a sua infiltracdo difusa no
céerebro (LOUIS; POMEROQY; CAIRNCROSS, 2002). Segundo a OMS, apenas 10% dos

GBMs apresentam alguma responsividade as terapias convencionais. Portanto, é de extrema
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importancia o desenvolvimento de novos tratamentos e terapias alternativas para estes tipos

de tumores.

2.2.  Quimioterapia em glioblastomas

Durante a ultima década, uma grande variedade de tratamentos para os GBMs foi
explorado. Entretanto, a maioria deles teve sucesso limitado devido a localizacdo do tumor e
a sua biologia complexa e heterogénea (MRUGALA, 2013).

Atualmente, o tratamento padrdo para pacientes com diagnostico recente de GBMs
inclui ressec¢do cirdrgica do tumor seguida por seis meses de radioterapia, além de
administracdo concomitante de TMZ (MRUGALA, 2013). A quimioterapia utiliza farmacos
para impedir a replicacdo celular e a radioterapia utiliza a radiacdo com o objetivo de impedir
a proliferacdo celular. Essa radiacdo pode ser particulada (protons e néutrons) ou
eletromagnética (raios gama ou raio X).

Os quimioterapicos mais comumente empregados incluiam o agente carmustina e
molustina, assim como os agentes metilantes procarbazina e TMZ, utilizados sozinhos ou em
combinacdo (PRADOS, 2011).

A TMZ ¢é um agente alquilante com toxicidade moderada quando administrado
oralmente e ¢ capaz de atravessar a BHE. TMZ atua como um pro-farmaco e ¢ estavel em pH
acido, uma vantagem que permite sua administracdo por via oral. Em pH fisiolégico, a TMZ
sofre conversdo quimica espontanea para formar o metabolito citotoxico monometil triazeno
5-(3-metil triazeno-1-il)-imidazol-4-carboxamida (MTIC), o qual € responsavel pela deplegao
da enzima de reparo do DNA O°-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT). A metilagio
do DNA parece ser o principal mecanismo responsavel pela citotoxicidade da TMZ
(JACINTO, ESTELLLER, 2007; MAKINO et al., 2012).

2.3. O papel das integrinas no cancer

Neste tdpico serd discutido o papel das integrinas como reguladores de diversas
fungdes em células tumorais, incluindo proliferacdo, migracdo e invasdo. Integrinas sdo
intermediadoras na comunicacao entre o citoesqueleto celular e proteinas plasmaticas ou da
matriz extracelular por meio da adesdo célula-a-célula através de interagdes com outras

proteinas de membrana. Desse modo, as integrinas podem ser consideradas moduladores

hartene Priscala Kicll



Revisdo Bibliogrdfica 38

chave da proliferacdo, migracdo, e ainda, a manutencdo das fungdes especificas de
diferenciacdo celular. A importante contribuicdo das integrinas na biologia das células
tumorais tem feito das integrinas um alvo atraente para o desenvolvimento de terapias
especificas em diferentes tipos de céncer, entre eles os GBMs. Além disso, 0 uso de
integrinas como biomarcadores para imagem e terapéutica representa uma area bastante
promissora (CAl, et al., 2011; Ll et al., 2014).

2.3.1. Matriz extracelular e integrinas

A matriz extracelular (MEC) determina as propriedades fisicas dos tecidos, bem como
muitas de suas caracteristicas. Em alguns casos, uma mesma proteina da MEC pode
desempenhar diferentes funcbes, dependendo das vias de sinalizacdo que sdo ativadas. De
maneira geral, a MEC pode ser definida como um grupo de moléculas de diferente natureza
que interagem entre si de forma dindmica e que estdo estreitamente relacionadas com a
fisiologia celular (BORNSTEIN; SAGE, 2002).

Os efeitos da MEC sobre o comportamento da célula podem ocorrer por dois
principais mecanismos: no primeiro ocorre 0 armazenamento de fatores de crescimento ou
proteinas que se ligam a fatores de crescimento. Apés um armazenamento passivo destes
fatores, a MEC pode libera-los, através do remodelamento enzimatico. No segundo
mecanismo, as interacdes entre célula e MEC podem regular diretamente o comportamento
da célula, através da sinalizacdo mediada por receptor, ou por modulacédo da resposta celular
a fatores de crescimento (STREULI et al., 1999). Por exemplo, a ligacdo de integrinas, a
maior classe de receptores de moléculas da MEC, altera profundamente a resposta celular a
sinais mitdgenos e tem uma grande contribui¢cdo no desenvolvimento de tumores, incluindo
GBMs e tumores de mama (HOWE et al., 1998; SCHWARTZ; BARON, 1999).

O termo integrina descreve uma familia de receptores da superficie celular que
desempenham um papel chave na mediacdo e interacdo entre as células tumorais, endoteliais
e 0s componentes da MEC. Estas proteinas heterodiméricas sdo constituidas de uma
subunidade a e uma P. Até o momento sdo conhecidas 18 subunidades a e 8 subunidades 3
que se combinam para formar pelo menos 24 integrinas diferentes. Estruturalmente as
integrinas s&o glicoproteinas transmembrana heterodiméricas constituidas por uma
subunidade a (120-180 kDa) e B (90-110 kDa) ligadas ndo covalentemente (Figura 3). Cada
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subunidade contém um dominio extracelular (700-900 aminoacidos), um dominio
transmembrana e um dominio citoplasmatico (HUMPHRIES et al., 2007; HYNES, 2002).

Figura 3 - Estrutura das subunidades das integrinas.
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Fonte: GAHMBERG et al., 2009.

As integrinas sdo expressas em baixas quantidades em células normais e altamente
expressas em células tumorais. A integrina avB3 € geralmente expressa em baixos niveis em
células epiteliais e células endoteliais, mas € altamente expressada em tumores, incluindo
neuroblastomas e glioblastomas (ALBELDA et al., 1990; FALCIONI et al., 1994,
GASPARINI et al., 1998; SCHNELL et al., 2008). A integrina ovf3 € superexpressa nao
somente em celulas tumorais, mas também em células endoteliais da neovasculatura tumoral.
A superexpressdo da avP3 em células endoteliais ativadas pode favorecer a adesdo celular e
migracdo durante a angiogénese tumoral e sua expressdo em células de carcinoma
potencializa metastases pela facilitacdo da invasdo e movimento das células tumorais através
dos vasos sanguineos. Também foi demonstrado que o nivel de expressdo de avBs se
correlaciona bem com o potencial de metastase e agressividade de muitos tumores (MEITAR
et al., 1996; ZITZMANN et al., 2002). Enquanto algumas integrinas reconhecem
seletivamente uma Unica glicoproteina ligante na membrana celular (exemplo, asP1 reconhece
primeiramente a fibronectina), outras podem se ligar a varias glicoproteinas (por exemplo,
integrina avBs liga-se a vibronectina, fibronectina, fibrinogénio, coldgeno denaturado ou
proteolisado e outras proteinas da matriz) (JIN; VARNER, 2004). Uma integrina oyf3 ndo
ligada, e presumivelmente bloqueada, pode promover apoptose em células endoteliais
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vasculares. Stupack e colaboradores (2001) demonstraram que o dominio citoplasmético da
subunidade B3 da integrina que se liga e ativa a caspase-8. A integrina ayvf3 também pode ser
um alvo para fatores anti-angiogénicos (YI; RUOSLAHTI, 2001).

As integrinas possuem uma porc¢éo intracelular curta ligada as quinases, que regula
processos de proliferacdo, diferenciacdo e migracdo das células tumorais (GUO,
GIANCOTTI, 2004; UHM, GLADSON, RAO, 1999b) e uma porcdo extracelular mais
alongada que possui afinidade pela sequéncia adesiva arginina-glicina-acido aspartico (RGD)
que é encontrada em varias proteinas da MEC, como por exemplo, a vitronectina, fibrogénio
e fibronectina, e é responsavel pelas interacOes destas proteinas com as integrinas. As
diferentes subunidades a e § das integrinas podem interagir com os componentes especificos

da MEC como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 - Subunidades de integrinas e seus ligantes.

(continua)
Ligante Subunidade B Subunidade a
Lm, Col B1 o
Col, Lm, 3B o2
Fn, Lm, Col, Epi, Ent, azp1 o3
Fn (EILDV), VCAM ay o
Fn (RGDS) os
Lm, Ka, Epi Olg
Lm o7
Osteopontin os
Lm, Tem, VCAM-1 Olg
Fn, Vn Olv
ICAM B2 (CD18) oL (LFA, CD11a)
IC3b, Fb, FX aM (Macl, CD11b)
IC3b aX (p150, 95, CD11c)
Fb, VWF, Fn, Vn, TSP B3 (GPllla) allb (GPIIb)
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Tabela 1 - Subunidades de integrinas e seus ligantes.
(concluséo)

Ligante Subunidade Subunidade a
Fn Bs Oly

Fn (EILDV), VCAM B+ (Bp) o
Caderina oE

Vn Bs Oy

Vn, VWF, Fn, Fg, Ost, TSP, Te aVv (VNR)
Lm, Ka p4 ob

Vn B5 oV

Abreviagbes: Lm — Laminina; Col — Coldgeno; Vn — Vitronctina; Fb — Fibrinogénio; VWF — Fator Von
Willebrand; FX — Fator X; ICAM — Molécula de Ades&o Intracelular, células endoteliais; VCAM — Molécula de
Adesdo Vascular; Ka — Kalanin; Epi — Epigrillin, Ent — Enctatin; Ost — Osteopontin; Te — tenascin; RGDS —
Arg-Gly-Asp-Ser; EILDV — Glu-Ile-Leu-Asp-Val; iC3b — sistema complemento.

Fonte: Extraida de PETRUZZELLI et al., 1999.

As integrinas funcionam de forma bidirecional, transmitindo sinais tanto de dentro
para fora (inside-out) quanto de fora para dentro (outside-in) das células. Os eventos
intracelulares ativam a sinalizacdo inside-out por meio de ligagdes com proteinas
intracelulares. Ja na sinalizacdo outside-in, as integrinas agem como receptores e interagem
com seus ligantes extracelulares ativando vias de sinalizacdo intracelulares (Figura 4)
(SHATTIL et al., 1998).
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Figura 4 - Ativacdo e sinalizagdo bidirecional das integrinas. As integrinas podem ser ativadas tanto
de dentro para fora das células, quanto de fora para dentro das células.
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Fonte: SHATTIL et al., 1998.

No cérebro adulto, a laminina, a fibronectina e o coladgeno IV sdo os principais
componentes das membranas basais associadas a glia, as células do plexo coroide e as células
endoteliais vasculares, favorecendo a migracdo das células tumorais dos GBMs através da
interacdo com os elementos da MEC via ligagdo com as integrinas (KNOTT et al., 1998;
PAULUS, TONN, 1994).

A partir da década de 90, diversos trabalhos buscaram caracterizar o padrdo de
expressao das integrinas em GBMs, em comparagcdo com o cérebro normal e/ou astrocitos. A
Figura 5 ilustra o padrdo de expressdo de integrinas no sistema nervoso central (WU,
REDDY, 2012).
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Figura 5 - Integrinas expressas no sistema nervoso central.
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Fonte: WU, REDDY, 2012

2.3.2. Desintegrinas e cancer

Uma vez que as integrinas desempenham um importante papel durante o processo de
crescimento, invasdo e angiogénese em GBMs, os inibidores de integrinas tem sido
ferramentas terapéuticas bastante promissoras em conjunto com modalidades terapéuticas ja
estabelecidas, como a radioterapia e quimioterapia. Muitos autores relataram que as
integrinas avPBs Sdo superexpressas nos GBMs e nos vasos quando comparado com tecidos
endoteliais normais, sugerindo que estas integrinas podem ser moléculas alvo para a terapia
antitumoral (GINGRAS et al.,, 1995; PAULUS; TONN, 1994; PIJUAN-THOMPSON;
GLADSON, 1997).

O termo desintegrina foi usado pela primeira vez em 1989 para descrever um grupo de
moléculas de baixo peso molecular, ricas em cisteina, derivadas de venenos de serpentes, as
quais interagem com receptores da superficie celular (GOULD et al., 1990), sendo
consideradas potentes inibidores da adesdo celular, podendo ser utilizadas no combate de
diversas patologias como, por exemplo, o cancer (DENNIS; HENZE; PITTI, 1990; GOULD
et al., 1990; HUANG, 1998; McLANE et al., 1998; NIEWIAROWISK et al., 1994; SHEU et
al., 1995; SOUZA et al., 2000).
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As desintegrinas sdo potentes inibidores da agregacao plaquetaria, algumas possuem a
sequéncia adesiva RGD (arginina, glicina, acido aspartatico) através da qual se ligam
especificamente ao receptor de fibrinogénio e glicoproteina Ilb/I1la encontrada em membrana
de plaquetas (integrina ouwfBa), 0 que resulta na inibicdo da agregagédo plaquetaria dependente
de fibrinogénio, além de se ligar a outras integrinas RGD-dependentes como a integrinas
avPs, avPs € asPy presentes nas células dos GBMs (AVRAAMIDES et al.,, 2008;
DESGROSELLIER; CHERESH, 2010; KONSTANTOPOULOQOS; THOMAS, 2009).

Dentre as diversas classes de proteinas de venenos de serpentes que tém sido
estudadas destacam-se as desintegrinas, cujos efeitos biologicos estdo relacionados com
ligacdes a receptores celulares e sdo potentes inibidores de agregacao plaquetaria e de adesao
celular (CALVETE et al., 2005). As desintegrinas de venenos de serpentes apresentam um
enorme potencial para estudos basicos de reconhecimento celular em metastases e
angiogénese, bem como potencial terapéutico (BEVIGLIA; STEWART; NIEWIAROWSKI,
1995; GENTILUCCI et al., 2010; KONSTANTOPOULQOS; THOMAS, 2009).

Trabalhos tém demonstrado resultados interessantes na inibicdo do desenvolvimento
de metastases, sugerindo a utilizacdo dessas moléculas como uma alternativa terapéutica para
neoplasias, pois sdo capazes de se ligar em integrinas superexpressas em células tumorais
impedindo a adesdo, migracdo e proliferacdo celular destas células a matriz extracelular
(BEVIGLIA; STEWART,; NIEWIAROWSKI, 1995; SHEU et al., 1995; SOUZA et al.,
2000).

As desintegrinas de veneno de serpentes sdo da familia das metaloproteases de veneno
de serpentes (SVMPS) e sdo classificadas de acordo com sua estrutura e multidominio em PI,
PII e PIIl. Membros da classe P-l1 sdo formados somente por um dominio metaloprotease,
enquanto as desintegrinas tipo P-Il, apresentam uma metaloproteinase e um dominio
desintegrina. As desintegrinas do tipo P-1ll originam as desintegrina-like, sdo formadas por
ligacdo covalente desintegrina-like e dominios ricos em cisteinas (BJARNASON; FOX,
1995; FOX; SERRANO, 2008).

Vaérias desintegrinas derivadas de SVMPS, do tipo P-11, sdo capazes de inibir a adesdo
de células de linhagens tumorais. Durante o processo de invasdo e metastase, as células
tumorais invadem a membrana basal, sendo um dos eventos adesivos mais importantes na

formacdo da metastase. A adesdo ao endotélio vascular expde a membrana basal endotelial
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que possui uma variedade de proteinas adesivas como vitronectina, fibronectina e laminina
(TARIN, 1985). A capacidade das desintegrinas de se ligar as integrinas presentes nas células
de linhagens tumorais e a inibicdo da adesdo destas células as proteinas presentes na matriz
extracelular faz com que muitas desintegrinas sejam capazes de inibir metéstases
(BEVIGLIA; STEWART; NIEWIAROWSKI, 1995; COMINETTI, 2004; SHEU et al.,
1995; SOUZA et al., 2000).

A desintegrina eritostatina foi estudada em um modelo de metéstase experimental
empregando as células tumorais MV3, que sdo altamente invasivas. Observou-se que a
desintegrina foi capaz de inibir em 87% a formacdo de metéstases pulmonares (DANEN et
al., 1998). Outra desintegrina estudada foi a salmosina, que foi capaz de inibir a adesdo de
células de melanoma B16F10 a fibronectina, vitronectina e colageno tipo | e IV de maneira
dose dependente. O efeito da salmosina na supressdo da metastase tumoral esta relacionada
com a inibicdo da adesdo das células B16F10 as proteinas da matriz extracelular através do
bloqueio das integrinas avfs e avB1 na superficie destas células (KANG et al., 1999).

Da glandula venenifera de um espécime de Rhinocerophis alternatus, foram extraidos
acidos ribonucléicos mensageiros (MRNAS) e utilizando a tecnologia do DNA recombinante
através da fusdo His-Tag, foi obtida a desintegrina recombinante DisBa-01, que é derivada de
uma metaloproteinase de tipo P-II e possui massa molecular de 11,637 kDa, podendo ser
produzida de forma heteréloga em bactérias e posteriormente purificada (KAUSTOT et al.;
2008; RAMOS, 2005; RAMOS et al., 2008). A desintegrina-RGD monomérica, DisBa-01, é
uma proteina recombinante que interage especificamente com as integrinas ovps € asfi,
exibindo potente propriedade antitumoral e antiangiogénica (RAMOS, 2005; RAMOS et al.,
2008). Estudos demonstraram que a DisBa-01 inibe a proliferacdo de células endoteliais de
capilares da derme (HMEC-1), inibe também a adesdo a vitronectina e reduz as metastases
pulmonares em células de melanoma (B16F10). DisBa-01 também inibe a agregacéao
plaquetaria induzida por adenosina difosfato (ADP), trombina e fibrinogénio in vitro,
diminuindo o tempo de oclusdo trombdtica e sangramento in vivo atravées da interacdo com a
integrina owP3 (KAUSKOT et al., 2008; RAMOS et al., 2008). Montenegro e colaboradores
(2012) demonstraram que a DisBa-01 adere aos fibroblastos e as células de cancer de mama
(MDA-MB-231) e inibe a adesdo destas células no coldgeno tipo I sob condi¢des de fluxo,

simulando o fluxo sanguineo. Além disso, a DisBa-01 diminuiu fortemente a liberacdo de
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MRNA de VEGF e dos seus receptores (VEGFR1 e VEGFR2) em células endoteliais.
Segundo estes autores, os resultados demonstram que a inibicdo de integrinas por DisBa-01
pode resultar em bloqueio da angiogénese e inibicdo do tumor.

A salmosina é uma desintegrina contendo a sequéncia RGD derivadas do veneno de
cobra-coreano (Halis piscivoru brevicaudus) que se liga a integrina avps, inibindo fortemente
a proliferacdo celular induzida pelo fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF), a
adesdo de células a proteinas da MEC e a metastase experimental in vivo, em células de
melanoma (B16F10) (KANG et al., 1999).

Derivados de desintegrinas, também estdo sendo desenvolvidos e estudados para o
tratamento de GBMs. O pentapeptideo ciclico RGD cilengitide (Merck Serono - Alemanha)
também conhecido como EMD121974, é um inibidor das integrinas ovpz € avfs. Cilengitide
foi o primeiro inibidor de integrinas que atingiu a fase Il de estudos clinicos devido as suas
propriedades antiangiogénicas e anticancerigenos (STUPP et al., 2007). Porém no ano de
2013, a Merck anunciou que Cilengitide falhou na Fase Il pois ndo promoveu um aumento
significativo na sobrevida dos pacientes.

Na Tabela 2 temos outros exemplos de desintegrinas de venenos de serpentes que tém

sido estudadas e a atividade que exercem sobre as células tumorais.

Tabela 2 - Tipos de desintegrinas e atividade sobre as células tumorais.

(continua)
] ] Motivo Integrina ) Atividade .
Desintegrina ] ) Ligante o Referéncia
adesivo  ligante inibitoria relevante
) ) ) o KANG et al.,
Salmosina 2 RGD avPs Vitronectina Angiogénese
1999
o ) ) Melanoma de pulmao OLIVAZetal.,
Flavoridina RGD asP1 Fibronectina )
(metastase) 2007
) ) ) ) ; YANG et al.,
Trigramina RGD avPs Vitronectina Metéastase de 0sso 2005
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Tabela 2 - Tipos de desintegrinas e atividade sobre as células tumorais.
(concluséo)

] ] Motivo Integrina ) Atividade .
Desintegrina ] ] Ligante o Referéncia
adesivo  ligante inibitoria relevante

] ) o ) DANEN et al.,
Eristostatina RGD abPs Fibrinogénio Melanoma (metastase) 1998
) ) ) ; RAMOS et al.,
DisBa-01 RGD a3 Vitronectina Melanoma (metéstase) 2008
o ) ) ) STUPP et al.,
Cilengitide RGD /B3 ovfs  Vitronectina Glioblastoma
2007
] ] ) ] Glioblastoma, Mama, MINEA et al.,
Vicrostatin RGD  owBs avps Fibronectina .
Ovério 2012
o ) ) L SHEU et al.,
Triflavina RGD avPs Vitronectina Angiogénese 1997

Fonte: Adaptado de Selistre-de-Araujo et al., 2010.

Embora até agora nenhum medicamento tenha sido registrado empregando uma
molécula nativa purificada a partir de veneno de cobra, varios peptidomiméticos foram
concebidos baseando-se na estrutura destas moléculas. A aprovacdo do FDA para uso de
anticoagulantes foi obtida em 1998 e dois farmacos desenvolvidos com base em desintegrinas
de veneno de cobra estdo disponiveis no mercado como agentes antiplaquetarios: Tirofiban
(Aggrastat®) e eptifibatide (Integrilin®) (KOH; KINI, 2012). Além destes dois farmacos no
mercado, 0 Aggrastat® (tirofiban) que foi desenvolvido baseando-se na desintegrina
equistatina, uma desintegrina de Echis carinatus, que se liga-se as integrinas aupPs € owfs.
Além disso, ¢ um inibidor da GPIIb-IIla e promove a adesdo das plaquetas e fosforilacao da
proteina tirosina quinase, e tem sido usado para infarto do miocardio e isquemia refratéaria
(GAN et al., 1988; PEERLINCK et al., 1993).

O Integrilin® (Eptifibatide) tem ligacdes semelhantes com as desintegrinas de veneno
de cobra, e recebeu aprovacao da FDA para ser usado em sindromes coronarias agudas (GAN
etal., 1988; PEERLINCK et al., 1993).
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2.3.2.1. Efeitos das desintegrinas sobre as células de GBMs

Wide-Bode e colaboradores (2001) determinaram os marcadores moleculares para
migracao e invasao em células de GBMs. Os niveis de expressdo da integrina o33 em 12
linhagens humanas de GBMs foram avaliadas e correlacionadas com 0s mecanismos de
invasdo e migracdo. Eles descobriram que os niveis de expressdo da integrina avf33 tem um
papel chave na migracao e invasdo em celulas de GBMs e sugeriram que esta integrina pode
ser um alvo promissor para o tratamento de GBMs.

A maioria das linhas celulares de glioma desprende da placa de cultura celular, mas
ndo morrem quando expostos a inibidores de integrina ovf3 e ovfs, como por exemplo,
anticorpos ou o peptideo RGD cilengitide. Estas observacGes demosntram uma possivel
atividade anti-glioma de antagonistas da integrina em ensaios clinicos. No entanto, outros
autores relataram que cilengitide conduz ao descolamento de células de glioma na MEC
induzindo a apoptose (STUPP et al., 2007). Para a interpretacdo dos diversos dados sobre a
inducdo de apoptose em diferentes tipos celulares, tem que ser tomado em consideracdo que a
morte mediada por integrina ou a adesdo celular mediada por integrina pode ndo ocorrer da
mesma maneira em todas as células. Além disso, a apoptose mediada por integrina deve ser
distinguida de anoikis mediadas pela integrina, ou seja, morte celular devido ao descolamento
das células a partir da matriz extracelular.

Abdollahi e colaboradores (2005) realizaram experimentos in vivo com celllas
U87MG de glioma, os experimentos com o peptideo mimético RGD S247 em combinacéo
com radioterapia fracionada demosntraram que o0 peptideo S247 inibe a atividade
antiangiogénica inibindo as integrinas com as subunidades oy. O tratamento combinado
demonstrou a atividade antiangiogénica com reduzida densidade dos microvasos e
prolongada sobrevivéncia dos animais.

O tratamento concomitante com cilengitide e radioterapia em modelo ortotépico de
gliomas usando células U251 in vivo aumentou a apoptose e a sobrevivéncia dos animais, em
comparagdo com os tratamentos separados. Mikkelsen e colaboradores (2009) demonstraram
em experimentos com a célula U251 de gliomas que uma Unica dose de cilengitide, levou a
efeitos sinérgicos quando administrados 4-8 horas antes da radioterapia, mas nao quando
administrado 2 horas antes ou depois da irradiacdo. O tratamento combinado com cilengitide

e terapia de radiacdo aumentaram significativamente a taxa de apoptose e células autofagicos.
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Em estudos in vitro, o tratamento de linhas celulares de glioma com cilengitide induziu ao
descolamento das células de maneira dose dependente sem afetar significativamente a
proliferacdo e sobrevivéncia (MIKKELSEN et al., 2009). O efeito de inibicdo da integrina
antes da radiacdo pode indicar que cilengitide induz alterac6es na arquitetura vascular. Skuli
e colegas (2009) demonstraram que o aumento na expressao das integrinas owf3 € ovfs
induziram a hipoxia.

Recentemente, a integrina osf31 tem ganhado atencao devido a expressdao em células de
glioma. Esta integrina € importante para a manutencdo do glioma porque medeia a interacdo
das células de glioma com a laminina (proteina da MEC), proporcionando um ponto de
ancoragem que ¢ um pré-requisito para o seu potencial tumorigénico. Assim, a inibicdo da
integrina oeP1 pode ser uma abordagem promissora para futuras aplicacOes terapéuticas
(DELAMARRE et al., 2009).

2.4. O papel dos peptideos cRGDfV, cRGDfK e vicrostatin em GBMSs
Neste item serdo apresentadas os peptideos utilizadas nesta tese e 0 seus aspectos

estruturais e mecanismo de acdo nos GBMs.

24.1. cRGDfV

Vaérios derivados sintéticos de desintegrinas também estdo sendo estudados para
combater o cancer, entre eles o pentapeptideo ciclico RGDfV (arginina, glicina, acido
aspartatico, D-fenilalanina, valina). Este peptideo foi primeiramente sintetizado em 1995 e
vém sendo usado como modelo para o desenvolvimento de outras desintegrinas. O peptideo
cRGDfV ¢ um inibidor das integrinas onvfPs, ovPs e osP1 e esta sendo estudado devido as suas
propriedades antiangiogénicas e antitumorais contra 0s GBMs (BROOKS et al., 1994).

Estudos sugerem que o cRGDfV apresenta pelo menos dois mecanismos de agéo
(Figura 6). O primeiro mecanismo, envolve a inibicdo da integrina avfs que € um importante
componente da resposta mediada por VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), um
dos principais fatores de crescimento relacionado ao processo de angiogénese (STUPP et al.,
2007). O segundo mecanismo esta relacionado com a expressdo da integrina avfBs, que pode
levar a apoptose das células tumorais (NABORS, MIKKELSEN, ROSENFELD, 2007,
REARDON, FINK, MIKKELSEN, 2008; REARDON et al., 2008; STUPP et al., 2007).

hartone Priscila Rl



Revisdo Bibliogrdfica 50

Figura 6 - Esquema de inibicdo de integrinas pelo cRGDfV em células endoteliais (a) e células
tumorais (b). Na Figura b, estdo representadas as vias de sinalizacéo das integrinas.
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Fonte: Adaptado de GIANCOTTI; RUOSLAHTI, 1999.

A andlise da estrutural do complexo entre o fragmento extracelular da integrina avf3 €
o pentapeptideo cRGDfV mostrou que o peptideo se insere entre as duas subunidades a e 3

da integrina, ficando os residuos de arginina e é&cido aspartico em lados opostos
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(MARINELLLI et al., 2003; XIONG et al., 2002). A Figura 7 mostra as principais interaces
entre a integrina ovf33 € 0 peptideo ciclico, sendo possivel verificar que tanto os oxigénios da
cadeia lateral do acido aspartico como o hidrogénio da ligacdo amida entre a glicina e o acido
aspartico estabelecem interacBes importantes com a integrina. O mesmo acontece com 0
grupo guanidinio da arginina. O residuo de glicina encontra-se entre as subunidades o e § €
estabele interacdes hidrofobicas. O residuo de fenilalanina estabelece interacdes hidrofobicas
com um residuo de tirosina da integrina. A valina parece ndo estabelecer interacdes com a
integrina, o0 que apoia a hipotese de este ser um bom residuo para inserir alteraces funcionais
no pentapeptideo. A ciclizacdo de peptideos confere rigidez a estrutura e também podem
melhorar a especificidade com a integrina ovfs, além de proteger contra a clivagem
proteolitica in vivo. A adicdo de aminoacidos na posicdo D € um outro meio de prolongar a

meia-vida e de proteger contra a hidroélise.

Figura 7 - Representagdo esquematica das principais interagdes entre o peptideo cRGDfV e a

integrina owf3 (subunidade oy em roxo e subunidade f3 em amarelo).
gherene

B Res

Fonte: YU et al, 2014.

Chatterjee e colaboradores (2000) realizaram experimentos in vitro e in vivo usando o
peptideo cRGDfV sobre diferentes células de gliomas. Os resultados in vitro mostraram que
cRGDfV se liga a integrina avBs induzindo a apoptose das células de glioma e resultados in

vivo mostraram um aumento da sobrevivéncia em camundongos imunocompetentes.
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2.4.2. cRGDfK

O pentapeptideo ciclico cRGDfK (arginina, glicina, acido aspartatico, D-fenilalanina,
lisina) (Figura 8) foi sintetizado por Haubner e colaboradores (1996), tém a massa molecular
de 603.7 Da e apresenta alta ligagdo especifica com a integrina owfs.

Este peptideo € um anélogo do Cilengitide e foi desenvolvido para ser empregado no
diagnostico e terapia do cancer. Devido a presencga do aminoacido lisina, a fungdo e-amino da
lisina pode ser adicionalmente funcionalizadas e transformar o ciclo (-RGDfK-) em um
building block e biofuncionalizagdo com outras moléculas e nanoparticulas (HAUBNER et
al., 1996a).

Atualmente o cRGDfK tem sido sido amplamente utilizado para o revestimento de
biomateriais para aumentar a adesdo de células ou como agente de imagem para a terapia de

tumores.

Figura 8 - Estrutura quimica do cRGDfK.
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Fonte: HAUBNER et al., 1996.

O mecanismo de acdo do cRGDfK esté relacionado com a inibicdo da integrina ovpze
avfBs que tém um papel importante nos estagios iniciais da angiogénese pois elas medeiam o
contato das células endoteliais ativadas com os componentes da MEC durante a angiogénese.
Estas integrinas sdo expressas em baixas quantidades em células endoteliais e em células
epiteliais, no entanto, em células endoteliais ativadas presentes nos novos vasos dos GBMs
esta integrina estd altamente expressa. A inibicdo da integrina avps resulta em uma

significante reducdo da densidade de vasos e retardamento do crescimento tumoral.
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2.4.3. Vicrostatin

A desintegrina vicrostatin foi desenvolvida no laboratério do Professor Francis
Markland na University of Southern da Califérnia onde foi realizado meu doutorado
sanduiche. Este grupo tem uma longa historia no estudo de proteinas isoladas de venenos de
cobra. No inicio de 1980, o grupo do Dr. Markland estava trabalhando no isolamento e
caracterizacdo de enzimas fibrinoliticas de veneno de serpente e, em 1988, foi isolada e
caracterizada uma proteina fibrolase que atua no funcionamento direto da fibrina (RETZIOS;
MARKLAND, 1988). Mais tarde, uma versdo modificada da fibrolase foi criada pela
empresa Amgen e, mais tarde ainda passou para a Fase | e Il em ensaios clinicos, no entanto,
ndo conseguiu passar os ensaios de Fase I11.

No entanto, Dr. Markland e seu grupo continuaram explorando venenos de serpentes
como potenciais moléculas para serem usadas na terapéutica. Em 1994, foi identificado e
purificado do veneno da Agkistrodon contortrix, uma desintegrina chamada Contortrostatina
(CN) que atuava na interacdo com integrinas de células cancerosas e promoveu a inibicdo de
metastases. CN é um homodimero com um peso molecular de 13500 Da e apresenta um
motivo RGD (TRIKHA, ROTE, 1994). CN se liga as subunidades de integrinas B1, B3 e Ps, €
em experimentos in vitro foi capaz de inibir em até 90% o processo de invaséo e formacédo do
tubo e migragéo, que sdo passos cruciais da angiogénese e migragdo. Em experimentos in
vivo, esta desintegrina reduziu a taxa de crescimento tumoral em modelos de cancer de mama
e metastase de tumor pulmonar.

Para solucionar problemas relacionados com a imunogenicidade, a encapsulacdo de
CN em lipossomas manteve a sua atividade biol6gica, a0 mesmo tempo em que nao
promoveu ativacdo da resposta imunolodgica, além de ter sido verificado que houve uma
melhoria significativa na meia-vida de CN (SWENSON; COSTA, 2004). Apesar de todos 0s
resultados promissores, o problema com CN foi a sua disponibilidade, quantidades limitadas
que estavam presentes no veneno de cobra tornando dificil seu uso como agente terapéutico.

Foi entdo que no ano 2000 o Dr. Radu Minea, colaborador do Dr. Markland, desenhou
e construiu uma nova desintegrina recombinante que foi denominada Vicrostatin (VCN). A
sequéncia de aminoacido da VCN foi baseada na CN, no entanto ambas as moléculas eram

diferentes em termos da sua estrutura e tamanho.

hartone Priscila Rl



Revisdo Bibliogrdfica 54

O VCN é uma desintegrina recombinante quimérico gerado no origami B (DE3) de
Escherichia coli como uma fusdo genética entre a cauda C-terminal da desintegrina

equistatina e da CN (Figura 9).

Figura 9 - Alinhamento de sequéncias de contortrostatin (CN), vicrostatin (VCN) e equistatina. VCN
¢ uma sequéncia modificada de CN que foi gerado de forma recombinante por trocar a cauda
C-terminal de CN com a cauda da equistatina. Nas sequéncias abaixo, 0 motivo RGD é representada
em negrito ao passo que os aminoacidos de ambas desintegrinas estdo em itélico e sublinhado.

Contortrostatin (homodimer, 65 amino acids per chain)

s J — s
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Vicrostatin (monomer, 69 amino acids)
GDAPANPCCDAATCKLTTGSQCADGLCCDOQCKFMKEGTVCRRARGDDLDDYCNGISAGCPRNFHEGEAT

Echistatin (monomer, 49 amino acids)
------------------- ECESGPCCRNCKFLKEGT ICKRARGDIM D[]'lf NGKTCDCPRNPHKGPAT

| m——————— e Wom e e Wem—m— e e m— e e e Bl = e 69

Fonte: MINEA et al., 2010.

VVCN é uma molécula monomérica e ndo um homodimero como no caso de CN, e sua
massa molecular é de 7146 Da. VCN pode ser produzida em grandes quantidades
(rendimentos superiores a 200 mg de purificados de desintegrina ativa por litro de cultura
bacteriana) em Origami B (DE3), uma estirpe de expressdo de E. coli projetados para
suportar o dobramento de proteinas heterdlogas ricas em bandas de dissulfeto (MINEA et al.,
2010).

VCN é capaz de se ligar as integrinas avf3, ovPs € asP1 que S0 superexpressas em
GBMs, e atua tanto em células endoteliais como em células tumorais através de um
mecanismo distinto de outras integrinas. VCN perturba profundamente o citoesqueleto de
actina das células endoteliais (CE) induzindo a uma desorganizacdo rapida das fibras e
reorganizacdo da actina, interferindo na capacidade das CE de invadir e formar tubos
(tubulogénesis) (MINEA et al., 2010).

As vantagens de VCN como terapia e diagnostico em GBMs é que VCN tem

capacidade de interromper o aparelho locomotor da célula (citoesqueleto de actina) e inibe
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dramaticamente a invasdo das células tumorais de GBMs e endoteliais angiogénicas. Além
disso, VCN é capaz de orientar as integrinas expressas na superficie luminal do endotélio dos
GBMs, sendo uma vantagem para administracdo endovenosa, intratumoral e possivelmente
intranasal.

VCN vem sendo estudada para terapia com imagem em diversos tipos de tumores,
como por exemplo, tumores de ovario, mama e GBMs. VCN foi radiomarcado e tem sido
usado para braquiterapia em GBMs e no diagnéstico por imagem em tumores de mama

usando micro tomografo por emissdo de pésitrons (micro PET) (JANIB et al., 2012).

2.5.  Nanoparticulas para liberacdo de biomoléculas e via nasal como estratégia para
aumentar o direcionamento para as integrinas nos GBMs

O uso de desintegrinas que interagem especificamente com integrinas expressas em
tumores € uma estratégia interessante para o desenvolvimento de terapia antiangiogénica e
antimetastatica e como ferramenta para auxiliar no diagndstico de GBMs. Porém, um dos
grandes desafios para o uso de proteinas terapéuticas é a degradacdo enzimatica nos fluidos
bioldgicos, baixa permeabilidade através das biomembranas, como barreira hematoencefalica
(BHE). Para contornar os problemas relacionados com a estabilidade das proteinas em fluidos
fisiologicos e a consequente perda de atividade, pesquisadores comecaram a explorar vias
alternativas de administracdo e diferentes sistemas de liberacdo para farmacos proteicos, tais
como lipossomas, cristais liquidos, microemulsées e nanoparticulas. Os sistemas de liberacao
nanoestruturados representam uma estratégia interessante para administracdo de farmacos
proteicos, pois podem protegé-los contra degradagdo e possibilitar liberagdo no local
especifico de acdo com uma taxa de liberagdo controlada (KANG; CHO; YOO, 2009).

As nanoparticulas sdo sistemas carreadores que apresentam diametro inferior a 1000
nm e podem ser divididas em nanocépsulas e nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a
composicdo e organizacdo estrutural. As nanocapsulas sdo constituidas por uma membrana
polimérico disposto ao redor de um ndcleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste
nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003). Por outro lado, as
nanoesferas, sdo formadas por uma matriz polimérica, em que o farmaco encontra-se disperso
em seu interior e desta forma obtém-se um sistema monolitico, em que ndo é possivel
identificar um nucleo diferenciado (SCHAFFAZICK et al., 2003), como é o caso das
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nanoparticulas de quitosana preparadas pela técnica de gelificacdo ionotropica com
tripolifosfato de sdédio (TPP) (AMIDI et al., 2006; BARBI et al., 2015; CHEN; ZHANG;
HUANG, 2007; DYER et al., 2002; GUIMARAES, 2005; KIILL, 2012; LAUS et al., 2006;
SADEGHI et al., 2008; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Kim e colaboradores (2008) desenvolveram nanoparticulas de quitosana para
encapsulacdo de um peptideo RGD para terapia do cancer. Os estudos in vitro demonstraram
que a liberagdo do peptideo encapsulado nas nanoparticulas foi prolongada, além de inibir a
adesdo de celulas endoteliais (HUVEC), indicando um efeito antiangiogénico. In vivo, foi
verificada uma diminuicdo significativa no crescimento do tumor quando comparado ao
peptideo ndo encapsulado em nanoparticulas. Han e colaboradores (2010) também
desenvolveram nanoparticulas de quitosana e encapsularam outro peptideo RGD que inibe as
integrinas ovP3. Nos estudos in vivo utilizando ratos como modelo de carcinoma ovariano
observou-se uma diminuigédo significativa no crescimento do tumor quando comparado ao
grupo controle.

As nanoparticulas podem ser administradas por diferentes vias, tais como a parenteral,
oral, oftdlmica e nasal (ILLUM, 1998; QUAN et al., 2008; SCHAFFAZICK et al., 2003;
SADEGHI et al., 2008). Apesar da via oral ser muito utilizada, a via nasal tem gerado grande
interesse como rota alternativa para administracdo de farmacos e biomoléculas que sdo
susceptiveis a degradacdo acida e enzimatica ou que sofrem metabolismo pré-sistémico
(GAVINI et al., 2008).

A mucosa nasal apresenta grandes vantagens na absorc¢do sistémica de proteinas, pois
apresenta epitélio com microvilosidades e uma grande éarea superficial, além de
caracteristicas como camada subepitelial altamente vascularizada e membrana basal com
endotélio poroso que facilitam a permeacdo da proteina tanto na cavidade nasal quanto no
transporte e permeacdo através da barreira hematoencefalica (BHE), fazendo com que seja
absorvida diretamente na circulacdo sistémica sem sofrer metabolizacdo pré-sistémica,
atingindo rapidamente niveis plasmaticos terapéuticos (ILLUM, 2003; MAINARDES et al.,
2006).

O mecanismo de transporte de farmacos incorporado em nanoparticulas através da
mucosa nasal para permear através da BHE ndo esta inteiramente elucidado até o0 momento.

O mecanismo mais aceito é a endocitose das nanoparticulas de quitosana pelas células
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endoteliais dos capilares do cérebro, que compdem maior interface entre o cérebro e o
sangue. A superficie catidnica da quitosana (QS) pode promover a abertura das juncdes entre
as células epiteliais facilitando a passagem de proteinas através da BHE (KREUTER, 2001).
Outros estudos demonstram que as nanoparticulas com superficie catidnica, como a
quitosana, podem atravessar a BHE por uma rota de transporte vesicular de substancias
catibnicas que envolvem interacdo eletrostatica entre cargas positivas da quitosana e cargas
negativas da superficie endotelial facilitando a passagem de moléculas proteicas pela BHE
(HERVE; GHINEA; SCHERMANN, 2008).

Outro mecanismo envolvido no transporte de farmacos administrados por via nasal
atingirem o SNC é por meio das vias nervosas olfativas que se localizam na porcéo superior
da cavidade nasal, na regido olfatoria. Devido ao ambiente Unico do epitélio olfativo, é
possivel que farmacos administrados por via nasal atinjam o SNC através de mecanismos de
transporte ao longo dos nervos olfativos (DHURIA; HANSON; FREY, 2009). Os feixes de
axonios do bulbo olfatorio atravessam a placa crivosa do 0sso etmoide proximos aos lobos
frontais e se prolongam até a mucosa olfatoria, constituindo um caminho pelo qual os
farmacos administrados por via nasal podem alcancar o SNC. Os mecanismos de transporte
da regido olfatoria para o SNC envolvem duas vias de transporte, a via intraneuronal em que
o farmaco passa da cavidade nasal ao SNC por meio do transporte axonal no nervo olfatério,
0 que ocorre no prazo de horas a dias ap6s a administracdo do farmaco. Por outro lado, na via
extraneuronal o farmaco é transportado com fluidos dos canais perineurais e atinge 0 SNC em
questdo de minutos (RAPOPORT; WINNER, 2006; TALEGAONKAR; MISHRA, 2004).

Apesar do potencial da via nasal, alguns fatores limitam a absorcdo nasal de farmacos.
Essas barreiras incluem os mecanismos de depuracdo mucociliar, o qual remove rapidamente
a formulacdo da cavidade nasal, além da degradacdo enzimatica que pode acontecer tanto no
lumen da cavidade nasal como na passagem através da barreira epitelial (MAINARDES et
al., 2010). Uma estratégia utilizada para retardar a remoc¢do da formulacdo pela depuracédo
mucociliar ¢ a utilizacdo de sistemas mucoadesivos, que aumentam o contato entre a
formulacéo e o local de absorgéo na cavidade nasal (ILLUM et al., 2003).

Moléculas cationicas como a QS tém propriedades mucoadesivas, pois podem
interagir com a superficie de absor¢do da mucosa nasal, a qual é carregada negativamente em

pH fisioldgico, devido a natureza quimica das membranas celulares e das moléculas de
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mucina (WOODLEY, 2001). Essa observacdo € a base do mecanismo proposto para
polimeros catidnicos, como a quitosana, cuja mucoadesdo é estabelecida pelas interacdes
eletrostaticas com os grupos sialicos da mucina presente no muco, além de promover a
absorcdo de moléculas hidrofilicas pela promocdo da reorganizacdo estrutural das proteinas
associadas as juncOGes intercelulares tanto na cavidade nasal quanto na BHE
(BRAVO-OSUNA et al., 2007; WOODLEY, 2001).

2.6. Delineamento racional de nanoparticulas poliméricas para aplicacdo terapéutica
em GBMs

Algumas propriedades das nanoparticulas sdo importantes para sua interacdo com as
membranas bioldgicas e receptores celulares. Assim, neste topico abordaremos 0s aspectos
centrais para o delineamento racional de nanoparticulas a base de polimeros e uma discussao
sobre o impacto do tamanho, forma e composicao de nanoparticulas e seu alvo pretendido.

O tamanho, as propriedades de superficie e forma de uma nanoparticula tem um papel
chave no desempenho da particula. O acimulo de nanoparticulas nos tumores devido ao
efeito de retencdo e permeabilidade aumentada (EPR) foi relatado pela primeira vez na
década de 1980 e somente em 1995, descobriu-se que as nanoparticulas eram capazes de
atravessar a BHE (JIANG et al., 2008; LOPEZ et al., 2013).

Na Tabela 3 estdo apresentadas as principias caracteristicas das nanoparticulas que

podem impactar no seu direcionamento para o tumor.

Tabela 3 - Caracteristicas das nanoparticulas e o impacto sobre seu direcionamento nos tumores.

Hidrofilico Anfifilico Hidrofdbico

Hidrofobicidade ~ Aumento da Aumento da permeacao Répida eliminagéo pelo sistema

meia vida através da BHE reticuloendotelial

Cationica Anibnica Nao-ibnica

Carga superficial ~ Transcitose ~ Redugdo da internalizagio A carga reduzida pode facilitar a

pela BHE in vivo pelos GBMs particula atingir o tumor

Fonte: Adaptado de AIKATERINI; LEITE; PILKINGTON, 2015.
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O efeito do tamanho tem sido extensivamente estudado com particulas de forma
esférica e algumas tendéncias gerais tém sido notadas (ALEXIS et al., 2008; CHAMPION;
KATARE; MITRAGOTRI, 2007; OWEENS; PEPPAS, 2006). Nanoparticulas com tamanhos
entre 50-250 nm sdo capazes de acumular nos tumores através do efeito de retencdo e
permeabilidade aumentada (EPR). Estas nanoparticulas possuem um tempo de circulacéo
longo em comparagdo com as particulas menores (10-20 nm) que sdo rapidamente filtradas
atraves dos rins. Nanoparticulas com tamanhos maiores (> 150 nm) sdo captados pelo sistema
fagocitario (OWEENS; PEPPAS, 2006).

O tamanho das particulas também tem influéncia nos mecanismo de internalizacao
celular, como a fagocitose, macropinocitose, endocitose mediada por caveolina ou endocitose
mediada por clatrina (Figura 10). O conhecimento detalhado da via de internalizacdo da
particula na célula é uma importante informacdo e pode ser usada para o delineamento das
nanoparticulas de forma mais racional, ou seja, manipulando as caracteristicas das
nanoparticulas é possivel o direcionamento para microambientes intracelulares de forma mais
especifica (ZHANG, ZHANG, WU, 2008).

Figura 10 - Mecanismos de internalizagdo das nanoparticulas e respectivas limitacdes relacionadas ao
tamanho.
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Fonte: Adaptado de PETROS; DESIMONE, 2010.
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A presenca de carga superficial nas nanoparticulas pode alterar o perfil de
opsonizacdo da particula, o reconhecimento pelas células do sistema fagocitario e o perfil de
circulacdo plasmatica das nanoparticulas.

Nanoparticulas com cargas superficiais negativas podem aumentar ou diminuir ou
mesmo nado ter impacto algum sobre a depuracdo sanguinea, enquanto que nanoparticulas
com carga superficial positiva sdo mais facilmente reconhecidas pelos macrofagos.
Entretanto, alguns estudos tem demonstrado que nanoparticulas com carga superficial
positiva podem favorecer a interagdo com vasos sanguineos das células tumorais, além de um
aumento na permanéncia destas particulas no ambiente tumoral devido as interacGes
supramoleculares, evitando sua redistribuicdo pela circulacdo sistémica (AINA, 2007;
DRUMMOND et al., 1999; MILOWSKY, 2007). Esta estratégia tem sido usada para fins
terapéuticos, utilizando farmacos e macromoléculas antiangiogénicas visando atingir o
endotélio dos vasos do tumor. Outros estudos demonstram que as nanoparticulas carregadas
positivamente também tem a capacidade de permear a BHE através do transporte paracelular
por meio da abertura das juncdes apertadas das células.

Algumas estratégias podem ser empregadas para aumentar o direcionamento das
nanoparticulas para o tumor. A primeira estratégia que pode ser utilizada é a incorporacgdo de
macromoléculas nas nanoparticulas de forma supramolecular (interacdo eletrostéatica, idnica),
onde o peptideo/proteina estd fisicamente retido ou absorvido nas nanoparticulas, e o
direcionamento para o tumor sera com o auxilio do efeito EPR. Também existem métodos de
modificacOes covalentes onde as macromoléculas estardo fortemente ligadas a superficie das
nanoparticulas e o principal mecanismo de direcionamento para o ambiente tumoral sera

atraves de ligacdo com receptores, como por exemplo, via integrinas.

2.6.1. Nanoparticulas poliméricas e mecanismo de internalizacdo pelas células
tumorais
Uma propriedade interessante das nanoparticulas é a sua capacidade natural de se
acumular no tumor. Os vasos sanguineos saudaveis sao compostos de células endoteliais que
estdo unidas por jungdes continuas e, portanto, impedem que particulas grandes atravessem a
membrana. Entretanto, os vasos do tecido tumoral apresentam fenestracdes que favorecem a

passagem das particulas. Este processo de segmentacdo passiva ocorre por causa das varias
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anomalias anatdmicas que ocorrem em Vvasos tumorais, apresentando aumento da
permeabilidade da vasculatura e drenagem deficiente do sistema linfatico, denominado este
efeito de permeabilidade e retencdo aumentada (EPR) (MATSUMURA; MAEDA, 1988).

Uma consideracdo importante para o desenvolvimento de nanoparticulas que deverao
se acumular no tumor por meio do efeito EPR € o tamanho da particula. Particulas entre
50-250 nm de diametro se acumulam rapidamente nos tumores por meio do efeito EPR
(ALEXIS et al., 2008; DREHER et al, 2006).

Para que se possamos utilizar como estratégia o efeito EPR, as nanoparticulas devem
permanecer em circulacdo o0 tempo necessario para que se proporcione o seu acumulo no
tumor. Contudo, como as nanoparticulas estdo sujeitas a sofrerem captacdo pelo sistema
fagocitario, uma estratégia para aumentar a captacdo das nanoparticulas pelo tumor é a
utilizacdo de polietilenoglicol (PEG) e seus derivados. O PEG tem sido muito utilizado como
revestimento, pois contribui para prolongar o tempo de meia-vida das nanoparticulas (TOBIO
etal., 1998).

A modificacdo da superficie com o PEG pode promover uma diminuicdo da
opsonizacdo das nanoparticulas, resultando no impedimento estérico causado pelas cadeias
hidréfilas (KATAOKA et al., 2003). Além da capacidade de escape da opsonizagdo e
posterior fagocitose, as nanoparticulas estericamente estabilizadas tém sido usadas como
estratégia para a liberacdo de farmacos no cérebro e aumento da captacdo pelos tumores
devido ao aumento da meia-vida (KREUTER, 2001).

O principal mecanismo por tras do direcionamento ativo € o reconhecimento do
ligante pelo seu receptor alvo. Vérios ligantes tém sido acoplados de forma covalente a
superficie das nanoparticulas, entre eles anticorpos, proteinas, peptideos, desintegrinas,
acidos nucleicos, acucares, e moléculas pequenas, tais como vitaminas (ACCARDO et al.,
2011; DANIELS et al., 2012; HOLLAND et al., 2012; KORKUSUZ et al., 201; LIM et al.,
2014; STUPP et al., 2007).

O direcionamento ativo das nanoparticulas empregadas na terapia do cancer
apresenta como vantagem proporcionar a administracdo de macromolélulas terapéuticas de
forma especifica para o tumor, que pode reduzir ou eliminar efeitos potencialmente toxicos
do farmaco sobre o tecido saudavel (HALEY; FRENKEL, 2008).
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A funcionalizacdo de nanoparticulas com biomoléculas apresenta alguns obstaculos
que podem ter impactos significativos sobre a eficacia terapéutica, uma vez que essas
substancias podem alterar a carga de superficie, tamanho e a polaridade das nanoparticulas.
Outro grande desafio é a manutencdo da estabilidade das nanoparticulas durante o processo
de conjugacdo com as biomoléculas. Portanto, a escolha de uma estratégia de acoplamento
depende da estabilidade da nanoparticula, dos grupos funcionais, das condi¢bes de
bioconjugacdo (pH, temperatura, forca ibnica, escolha do solvente). Com relacdo a
biomolécula é importante controlar sua orientacdo para assegurar que a biomolécula
permaneca ativa ap0os a conjugacéo com a nanoparticula.

As nanoparticulas funcionalizadas covalentemente com PEG e conjugadas com
desintegrinas em sua superficie sdo de interesse terapéutico e diagnostico. A peguilacdo neste
caso é empregada como espacadores de PEGs heterobifuncionais, ou seja, eles sao inseridos
na superficie das nanoparticulas atraves de ligacdo covalente, que aumentara a distancia entre
a superficie da nanoparticula e a desintegrina, melhorando a afinidade da desintegrina com a
integrina avf33 (WANG et al., 2008).

O acoplamento das desintegrinas de forma covalente fornece a estabilidade de ligacdo
da biomolécula com as nanoparticulas. A maioria das proteinas e peptideos tém grupos amina
na sua superficie, e podem, assim, ser conjugados com as nanoparticulas que contém grupos
reativos, tais como aminas, aldeidos, epoxidos, anidridos (KONG, SHAONING, 2010;
PETROS, 2010). A bioconjugacao através de ligacdo covalente com PEG requer maior
esforco que a peguilagdo de forma supramolecular, mas pode resultar em conjugados com
melhor especificidade e que se mantem ativos por mais tempo.

Existem algumas estratégias para a conjugacdo das desintegrinas na superficie das
nanoparticulas por meio desses espacadores de PEG. Os espacadores bifuncionais ou
heterobifuncionais de PEG sdo usados para conjugar as desintegrinas e outros ligantes atraves
de reacBes quimicas. A formacdo de uma ligagdo covalente entre a desintegrina e a superficie
da nanoparticula € geralmente feita por reagdes com grupos carboxilicos, por exemplo,
usando uma N-hidrosuccinamida (NHS) e cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodimina (EDC), que reage por ataque nucleofilico com grupos amina do ligante ou da

nanoparticula.
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A reacdo de acoplamento com EDC, que é um agente de ligagdo cruzada usado para
nanoparticulas com aminas primarias, ocorre com 0 grupo carboxilico da biomolécula,
formando uma amina reativa O-acilisouréia intermediaria. A adi¢do de sulfo-NHS estabiliza a
reacdo intermediaria, convertendo em um éster de sulfo-NHS amino-reativo que também
reage com uma amina em uma segunda biomolécula, produzindo um conjugado das duas
biomoléculas ligadas por uma ligacdo amida estavel (Figura 11) (GRABAREK; GERGELY,
1990).

Figura 11 - Reacbes de acoplamento entre biomoléculas (ex. desintegrinas) e as nanoparticulas
peguiladas usando EDC e NHS.

REACAO DE
ACOPLAMENTO
COM EDC

b
SULFO-NHS

Fonte: CONDE et al., 2014.

Uma das principais vantagens do acoplamento usando EDC ¢ a sua solubilidade em
agua, 0 que permite a bioconjugacdo de forma direta sem prévia dissolu¢cdo em solvente
organico. Além disso, os subprodutos formados podem ser facilmente removidos por diélise
ou filtracdo. Para aumentar a estabilidade do EDC, N-hidroxisuccinimida (NHS) ou
N-hidroxisulfoxuccinimida (sulfo-NHS) pode ser usado (JANG; KENG, 2008). Os
parametros que devem ser controlados quando se utiliza EDC sdo pH (devido reacdo de
hidrélise), a quantidade de EDC para ndo favorecer a agregacdo das nanoparticulas, devido
alteracdo de carga das particulas, e a propor¢do de EDC/NHS (NAKAJIMA; IKADA, 1995;
SAM et al., 2009; SHEN et al., 2009).
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Outra estratégia de acoplamento é o uso de grupos maleimida que podem reagir com
grupamentos amino presentes nas nanoparticulas e com grupos sulfidril das desintegrinas,
para formar uma ligacéo estavel.

O pentapeptideo ciclico RGDyK conjugado com poli-caprolactona e polietilenoglicol
(PCL-PEG) em micelas foi usado para melhorar o efeito e eficidcia do paclitaxel contra
glioblastoma (ZHAN et al., 2009). Este mesmo pentapeptideo foi acoplado em nanoparticulas
de quitosana com rea¢des com Mal-PEG e facilitou o direncionamento e a liberacao de genes

em modelos de glioblastoma in vivo (empregada por ZHAN et al., 2012).

2.7.  Sistemas multifuncionais terandsticos como estratégia para terapia e diagnostico
por imagem em GBMs

Recentes avangos em nanociéncia e nanotecnologia tém expandido nossa habilidade
para desenvolver nanoestruturas multifuncionais que combinem especificidade e fungdes
terapéuticas e de diagndstico em um Unico complexo nanoestruturado. Estes materiais,
chamados de "terandsticos”, sdo interessantes para diversas aplicacdes, principalmente no
diagnostico precoce e tratamento do cancer. A versatilidade destas estruturas baseadas em
nanomateriais (Figura 12) advém da possibilidade de incorporacdo de varios tipos de
moléculas na superficie de uma Unica nanoparticula, a qual pode desempenhar multiplas

funcdes.
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Figura 12 - Sistemas multifuncionais com superficie modificada.

Nanosistemas multifuncionais com superficie modificada
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Fonte: Adaptado de BARAR; OMIDI, 2014.

Considerado o impacto da nanotecnologia na terapéutica e devido a sua capacidade de
selecionarem o alvo terapéutico de forma ativa, ou de forma passiva, estes sistemas tém
apresentado um grande potencial para serem utilizados no &mbito da imagiologia. Diversas
técnicas tém sido atualmente empregadas, tais como a imagem por ressonancia magnética
(RMI), a tomografia computadorizada (CT), a tomografia por emissdo de positrons (PET), a
tomografia por emissao de foton Unico (SPECT) e a ultrassonografia (US), as quais visam a
obtencdo de imagens do corpo humano para fins clinicos ou cientificos, através de um
conjunto de processos, normalmente ndo invasivos (CLEMENTE-CASARES;
SANTAMARIA, 2014; COHEN; SHOUSHAN, 2013; MURA; COUVREUR, 2012).

A combinacéo entre as nanoplataformas disponiveis e os diversos agentes de contraste

utilizados em imagiologia, dos quais se destacam os agentes de contraste fluorescentes
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préximo ao infravermelho (NIR), as nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnético
(SPIONs) e os ions metélicos paramagneéticos, como o gadolinio, tem promovido o
desenvolvimento de plataformas plurivalentes que podem contribuir significativamente, tanto
para a deteccdo, como para o0 diagnostico de diversas patologias (MURA; COUVREUR,
2012).

A aplicacdo de ressonancia magnética (RMI) para a visualizacdo das estruturas
internas em humanos foi descrita pela primeira vez em 1977 e recebeu a aprovacdo do FDA
para uso clinico em 1985. Tornou-se uma técnica versatil no campo dos diagndsticos e da
pesquisa biomédica por ser uma técnica de imagem tridimensional e ndo-invasiva, que tem
desempenhado um papel central em oncologia clinica. Por isso, oferece vérias vantagens
sobre outras modalidades clinicas, incluindo alta resolucdo espacial, ndo utilizacdo de
radiacdo ionizante, alto contraste anatdmico, excelente capacidade de diferenciar tecidos
moles, além da ndo invasividade (BARRET et al., 2006).

A base para o sinal de RMI esta na relacdo entre os nucleos de hidrogénio da agua e a
aplicacdo de um campo magnético. Apds a aplicacdo de impulsos de radiofrequéncia, o
processo de relaxamento por meio do qual os nucleos voltam ao estado alinhado original é
explorado para producdo de imagem. Durante este processo, regides hiperintensas (brancas) e
regides hipointensas (pretas) aparecem devido as diferencas entre as densidades de proétons
nos tecidos bioldgicos em imagens de ressonancia magnética (HAGE; IWASAKI, 2009). No
entanto, resta a questdo do insuficiente contraste entre os tecidos saudaveis e doentes devido
a diferencas relativamente pequenas em termos estruturais, o que resulta em uma baixa
sensibilidade do RMI para identificar algumas anormalidades. O principal desafio é o
desenvolvimento de novos agentes de contraste para serem utilizado em RMI que melhorem
a sensibilidade e resolucdo in vivo (CLEMENTE-CASARES; SANTAMARIA, 2014,
COHEN; SHOUSHAN, 2013; MURA; COUVREUR, 2012).

Os atuais agentes de contraste utilizados em RMI exigem grandes quantidades a
serem administradas, e a imagem € limitada aos locais onde eles podem se acumular e em
concentragdes mais elevadas. Varios agentes de contraste sdo usados atualmente para
aumentar a sensibilidade e para proporcionar alta resolucdo de contraste de tecidos moles
empregando a RMI. A especificidade e a sensibilidade da RMI podem ser ainda melhoradas

pela utilizacdo de agentes de contraste & base de metais paramagnéticos, tais como gadolinio
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(Gd), e seu uso em pesquisa e na préatica clinica tem aumentado (BARRET et al., 2006;
CARAVAN et al., 2006).

Atualmente os agentes de contraste disponiveis para o uso em RMI podem ser
divididos em dois grupos: os agentes T1 e agentes T2. Geralmente, os agentes T1 promovem
um aumento da velocidade de rotagdo da estrutura-relaxamento (1/T1) de protons de
hidrogénio no tecido. Este efeito redutor de T1 aumenta a intensidade do sinal e uma melhora
das imagens. Os agentes T1 tém muito pouco impacto sobre o relaxamento spin-spin. Devido
ao aumento da intensidade do sinal destes agentes T1, eles sdo chamados de agentes de
contraste positivos. Por outro lado, os agentes T2 influenciam largamente a taxa de relaxacao
spin-spin (1/T2), através da diminuicdo de T2. Isto resulta na reducdo da intensidade do sinal.
Assim, estes agentes representam agentes de contraste negativos (Figura 13) (JUNG et al.,
1998).

Figura 13 - Imagens de RMI do cérebro. A) agente de contraste tipo T1; B) agente de contraste tipo
T2.

Fonte: JUNG et al., 1998.

Devido ao seu comportamento magnético, os agentes de contraste usado em RMI
podem ser descritos como agentes superparamagnéticos e paramagnéticos. Os agentes de
contraste superparamagnéticos sao cristais de 6xido de ferro insollveis em agua, geralmente
com base em magnetita (FesOs) ou maguemita (y-Fe>O3). Cada cristal de 6xido de ferro é
constituido por milhares de ions paramagnéticos de Fe (Fe?* e Fe3*). Os agentes de contraste
de oxido de ferro sdo muitas vezes revestidos com materiais macromoleculares, incluindo

dextrano, quitosana, amido, poliestireno, aloumina, entre outros, e pertencem a uma classe de
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nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPIONSs). Abaixo de 50 nm eles s&o
chamados de nanoparticulas de 6xido de ferro ultra pequenas (USPIONS) (JUNG et al., 1998;
KROFT et al., 1998).

O mecanismo de relaxacdo destes agentes de contraste estd relacionado com a
susceptibilidade de induzir o relaxamento, ou seja, as moléculas de &gua se difundem através
de campo magnético ao redor das particulas e os protons sdo relaxados por um mecanismo
que acontece na parte externa da esfera. O termo esfera externa significa que ocorre
interacGes entre os ions paramagnéticos e as moléculas de &gua estreitamente difusas,
enquanto que a esfera interior descreve o relaxamento de protons das moléculas de agua
diretamente ligadas ao agente de contraste. Como consequéncia, 0 T2 € encurtado e a
intensidade de sinal nas imagens em T2 diminui. Em adicdo ao seu efeito sobre T2, estes
agentes também induzem um relaxamento mais rapido em T1 (BARSKY, PUTZ, 1992).

A outra classe de agentes de contraste sdo 0s agentes de contraste paramagnéticos que
sdo baseados em ions metalicos com elétrons desemparelhados como € o caso do gadolinio
(Gd®*"), manganés (Mn?*, Mn®"), ferro (Fe?*, Fe3*), lantanideos (La®*") e disprdsio (DY3").
Todos eles ja tém sido utilizados em RMI (HIROHASHI et al., 1998; RUNGE et al., 1996;
SCHMITT-WILLICH et al., 1999; SHUTER et al., 1998).

Os agentes de contraste paramagnéticos mais importantes consistem em complexos
com o ion gadolinio (Gd®"). No entanto, os jons de metais pesados livres como Gd** s&o
toxicos e ndo pode ser aplicado na sua forma idnica. Portanto, para ser usado na clinica, ele
deve ser ligado em um complexo para garantir uma elevada estabilidade e resisténcia a
transmetalagdo. Os fons metalicos endégenos como o Zn?* e Ca?* sdo concorrentes e, assim, 0
quelante tem que exibir uma maior seletividade para o Gd** para que ndo ocorra a
complexacdo com o Zn?* e Ca?*. Para cumprir esses requisitos dois tipos de quelantes tem
sido associados ao Gd, o &cido linear dietilenotriaminopentacético (DTPA) e o macrociclico
1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N',N",N"-tetraacético (DOTA) (MURA; COUVREUR,
2012).

Os agentes de contraste de baixo peso molecular baseado em Gd, sdo o Gd-DTPA
(Magnevist®), Gd-DTPA-BMA (Omniscan®), Gd-DTPA-BMEA (Optimark®), Gd-BOPTA
(MultiHance®), Gd-EOB-DTPA (Primovist®’) e o Gd-DOTA ciclico (Dotarem®),
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Gd-HP-DO3A (ProHance®) e Gd-DO3A-BT (Gadovist®) sdo clinicamente aprovados e

atualmente em uso (Figura 14).

Figura 14 - Agentes de contraste de baixo peso molecular utilizados na clinica.
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Fonte: GAYNOR; GRIFFITH, 2012.

Uma abordagem alternativa para melhorar a terapia e diagnostico de tumores do
cérebro € a utilizacdo de macromoléculas como agentes de direcionamento para 0 ambiente
tumoral. Uma das estratégias mais utilizadas para conseguir o direcionamento eficiente para o
tumor, é a conjugacéo de ligantes especificos que reconhecem e se ligam aos seus receptores
na superficie do tumor. Esses ligantes incluem anticorpos monoclonais (DINAUER et al.,
2005), peptideos (ACCARDO et al., 2011; DANIELS et al., 2012), transferrina (DANIELS
et al., 2012; HOLLAND et al., 2012), aptdmeros (LIM et al., 2014) e desintegrinas (KIM et
al., 2008; STUPP et al., 2007).

Estudos recentes sobre a biologia molecular dos tumores de cérebro ja identificaram
varias moléculas que podem ser usadas como alvo por serem altamente expressas no
ambiente tumoral e pouco expressas em células normais. Entre os varios tipos de alvos que

tém sido estudados, as integrinas se destacam. Como ja foi discutido anteriormente, as
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integrinas desempenham um papel vital na angiogénese; muitas integrinas sdo conhecidas por
se ligarem na sequéncia adesiva arginina-glicina-acido aspartatico (RGD) presente em varios
componentes da matriz extracelular (MEC), tais como fibronectina, vitronectina, colageno e
fibrinogénio. Ademais, as desintegrinas podem ser usadas como inidores de integrinas pois
apresentam alta afinidade por estas moléculas que estdo na superficie das células tumorais,
inibindo e bloqueando a sua funcdo (KESSLER et al., 1995; KOH et al, 2012).

O uso de desintegrinas acopladas a superficie das nanoparticulas contendo o agente de
contraste poderd aumentar a acumulo deste nos tumores e, consequentemente, aumentar o
contraste entre o tumor e o tecido normal, contribuindo, assim, para um aumento da
sensibilidade do diagnéstico por RMI, tornando possivel o diagndstico de tumores em um
estagio precoce. Portanto, as desintegrinas podem e tém sido usadas como uma alternativa

para melhorar a eficiéncia em diagnoéstico por RMI em tumores de cérebro.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de nanoparticulas baseadas em
quitosana contendo inibidores de integrinas encapsuladas e acoplada na superficie das
nanoparticulas. O planejamento fatorial foi empregado como estratégia para um planejamento
racional de nanoparticulas que tem como alvo as integrinas superexpressas em GBMs. O
objetivo principal foi avaliar o efeito das nanoparticulas contendo desintegrinas encapsuladas
e acoplada na superficie em estudos de citotoxicidade e captacdo em células de GBMs, a fim
de promover uma diminuicéo da inibicdo da adesdo, proliferacdo e metastase nos GBMs. Foi
avaliada também particulas de um derivado da quitosana acoplada com uma desintegrina
vicrostatin e encapsuladas com agente de contraste, no desenvolvimento de sistemas

teranosticos para aplicacdo concomitante em terapia e em diagnostico por imagem.

Objetivos especificos:

1. Desenvolvimento e caracterizagdo de nanoparticulas de quitosana vazias utilizando o
planejamento fatorial como estratégia racional para o desenvolvimento das
nanoparticulas;

2. Desenvolvimento de nanoparticulas de quitosana sem e com modificacdo
supramolecular com PEG e encapsulacdo dos inibidores de integrinas cRGDfV e
cRGDfK;

3. Desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas de quitosana peguiladas de forma
covalente e funcionalizadas com cRGDfK na superficie;

4. Estudos comparativos in vitro do efeito das desintegrinas encapsuladas ou acopladas
em nanoparticulas. Foram avaliadas a citotoxicidade, internalizacdo e ligacdo dos
inibidores de integrinas em nanoparticulas com as integrinas por citometria de fluxo e
microscopia confocal em células U87 de GBMs;

5. Desenvolvimento e  caracterizacdo de  nanoparticulas  teranosticas  de
carboximetilquitosana encapsuladas com Gd-DTPA e modificadas com a desintegrina
vicrostatin;

6. Avaliacdo in vitro da captacdo em células U87 e U251 de GBMs por citometria de

fluxo e microscopia confocal.
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4. MATERIAIS E METODOS

41. MATERIAIS

4.1.1. Substancias e Reagentes

e Anticorpo monoclonal anti-humano (rato) a3 (MAB1976), (Milipore, CA, EUA);

e Anticorpo monoclonal anti-humano (rato) avfs (MAB1961), (Milipore, CA, EUA);

e Carboximetilquitosana (Peso molecular: 100 kDa; Grau de desacetilacdo: 90%) (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA);

e Cianina-5 Ester-N-hidroxilsuccinimida (Cy5-NHS) (Lumiprobe, FL, EUA);

e ABC Elite® (avidina-peroxidase), (Vector Laboratories, CA, EUA);

e AEC Peroxidase (3-amino-9-etilcarbazol) (Vector Laboratories, CA, EUA);

e Filtro Amicon Ultra-15 (100 kDa) (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, EUA);

e Gadolinio-DTPA (4cido dietilenotriamina penta-acético) (Sigma Aldrich);

e Inibidor de integrina cRGDfV (Arginina-Glicina-Acido
Aspartatico-D-fenilalanina-Valina) sintetizada pela MocellBiotech, China;

e Inibidor de integrina cRGDfK (Arginina-Glicina-Acido
Aspartatico-D-fenilalanina-Lisina) sintetizada pela NovoPro Bioscience Inc., China;

e Isotiocianato de  Fluoresceina-N-hidroxilsuccinimida  (FITC-NHS)  (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, EUA);

e Meio de cultura Dulbecco’s modificado (Alta glicose) (Sigma-Aldrich);

e Mucina de suinos, tipo Il (Sigma-Aldrich);

e Maleimida Poliethilenoglicol Ester N-hidroxilsuccinimida (Mal-PEG-NHS-MW 2000
Da and 5000 Da) (Jenkem Technology, Plano, TX, USA);

e Methoxil Poliethilenoglicol Ester Succinimidil Carbonato (MPEG-NHS — MW 2000)
(Nanocs Inc., New York, NY, EUA);

e Methoxil Poliethilenoglicol Ester Succinimidil Carbonato (MPEG-NHS — MW 5000)
(Jenkem Technology, Plano, TX, EUA);

e Meglumina (Sigma Aldrich, Saint Louis, IL, EUA);

e N-hidroxilsuccinimida (NHS) (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EUA);
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e N-succinimidyl-s-acetylthio-acetate (SATA), (Pierce Biotechnology, Rockford, IL,
EUA);

e Quitosana de baixa massa molecular (Sigma Aldrich);

Tripolifosfato de Sddio (LabSynth);

Polifosfato de sddio (Merck);

Polietilenoglicol 6000 Da (Sigma Aldrich);

Soro fetal bovino (Thermo Fisher, SP, Brasil);

e Rodamina hidroxilsuccinimida (Rodamina-NHS) (Pierce Biotechnology, Rockford,
IL, EUA);

e Tripsina 0,25% (Thermo Fisher, SP, Brasil);

e Vicrostatin gentilmente cedido pelo Professor Radu Minea do laboratério de Biologia

Molecular da University of Southern California.

4.1.2. Células

e Células C6 de glioma de Rattus norvegicus (ATCC n°® CCL-107™):

e Células U251 de glioblastoma, astrocitoma humano (resistente e sensivel a
temozolamida) (Sigma-Aldrich);

e Células U-87MG de glioblastoma, astrocitoma humano grau IV (resistente e sensivel
a temozolamida) (ATCC n° HTB-14™);

e Células T98G de glioblastoma humano (ATCC n® CRL-1690 ™);

e Células LN18 glioblastoma humano grau IV (ATCC n° CRL-2610 ™);

e Células LN229 glioblastoma humano (ATCC n°® CRL-2611 ™).

4.1.3. Equipamentos e Acessorios

e Agitador mecanico (Marconi);

e Agitador magnético (Fisatom);

e Analisador de particulas Light Scattering — Brookhaven Instruments Corporation,
modelo EMI 9863 - Fonte de Laser He-Ne 10 mW, 514 e 532 nm;

e Analisador de particulas Zetasizer Nano series Nano-ZS, Malvern Instruments

acoplado a um MPT — Multi Purpose Titrator (metodologia de analise - MIE);
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e Calorimetro exploratério diferencial DSC 1 — Metler Toledo;

e Centrifuga (Beckman Coulter), modelo Avanti Centrifuge J25;

e Citometro de Fluxo (BD SORP FACS Aria l);

e Citbmetro de Fluxo (FACS Canto);

e Difratdmetro de Raios X, modelo D5000 (Siemens®);

e Espectrofotdmetro de arranjo de diodo UV-Vis (Hewlett Packard®-mod. 8453);
e Espectrofotémetro por transformada de Fourier (FT-IV Prestige-21);

e Espectrometro/Espectropolarimento de Dicroismo Circular (Jasco J-815)

e Equipamento de ressonancia magnética nuclear Fourier 300 MHz;

e Liofilizador (Edwards), modelo Modulyo;

e Microscopio Confocal (Zeiss LSM 510);

e Microscopio de Varredura (Jeol JSM 7500 F);

e Microscopio de Varredura acoplado com EDS (espectroscopia de enrgia dispersiva)
(JEOL JSM-7001F, Tokyo, Japan);

e pH metro Digital (Gehaka- PG 1800).

4.2. METODOS

4.2.1. Desenvolvimento das nanoparticulas de quitosana

4.2.1.1. Preparacéo das solugdes de quitosana
A solucdo de QS foi preparada na concentracdo de 2 mg.mL™ em solugdo de acido
acetico glacial a 0,1 M e 0,2 M, mantida sob agitacdo mecéanica por 24 horas a temperatura
ambiente (25 °C). Apds a completa solubilizacdo da QS, o pH foi ajustado para 4,4 e 4,8 com
solucdo de hidréxido de sodio 0,1 M (CALVO et al., 1997; CHEN; ZHANG; HUANG,
2007).

4.2.1.2. Preparacdo da solucdo de TPP, polifosfato de sodio e polietilenoglicol
As solucbes de TPP, polifosfato de sodio e polietilenoglicol foram preparadas com

agua purificada, nas concentragdes de 1 mg.mL™!, 1 mg.mL"' e 2 mg.mL"!, respectivamente.
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As solugdes foram mantidas por 30 min sob agitacdo magnética a temperatura ambiente (25
°C) para total solubilizacdo do TPP e polifosfato e polietilenoglicol (CALVO et al., 1997,
CHEN; ZHANG; HUANG, 2007).

4.2.1.3. Desenvolvimento das nanoparticulas de quitosana vazias empregando
planejamento fatorial

As nanoparticulas foram preparadas pela técnica de geleificacdo ionotrépica através
da adicédo das solucbes de TPP e/ou polifosfato de s6dio em solucdo de quitosana, de acordo
com metodologia descrita por Calvo et al. (1997).

A influéncia de variaveis como o pH, concentracdo de polianions e molaridade da
solucdo de acido acético foram avaliadas usando como parametros 3 variaveis independentes
com dois niveis (-1 e +1), totalizando 8 experimentos (2%). As varidveis independentes
avaliadas estdo apresentadas na tabela 4. Foram avaliados o pH (4,4 e 4,8), concentracdo
final de polifosfato e/ou tripolifosfato (0,34 e 0,40 mg.mL™?) e a molaridade do &cido acético
(0,1 e 0,2 M). Estas variaveis podem influenciar na formacdo das nanoparticulas de
quitosana.

As variaveis dependentes avaliadas foram o didmetro médio das nanoparticulas, o
indice de polidispersdo e o potencial zeta (Tabela 4). Estas variaveis dependentes e
independentes foram escolhidas de acordo com estudos de pré-formulacdo e pesquisa na
literatura com o objetivo de otimizar o desenvolvimento das nanoparticulas. A influéncia das
variaveis independentes no desenvolvimento das nanoparticulas foi analisada utilizando o
software STATISTICA 10.0 (StafSoft, Inc.).

Tabela 4 - Niveis e parametros avaliados no planejamento fatorial.
Variaveis independentes  Nivel -1  Nivel +1  Variaveis dependentes

pH 4.4 4.8 Diametro médio,
TPP ou polifosfato (m/V) 0,34 0,40 indice de polidisperso,
[Acido acético] (M) 0,1 0,2 Potencial zeta
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42.1.4. Preparacdo de nanoparticulas  modificadas  por interagdes
supramoleculares com PEG

As nanoparticulas de quitosana modificadas com PEG foram preparadas pela técnica

de geleificacdo ionotropica como descrito no item 4.2.1.3. A solucdo de PEG foi preparada na

concentragdo de 2 mg.mL! e adicionada nas solucdes de TPP ou polifosfato de sodio e

gotejadas sobre a solucdo de QS.

4.2.1.5. Incorporacéo dos peptideos cRGDfV e cRGDfK nas nanoparticulas de QS
e QS modificadas com PEG
As nanoparticulas de quitosana que atendem aos parametros desejaveis como
didmetro médio de até 250 nm, potencial zeta entre +20-40 mV e indice de polidispersao de
até 0,4. Para desenvolvimento das nanoparticulas com cRGDfV e cRGDfK, os inibidores de
integrinas na concentragéo de 2,5 mg foram solubilizadas na solugéo de TPP e/ou polifosfato
e/ou TPP e/ou polifosfato com PEG e gotejadas sobre a dispersao de QS.

4.2.1.6. Desenvolvimento das nanoparticulas de QS funcionalizadas com o
peptideo cRGDfK na superficie
A nanoparticula de QS escolhida no planejamento fatorial reagiu por 2 horas em
temperatura ambiente com um excesso de 20/1 razdo molar de maleimida-poli
(etileno-glicol)-N-hidroxisuccinimida (Mal-PEG2000-NHS) em relacdo a QS, foi utilizado
para peguilacdo e insercdo de grupamentos maleimida nas nanoparticulas formando
nanoparticulas de QS-Maleimida-PEG- N-hidroxisuccinimida. Em seguida, para o
revestimento da superficie das nanoparticulas, adicionou-se metoxil PEG-NHS
(mPEG2000-NHS) reagindo por mais 2 horas em temperatura ambiente. Os compostos que
nédo reagiram (MPEG2000-NHS e Mal-PEG2000-NHS), foram removidos por centrifugacao
utilizando um filtro Amicon Ultra-15 (peso molecular de corte de 100 kDa).
O segundo passo foi acoplar cRGDfK as nanoparticulas de CS-Mal-PEG-NHS.
Primeiramente, grupos sulfidril foram introduzidas na molécula de cRGDfK por reacdo com
SATA (N-succinimidil-S-acetiltio-acetato de etilo). Um excesso molar de 20 vezes de

cRGDfK modificado com SATA foi adicionada a solucdo de nanoparticulas ja peguiladas e
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as reagdes ocorreram overnight para permitir que as lisinas do inibidor de integrina reagisse
com os grupos maleimida do PEG (ZHAN et al., 2009; ZHAN et al., 2012).

Apdbs a funcionalizacdo com cRGDfK, as nanoparticulas foram marcadas com um
excesso molar de Fluoresceina-NHS e Rodamina-NHS (Ester N-hidroxilsuccinimida), esta
reac¢do foi mantida durante a noite a temperatura ambiente e protegida da luz. Fluoresceina e
Rodamina-NHS que nédo reagiram, foram removidas por centrifugacdo utilizando um filtro
Amicon Ultra-15 (peso molecular de corte é de 100 kDa).

As nanoparticulas controle (sem o inibidor de integrina), foram preparadas de forma
semelhante por reagdo com mPEG-NHS (mPEG2000-NHS), seguida de marcagdo com
fluoreceina e rodamina-NHS e posterior filtragdo com Amicon Ultra-15 (peso molecular
cut-off = 100 kDa).

As nanoparticulas formadas estdo listadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Nanoparticulas de quitosana peguiladas ndo funcionalizadas e funcionalizadas com
cRGDfK.

Tipo de cRGDfK Mal-PEG-NHS MPEG-NHS
nanoparticulas (mQ)
Funcionalizadas 2,5 2k (30% de 20/1 razdo molar) 2k (70% de 20/1 razdo molar)
N&o-Funcionalizadas — — 2k (100% de 20/1 razéo
(controle) molar)
4.2.2. Desenvolvimento de  nanoparticulas de  carboximetilquitosana

encapsuladas com gadolinio-DTPA e funcionalizadas com a desintegrina vicrostatin

As nanoparticulas de carboximetilquitosana (CMQS) encapsuladas com
gadolinio-DTPA (Gd-DTPA) reagiram por 2 horas em temperatura ambiente com um
excesso molar de 20 vezes de maleimida-poli (etileno-glicol)-N-hidroxisuccinimida
(Mal-PEG2000-NHS e/ou Mal-PEG5000-NHS) para peguilacdo e insercdo de grupamentos
maleimida nas nanoparticulas formando nanoparticulas de
CMQS-Gd-DTPA-Mal-PEG-NHS. Em seguida, para o revestimento de toda a superficie das
nanoparticulas, adicionou-se metoxil PEG-NHS (mPEG2000-NHS e/ou mPEG5000-NHS)
reagindo por mais 2 horas em temperatura ambiente. Os compostos que nao reagiram
(mPEG2000-NHS, mPEG5000-NHS, Mal-PEG2000-NHS e Mal-PEG5000-NHS), foram
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removidos por centrifugagdo utilizando um filtro Amicon Ultra-15 (peso molecular de corte €
de 100 kDa).

O segundo passo foi acoplar vicrostatin as  nanoparticulas  de
CMQS-Gd-DTPA-Mal-PEG-NHS. Primeiramente, grupos sulfidril foram introduzidas na
molécula de vicrostatin por reacdo com SATA (N-succinimidil-S-acetiltio-acetato de etilo).
Um excesso molar de 20 vezes de vicrostatin modificado com SATA foi adicionada a solucéo
de nanoparticulas ja peguiladas e as reacdes ocorreram durante toda noite para permitir que as
lisinas do vicrostatin reagissem com os grupos maleimida do PEG.

Apbs a funcionalizagdo com vicrostatin, as nanoparticulas foram marcadas a
temperatura ambiente e protegidas da luz com um excesso molar de 10 vezes de
cianina-5-NHS (Ester N-hidroxilsuccinimida), esta reacdo foi mantida durante a noite a
temperatura ambiente e protegida da luz. Fluoresceina Cianina -5 -NHS que ndo reagiram,
foram removidas por centrifugagéo utilizando um filtro Amicon Ultra-15 (peso molecular de
corte de 100 kDa).

As nanoparticulas controle, foram somente preparadas de forma semelhante por
reacdo com mMPEG-NHS (mPEG2000-NHS e/ou mPEG5000-NHS), seguida de marcacao
com cianina 5-NHS e posterior filtragdo com Amicon Ultra-15 (peso molecular de corte de
100 kDa).

As nanoparticulas formadas estéo listadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Nanoparticulas de carboximetilquitosana encapsuladas com gadolinio-DTPA n&o
funcionalizadas e funcionalizadas com vicrostatin.

Tipo of NPs Vicrostatin (mg) Mal-PEG-NHS MPEG-NHS
L 2k (30% de 20/1 razdo 2k (70% de 20/1 razéo
Funcionalizadas 55
molar) molar)
o 5k (30% de 20/1razdo 5k (70% de 20/1 razéo
Funcionalizadas 5.0
molar) molar)
N&o-Funcionalizadas 2k (100% de 20/1 razdo
(controle) molar)
Né&o-Funcionalizadas 5k (100% de 20/1 razdo
(controle) molar)
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4.2.3. Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas

4.2.3.1. Determinacdo do diametro médio, indice de polidispersidade (Pdl) e
potencial zeta das nanoparticulas

O diametro médio e o indice de polidispersidade das nanoparticulas obtidas de acordo
com os items 4.2.1.3, 4.2.1.4, 4.2.1.6 e 4.2.2 foram determinados através da técnica de
espalhamento dindmico de luz em comprimento de onda de 633 nm, a 25 °C. As medidas
foram feitas em triplicata com 10 determinacfes do diametro para cada uma das amostras
(CSABA; KOPING-HOGGARD; ALONSO, 2009).

O potencial zeta das dispersdes de nanoparticulas de quitosana e nanoparticulas de
quitosana modificadas com PEG, sem e com cRGDfV ou cRGDfK e nanoparticulas de
quitosana ndo funcionalizadas e funcionalizadas com cRGDfK, foram determinadas através
da mobilidade eletroforética das amostras. As analises foram realizadas em Analisador de
particulas ZetaSizer Nano-ZS, Malvern Instruments acoplado a um MPT — Multi Purpose
Titrator.

A medicdo efetuada por este equipamento € baseada no efeito de Doppler, ou seja, na
alteracdo da interferéncia sofrida pela luz dispersa por uma particula em movimento. A
contagem dos fétons permite a elaboracdo de um espectro de frequéncia a partir do qual o
potencial zeta das particulas pode ser calculado (CSABA; KOPING-HOGGARD; ALONSO,
2009; MALVERN, 2004).

Para a realizacdo das medidas foram feitas 10 determinagdes de potencial zeta para
cada uma delas, calculando-se os valores médios e o0s respectivos desvios padrdes.

4.2.3.2. Morfologia das nanoparticulas por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) e Microscopia de forca atbmica (AFM)

As analises morfoldgicas foram realizadas por microscopio eletrdnico de varredura
em modo alto vacuo, a uma presséo parcial no interior da cAmara de 1,33 mbar. As amostras
foram depositadas sobre suporte para microscopia eletronica de varredura e colocadas em
dessecador para secagem e formacdo dos filmes das nanoparticulas. Apés formacdo do filme
de nanoparticulas, essas amostras foram depositadas sobre pino de aluminio e fixadas em cola

de carbono. Em seguida, as amostras tornaram-se condutoras por deposi¢do de uma camada

hartone Priseila Rl



Materiais e Métodos 80

de carbono e foram posteriormente analisadas. As fotomicrografias foram obtidas
utilizando-se um feixe de elétrons de 2.0 kV (CSABA; KOPING-HOGGARD; ALONSO,
2010).

No caso da microscopia de forca atdbmica, todas as amostras foram colocadas
colocadas em substratos de silicio utilizando um spin-coater (Modelo P6700 da Specialty
Coating Systems, Inc.) a 2000 rpm durante 120s promovendo o revestimento das amostras.
As amostras foram analisadas por uma sonda de varrimento ICON da Bruker equipado com
uma ponta de silicio e braco de suporte integrada que tem uma frequéncia de ressonancia de
300 KHz. As velocidades de varredura foram entre 0,7 e 1,2 Hz.s'. A fim de obter resultados
reprodutiveis, diferentes regides dos especimes foram digitalizados para escolher imagens
representativas de AFM.

Para as amostras contendo gadolinio-DTPA, a técnica de espectroscopia de
energiadispersiva (EDS) acoplada ao microscopio de varredura foi utilizada para
determinacédo da presenca de gadolinio nas nanoparticulas.

4.2.3.3. Caracterizacdo das nanoparticulas por espectroscopia de absorcdo na
regido do infravermelho por transformada de Fourier
As nanoparticulas foram analisadas por espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho por transformada de Fourier, utilizando pastilhas de brometo de potassio
(KBr). As amostras foram pesadas e adicionadas ao KBr, trituradas em gral e os discos foram
formados em prensa hidréaulica. Os discos formados foram transferidos para o equipamento, e
os espectros foram obtidos na regido de 4000400 cm™.

4.2.3.4. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As andlises foram realizadas no Departamento de Quimica Andlitica do Instituto de
Quimica de Araraquara. Foi utilizado um modulo DSC 1 da Metler Toledo, acoplado a um
maodulo de resfriamento por N2 (IntraCooler).

As curvas de DSC foram obtidas em atmosfera de N2 (50 mL.mint). Como suporte de
amostra, foi empregado um cadinho de aluminio com tampa e como referéncia um similar
vazio. A massa da amostra foi da ordem de 2,00 mg. A razédo de aquecimento utilizada foi de

10 °C.min"!. Convencionalmente, adotou-se como exotérmico a disposicdo dos picos
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indicados no sentido ascendente. Neste estudo, o intervalo de temperatura das amostras foi
entre 25 °C a 350 °C.

As amostras analizadas por DSC foram a QS, TPP, polifosfato, PEG, misturas fisicas
binarias (QS/TPP e QS/Polifosfato) e mistura ternaria (QS/TPP/PEG, QS/PP/PEG).

4.2.3.5. Ressonancia Magnética Nuclear de 3!P e 13C (RMN)

As amostras foram analisadas por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
carbono no estado sélido com polarizagdo cruzada, *C CP/MAS (125,5 MHz), em um
aparelho Varian Inova 300 MHZ, utilizando-se TMS como padrdo interno. O tempo de
relaxagéo foi de 3 segundos, e a rotacdo de 8,0 kHz e pulso de 90 graus.

As analises qualitativas por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
fosforo no estado sélido com polarizagio cruzada, 3'P-MAS (202,05 MHz), foram obtidas em
um aparelho Varian Inova 300 MHz, utilizando-se como padrdo interno o HzPO4 85%. O
tempo de relaxacéo foi de 200 segundos, com rotagdo de 14,0 kHz e pulso de 90 graus.

4.2.4. Caracterizacao estrutural dos peptideos cRGDfV e cRGDfK

4.2.4.1. Espectroscopia de Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular foram realizadas utilizando-se um
espectropolarimetro acoplado a um sistema de controle de temperatura no Laboratério de
Biogquimica e Biofisica de Proteinas, Instituto de Quimica de S&o Carlos, Universidade de
Sé&o Paulo (USP).

Os espectros foram obtidos a 25 °C, comprimento de onda na faixa de 190 a 260 nm,
utilizando-se uma cubeta de quartzo com 1 mm de caminho Optico, em 40 varreduras
consecutivas por amostra. Foi empregada a velocidade de varredura de 100 nm.mint. A
largura de banda foi de 1 nm e a leitura de elipticidade realizada a cada 0,5 nm.

As amostras analisadas foram a cRGDfV e cRGDfK na concentragéo de 0,5 mg.mL",
respectivamente, em solugdes de tampdo fosfato, QS, TPP, PP e PEG. Todos 0s espectros de
dicroismo circular foram corrigidos com a subtragdo dos espectros dos componentes

utilizados e os dados gerados com a subtracdo desses espectros foram convertidos em
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elipticidade molar por residuo, [0], dado em graus cm?.dmol, calculado de acordo com a

equacgéo 1:

ol = oM o
7 10xc, xdxn

onde 6y € a elipticidade (em graus), Mw é o peso médio da proteina em dalton, cq € a

concentragdo da proteina em mg.mL™!, d é a distancia caminho dptico em c¢cm, n é o0 nimero

de residuos do aminoacido.

4.2.4.2. Caracterizacdo do cRGDfV e cRGDfK por espectroscopia de absor¢éo na
regido do infravermelho por transformada de Fourier

As amostras cRGDfV e cRGDfK foram analisadas por espectroscopia de absorcdo na

regido do infravermelho por transformada de Fourier, utilizando pastilhas de brometo de

potéssio (KBr). As amostras foram pesadas e adicionadas ao KBr e trituradas em gral e as

pastilhas foram formados em prensa hidraulica. Os discos formados foram transferidos para o

equipamento, e os espectros foram obtidos na regido de 4000—400 cm™2.

4.2.5. Avaliacdo da eficiéncia de associagdo do cRGDfV e cRGDfK nas
nanoparticulas
A eficiéncia de associacdo do cRGDfV e cRGDfK nas nanoparticulas foi determinada
pela separacdo do peptideo livre no sobrenadante daqueles incorporados nas nanoparticulas,
através da técnica de filtracdo-ultracentrifugacdo utilizando um filtro Amicon Ultral5
(Millipore®) com tamanho de 30 kDa.
Foram utilizados 1 mL das amostras de nanoparticulas com cRGDfV e cRGDfK que
foram adicionadas no filtro Amicon e foram centrifugadas a 50,000 xg durante 15 minutos a
4 °C. O sobrenadante foi transferido para placas contendo 16 pocos, em 2 mL de reagente
BCA (&cido bicincdnico) foram adicionados sobre 200 puL do sobrenadante e analisados por
espectrofotometria de UV-Vis a 562 nm. O método BCA esta baseado na reducdo do cobre
(Cu*? em Cu*™) pela proteina em um meio alcalino utilizando um reagente contendo acido
bicinchdnico resultando na formacdo de uma coloragdo purpura. Para determinacdo da

eficiéncia de associacdo foi construida uma curva padréo de soro albumina bovina (BSA) a
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partir da solucdo estoque de 1 mg.mL"'. A BSA foi utilizada como proteina padréo para a
determinacdo da cRGDfV e cRGDfK nas nanoparticulas (DUDHANI; KOSARAJU, 2010).
A eficiéncia de associacdo (EA) foi calculada através da equacdo 2. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

EA(%) = concentracdo total de protel~ na— concentra(;fflo da proteinalivre <100 Eq.(2)
concentracao total de proteina
4.2.6. Avaliacao da eficiéncia de ligacdo das nanoparticulas com a mucina

A eficiéncia de ligacdo das nanoparticulas com a mucina foi avaliada pela do método
proposto por Yin e colaboradores (2006). A porcentagem de associacdo das nanoparticulas
com a mucina foi determinada pela mistura de 5 mL de suspensdo de mucina suina tipo Il
(0,5 mg.mL!' em PBS pH 6,2) com 0 mesmo volume de nanoparticulas. As suspensdes
formadas foram incubadas e mantidas por agitacdo constante a 32 °C por 60 minutos. As
suspensdes foram entdo centrifugadas a 50,000 xg por 30 minutos e a concentracdo de
mucina livre no sobrenadante foi determinada por colorimetria, pelo método de Lowry
modificado por Peterson (DHAWAN et al., 2004; PETERSON, 1977). Para a determinacéo
da mucina livre no sobrenadante, 1 mL do reagente de Lowry foi adicionado a 1 mL do
sobrenadante, permanecendo em temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida,
adicionou-se 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu’s e a reagdo foi mantida por 30 minutos
adicionais nas mesmas condicGes. A absorbancia foi medida por espectrofotometria visivel
em 749 nm, em duplicata. Para o branco, o0 mesmo procedimento foi empregado utilizando
agua destilada. Todas as amostras foram realizadas em replicatas. Para o calculo da
quantidade de mucina livre, foi utilizada uma curva analitica padréo de equacéo y = 0,0085 x
+0,0741 e o coeficiente de determinagdo obtido foi r> = 0,997 (PEDREIRO, 2015).

A eficiéncia de ligacdo das nanoparticulas com a mucina foi calculada pela equacéo 3:

concentragdo total de mucina — concentragdo da mucina livre <100 Eq. (3)

EL(%)=
(%) concentracdo total de mucina
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4.2.7. Avaliacdo da expressao de integrinas em células de glioma

Os ensaios para determinacdo das integrinas expressas em células de glioma foram
realizados no Laboratorio de Patologia e Biologia Molecular, na University of Southern
California, Los Angeles, Estados Unidos.

As células de gliomas U251R, U251S, U87R, U87S, T98, LN18 e LN229 foram
cultivadas sobre microslides de vidro (8 mm) e fixadas com acetona. Ap6s 24 horas
incubadas em estufa a 37 °C e 5% CO, as células foram lavadas com PBS para remog&o de
células que ndo estavam aderiadas aos microslides. Primeiro as células foram incubadas com
tampdo de soro de peixe (SEA Block, Thermo Scientific) durante 20 minutos, apds este
tempo as células foram incubadas overnight com anticorpo primario anti-humano de rato avf33
e avPs na diluicdo de 1:100 (Milipore, Temecula, California, EUA). O controle sem anticorpo
primario foi usado como controle negativo. Ap6s a incubacdo, todas as células foram lavadas
com PBS e incubadas com o anticorpo secundéario biotinilado anti-cavalo em tampdo de
bloguamento de soro de peixe durante 45 minutos. Em seguida, as células foram lavadas com
PBS e incubadas com o complexo avidina/biotina (ABC Elite) durante 30 minutos. Em
seguida o reagente 3-amino-9-etilcarbazole (AEC) foi adicionado em cada microslide e
incubado até que o controle positivo ficasse vermelho. As células foram coradas com
hematoxilina durante 3 minutos. Amostras positivas foram identificadas pelo aparecimento

de nucleo vermelho.

4.2.7.1. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro de nanoparticulas encapsuladas com
cRGDfV e cRGDfK em células de glioma utilizando método do MTT
Os ensaios de viabilidade foram realizados utilizando células U87 (células de
glioblastoma, astrocitoma grau IV - ATCC n° HTB-14™). Este ensaio foi realizado no
Laboratério de Protedmica da Universidade Estadual Paulista - UNESP, Araraquara, S&o
Paulo.
Para o ensaio de viabilidade celular foi utilizado o método baseado na capacidade das
células viaveis de clivar o anel tetrazdlico presente no sal de MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio), pela agdo de enzimas desidrogenases

presentes na mitocondria ativa, formando cristais de formazana (MOSMANN, 1983).
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Em uma placa estéril de 96 cavidades de fundo plano, foram distribuidos 100 uL por
cavidade das suspensdes de células U87 as células foram ajustadas a concentragio de 5x10*
células/mL em meio de cultura DMEM, composto de meio essencial minimo de Dubelcco
modificado, contendo 10% de soro fetal bovino, 50 U.mL? de penicilina, 0,1 pg.mL* de
estreptomicina e 0,25 pug.mL* de anfotericina.

Nas placas contendo as células U87 foram adicionados cRGDfV e/ou cRGDfK, as
nanoparticulas de quitosana (sem e com cRGDfV e/ou cRGDfK), nanoparticulas de quitosana
peguiladas (sem e com cRGDfV e/lou cRGDfK), nanoparticulas de quitosana néo
funcionalizadas e funcionalizadas com cRGDfK. Para o cRGDfV as concentracOes testadas
foram 1 pg.mL", 5 pg.mL!, 10 pg.mL™", 15 pg.mL!, 20 pg.mL™" e 30 pg.mL™'. Enquanto
que para 0 cRGDfK, as concentragfes testadas foram 5 pg.mL!, 10 pug.mL"!, 15 pg.mL™", 30
pg.mL!, 50 pg.mL! e 100 pg.mL!. Todas as concentragBes utilizadas estdo baseadas em
experimentos da literatura (CAl et al., 2011).

O experimento foi repetido trés vezes em ocasifes diversas em triplicata. As placas
foram incubadas por 24 h a 37 °C em estufa com 5% de CO,. Apds esse procedimento, 0s
sobrenadantes foram retirados por aspiracdo com auxilio de uma micropipeta e descartados.
Por fim, as células foram tratadas com 100 pL de DMSO (dimetilsulfoxido) para solubilizar
os cristais de formazana formados. A leitura da densidade Otica foi determinada em
espectrofotdmetro em UV-Vis a 570 nm com filtro de referéncia de 690 nm. A analise
estatistica foi realizada utilizando método de analise de variancia (ANOVA), seguido pelo
teste t-Student na versdo de compara¢des multiplas de Tukey-Kramer. Valores de p < 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.

4.2.7.2. Avaliacdo da captacdo das nanoparticulas em células U87 e U251 e
estudos de competicéo por citometria de fluxo

Em tubos de eppendorff, foram distribuidos 100 pL por cavidade das suspensdes de

células U87 e U251. As células foram ajustadas a concentracdo de 1,5x10° células/mL em

meio de cultura DMEM, composto de Meio Essencial Minimo de Dubelcco Modificado,

contendo 10% de soro fetal bovino, 50 U.mL de penicilina, 0,1 pg.mL™ de estreptomicina e

0,25 pg.mL™ de anfotericina. As células foram incubadas durante 10 minutos a 37 °C em em
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homogeneizador de sangue horizontal sob constante agittacdo para promover a exposi¢céo das
integrinas.

Apbs este periodo, as células foram incubadas durante 60 minutos com 10 pL de
cRGDfV (30 pg/tubo), cRGDfK (50 ug/tubo), nanoparticulas de quitosana (sem e com
cRGDfV e/ou cRGDfK), nanoparticulas de quitosana peguiladas (sem e com cRGDfV e/ou
cRGDfK), nanoparticulas de quitosana ndo funcionalizadas (controle) e funcionalizadas com
cRGDfK. Apds o periodo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas por 1570 xg,
durante 3 minutos e as células foram coletadas e homogeneizadas com tampéo de citometria
seguido de posterior andlise. Todas as amostras foram marcadas com isotiocinato de
fluoresceina (FITC-NHS), como descrito no item 4.2.1.6. As nanoparticulas sem o inibidor
de integrina foram utilizadas como controle e foram incubadas por 30 minutos para reducao
da internalizacao inespecifica.

Para as nanoparticulas de CMQS encapsuladas com gadolinio-DTPA nédo
funcionalizadas (controle) e funcionalizadas com vicrostatin, 0os experimentos seguiram o
mesmo  procedimento  descrito acima. As amostras de nanoparticulas com
carboximetilquitosana foram marcadas com cianina-5 e as células foram infectadas com um
lentivirus que expressa a proteina verde fluorescente (GFP).

Os experimentos de competicdo com o receptor (integrinas) seguem 0 mMesmo
procedimento descrito acima, exceto pela incubacdo de todas as amostras com cRGDfK e
cRGDfV e vicrostatin com excesso de inibidor de integrina (300 pg/tubo) durante 2 horas
anteriores a adi¢do das amostras. Foi avaliada a % de células internalizadas, em um total de
20,000 eventos por amostra monitorados no canal de FITC (excitagdo = 490 nm e emisséo =
525 nm).

Os experimentos com cRGDfV e cRGDfK foram realizados no Laboratério de
Protedmica da Universidade Estadual Paulista - UNESP, Araraquara, Sdo Paulo utilizando
um citdmetrode fluxo FACS Canto | e os experimentos com vicrostatin foram realizados na

University of Southern California, Los Angeles, utilizando um citdmetro BD FACS Avria .

4.2.7.3. Avaliacdo da captacdo das nanoparticulas em células U87 e U251 por
microscopia confocal

Os estudos de internalizagcdo empregando microscopia confocal foram realizados a
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fim de avaliar a internalizacdo celular das nanoparticulas de forma qualitativa.

As células U251 e U87 marcadas com a proteina GFP (somente para as amostras com
carboximetilquitosana) ou células U87 (nanoparticulas de quitosana) foram semeadas em
camaras de multiplos poc¢os (10.000 células/pogo) e incubadas por 24 h. Apos este periodo, as
celulas foram incubadas durante 4 horas com 10 pL de nanoparticulas de quitosana néao
funcionalizadas (controle) e funcionalizadas com cRGDfK e nanoparticulas de CMQS
encapsuladas com gadolinio-DTPA ndo funcionalizadas (controle) e funcionalizadas com
vicrostatin. Apos a incubacdo, as células foram lavadas com tampao fosfato salino (PBS, pH
7,4) e fixadas com 4% de paraformaldeido durante 20 min, com posterior lavagem com PBS
gelado, e em seguida adicionou-se DAPI (amostras de carboximetilquitosana), Hoestch 3342
e faloidina (amostras de quitosana) para colorir o nucleo e o citoplasma das células,
respectivamente. Em seguida adicionou-se meio de montagem e os pocos foram cobertos
com uma lamina de vidro. As imagens microscopicas foram adquiridas na University of
Southern California usando uma Zeiss LSM 510 microscopio confocal (Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha). As imagens foram obtidas utilizando um laser de Argonio/2 com
excitacdo em 488 nm (10 mW) para células marcadas com GFP e faloidina, um laser de
Diodo para o DAPI e Hoescht 3342 com excitacdo em 405 nm, e um laser de HeNe com
excitacdo em 543 nms para as nanoparticulas marcadas com rodamina,, e um laser HeNe com
excitacdo em 633 nm (5 mW) para as nanoparticulas de carboximetilquitosana marcadas com
Cianina-5 (Cy5). As imagens digitais foram analisadas usando software ImageJ®. Todos os
parametros de configuracdo para deteccdo de fluorescéncia e andlise de imagem foram

mantidos constantes para permitir a consisténcia na imagem e para posterior comparagao.

Figura 15 - Esquema de preparo das amostras para analise em microscopia confocal. Na etapa de
incubacdo foram adicionadas as amostras a serem analisadas.

// ANALISE
POR
e - MICROSCOPIA
o~ CONFOCAL
Adicionar células Incubar Remover divisdes Coloragdo e fixagdo

Fonte: http://ibidi.com/applications/immunofluorescence-if/removable-chambers-for-if/.
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5. RESULTADOS

5.1. Planejamento fatorial como estratégia para o desenvolvimento racional de
nanoparticulas baseadas em quitosana e avaliacdo da modificacdo das nanoparticulas
de QS com PEG por meio de interacdo supramolecular para encapsulacdo dos
inibidores de integrinas cRGDfV e cRGDfK

As nanoparticulas de quitosana foram desenvolvidas pela técnica de gelificacdo
ionotropica conforme Calvo e colaboradores (CALVO et al., 1997; KIILL et al., 2012)
empregando o planejamento fatorial. Para isso, oito diferentes formulacdes contendo TPP e
outras oito contendo o polifosfato como agentes reticulantes foram preparadas. O
planejamento fatorial foi aplicado com o objetivo de maximizar a eficacia experimental com
base em estudos de pré-formulagdo descritos na literatura e reduzir o nimero de
experimentos a fim de se obter resultados satisfatérios em relacdo ao didmetro médio, indice
de polidispersdo e potencial zeta das nanoparticulas para a encapsulacdo dos inibidores de
integrinas.

Os parametros descritos na Tabela 4 foram utilizados para o desenvolvimento de
diferentes nanoparticulas. A caracterizacdo por didmetro médio e indice de polidispersédo foi
realizada empregando espalhamento dindamico de luz. O principio desta técnica esta
relacionado com o movimento browniano que os sistemas coloidais apresentam, o qual causa
uma variagdo na intensidade de luz dispersa quando um feixe de luz incide sobre a suspenséo
coloidal. Assim, quanto maiores sdo as particulas, mais lentamente elas se movem e,
consequentemente, menor é a velocidade das flutuacdes da luz dispersada (CSABA;
KOPING-HOGGARD; ALONSO, 2009).

O tamanho das particulas é de extrema importancia quando se utiliza
nanoparticulas como carreadores de proteinas para administracdo pela via nasal e
endovenosa, a fim de que atravessem as barreiras bioldgicas. Nanoparticulas com tamanho
entre 50-250 nm conseguem atravessar a barreira hematoencefilica e se ligar aos receptores
que sdo as integrinas expressas nos glioblastomas (KIM et al., 2008; MASSERINI, 2013;
OLIVIER, 2005).

Portanto, 0s parametros adotados como adequados neste trabalho foram

nanoparticulas com diametro médio de 50-250 nm, indice de polidispersdo (Pdl) de 0,4 e
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potencial zeta entre +20-40 mV. A partir das varidveis adotadas no planejamento fatorial, foi
possivel identificar quais sdo os pardmetros que em conjunto podem levar a formacdo de
nanoparticulas com as propriedades desejaveis. As Tabelas 7 e 8 apresentam os resultados de
didmetro médio e Pdl das nanoparticulas obtidas por planejamento fatorial empregando TPP

ou polifosfato como agentes reticulantes, respectivamente.

Tabela 7 - Didmetro médio (hm) e indice de polidispersdo das nanoparticulas com TPP.

) Concentracdo Concentracdo de Diametro Médio
Experimento pH o ) Pdl + DP
de TPP (m/V) Acido acético (M) + DP (nm)

1 (- 44 (-)0,34 (-)0,1 170+ 1,4 0,364 + 0,04
2 (+) 4,8 (-) 0,34 (-) 0,1 168 +22,1 0,417 £ 0,03
3 ()44 (+) 0,40 (-)0,1 83,1+£0,96 0,283 £ 0,02
4 (+) 4,8 (+) 0,40 (-)0,1 158,2 + 7,47 0,467 + 0,07
5 (-) 4,4 (-) 0,34 (+) 0,2 212,2+10,7 0,433 0,02
6 (+) 4,8 (-)0,34 (+)0,2 241+ 4,85 0,476 + 0,03
7 ()44 (+) 0,40 (+)0,2 113,9 £ 2,62 0,411 £ 0,04
8 (+) 4,8 (+) 0,40 (+)0,2 94,5+0,80 0,325 £ 0,04

Tabela 8 - Diametro médio (nm) e indice de polidispersdo das nanoparticulas com polifosfato.

Diametro
) Concentracdo de  Concentracéo de o
Experimento  pH ) o . Médio + DP Pdl £ DP
polifosfato (m/V)  Acido acetico (M)
(nm)
1 ()44 (-) 0,34 ()01 1146+135 0,435+0,01
2 (+) 4,8 (-)0,34 ()01 112,7+4,94 0,420+ 0,02
3 (-) 4,4 (+) 0,40 (-)0,1 71,19+1,06 0,28+0,004
4 (+) 4,8 (+) 0,40 (-)0.1 90,0+0,257 0,375+0,01
5 () 4,4 (-) 0,34 (+)0,2 1143+561 0,485+0,10
6 (+) 4,8 (-)0,34 (+)0,2 1250+ 3,38 0,469 +0,01
7 (-) 4,4 (+) 0,40 (+)0,2 74,44 +162 0,300+ 0,02
8 (+) 4,8 (+) 0,40 (+)0,2 82,56+2,33 0,360+ 0,05

Para deteminacdo da relacdo existente entre as variaveis independentes na obtencéao

das nanoparticulas, a metodologia de superficie de resposta foi aplicada. Esta metodologia
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consite em uma colecdo de técnicas estatisticas e matematicas e teve por objetivo a
identificacdo de quais sdo os melhores pardmetros para a obtencao de nanoparticulas.

A Figura 16 demonstra que as nanoparticulas com maiores concentracdes de TPP e
polifosfato e menor pH (4,4) apresentaram diametros médios menores. A adi¢do de maior
concentragdo de TPP e de polifosfato pode ter favorecido a difusdo dos grupos fosfatos no
interior das cadeias de QS, contribuindo para a interagdo destes grupos com 0s grupamentos
amino da QS e possibilitando a obtencao de nanoparticulas menores.

Figura 16 - Gréfico de superficie de resposta do efeito do pH e da concentracdo de TPP (a) e
polifosfato (b) em funcéo do didmetro médio das nanoparticulas.
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Nos graficos de superficie de resposta da Figura 17, obervamos que concentracdes
maiores de &cido acético (0,2 M) levaram a formacdo de nanoparticulas com diametros
médios maiores. Este fato pode estar relacionado com a alta concentracdo de acido acético
que pode levar a acetilacdo da quitosana, ou seja, diminuicdo do grau de desacetilacdo dos
sitios de ligacdo devido a diminuicdo dos grupos aminos e, consequentemente, uma
diminuicdo da interacdo entre TPP ou polifosfato com estes grupos.
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Figura 17 - Gréfico de superficie de resposta do efeito do acido acético e da concentracdo de TPP (a)
e polifosfato (b) em funcdo do didmetro médio das nanoparticulas.
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Em relagdo ao indice de polidispersdo, as Figuras 18 e 19 confirmam que valores de
pH menores, menor concentracdo de &cido acético (0,1 M) e concentracbes maiores de TPP e
polifosfato levam a formacéo de particulas menores e mais homogéneas.

A presenca de menor concentracdo de acido acético e valores de pH menores (4,4)
promovem a protonacdo dos grupamentos amino (NH.) da quitosana em grupos amino
protonados (NH3"), alterando a densidade de carga da quitosana, o que pode auxiliar na

interacdo com grupamentos fosfato (PO4>-) do TPP e polifosfato e, assim, facilitar a formagao
de particulas menores.
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Figura 18 - Gréfico de superficie de resposta do efeito do pH e da concentragdo de TPP (a) ou
polifosfato (b) em funcéo do indice de polidispersdo das nanoparticulas.
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Figura 19 - Gréfico de superficie de resposta do efeito da concentracdo de &cido acético e de TPP (a)
ou polifosfato (b) em fungdo do indice de polidisperséo das nanoparticulas.
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Outro parametro essencial para a caracterizacdo das nanoparticulas é a avaliagdo do
potencial zeta.

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das nanoparticulas, o qual é
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante em razéo da dissociagéo de
grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorgdo de espécies idnicas presentes no
meio aquoso da dispersdo. Este parametro foi obtido a partir da determinacdo dos dados de
mobilidade eletroforética, mediante a técnica denominada Anemometria Laser Doppler,
utilizando-se o equipamento Nanosizer/Zetasizer® Nano-ZS (Malvern Instruments - USA).

Neste método, a carga elétrica € medida diretamente apds a aplicagdo de um campo
elétrico, que faz com que as particulas movimentem-se em direcdo ao eletrodo de carga
oposta e, desta forma, o potencial elétrico possa ser determinado pela medida da sua
velocidade de migracdo (MALVERN, 2004).

Os valores de potencial zeta das formula¢bes das nanoparticulas de quitosana com
TPP e polifosfato foram avaliados e estdo apresentados na Tabela 9 e 10, respectivamente.

Tabela 9 - Potencial zeta das nanoparticulas com TPP.

] Concentragdo Concentracdo de  Potencial Zeta
Experimento pH

de TPP (m/V) Acido acético (M) (mV)
1 () 4,4 (-) 0,34 (-) 0,1 37,0 £3,01
2 (+)48 (-)0,34 (-)0,1 31,5+ 3,32
3 ()44 (+) 0,40 (-) 0,1 38,5+ 0,65
4 (+)48 (+) 0,40 (-) 0,1 34,5+ 3,16
5 ()44 (-) 0,34 (+) 0,2 37,0+ 1,56
6 (+) 48 (-) 0,34 (+) 0,2 33,7+1,77
7 ()44 (+) 0,40 (+) 0,2 36,0 + 3,16
8 (+) 48 (+) 0,40 (+) 0,2 32,2+0,84
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Tabela 10 - Potencial zeta das nanoparticulas com polifosfato.

] Concentracéao Concentracao Potencial Zeta
Experimento  pH . ) )
de polifosfato (m/V)  de acido acético (M) (mV)
1 ()44 (-) 0,34 ()01 32,2 +0,67
2 (+)48 (-) 0,34 ()01 38,7 +£0,72
3 ()44 (+) 0,40 (-)0,1 37,5+0,29
4 (+) 438 (+) 0,40 ()01 32,6 +1,52
S ()44 (-) 0,34 (+)0,2 38,1+1,03
6 (+) 48 (-) 0,34 (+)0,2 37,6 £0,45
7 (-) 44 (+) 0,40 (+)0,2 32,2 £0,56
8 (+) 48 (+) 0,40 (+)0,2 30,2 £ 0,69

Com os resultados apresentados nas Tabelas 9 e 10, utilizando o programa Statistica
10.0, pode ser visualizado o efeito de cada parametro — pH, concentracdo do agente
reticulante e concentracao de acido acético — em funcdo do potencial zeta das nanoparticulas.
Com os gréaficos de superficie de resposta abaixo (Figura 20 e 21) foi possivel determinar
quais parametros apresentam diferenca estatistica significativa no potencial zeta das
nanoparticulas.

Figura 20 - Grafico de superficie de resposta do efeito do pH e da concentragdo de TPP (a) ou
polifosfato (b) em funcéo do potencial zeta das nanoparticulas.
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Figura 21 - Gréfico de superficie de resposta do efeito da concentracdo de &cido acético e TPP ou
polifosfato em fungdo do potencial das nanoparticulas.
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Observamos nas Figuras 20 e 21 que a razdo de TPP ou polifosfato (0,40 mg.mL™!) e
valores menores de pH (4,4), além de favorecer a formacdo de particulas com didmetros
menores e baixa polidispersdo, também favoreceu a formacdo de particulas com potencial
zeta acima de 30 mV e, consequentemente, com maior estabilidade, uma vez que particulas
carregadas se repelem e superam a tendéncia natural de agregagé&o.

De acordo com a literatura, as nanoparticulas com carga superficial superior a +30
mV sdo mais estaveis, pois apresentam forcas repulsivas superficiais suficientes para evitar
que elas se agreguem, o0 que poderia levar a desestabilizacdo do sistema formado
(WONGSAGONSUP et al., 2005). Além disso, valores elevados de potencial zeta podem
favorecer a mucoadesédo das nanoparticulas com a mucina presente na cavidade nasal.

O planejamento fatorial foi aplicado a fim de delinear, de forma racional, o
desenvolvimento das nanoparticulas. A metodologia de superficie de resposta, técnica
estatistica utilizada para a modelagem dos melhores parametros para a preparacdo das
nanoparticulas foi aplicado e de acordo com os graficos de superficie de resposta a
nanoparticula que atende melhor em termos de didmetro médio, indice de polidispersdo e
potencial zeta foi a nanoparticula com concentracdo final de 0,40 mg.mL"! de TPP ou
polifosfato, 0,1 M de acido acético e pH 4,4. Essas nanoparticulas foram as escolhidas e
designadas de NPQS/TPP e NPQS/P.
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5.2.  Aplicacdo da Ressonancia Magnética Nuclear de 3P e 3C para avaliar as
nanoparticulas obtidas com os diferentes agentes reticulantes

A técnica de RMN de 3!P e 1*C foi aplicada para propor as diferencas de formagao das
nanoparticulas reticuladas com TPP e PP, e a diferenca da interacdo da QS com as unidades
de fosfato de ambos os reticulantes, o que leva a uma formacdo de nanoparticulas com
diferentes didmetros médios.

A Figura 22 mostra o espectro de RMN de 3C CP-MAS da QS (a) e das amostras
NPQS/PP (b) e NPQS/TPP (c). Os picos caracteristicos da QS sdo observados em C1 (104,8
ppm), C2 (57,9 ppm), C3/C5 (75,4 ppm), C4 (82,7 ppm), C6 (61,4 ppm) (ZHANG et al.,
2013). Observou-se também 0s picos a 23,2 e 173,9 ppm, que foram atribuidos aos grupos
metil (CHs) e aos grupos carbonil (C = O), respectivamente, associados a quitina residual. Na
amostra NPQS/e NPQS/PP foram observados os picos caracteristicos da QS; no entanto, eles
mostraram um aumento na intensidade e um deslocamento no pico 25,4 ppm do carbono
acetil e uma ressonancia adicional de cerca de 180 ppm, atribuida ao carbono do carbonil,
indicando a acetilacdo da QS durante o processo de obtencdo das nanoparticulas (ZHANG et
al., 2013). A acetilacdo pode ser devido ao &acido acético usado para a preparacdo da

dispersao de QS.
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Figura 22 - Espectro de RMN de **C da quitosana (a), NPQS/P (b) e NPQS/TPP (c).
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A presenca do fosforo nas nanoparticulas foi confirmada por meio da espectrometria
de RMN 3!P. O fosforo pode mostrar-se em diferentes espécies, dependendo do ambiente
quimico (BARUD, 2006). A Figura 23, mostra as espécies de fosfatos presentes em
diferentes ambientes quimicos, em que Q" representa o nimero de oxigénios utilizados em

ponte por um tetraedro de fosfato.

Figura 23 - Diferentes espécies de fosfatos conforme a notacdo Q".
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Fonte: MOUSTAFA, 1998.

A Figura 24, mostra os espectros obtidos de *'P MAS-RMN de TPP e PP. A Figura 24
(@) é referente ao polifosfato de sédio. Os deslocamentos quimicos observados em torno de
-6,91 ppm e -19,24 ppm mostram a presenca de espécies Q' e Q2. A presenca das espécies Q>
demonstram a presenca de fosfato polimérico, formado por fosfatos condensados e unidos
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por repetida condensacdo (polimerizagdo) de unidades de fosfato tetraédricas [PO*]
(KIJKOWSKA et al., 2004; MOUSTAFA, 1998). No entanto, sabe-se que o polifosfato ¢ um
polimero com espécies de fosfato de diferentes tamanhos, e isto pode ser confirmado pela
presencas das espécies Q* e Q2.

A Figura 24 (b) mostra o espectro obtido para as nanoparticulas de QS/PP. O espectro
indica que o polifosfato foi hidrolisado, pois ha a contribuicdo das espécies quimicas Q! e Q2
em -7,49 ppm e -22,77 ppm e a auséncia de Q® (BARUD, 2006). Nesse espectro nota-se uma
diminuicdo na intensidade do pico referente & espécie Q' e um pequeno deslocamento,
sugerindo a interagdo da quitosana com os grupos fosfatos da extremidade. O espectro revela
que a presenca da quitosana estd causando um aumento na intensidade do pico das espécies
Q! e uma diminuicdo da intensidade das espécies Q2. Essas espécies Q? apresentam dois
oxigénios que favorecem a interacdo com os grupamentos amino da QS, levando a formacao
das nanoparticulas poliméricas.

A Figura 24 (c) mostra os espectros do TPP. O TPP comercial, empregado neste
estudo, apresentou varios picos na regido de 6,60-8 ppm, indicando que trata-se de uma
mistura de dois polimorfos de fase cristalina NasP3O10 € NasP3010.6H20 (FYFE, 1998). O
TPP (NasP3010) possui duas formas polimorficas anidras, enquanto que 0 composto
comercial NasP3010 € geralmente uma mistura que contém ambas as fases anidra e cristalina
(AVERBUCH-POUCHOT; DURIF, 1996).

A Figura 24 (d) mostra o espectro de 3P para a nanoparticula de QS/TPP. A amostra
apresentou um pico largo, caracteristico de materiais amorfos, 0 que sugere que 0S grupos
fosfato presentes nestas nanoparticulas sdo amorfos (BARBI et al., 2015). Um pico largo e
assimétrico em -7.8 ppm pode ser atribuido as unidades terminais de fosfato amorfo (Q') em
TPP, e um pequeno pico a -21 ppm, caracteristico de fosfato ligado por duas unidades de
fosfato (Q?) (POa)™, sugere que a interagdo entre a QS e o TPP para formagdo das
nanoparticulas se da em maior parte pelas unidades de pirofosfato P.O7* (Q?) e, em menor
parte, pelo TPP (VASCONCELOS, 2008).
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Figura 24 - Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear do 3'P das amostras de polifosfato de sédio
no estado sélido (a), nanoparticulas de QS/PP liofilizadas (b), tripolifosfato de sédio solido (c),
nanoparticulas de QS/TPP liofilizadas (d).
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A Tabela 11 apresenta os valores dos deslocamentos quimicos da QS, NPQS/P e
NPQS/TPP.

Tabela 11 - Valores dos desvios quimicos de *C (ppm) da QS, NPQS/P e NPQS/TPP.
Amostra C=0 C (09 C3/C5 Cs Ce CHs;

QS 1739 1048 579 754 82,7 614 2372
NPQS/P 1753 975 570 754 790 60,7 232
NPQS/TPP 1753 975 570 754 8050 60,7 232

A partir da interpretacdo dos dados de RMN, € possivel sugerir que a preparacdo das
dispersdes de QS com &cido acético favorece a acetilacdo dos seus grupos amino. Além disso,
as diferentes razdes de unidades de fosfato do tipo Q' e Q? nas QS:TPP ou QS:PP pode

explicar a formacéo de nanoparticulas de diferentes didmetros médios.
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5.3. Avaliacdo da influéncia da modificacdo da superficie das nanoparticulas de
guitosana com PEG

Conforme foi mencionado, essas nanoparticulas de QS foram modificadas com
concentracdes crescentes de PEG por meio de interacdes supramoleculares e parametros
como o didmetro médio e indice de polidispersdo foram avaliados. O objetivo da modificacéo
supramolecular com PEG é avaliar quais s&o as influéncias desta modificagdo nos parametros
fisico-quimicos e biologicos.

Na Tabela 12 é possivel observar que a adicdo de PEG nas nanoparticulas promoveu
aumento no didmetro meédio. As nanoparticulas NPQS/TPP e NPQS/P sem PEG
apresentavam didmetros médios de 94,45 + 0,80 e 74,44 + 1,62, respectivamente (Tabela 11).
A adicdo crescente de PEG tende a aumentar o didametro das nanoparticulas devido ao
aumento da cadeia de PEG, a qual forma uma camada que se estende na superficie das

nanoparticulas.

Tabela 12 - Diametro médio e indice de polidispersdo das nanoparticulas modificadas com PEG.
PEG/QS Diametro médio

Nanoparticulas Pdl £ DP
(Razao molar) (nm) + DP
20/1 157,8 + 2,57 0,273 £ 0,006
NPQS/TPP
10/1 177 £ 3,13 0,291 £ 0,009
20/1 218 £ 10,05 0,303 £ 0,017
NPQS/P
10/1 207 £ 6,13 0,284 £+ 0,012

O ensaio de determinacdo do potencial zeta das nanoparticulas modificadas com PEG
também foi realizado com objetivo de verificar se 0 PEG teria capacidade de alterar a carga
superficial das nanoparticulas, esta carga é importante pois apresenta grande influéncia na
estabilidade, interacdo com a mucosa nasal e internalizacdo das nanoparticulas com as
celulas.

Na Tabela 13, os resultados indicam um decréscimo no valor de potencial zeta para as
nanoparticulas compostas por QS/PEG (20-30 mV) quando comparado com as nanoparticulas
de QS/TPP (38,5 mV) e NPQS/P (37,5 mV). A presenca do PEG na superficie das

nanoparticulas forma uma espécie de barreira estérica, que leva a um deslocamento da fase

hartone Priseila Rl



Resultados 101

hidrodindmica do cisalhamento para distancias maiores a partir da superficie das
nanoparticulas, ou seja, deslocou o plano de cisalhamento para limites superiores da camada,

resultando na reducdo do valor de potencial zeta

Tabela 13 - Potencial zeta das nanoparticulas modificadas com PEG.

PEG:QS Potencial zeta
Nanoparticulas
g (Razdo molar) (mV £ DP)
20/1 25,8+1,14
NPQS/TPP
10/1 29,0+0,92
20/1 22,6 £0,30
NPQS/P
10/1 23,4+0,55

A diminuicdo do potencial zeta pode ser explicada devido a possiveis interacGes
ibnicas intermoleculares entre os grupos hidroxila do PEG e grupos hidroxilas e amino da QS,
mascarando entdo as cargas positivas dos grupamentos amino. A Figura 25 ilustra esta

possivel interacao.

Figura 25 - Esquema da interacdo entre quitosana e PEG. (a) LigacBes de hidrogénio

intermoleculares; (b) LigagGes de hidrogénio intramoleculares.
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Fonte: JIANG; HANG, 1998

Portanto, esses resultados sugerem que a presenca de PEG na superficie das
nanoparticulas mantém a estabilidade das mesmas e pode contribuir para a diminuicdo da
captacdo destas nanoparticulas pelas células do sistema fagocitico, facilitando a permanéncia
das nanoparticulas na mucosa nasal e aumento da biodisponibilidade das desintegrinas para
atingir o cérebro (TALEGAONKAR, MISHRA, 2004; TOBIO et al, 1998).
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5.3.1. Morfologia das nanoparticulas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e microscopia de forga atdmica (AFM)

A morfologia das nanoparticulas NPQS/TPP e NPQS/P sem e com modificacdo com
PEG foi relizada por MEV e microscopia de forca atdmica.

As fotomicrografias das nanoparticulas NPQS/TPP e das nanoparticulas NPQS/P
obtidas por MEV mostraram que as nanoparticulas apresentam formas esféricas (Figura 26).
Da mesma forma, as nanoparticulas analisadas por AFM apresentaram uma forma esfeérica,
superficie com presenca de agregado e tamanho inferior a 100 nm. Os agregados podem ser
uma consequéncia do processo de secagem da amostra, decorrente da diminuicdo do volume
de solvente em torno das nanoparticulas. O tamanho das nanoparticulas de QS/TPP e QS/PP
obtidas a partir da AFM foi ligeiramente menor do que os dados obtidos por analise de DLS.
Uma analise mais profunda dos dados da AFM indicou o tamanho médio das nanoparticulas
em intervalos de 30-50 nm (Figura 26, a direita). Moura e colaboradores (2009) encontraram
resultados semelhantes para as NPQS/TPP desenvolvidas com as mesmas concentracfes
utilizadas no presente estudo. Além disso, como visualizado em imagens de AFM de alta
ampliacdo, cada nanoparticula foi cercada por um material que parece ser mais escuro. Esse
material, com o tamanho de cerca de 5-10 nm, pode ser a QS, e 0s agentes reticulantes

estariam na parte interna das nanoparticulas.

Charlene Préiscila Ricl



Resultados 103

Figura 26 - Fotomicrografias das nanoparticulas NPQS/TPP (a), NPQS/P (b), NPQS/TPP-PEG (c) e
NPQS/P-PEG (d). As fotos a direita foram obtidas por AFM e as amostras a esquerda por MEV.
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A modificacdo da superficie das nanoparticulas com PEG ndo alterou a forma esférica
das mesmas, como pode ser observao na Figura 26 (c, d). Além disso, € possivel visualizar o

revestimento formado pela presenca de PEG.
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5.3.2. Caracterizacdo das nanoparticulas por espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier

As amostras de QS, TPP, polifosfato, PEG e nanoparticulas foram analisadas por
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.

O espectro da QS (Figura 27) apresenta as bandas em 3444 cm™ do estiramento O-H
sobreposta a de N-H e as bandas em 1657 e 1587 cm™ que correspondem, respectivamente,
as vibracOes de estiramento C=0 de amida secundaria, sendo uma contribui¢do da quitina, e
as vibragdes de deformacéo de intensidade média N-H de amina primaria. Atribui-se a banda
em 1385 cm a deformagcéo assimétrica de C-H do grupo CHs referente ao grupo acetamido
ainda presente na cadeia polimérica em pequena proporcao, visto que a quitosana ndo esta
completamente desacetilada. A banda presente em 1074 cm™ ¢ atribuida a vibragdo de
estiramento vibracional C-O-C de alcool primario (Figura 25) (MUZZARELLLI, 1977; LEE et
al., 2001).

O TPP apresentou bandas caracteristicas na regido de 1151 cm! relacionada as
vibragdes de estiramento do grupo fosfato P=0 e 893 cm™! do grupamento P-O-P (WU et al.,
2005) e em 617 cm™! aparecem as vibrages de deformacédo, como pode ser observado na
Figura 28.

No espectro do polifosfato (Figura 27), a banda em 1271 cm™ é atribuida as unidades
(PO.) referentes aos modos de estiramento assimétrico e simétrico dos oxigénios ndo ligados
de um fosforo do meio da cadeia. A banda em 1094 cm™ ¢ atribuida & vibracdo de
estiramento do grupo P-O- do término da cadeia do polifosfato e ¢ também chamada de
frequéncia de estiramento idnico (COULTHUP, 1950). A banda em 1020 cm- ¢ atribuida aos
grupos PO3 terminais da cadeia de fosfato. A banda em 877 cm™ ¢ atribuida ao estiramento
assimétrico dos modos P-O-P linear do meio da cadeia e a posi¢do dessa banda ¢ fortemente
influenciada pelo grau de condensagdo do fosfato. As bandas na regido de 713 e 768 cm™ séo
atribuidas a vibragdes de estiramento simétrico dos grupos P-O-P. E, finalmente, a banda em

torno de 523 cm™ ¢ atribuida a deformacio dos modos P-O no PO4>".
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Figura 27 - Espectros de aborgdo na regido do infravermelho da quitosana, TPP e polifosfato.
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No espectro de infravermelho do PEG (Figura 28) observa-se uma banda larga e
intensa em 3427 cm devido aos grupos hidroxila terminais da cadeia do PEG associados por
pontes de hidrogénio, uma banda intensa em 2882 cm relacionada ao estiramento
vibracional de C-H, uma banda em 1634 cm™ atribuido ao estiramento vibracional do C=0,
uma banda em 1470 cm™ e 1340 cm™ caracteristico de estiramento vibracional de C-H, uma
banda em 1281 cm™ e 1238 cm™ atribuido a flexdo vibracional de O-H e uma banda intensa
em 1106 cm? devido ao estiramento assimétrico C-O-C (DHANALAKSHMI,
VIJAYALAKSHMI, NARAYANAN, 2012; WANG et al., 2008). As bandas em 843, 1280 e

947 cm podem ser atribuidas as contribuicGes das regides cristalinas do PEG.
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Figura 28 - Espectro de absorgdo na regido do infravermelho do PEG.
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As nanoparticulas também foram analisadas por espectroscopia de infravermelho. Nos
espectros das nanoparticulas com TPP (Figura 29), o estiramento O-H sobrepde o de N-H da
QS, além de aumentar e deslocar para 3411 cm™, o que pode indicar a reticulagdo da QS com
TPP atraveés de ligacdes de hidrogénio (SARMENTO et al., 2006). As bandas de amida Il em
1650 cm! e 1587 cm™! do espectro da QS é modificada, e duas novas bandas surgem nas
NPQS/TPP, uma banda em 1643 cm™ e outra em 1541 cm. As bandas de amida II
correspondentem a C=0 e N-H e o alargamento e deslocamento dessas bandas pode
caracterizar a formacdo das nanoparticulas, o que pode indicar que a QS pode estar envolvida
em ligacdes cruzadas com grupos fosfato do TPP por meio de interacdes eletrostaticas
(LAMEIRO et al., 2006).

Nos espectros das nanoparticulas NPQS/TPP-PEG (Figura 29), observa-se que as
bandas referentes as amidas da quitosana apresentaram deslocamento ap6s funcionalizacéo
com PEG, deslocando-se para 3450-3443 cm™. Outra regido importante do espectro destas
nanoparticulas sdo as vibragdes do estiramento axial C-O-C que, apds adi¢do do PEG, passa a
apresentar valores mais elevados em 1110 cm™. Outro ponto importante que sugere a

interacdo entre QS e PEG é o desaparecimento do pico em 1650 cm™ apds a adicdo de PEG,
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sugerindo interacdes intermoleculares entre QS e PEG atribuidos a ligagdes de hidrogénio

(JIANG: HAN, 1998).

Figura 29 - Espectros de absorcao na regido do infravermelho da NPQS/TPP e NPQS/TPP-PEG.
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A Tabela 14 mostra os principais grupos quimicos e bandas das nanoparticulas de

quitosana e nanoparticulas de quitosana modificadas com PEG.

Tabela 14 - Principais grupos quimicos e bandas das NPQS/TPP e NPQS/TPP-PEG.
Bandas

Grupamentos
NPQS/TPP  NPQS/TPP-PEG 20/1 NPQS/TPP-PEG 10/1
O-H; N-H 3411 cm'? 3450 cm'? 3453 cm!
C-H (Est. axial) 3280 cm! 2885 cm* 2878 cm*
Amida II 1587 cm'? 1580 cm'? 1578 cm?
C-O (Est. Axial) 1080 cm'! 1110 cm'? 1139 cm?
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No espectro da nanoparticula com polifosfato apresentada na Figura 30, a banda de
O-H e N-H também se desloca e aumenta para 3427 cm™!, o que pode indicar a reticulacéo da
QS com PP através de ligacdes de hidrogénio. As bandas de amida para NPQS/P surgem em
1643-1549 cm!. O alargamento dessas bandas pode caracterizar a formagdo das
nanoparticulas, indicando a interacdo entre a QS e o polifosfato (LAMEIRO et al., 2006).

Nos espectros de nanoparticulas de NPQS/P-PEG apresentados na Figura 30, é
possivel observar bandas referentes as amidas I ¢ II e o deslocamento da banda de O-H para
valores maiores em 3477 cm™ para a maior propor¢do de PEG e 3459 cm para a menor
proporcdo de PEG. Este deslocamento pode ser associado as novas ligacGes de hidrogénio
intermoleculares entre os grupos OH do PEG e da QS. As nanoparticulas de NPQS/P-PEG
também apresentaram vibragdes do estiramento axial C-O-C que, apds a adicdo da maior
proporcdo de PEG, passou a apresentar valores mais elevados em 1110 cm™. Este
deslocamento pode ser atribuido as interaces intermoleculares entre QS e PEG atribuidos a
ligagOes de hidrogénio das bandas de O-H. (JIANG; HANG, 1998; ZHAN et al., 2009).
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Figura 30 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho da NPQS/P e NPQS/P-PEG.

NPQS/P

NPQS/P- PEG 20/1

%T (u.a)

NPQS/P-PEG 10/1

T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de ondas (cm™)

A Tabela 15 mostra as atribui¢fes das bandas do PEG e os principais grupos quimicos
e bandas das nanoparticulas NPQS/P e NPQS/P-PEG.

Tabela 15 - Principais grupos quimicos e bandas das NPQS/P e NPQS/P-PEG.
Bandas

Grupamentos
NPQS/P  NPQS/P-PEG 20/1 NPQS/P-PEG 10/1
O-H; N-H 3427 cmt 3477 cm? 3469 cm!
C-H (Est. axial) 2868 cm'? 2984 cm? 2992 cm'?
Amida II 1549 cm'? 1554 cm't 1553 cmr?
C-O (Est. Axial) 1074 cm? 1110 cm? 1110 cm?
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5.3.3. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Os estudos de DSC foram realizados para compreender 0 comportamento térmico e as
interacdes quimicas entre a quitosana reticulada com TPP ou polifosfato que levam a
formacdo das nanoparticulas e 0 que ocorre ap0s o revestimento destas nanoparticulas com
PEG.

O termograma da quitosana (Figura 31) apresenta um evento endotérmico a 75,41 °C
com entalpia de fusdo (AH) de 145,2 J.g (Tabela 15) correspondente a sua desidratacéo
(dgua associada a grupos hidrofilicos do polimero) e um segundo evento endotérmico (302,84
°C) relacionado com a decomposicéao térmica do material (Figura 31) devido a desidratagdo e
as reacdes de despolimerizacdo, mais provavelmente a descarboxilacdo parcial dos grupos
carboxilicos e reacdes de oxidagdo dos polieletrolitos (BHUMKAR; POKHARKAR, 2006;
KITTUR etal., 2002; PIKAL; RIGSBEE, 1997; SARMENTO et al., 2006).

A curva DSC do TPP (Figura 31) mostrou um evento endotérmico a 127,92 °C com
entalpia de fusdo de 122 J.g! caracteristico da fusdo do TPP e dois eventos exotérmicos entre
200 °C e 240 °C caracteristicos da degradacdo do TPP. A curva DSC do polifosfato (Figura
31) mostra trés eventos endotérmicos, o primeiro em 74,60 °C corresponde a perda de agua, o
segundo em 212,40 °C com entalpia de fusido (AH) de 29,11 J.g! e o terceiro em 316 °C com
entalpia de fusdo de 81,27 J.g! correspondente as reacdes de condensacio das cadeias do

polifosfato envolvidos por grupos hidroxila (Tabela 16) (KOPP et al., 2006).
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Figura 31 - Curva DSC da quitosana, TPP e polifosfato.
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A Tabela 16 apresenta os resultados de DSC da QS, TPP e polifosfato.

Tabela 16 - Valores de Tonset (°C), Tpico (°C) € Entalpia (AH) (J.g') de DSC da quitosana, TPP e
polifosfato.

Entalpia (AH)

AmOStI’aS TOnset (OC) Tpico (QC) 1
(J.97)

) 35,66 75,41 145,2

Quitosana

285,52 302,84 118,3
113,03 127,92 122,00

Tripolifosfato 196,09 204,39 2,909
229,22 239,00 3,864
27,19 74,60 174,97

Polifosfato 205,88 212,40 29,11
303,25 316,45 81,27

A curva DSC das nanoparticulas NPQS/TPP (Figura 32) apresentou um evento
endotérmico em 90,50 °C com entalpia de 280,2 J.g que esta relacionado com a perda de
agua (BHUMKAR; POKHARKAR, 2006; WAN et al., 2003). O segundo pico exotérmico

entre 240 e 266 °C das nanoparticulas corresponde ao evento de decomposicdo térmica das
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nanoparticulas em temperaturas menores que a QS devido & diminuicdo do grau de
cristalinidade das nanoparticulas (PATI; ADHIKARI; DHARA, 2011).

Figura 32 - Curva DSC da NPQS/TPP.
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Ao analisarmos a curva DSC da mistura fisica (Figura 33) formada por QS e TPP nas
mesmas concentracBes utilizadas no desenvolvimento das NPQS/TPP, observamos a
contribuicdo de cada material, em que o primeiro evento endotérmico esta relacionado a
desidratacdo da quitosana em torno de 77 °C. Além disso, observamos um evento
endotérmico em 127 °C que esta relacionado com a fusdo do TPP. Nas nanoparticulas este
pico ndo é evidenciado, o que significa que o reticulante esta disperso de forma homogénea e
interagindo totalmente com a QS. O terceiro evento exotérmico em torno de 304 °C
observado para a mistura fisica esta relacionado a decomposicdo térmica da QS devido a sua
desidratagéo e despolimerizacao.
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Figura 33 - Curva DSC da NPQS/TPP-MF.
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Na curva DSC da nanoparticula NPQS/P (Figura 34), os eventos endotérmicos
apresentaram diferentes entalpias de fusdo e diminuicdo do grau de cristalinidade, sugerindo
que houve a formacao de estruturas diferentes das nanoparticula preparadas com TPP (Tabela
16) (PATI; ADHAKIRI; DHARA, 2011).
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Figura 34 - Curva DSC da NPQS/P.
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A curva DSC da mistura fisica NPQS/P-MF (Figura 35) mostra que ndo ha interacéo

entre os materiais, uma vez que € possivel evidenciar a contribuicdo de cada material.

Figura 35 - Curva DSC da NPQS/P-MF.

T exo NPQS/P-MF

Heat flow (W/g)

T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350
Temperatura (°C)

Chartene Priscsta Kill



Resultados 115

A Tabela 17 apresenta os resultados de DSC das nanoparticulas NPQS/TPP e NPQS/P

e misturas fisicas.

Tabela 17 - Valores de Tonset (°C), Tpico (°C) € Entalpia (AH) (J.g™') de DSC da NPQS/TPP, NPQS/P
e misturas fisicas.

AmOStraS Tonset (OC) Tpico (OC) Entalpia (AH) (Jg_l)
43,47 90,50 280,2
NPQS/TPP
240,76 246,73 51,75
38,73 67,36 86,74
NPQS/TPP-MF 120,02 130,25 7,58
286,68 303,97 108,11
38,78 83,49 206
NPQS/P
234,97 240,13 57,26
47,64 95,48 146,17
NPQS/P-MF 285,65 305,74 92,34
339,20 342,60 41,10

Para compreender a interacdo quimica do PEG com as nanoparticulas de quitosana,
seu comportamento térmico também foi avaliado. Como pode ser observada na Figura 36, a
curva DSC do PEG apresentou um pico endotérmico em 68,37 °C com entalpia de 216,21

J.g% que esta associado a fusio deste polimero.
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Figura 36 - Curva DSC do PEG.
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A Figura 37 mostra as curvas DSC da NPQS/TPP-PEG 20/1 e 10/1. O pico
endotérmico associado a fusdo do PEG torna-se mais intenso na medida que a concentragdo
de PEG aumenta, aumentando também a entalpia de fusdo (42,41 J.g' e 29,18 J.g7,
respectivamente).

O pico da quitosana ao redor de 75 °C deslocou-se para temperaturas mais elevadas
nas nanoparticulas com PEG, ficando entre 94 °C e 112 °C, os quais correspondem a sua
desidratacdo. O terceiro evento endotérmico ao redor de 210 °C esta associado a
decomposigdo térmica das nanoparticulas, a qual apresenta-se abaixo da decomposi¢do
térmica da quitosana pura (302 °C) (HE et al., 2009; PIELICHOWSKI; FLEJTUCH, 2002).

Ao analisarmos as curvas DSC da mistura ternaria (Figura 37b) formada por QS, TPP
e PEG nas mesmas concentracbes utilizadas no desenvolvimento das nanoparticulas
observamos a contribuicdo de cada material, em que o primeiro evento endotérmico esta
relacionado a fusdo do PEG em torno de 64 °C (Tabela 18) e um evento exotérmico em torno
de 307 °C relacionado & decomposicéo térmica da QS (GINES et al., 1996).
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Figura 37 - Curvas DSC da NPQS/TPP-PEG (a) e NPQS/TPP-PEG-MF (b).
(a) (b)

Heat flow (W/g)
Heat flow (W/g)

NPQS/TPP-PEG 20/1 NPQS/TPP-PEG-MF 20/1
NPQS/TPP-PEG-MF 10/1

NPQS/TPP-PEG 10/1

T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 350
Temperatura (°C)

T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 350
Temperatura (°C)

A Tabela 18 apresenta os resultados de DSC das nanoparticulas NPQS/TPP-PEG com
PEG e misturas fisicas.

Tabela 18 - Valores de Tonset (°C), Tpico (°C) € Entalpia (AH) (J.g) de DSC do PEG, NPQS/TPP-PEG
e NPQS/TPP-PEG-MF.

(continua)
Entalpia (AH)
AmOStraS Tonse[ (QC) Tpico (QC) 1
(J.97)
PEG 63,94 68,37 216,21
47,88 53,19 42,41
NPQS/TPP-PEG 20/1 93,01 96,51 232,40
186,08 210,58 275,69
47,11 52,68 29,18
NPQS/TPP-PEG 10/1 106,92 109,39 397,87
186,07 212,03 250,73
58,53 63,69 104,08
NPQS/TPP-PEG-MF 20/1
289,09 307,57 83,01
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Tabela 18 - Valores de  Tonset (°C), Tpico (°C) € Entalpia (AH) (J.g') de DSC do PEG,

NPQS/TPP-PEG e NPQS/TPP-PEG-MF.
(concluséo)

Entalpia (AH)
Amostras Tonset (°C)  Tpico (°C) .
3.9
61,90 64,88 59,56
NPQS/TPP-PEG-MF 10/1 121,70 128,80 4,36
289,85 307,36 97,67

Os eventos observados nas misturas fisicas sdo diferentes dos observados nas
nanoparticulas, confirmando que ocorreram interacfes intermoleculares entre a QS e 0 PEG
levando a formacao de um novo material.

A Figura 38 mostra a NPQS/P-PEG, que também apresenta dois picos endotérmicos
associados a fusdo do PEG em 62 °C e outro pico ao redor de 99 °C e 109 °C, correspondente
a desidratacdo da QS. O terceiro evento endotérmico ao redor de 330 °C corresponde a um
processo de cristalizagdo que ocorre juntamente com o processo de condensagdo do
polifosfato (HE et al., 2009; PIELICHOWSKI; FLEJTUCH, 2002). A mistura fisica da

NPQS/P-PEG-MF (Figura 38), também apresentaram os eventos térmicos de cada material.

Figura 38 - Curvas DSC da NPQS/P-PEG (a) e NPQS/P-PEG-MF (b).
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A Tabela 19 apresenta os resultados de DSC das nanoparticulas NPQS/P-PEG e

mistura fisica.

Tabela 19 - Resultados de DSC da NPQS/P-PEG e NPQS/P-PEG-MF.

Entalpia (AH)
Amostras Tonset (OC) TpiCO (OC) 1
(J.g")
58,12 62,36 191,96 J/g
NPQS/P-PEG 20/1 73,65 99,05 458,73 J/g
327,51 331,54 134,96 J/g
57,58 62,17 217,58 J/g
NPQS/P-PEG 10/1 70,93 96,38 461,63 J/g
326,59 330,15 126,25 J/g
57,94 62,84 72,74 Jlg
NPQS/P-PEG-MF 20/1 70,64 86,39 24,00 J/g
287,37 307,18 81,27 Jlg
59,82 63,83 61,67 J/g
NPQS/P-PEG-MF 10/1
288,24 307,13 99,98 J/g

5.4.  Avaliacdo da encapsulacdo dos peptideos cRGDfV e cRGDfK nas nanoparticulas
de quitosana sem e com modificagdes com PEG

54.1. Caracterizacdo estrutural dos peptideos cRGDfV e cRGDfK
As principais técnicas para caracterizacdo empregadas para a determinacdo de
alteracfes na estrutura secundaria de peptideos e proteinas € a espectrocopia de dicroismo
circular e a espectrocopia de infravermelho com transfroamada de Fourier. As técnicas foram
empregadas para avaliar se houve alteracdes na estrutura do cRGDfV e cRGDfK na presenca
dos componentes que serdo utilizados para o desenvolvimento das nanoparticulas onde estes

inibidores de integrinas serdo encapsuladas.

5.4.1.1. Espectroscopia de dicroismo circular
A técnica de dicroismo circular leva em conta a estereoquimica da molécula e

baseia-se na determinacdo da diferenca na absorbancia da luz circularmente polarizada a
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esquerda e a direita em funcdo do comprimento de onda, e pode ser aplicado a qualquer
composto opticamente ativo que tenha um croméforo que, no caso dos peptideos e proteinas,
é a ligacdo amida (DRAKE, 2001). No caso de proteinas e peptideos, os cromoforos
responsaveis pelo espectro de CD estdo na regido do ultravioleta (UV), nos comprimentos de
onda de 190 a 260 nm, que corresponde a absor¢do das ligacGes amida da cadeia peptidica
dos residuos aromaticos de triptofano, tirosina, fenilalanina e das pontes de dissulfeto. Sendo
assim, as diferentes conformagdes de proteinas/peptideos (a-hélice, folha B, folha B paralela,
folha B antiparalela ¢ randomica) apresentam um espectro tipico de CD (DRAKE, 2001).

A espectroscopia de CD foi realizada com o objetivo de determinar se ndo ocorreram
mudangas na estrutura secundaria dos inibidores de integrinas ap6s solubilizacdo nos
componentes das nanoparticulas. A avaliacdo da estrutura secundaria contribui para a
estabilizacdo da conformacdo global da proteina e avaliagdo da estabilidade. Através dos
espectros obtidos foi possivel avaliar se ocorreram alteragfes estruturais, alteragdo da
estabilidade dos fragmentos da proteina, assim como a integridade das mesmas (KELLY;
PRICE, 2000; VOLODKIN et al., 2007).

O cRGDfV e o cRGDfK foram avaliadas em tampéo fosfato e apds a solubilizacdo
nos componentes das nanoparticulas, que foram a quitosana, TPP, polifosfato e PEG (Figura
39), os espectros de CD e as porcentagens conformacionais foram obtidos pelo software
CDNN 2.1.

Os espectros de CD do peptideo cRGDfV de cadeia ciclica mostrado na Figura 40
abaixo, mostrou uma banda negativa com intensidade varidavel entre 200 e 205 nm,
acompanhado de um ombro em torno de 220 nm. A banda negativa proxima de 200 nm € de
estrutura com elevado contetido de estrutura randomica e folhas-f antiparalelas conectadas
por uma volta-p (LIU et al., 2006). Quando o peptideo foi solubilizado em QS, houve um
deslocamento dos picos. Este fato é referente a estrutura da quitosana que tem amida
presentes em sua estrutura, e as amidas sdo cromdforos e podem ser detectadas pelo espectro

de dicroismo circular.
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Figura 39 - Espectro de dicroismo circular de cRGDfV em solucédo de quitosana, TPP, polifosfato e
PEG.
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A Figura 40 mostra a estrutura do ciclopeptideo cRGDfV. A estrutura da sequéncia
RGD esté exposta na ponta de um loop flexivel, em uma cadeia estendida na borda de uma
folha-B. E possivel observar o arranjo do peptideo com o aminoacido fenilalanina na posicéo

D (esteroisdmero) na posi¢ao volta-§ II°.

Figura 40 - Modelo estrutural da cRGDfV.

lum maodiy

Fonte: KESSLER et al., 1995.
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A deconvolucdo do espectro do cRGDfV foi feito através do software CDNN 2.1. A
Tabela 20, mostra o contetdo conformacional do cRGDfV solubilizado em TPP, polifosfato,
PEG e QS.

Tabela 20. Deconvolugéo dos espectros da cRGDfV em TPP, polifosfato, PEG e quitosana.

cRGDfV-PBS cRGDfV-TPP cRGDfV-PP cRGDfV-QS c¢RGDfV-PEG

Estruturas
(%) (%) (%) (%) (%)
a-Hélice 13,9 17,3 16,9 16,7 19,4
Antiparalelo 19,8 14,8 15,2 15,7 12,0
Paralelo 4,8 4,5 4,5 4,6 4,3
Volta-p 25 26,3 26,3 26,9 27,5
Randdmica 36,8 36,3 36,4 36,3 35,8

Os espectros de CD do peptideo cRGDfK mostrado na Figura 41, também apresentam
uma banda negativa com intensidade variavel entre 200 e 205 nm, acompanhado de um
ombro em torno de 220 nm. A banda negativa proxima de 200 nm é de estrutura com elevado
conteudo de estrutura randomica e folhas-p antiparalelas conectadas por uma volta-f. Quando
0 peptideo foi solubilizado em QS, houve um deslocamento dos picos devido as amidas
presentes que sdo cromoforos e podem ser detectadas pelo espectro de dicroismo circular.
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Figura 41 - Espectro de dicroismo circular de cRGDfK em solucdo de quitosana, TPP, polifosfato e
PEG.
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A deconvolugdo do espectro do cRGDfK feito através do software CDNN 2.1. A
Tabela 21, mostra o contetido conformacional do cRGDfK solubilizado em TPP, polifosfato,
PEG e QS.

Tabela 21. Deconvolugdo dos espectros da cRGDfK em TPP, polifosfato, PEG e quitosana.

cRGDfK-PBS cRGDfK-TPP cRGDfK-PP c¢cRGDfK-QS c¢RGDfK-PEG

Estruturas
(%) (%) (%) (%) (%)
a-Hélice 12,8 12,8 12,8 12,5 19,4
Antiparalelo 17,9 18,0 18,5 18,8 12,0
Paralelo 4,2 4,2 4,3 4,3 4,3
Volta-p 25,6 25,5 25,3 25,3 27,5
Randdmica 39,4 39,4 39,1 39,2 35,8

A analise estatistica (P < 0,05) mostrou que a deconvolucéo dos espectros de CD do

cRGDfV e cRGDfK ndo apresentaram alteragdes na estrutura secundéaria quando solubilizado
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na QS, TPP e polifosfato. Os peptideos apresentaram uma estrutura secundaria estavel frente
aos diferentes componentes utilizados no desenvolvimento das nanoparticulas o que garante
sua funcionalidade, demonstrando que os peptideos podem ser encapsulados nas

nanoparticulas.

5.4.1.2. Caracterizacdo do CcRGDfV e cRGDfK por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier foi usada para auxiliar
na analise da estrutura secundaria do cRGDfV e cRGDfK e confirmar dados obtidos por
dicroismo circular.

O espectro de infravermelho do cRGDfV (Figura 42) também apresentou uma banda
em 3246 cm relacionada ao estiramento de N-H , o que pode indicar ligacdes de hidrogénio
intra e intermoleculares, devido a presenca de aminoécidos na estrutura do cRGDfV. A banda
de amida I, observada em 1635 cm™ est4 relacionada com o estiramento C-N do grupo amina
da arginina, com uma pequena contribuicdo da deformacdo angular C-N-H, esta banda esta
associada com a conformagdo folha-B. Nos dados de CD podemos observar uma elevada

porcentagem de estrutura [ (paralela, antiparalela e volta-f3) do peptideo (KONG; YU, 2007).
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Figura 42 - Espectro de absorcédo infravermelho do cRGDfV.
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A banda de amida Il apresentou um pico em 1543 cm™' que é uma contribuicdo da
combinagdo do estiramento N-H e C-N com pequenas contribuicdes dos estiramentos

vibracionais C-O e C-C, esta banda ¢ caracteristica de peptideos ciclicos (STUART, 1997;
SUREWICZ, MANTSCH, 1988).

Tabela 22 - Posicdo das bandas e picos de amida do cRGDfV.

Descricdo  Numero de ondas (cm™) LigacOes
Amida A 3246 Estiramento N-H
Amida | 1635 Estiramento C=0
Amida Il 1543

Estiramento C-N, Deformagdo NH

O espectro de infravermelho do cRGDfK (Figura 43) apresentou uma banda intensa
em 3434 cm™ relacionada ao estiramento de N-H, o que pode estar relacionado com a
presenca do aminoacido lisina na estrutura do cRGDfK. A banda de amida I, observada em

1626 cm esta relacionada com o estiramento C=N do grupo amina do aminoacido lisina,
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com uma pequena contribuicao da deformagao angular C-N-H, esta banda est4 associada com
a conformagdo folha-f. Observamos nos dados de CD uma elevada porcentagem de estrutura

B (paralela, antiparalela e volta-f) do peptideo (KONG; YU, 2007).

Figura 43 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do cRGDfK.
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Tabela 23. Posicao das bandas e picos de amida da cRGDfK.

Descricdo  Numero de ondas (cm™) LigacGes

Amida A 3434 Estiramento N-H

Amida | 1626 Estiramento C=0

Amida Il 1534 Estiramento C-N, Deformagdo NH

As estruturas secundarias de proteinas podem ser analisadas nas bandas de amida | e
amida Il. No entanto, na de amida Il, surgem muitas vezes misturadas as bandas de
aminoacidos residuais. Assim, a amida | que corresponde as vibracdes de estiramento de
C=0 do grupo peptidico é mais utilizada para analise de estruturas secundarias de proteinas
(BARTH, 2007; BYLER; SUSI, 1986; SUREWICZ; MANTSCH, 1988; STUART, 1997).

Nos espectros de segunda derivada foi possivel observar as semelhangas entre as estruturas
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secundarias do peptideo cRGDfV e cRGDfK, como mostrado na Figura 44. Além disso, 0s
espectros de segunda derivada com picos claramente resolvidos podem ser associados com a
estrutura secundaria das desintegrinas (a-hélice, folha-$ e voltas-f3).

O espectro de infravermelho do cRGDfV e cRGDfK mostraram um pico maximo na
banda de amida I em 1634-1639 cm™ atribuivel a um alto contetido de folhas-B. A segunda
banda também indicou a presenca de uma estrutura folha-f em 1678 cm™ (ADOCHITEI;
DROCHIOIU, 2011).

Figura 44 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de segunda derivada do cRGDfV e
cRGDfK.
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Os resultados do espectro de segunda derivada do infravermelho servem para
confirmar os dados obtidos pelo dicroismo circular e confirmar a similaridade na estrutura
secundaria do cRGDfV e cRGDfK.
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5.5. Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas de quitosana sem e com

modifica¢des com PEG ap06s a encapsulacao com os peptideos cRGDfV e cRGDfK

55.1. Determinacédo do diametro médio, indice de polidispersidade e potencial
zeta das nanoparticulas
O didmetro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta das nanoparticulas de
quitosana apds encapsulacdo de cRGDfV e cRGDfK também foram determinados pela
técnica de espalhamento dinamico de luz. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 24.
Observa-se que ambos os peptideos encapsulados nas nanoparticulas com TPP apresentaram
didametro médios muito proximos, em torno de 159 nm e com baixo indice de polidispersdo, o
que indica que as nanoparticulas sdo monodispersas. Ja as nanoparticulas de PP ap0s
encapsulacdo dos inibidores de integrinas apresentaram diametros médios e indice de
polidispersdo maiores que as nanoparticulas obtidas com TPP, entretanto mantém-se
monodispersas.
Todas as nanoparticulas ap6s a encapsulacdo dos peptideos mantiveram o potencial
zeta elevado e positivo, o que demonstra a boa estabilidade fisica das nanoparticulas,

evitando que as mesmas se agreguem.

Tabela 24 - Diametro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta das nanoparticulas com
cRGDfV e cRGDfK.

Diametro Médio ol Potencial zeta
(nm) £ DP (mV) + DP
NPQS/TPP-cRGDfV 159,1£2,90 0,334 £0,2 35,0+ 1,58
NPQS/TPP-cRGfK 157,9+ 1,33 0,300+ 0,5 36,2 +£0,81
NPQS/P-cRGDfV 273,7+17,18 0,40+0,1 41,0+£1,25
NPQS/P-cRGDfK 2128+ 1,86 0,36 £ 0,08 39,0+£1,23

Amostras

As nanoparticulas modificadas com PEG também foram avaliadas quanto ao diametro
médio, Pdl e potencial zeta apds incorporacdo do cRGDfV e cRGDfK.

Na Tabela 25, podemos observar que apds adicdo de PEG nas nanoparticulas houve
um aumento do didmetro medio devido ao aumento da cadeia de PEG na superficie das

nanoparticulas.
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Tabela 25 - Determinacdo do didmetro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta das
nanoparticulas com PEG.

Diametro médio Potencial zeta
Amostras Pdl £ DP
(nm) £ DP (mV) + DP
NPQS/TPP-cRGDfV-PEG 20/1 226,2 + 3,14 0,438+ 0,02 29,8 +0,693
NPQS/TPP- cRGDfK-01-PEG 20/1 238,5+ 0,96 0,278 + 0,02 23,1+0,70
NPQS/P-cRGDfV-PEG 20/1 240,8 + 3,14 0,458 +0,07 29,4 +0,584
NPQS/P-cRGDfK-PEG 20/1 248,0 £ 6,30 0,425 + 0,09 29,5+1,04

5.5.2. Avaliacdo da eficiéncia de associacdo do cRGDfV e cRGDfK nas
nanoparticulas

Para a determinacdo da quantidade de cRGDfV e cRGDfK nas nanoparticulas, a
eficiéncia de associacdo foi determinada por espectroscopia de ultravioleta a 562 nm
utilizando o ensaio de BCA, onde o cRGDfV e cRGDfK livre foram separados das
nanoparticulas por ultracentrifugacdao 50,000 xg durante 15 minutos usando um filtro Amicon
Ultral5.

A fim de avaliar a eficiéncia de associacdo do cRGDfV e cRGDfK nas nanoparticulas
NPQS/TPP e NPQS/P, uma curva padrédo foi construida a partir de uma solugéo estoque de 1
mg.mL™! de solugdo de BSA, utilizada como proteina padrdo para determinagdo de outras
proteinas.

A curva analitica foi construida nas concentracdes de 10-80 pug.mL™! de BSA (Figura
45), e a partir da equacdo da regressao linear obtida, foi possivel determinar a concentracdo
de cRGDfV e cRGDfK livres no sobrenadante, que foi determinado pelo ensaio de proteina
BCA a 562 nm (CHEN; ZHANG; HUANG, 2007).
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Figura 45 - Curva padrdo de BSA, obtida por espectroscopia do UV-visivel a 562 nm.
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y=0,0125x +0,0171; r2=0,9993  (Eq. 5)

A Tabela 26 mostra os valores da eficiéncia de associacdo das nanoparticulas

calculados com base na equagéo 2.

Tabela 26 - Avaliacdo da eficiéncia de associacdo (EA) do cRGDfV e cRGDfK nas nanoparticulas.
[peptideo]jivre [peptideo]associada

Amostras EA (%)
(ng.mL") (hg.mL)

NPQS/TPP-cRGDfV 10,43 989,56 98,95
NPQS/TPP-cRGDfV-PEG 20/1 215,2 784,8 78,48
NPQS/P-cRGDfV 9,73 990,27 99,00
NPQSP-cRGDfV-PEG 20/1 158,4 841,6 84,16
NPQS/TPP-cRGDfK 315,7 684,3 88,43
NPQS/TPP-cRGDfK-PEG 20/1 2199 780,80 78,08
NPQS/P-cRGDfK 237,5 762,5 86,25
NPQS/P-cRGDfK-PEG 20/1 230,9 769,1 76,91

Os resultados obtidos para eficiéncia de associacdo neste trabalho variaram em torno
de 76-99% para as nanoparticulas de QS. Apds a adicdo do PEG as nanoparticulas,
observamos que a eficiéncia de associa¢do estd torno de 76-84%, esta diminuigdo pode ser
atribuida as menores interagdes eletrostaticas entre od inibidores de integrinas com a

quitosana devido a presenca de PEG que interage com a quitosana, este fato pode ter

hartone Priseila Rl



Resultados 131

contribuido para a diminuicdo da eficiéncia de associacdo do cRGDfV e cRGDfK nas

nanoparticulas.

55.3. Morfologia das nanoparticulas de quitosana sem e com modificacdo de
PEG encapsuladas com cRGDfV e cRGDfK por MEV
A anélise morfologica das nanoparticulas com cRGDfV (Figura 46) e cRGDfK

(Figura 47) sem e com PEG apresentaram-se com forma esférica.

Figura 46 - Fotomicrografias das NPQS/TPP-cRGDfV (a), NPQS/TPP-cRGDfV-PEG (b),
NPQSP-cRGDfV (c) e NPQS/P-cRGDfV-PEG (d).
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Figura 47 - Fotomicrografias das NPQS/TPP-cRGDfK (a), NPQS/TPP-cRGDfK-PEG (b),
NPQS/P-cRGDfK (c) e NPQS/P-cRGDfK-PEG (d).
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Pode-se concluir que a associacdo dos peptideos com as nanoparticulas néo

modificadas e modificadas com PEG nao alterou a forma esférica das nanoparticulas.

55.4. Caracterizacéo por espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier das nanoparticulas de quitosana sem e com modificacbes com PEG
encapsuladas com cRGDfV e cRGDfK
Os espectros de nanoparticulas de NPQS/TPP e NPQS/P com cRGDfV podem ser
visualizados na Figura 48 (a, b), respectivamente. Observar-se que as bandas referentes as
amidas da quitosana apresentaram deslocamento da banda de N-H que antes se apresentava
em 3444 cm e, apds encapsulacdo de cRGDfV, deslocou-se para 3411 cm, o que pode
indicar ligacOes de hidrogénio intra e intermoleculares do peptideo com grupamentos amino

protonados da quitosana, devido a presenca de bandas de amida | e Il na estrutura do
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cRGDfV. A banda de observada em 1543 cm™ que caracteristica de peptideos ciclicos esta
relacionada com o estiramento C-N do cRGDfV, esta banda aparece em ambas as
nanoparticulas com TPP e PP sem e com PEG, o que pode indicar a presenca do cCRGDfV nas
nanoparticulas (JIANG; HAN, 1998; YIN et al., 2014).

Figura 48 - Espectros de absor¢do na regido do infravermelho da NPQS/TPP-cRGDfV e
NPQS/TPP-cRGDfV-PEG (a) e NPQS/P-cRGDfV e NPQS/P-cRGDfV-PEG (b).
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As nanoparticulas com cRGDfK (Figura 49) também apresentaram um deslocamento
relacionado ao estiramento do N-H, o que pode indicar ligacdes de hidrogénio intra e
intermoleculares, possivelmente devido a presenca de aminoacidos como a arginina, glicina e
acido aspartatico presentes na estrutura da cRGDfK ou devido a presenca de grupamentos
N-H do grupo amino terminal presente no aminoacido lisina. A banda de amida | em 1633
cmt esta relacionada com o estiramento -CONH- do grupo amina e a banda em 1392 cm™*
caracteristico de banda de amida 111 (ALONSO et al., 1991; CSABA, KOPING-HOGGARD,
ALONSO, 2009). Todas as bandas caracteristicas da cRGDfK foram observadas nas
nanoparticulas de TPP e PP sem e com PEG, o que indica que cRGDfK esta presente nas
nanoparticulas (BARTH, 2007; SUREWICZ; MANTSCH, 1988; STUART, 1997).
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Figura 49 - Espectros de absorcdo na regido do infravermelho da NPQS/TPP-cRGDfK e
NPQS/TPP-cRGDfK-PEG (a) e NPQS/P-cRGDfK e NPQS/P-cRGDfK-PEG (b).
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Em ambos os espectros de NPQS/P com PEG foi observada uma diminuicdo da
intensidade da banda em 1635-1560 cm™, correspondente as bandas de amida I e Il do

peptideo.

5.5.5. Avaliacdo da interacdo das nanoparticulas de quitosana com a mucina

As propriedades mucoadesivas da QS e das nanoparticulas foram avaliadas pelo
monitoramento das interacdes destes sistemas com a glicoproteina mucina.

A interacdo entre a quitosana e a mucina € principalmente devido a forcas
eletrostaticas entre os grupos amino protonados (NH3*) do polimero e grupos carregados
negativamente da mucina, tais como grupos carboxilato (COO") ou sulfonato (SO)
(ANDREWS, LAVERTY, JONES, 2009; SVENSSON, THURESSON, ARNEBRANT,
2008).
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As nanoparticulas NPQS/TPP, NPQS/TPP-PEG, NPQS/P ¢ NPQS/P-PEG foram
testadas quanto a sua capacidade de se ligar a mucina por meio de interagdes eletrostaticas
entre polimero e mucina, o que pode contribuir para a interagdo com a mucosa nasal.

A Tabela 27 mostra que todas nanoparticulas de quitosana apresentaram excelente
habilidade em interagir com a mucina através de forgas eletrostaticas formadas entre os
grupamentos amina do polissacarideo e 0s grupos negativamente carregados da glicoproteina,
indicando seu potencial como carreadores mucoadesivos.

As nanoparticulas de quitosana podem favorecer a permanéncia das nanoparticula na
mucosa nasal o que pode melhorar a absor¢do da cRGDfK e do cRGDfV e facilitar a
passagem por meio das vias nervosas olfativas que se localizam na porg¢do superior da
cavidade nasal, na regido olfativa. Devido ao ambiente Unico do epitélio olfativo, é possivel
que inibidores de integrinas administradas por via nasal atinjam o SNC através de
mecanismos de transporte ao longo dos nervos olfativos. Outros estudos demonstram que as
nanoparticulas com superficie catidnica, como a quitosana, podem atravessar a BHE por uma
rota de transporte vesicular de substancias catiénicas que envolvem interacdo eletrostatica
entre cargas positivas da quitosana e cargas negativas da superficie endotelial, facilitando a
passagem de moléculas proteicas pela BHE (HERVE; GHINEA; SCHERMANN, 2008;
MAZZARINO et al., 2012).

Apdbs a modificacdo da superficie das nanoparticulas com o PEG, observamos uma
reducdo nao significativa nas intera¢cbes com a mucina, portanto, utilizar estas nanoparticulas
peguiladas por via nasal ainda seria uma estratégia interessante devido a mucopenetracao do
PEG na cavidade nasal . As nanoparticulas estericamente estabilizadas com PEG tem sido
usadas como estratégia para a liberacdo de peptideos/proteinas no cérebro (BASTARDO,
CLAESSON, BROWN, 2002; WANG et al, 2008; ZHANG, ZHANG, WU, 2008).

Tabela 27 - Eficiéncia de ligagdo das nanoparticulas com a mucina.

Amostras [mucinalivre (Mg.mL?)  [mucina]iigada (Ug.MmL?)  EL (%)
NPQS/TPP 47,7 952,3 95,23
NPQS/TPP-PEG 20/1 91,5 908,5 90,85
NPQS/P 49,6 950,4 95,04
NPQS/P-PEG 20/1 1244 875,6 87,56

Charlene Préiscila Ricl



Resultados 136

As nanoparticulas modificadas com PEG, com cRGDfV e cRGDfK, também foram
avaliadas e os resultados da eficiéncia de interagéo estdo apresentadas na Tabela 28.

Tabela 28 - Avaliacdo da eficiéncia de ligacdo das nanoparticulas com cRGDfV e cRGDfK com a
mucina.

Amostras [mucinalivre (Ug.MmL?)  [mucina]iigada (Mg.ML?)  EL (%)
NPQS/TPP-cRGDfV 71,98 1428,02 95,20
NPQS/TPP-cRGDfV-PEG 129,04 1370,96 91,39
NPQS/P-cRGDfV 79,08 1420,92 94,72
NPQS/P-cRGDfV-PEG 126,77 1373,23 91,54
NQS/TPP-cRGDfK 129,31 1370,69 91,37
NPQS/TPP-cRGDfK-PEG 143,54 1356,46 90,43
NPQS/P-cRGDfK 128,48 1371,52 91,43
NPQS/P-cRGDfK-PEG 138,08 1361,92 90,79

Os resultados sugerem que as nanoparticulas de quitosana apds a encapsulagcdo dos
peptideos continua interagindo com a mucina e esta interagdo pode estar associada as
interacdes eletrostaticas da QS com a mucina, pois as nanopaticulas apresentam carga
positiva, enquanto que a mucina no pH testado apresenta-se com carga negativa. Quando
PEG é adicionado as nanoparticulas ndo ha uma reducdo significativa da mucoadesdo, a
interpenetracdo das cadeias de PEG no muco pode ter contrubuido para EL se manter alta
mesmo apos a adicdo de PEG. Portanto, 0 mecanismo de mucoadesdo apos adicdo de PEG
esta associado a sua capacidade de mucopenetracdo (LAI; WANG; HANES, 2009).

5.6. Avaliacdo do efeito citotoxico, in vitro, das nanoparticulas de quitosana com e
sem modificacdo de PEG encapsuladas com os peptideos cRGDfV e cRGDfK sobre
celulas de GBMs

Este estudo abordara os efeitos dos inibidores de integrinas cRGDfV e cRGDfK nas
diferentes nanoparticulas obtidas frente a citotoxicidade em células de GBMs. Além disso,
outro parametro importante que sera discutido € a internalizagdo e competicdo com 0s
receptores celulares (integrinas). Seré avaliado a interacdo do cRGDfV e cRGDfK tanto na

forma livre quanto em nanoparticulas. Serdo discutidas as diferencas em termos da
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localizacdo dos inibidores nas nanoparticulas e quais 0s principais mecanismos de
internalizacdo celular que estdo envolvidos nas nanoparticulas com e sem modificacdo com
PEG.

5.6.1. Avaliacdo das integrinas avps e avps expressas em células de glioma

Sabe-se que os peptideos cRGDfV e cRGDfK integarem com integrinas avf3 e owfs ,
portanto o0 objetivo deste estudo € avaliar a expressdo destas integrinas em diferentes
linhagens de GBMs.

O foco nas integrinas da série av é por conta da sua elevada expressdo em
glioblastoma. As integrinas sdo superexpressas na superficie das células tumorais facilitando
0 crescimento, sobrevivéncia e formacdo de novos vasos. Assim, bloquear a funcdo das
integrinas em células de gliomas usando cRGDfV e cRGDfK pode produzir um efeito
anti-antitumoral pois ambos inibidores de integrinas se ligam ¢ inibem as integrinas avfp3 €
o fs.

Para determinar a expressdo das integrinas avps e avPs em células de gliomas U251
and U87-sensivel e resistante a temozolamida, LN229, LN18 e T98G (Figura 50), as células
foram submetidas a coloracéo utilizando hematoxilina. A hematoxilina ira colorir o nicleo da
célula, e a cor vermelha no citoplasma indica a presenga das integrinas avfB3 and owps.

Os resultados mostram que as células de glioma U-87-sensivel e resistente, LN229 e
T98G apresentaram alta expressdo de avBs e avfs (Figura 50). As células U251-sensivel e
resistante, ndo apresentaram alta expressdo de avf3 integrina, porém apresentaram moderada
expressdo de avfs. As células LN18 ndo apresentaram expressao de ambas integrinas e pode
ser considerada como negativa para expressdo de avBs e avPs. As células sem o anticorpo
primario avfBs e avPs ndo apresentaram coloracdo vermelha, como era o esperado, pois séo
consideradas controle negativo.

Todas as células que apresentaram alta expressao de integrinas poderdo ser utilizadas
para 0s proximos experimentos in vitro. Entretanto, como este experimento foi realizado no
laboratério de Patologia da Univesity of Southern California, ndo foi possivel utilizar todas as
celulas para os experimentos in vitro de citotoxicidade e internalizacdo realizados no Brasil,
portanto optou-se por utilizar a célula U87 que tem uma elevada expressdo de ambas as

integrinas avaliadas e que sdo de interesse para a interacdo com cRGDfV e cRGDfK.
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Figura 50 - Coloragéo para os anticorpos avfs and avfs em células de glioma. Magnificacdo 20x.
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.

A Tabela 29 mostra a expressdo das integrinas nas células de glioma baseado nas

figuras acima.
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Tabela 29 - Intensidade de expressdo de integrinas em células de gliomas.

Células avfs ovPs
U215S + ++
U251R + ++

us7s +++ +++
U87R +++ +++
LN229 ++ ++
LN18 - -
T98G ++ +++

Legenda: + fraca ; ++ moderada; +++ forte.

5.6.2. Avaliacdo da citotoxicidade, in vitro, das nanoparticulas de quitosana sem
e com modificagdo com PEG encapsuladas com cRGDfV em linhagens de células
U87 utilizando método do MTT

A citotoxicidade das nanoparticulas NPQS/P e NPQS/TPP encapsuladas com

cRGDfV sem e com modificacdo com PEG foram avaliados somente em células U87.

A liberacdo seletiva e o direcionamento de biofarmacos para o tumor € um grande
desafio para uma efetiva terapia do cancer. A superexpressao de varios receptores sobre as
células tumorais € uma caracteristica estrutural e bioguimica que distingue as células
tumorais das células normais. As integrinas sdo cruciais na adesao, sinalizacdo, viabilidade e
motilidade celular em células tumorais (AVRAAMIDES, GARMY-SUSINI, VARNER,
2008; BORNSTEIN, SAGE, 2002).

Sendo assim, os inibidores de integrinas cRGDfV e cRGDfK tém sido muito estudada
como alternativa terapéutica no tratamento de glioblastoma com o objetivo de inibir a acdo
das integrinas expressas nas células do tumor, especialmente as integrinas avf3 € avfs,
inibindo assim a proliferacdo, a adesdo e migracao das células tumorais.

Os inibidores de integrinas cRGDfV e cRGDfK possuem a sequéncia adesiva RGD
(arginina, glicina, acido aspartético) através da qual se ligam especificamente as integrinas
RGD-dependentes como as integrinas avfs e ovPs, presente nas células do glioblastoma
(AVRAAMIDES, GARMY-SUSINI, VARNER, 2008; KONSTANTOPOULOS; THOMAS,
2009; DESGROSELLIER; CHERESH, 2010).
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Com o objetivo de avaliar a importancia e especificidade da interacdo do cRGDfV e
cRGDfK com as integrinas, o ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando células U87
que apresentam alta expressdo da integrina avfs e ovps (CHATERJEE et al., 2000;
MATTERN et al., 2005).

A Figura 51 apresenta os resultados com a célula U87 tratadas com cRGDfV em
solugdo, NPQS/TPP e NPQS/P e ambas modificadas com PEG. E possivel notar que quando
0s peptideos estdo em solucdo ocorreu um efeito citotoxico mais elevado para as maiores
concentragdes (20 e 30 pg/mL) quando comparado com o0s peptideos encapsulados em
nanoparticulas. A analise estatistica usando comparagdes multiplas por Tukey’s (p > 0,05)
demonstrou que ha diferenca significativa em relacdo ao peptideo em solucdo e em

nanoparticulas para a maior concentracao (30 pg/mL).

Figura 51 - Viabilidade celular das células U87 ap6s 24 horas de exposi¢do ao MTT.
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Em ambas as nanoparticulas modificadas com PEG ou ndo, é possivel observar que o
cRGDfV em solugdo promoveu uma reducdo significativa da viabilidade celular em células
U87 quando comparado com cRGDfV em nanoparticulas. Entretanto, na analise estatistica
observou-se que o0 peptideo na concentracdo de 5 pg/mL ndo obteve diferenca significativa
em relacdo as nanoparticulas com concentracdo de 20 pg/mL de peptideo encapsulado,
concluindo que para as nanoparticulas apresentarem um efeito semelhandte ao peptideo em
solucdo é necessario uma dose maior de peptideo encapsulado. O fato de ndo sabermos
exatamente onde o cRGDfV e o cRGDfK estdo localizados nas nanoparticulas, pode ter
interferido na ligacdo dos inibidores de integrinas com o motivo RGD das integrina levando a
um menor efeito citotdxico. O mecanismo pelo qual as células tiveram uma reducdo maior na
viabilidade celular com o peptideo em solucéo pode ser devido a uma maior interacdo com as
integrinas expressas nas células enquanto que o peptideo em nanoparticulas pode ndo estar
disponivel para interagir com as integrinas.

Entretanto ndo podemos esquecer que a administracdo de inibidores de integrinas
terapéuticas € limitada principalmente pela sua baixa biodisponibilidade e susceptibilidade a
degradacdo acida e enzimatica em fluidos biologicos, portanto, a associacao destes inibidores
de integrinas com as nanoparticulas pode ser uma estratégia promissora principalmente
porque tém como vantagens impedir a degradacdo nos fluidos biolégicos mantendo a
funcionalidade do cRGDfV e cRGDfK para interagir com as integrinas expressas nos GBMs.
(DUDHANI; KOSARAJU, 2010; FUNDUEANU et al., 2004; GAVINI et al., 2006).

5.6.3. Avaliacdo da citotoxicidade, in vitro, das nanoparticulas de quitosana sem

e com modificacdo de PEG encapsuladas com cRGDfK em linhagem de célula U87
utilizando método do MTT

A Figura 52 demonstra as diferencas de citotoxicidade em células U87 de glioma das

nanoparticulas de quitosana encapsuladas com cRGDfK com e sem modificacdo com PEG .

E possivel observar que o peptideo cRGDfK em solugdo apresentou um efeito citotoxico

significativo (P > 0,05) nas menores concentracdes comparado com o cRGDfK encapsulado

nas nanoparticulas. A analise estatistica demonstrou que ndo ha diferenca significativa em

relacdo ao peptideo na concentragdo de 15 pg.mL? de peptideo em solugdo em relacio a

concentracdo de 50 pg.mL? do peptideo nas nanoparticulas. O mesmo comportamento foi
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observado para o cRGDfV, concluindo que ha a necessidade de uma maior concentragdo de
peptideo encapsulado para obter uma citotoxicidade equivalente a menores concentragcdes do
peptideo em solucdo. Como ja foi comentando acima, esta diferenca pode estar relacionada
com disponibilidade do motivo RGD do cRGDfK e a sua localizagdo nas nanoparticulas,
reduzindo a interagdo com as integrinas. (NABORS, MIKKELSEN, ROSENFELD, 2007).

Figura 52 - Viabilidade celular das células U87 ap6s 24 horas de exposi¢do ao MTT.
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Podemos concluir que as nanoparticulas de quitosana sem e com modificagdo com
PEG encapsuladas com os peptideos cRGDfV e cRGDfK foram citotdxicas para as células
U87 e portanto, as ambas as nanoparticulas podem ser exploradas para a administracdo nasal

a fim de atingir o alvo que sdo os GBMs.

5.6.4. Avaliacdo da captacdo das nanoparticulas de quitosana sem e com
modificacdo com PEG pelas células U87 por citometria de fluxo

Os estudos de captacdo celular foram realizados com o objetivo de investigar as
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diferencas nos mecanismos de captacdo das nanoparticulas sem e com modificacdo com PEG
encapsuladas com cRGDfV e cRGDfK.

As células U87 foram incubadas durante 1 h com as diferentes formulages, de forma
a avaliar se o peptideo cRGDfV e cRGDfK encapsulados nas nanoparticulas sofrem alteracédo
na especificidade de interacdo com as integrinas avf33 e owfPs superexpressas em células U87
de glioma.

As Figuras 53 e 54 demonstram a associacdo e captacdo das nanoparticulas
NPQS/TPP, NPQS/P sem e com modificacies com PEG. E possivel observar que as
nanoparticulas NPQS/TPP e NPQS/P sem e com PEG sofrem a captagcdo por mecanismos
inespecificos pois indepente da presenca do cRGDfV e cRGDfK, a porcentagem de células

internalizadas se mantém a mesma.

Figura 53 - Captacdo das nanoparticulas NPQS/TPP e NPQS/P encapsuladas com cRGDfV e
cRGDfK pelas células U87 (incubag&o por 1 hora).
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Figura 54 - Captacdo das nanoparticulas NPQS/TPP-PEG e NPQS/P-PEG encapsuladas com cRGDfV e cRGDfK pelas células U87 (incubacdo por 1 hora).
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5.6.5. Estudos de competicdo dos peptideos cRGDfV e cRGDfK encapsuladas
em nanoparticulas de quitosana (sem e com modificacdo de PEG) em células U87
por citometria de fluxo

Os estudos de competicdo tiveram como objetivo confirmar se as nanoparticulas
NPQS/TPP, NPQS/P sem e com PEG encapsuladas com cRGDfV e cRGDfK competem pelo
mesmo receptor de integrinas. Neste experimento um competitidor de integrinas, o cRGDfC,
foi incubado 2 horas antes da adicdo das nanoparticulas encapsuladas com cRGDfV e
cRGDfK para que haja saturacdo das integrinas expressas nas superficies das células. Assim,
sera possivel determinar se a interacdo das desintegrinas encapsuladas nas nanoparticulas foi
mediada pelas integrinas.

As Figuras 55 e 56 confirmam que as nanoparticulas encapsuladas com cRGDfV e
cRGDfK néo sofre mecanismo de internalizacdo mediado pelas integrinas. Observamos que
mesmo na presenca do competidor que saturou as integrinas, a internalizacdo continua a
ocorrer e as porcentagens de nanoparticulas internalizadas continuam sendo equivalente ou
até mesmo maiores aos do experimento de internalizacdo em que ndo ha presenca do

competidor.

Charlene Priscila Kiill



Resultados 148

Figura 55 - Estudo de competicdo de NPQS/TPP e NPQS/TPP-PEG encapsuladas com cRGDfV e
cRGDfK em células U87.
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Figura 56 - Estudo de competicdo de NPQS/P e NPQS/P-PEG encapsuladas com cRGDfV e

cRGDfK em células U87.
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Avaliacdo das nanoparticulas de quitosana funcionalizadas com o peptideo

cRGDfK acoplado na superficie como estratégia para aumentar a interacdo com as

integrinas expressas nos GBMs

Os resultados de citotoxicidade e efeito na internalizacdo das nanoparticulas de

quitosana encapsuladas com cRGDfV e cRGDfK demonstraram que ndo ha interacdo direta

com as integrinas expressas na superficie das células de GBMs, entretanto, um efeito
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citotoxico é observado quando as cRGDfV e cRGDfK estdo encapsulados. Pensando em
avaliar como seria o efeito dos inibidores de integrinas se nédo estivesse encapsulados nas
nanoparticulas, pensou-se em adotar outra estratégia que é o utilizacdo das nanoparticulas de
quitosana funcionalizadas com cRGDfK. Esta estratégia pode promover um aumento da
citotoxicidade e da interagdo com as integrinas expressas nos GBMs. Para isto foi proposto a
funcionalizacdo das nanoparticulas com cRGDfK, este inibidor de integrina pode ser
funcionalizada devido a presenca do aminoacido lisina que apresenta um grupo amino
terminal, diferentemente do cRGDfV que apresenta um aminoacido valina e um grupo metil
terminal que ndo permite acopla-lo & superficie das nanoparticulas. As nanoparticulas de
quitosana serdo modificacadas por meio de interagcdes covalente como polietilenoglicol e o
cRGDfK serd acoplado na superficie das nanoparticulas. Serdo abordados os parametros
fisico-quimicos das diferentes nanoparticulas de quitosana com TPP e PP que foram
escolhidas no planejamento fatorial e serdo funcionalizadas com cRGDfK. Pretende-se
avaliar se o fato do cRGDfK estar na superficie das nanoparticulas promove uma interacao
mais especifica com as integrinas expressas nos GBMs e se este fator poderia promover
diferencas nos efeitos citotoxicos e na internalizacdo das nanoparticulas nas células de
GBMs.

Estas nanoparticulas funcionalizadas com cRGDfK podem utilizadas como estratégia
para aumentar a interagdo com as integrinas expressas nos GBMs e podem ser tanto
exploradas para administracdo endovenosa, ja que sdo modificadas covalentemente com
PEGs promovem um aumento do tempo de residéncia na corrente sanguinea devido a
diminuicdo do reconhecimento das nanoparticulas pelos sistema fagocitario, além de
promover um aumento da captacao pelas células endoteliais do lGmem cerebral, por meio de

mecanismos de transporte endociticos.

5.7.1. Desenvolvimento e caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas de
guitosana funcionalizadas com cRGDfK

Como ja foi descrito na revisdo o cRGDfK tem demonstrado elevada especificidade

pela integrina avPs € avPs que sdo altamente expressas em GBMs. Através de uma reacéo

quimica entre as amina reativas do cRGDfK  foi possivel a conjugacao das nanoparticulas de
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quitosana de forma covalente com o PEG. O objetivo desta metodologia é desenvolver
nanoparticulas com o cRGDfK acoplado na superficie das nanoparticula e demonstrar que ele
mantém a sua funcionalidade. O objetivo de acoplamento do cRGDfK na superficie das
nanoparticulas serd o aumento do acumulo das nanoparticulas no tumor por meio de
interacGes especificas com as integrinas e promover um aumento da acdo anti-tumoral por
meio da inibicdo das integrinas ovBs e ovPs. Essas nanoparticulas funcionalizadas com
cRGDfK podem ser posteriormente utilizadas para a encapsulacdo de farmacos ou agentes de
contraste para serem usado no diagnostico por imagem.

A modificacdo da superficie das nanoparticulas de QS foram desenvolvidas utilizando
0 metoxil-PEG (2k) e o maleimida-PEG (2k), ambos com um grupamento
N-hidroxisuccinimida (NHS), o maleimida-PEG foi utilizado para a bioconjugacdo do
cRGDfK na superficie das nanoparticulas (KIM et al., 2008, MALHOTRA, TOMARO-
DUCHESNEAU, PRAKASH, 2013; PATIL, GAIKWAD, 2011).

Inicialmente as nanoparticulas de QS ndo funcionalizadas, foram peguiladas por meio
de uma reacdo com o metoxil-PEG-NHS (MPEG-NHS), os grupamentos NHS reagem com as
aminas primarias desprotonadas da QS por ataque nucleofilico e 0 NHS é liberado como é
demostrado na Figura 57.

A etapa seguinte foi o desenvolvimento das nanoparticulas funcionalizadas com
cRGDfK por meio de interacdes com o grupamento maleimida do maleimida-PEG-NHS
(Mal-PEG-NHS). A reacdo ocorreu como mostra a Figura 58. Na etapa 1, as nanoparticulas
foram incubadas durante 2 horas com um excesso de Mal-PEG-NHS, apés este periodo, o
mPEG-NHS foi adicionado nas nanoparticulas e a reacdo foi incubada por mais 2 horas. A
adicdo de mPEG-NHS revestiu toda a superficie das nanoparticulas ja que Mal-PEG-NHS foi
usado em concentracdo menores e ira participar da bioconjugacdo do cRGDfK na superficie
das nanoparticulas (MALHOTRA, TOMARO-DUCHESNEAU, PRAKASH, 2-013).
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Figura 57 - Nanoparticulas de quitosana covalentemente modificadas com PEG e funcionalizadas

com cRGDfK.
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O diametro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta das nanoparticulas ndo

funcionalizadas e funcionalizadas com cRGDfK foram determinadas pela técnica de

espalhamento dinamico de luz.

Os resultados estdo demonstrados na Tabela 30, observa-se que ha um aumento do

didmetro médio das nanoparticulas ap6s a funcionalizagdo com o cRGDfK. Este aumento

pode ser associado a presenca de dois tipos de PEG que recobrem a superficie das

nanoparticulas, levando ao aumento do didametro devido a cadeia de PEG que se estende na
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superficie das nanoparticulas. Todas as nanoparticulas se apresentaram com Pdl abaixo de

0,4, indicando um sistema bastante homogéneo.

O potencial zeta das nanoparticulas também foi avaliado, observamos que todas as

nanoparticulas apresentam uma diminuicdo do potencial zeta devido a presenca de PEG,

apesar dessa diminuicdo as nanoparticulas ainda apresentam boa estabilidade fisica, pois ndo

foi observado a presenca de agregados.

Tabela 30 - Diametro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta das nanoparticulas nao

funcionalizadas (NF) e funcionalizadas (F) com cRGDfK.

) ) Potencial
Didmetro Médio
Amostras zeta(mV) Pdl
(nm) £ DP
DP
NPQS/TPP-NF 176,8 £ 2,99 28,30 £ 0,30 0,24 £ 0,02
NPQS/TPP-F-cRGfK 237+54 2264+104 0,35+1,84
NPQS/P-NF 215+ 1,27 29,58 + 0,09 0,27 £ 0,04
NPQS/P-F-cRGDfK 249+ 1,6 23,09+£0,34 0,38+0,63
5.7.2. Morfologia das nanoparticulas de quitosana funcionalizadas com

cRGDfK

A anélise morfoldgica das nanoparticulas ndo funcionalizadas (Figura 58 a.c) e

funcionalizadas com cRGDfK (Figura 58 b,d) apresentaram-se com forma esférica e uma

distribuicdo de diametro entre 30-100 nm. Esta discrepancia entre o espalhamento dinamico

de luz e 0 MEV pode ser relacionada ao fato da técnica de espalhamento ter sido realizado

em ambiente aquoso e nos forneceu o raio hidrodindmico das nanoparticulas, enquanto que o

SEM nos fornece o diametro da forma em estado liofilizado. Adicionalmente, alguns

agregados podem ser observados e podem ser referentes ao processo de liofilizacdo das

nanoparticulas.
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Figura 58 - Morfologia das nanoparticulas NPQS/P néo funcionalizada (a), NPQS/P funcionalizada
com cRGDfK (b), NPQS/TPP ndo funcionalizada (c) e NPQS/P funcionalizada com cRGDfK (d).

—-— 100nm IQ-UNESP 10/16/2015

WS 100nm IQ-UNESP  10/16/2015 2.00kV SEI  SEM WD 7.5mm  4:55:20

X 50,000 2.00kxV SEI SEM WD 7.6mm 5:04:09

e
e

-
— 100nm IQ-UNESP 2/3/2016
X 50,000 2.00kV SEI SEM WD 7.4mm 9:06:33

— 100nm IQ-UNESP 2/3/2016
X 50,000 2.00kV SEI SEM WD 7.4mm 9:07:24

5.7.3. Caracterizacdo das nanoparticulas funcionalizadas com cRGDfK por
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Os espectros de nanoparticulas de NPQS/P e NPQS/TPP ndo funcionalizadas e
funcionalizadas com cRGDfK podem ser visualizados na Figuras 59.

No espectro da NPQS/P e NPQS/TPP as bandas apresentadas nas Figuras 30 e 31,
mostraram uma banda de N-H que é de 3427 cm™ e 3411 cm™. Ap6s a peguilagdo com
mMPEG apresentadas na Figura 59 (a,b), essas bandas apresentaram um deslocamento para
valores maiores, em 3458 cm™ e 3421 cm™ que pode indicar a formacédo de ligacGes de

hidrogénio entre os mMPEG e O-H da QS presente nas nanoparticulas. As bandas de amida
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para NPQS/P e NPQS/TPP aparecem em 1643 cm™ e 1650 cm™, repectivamente, apds a
adicdo dos PEGs ha um deslocamento das bandas para valores menores em 1636 cm™ e 1621
cm?, indicando ligacdes entre as bandas de amida | com os grupos NHS de ambos os PEGs
(BHATTARAI et al., 2005).

Nos espectros de nanoparticulas funcionalizadas com cRGDfK (Figura 59 a,b), as
bandas de amida | ap6s o acoplamento do peptideo nas nanoparticulas, deslocou-se para
valores maiores em 1650 cm™ e 1636 cm™ para NPQS/P-F e NPQS/TPP-F demonstrando que
este deslocamento pode ser associado as novas interacdes intermoleculares entre o cRGDfK e
os PEGs atribuidos a ligagdes de hidrogénio que alteram a frequéncia de oscilagdo das bandas
de O-H e amida | mostrando que o acoplamento a superficie foi realizado com sucesso
(BHATTARAI et al., 2005; JIANG; HANG, 1998).

Figura 59 - Espectros de absorcdo na regido do infravermelho da NPQS/P-NF, NPQS/P-F com
cRGDfK (a) e NPQS/TPP-NF e NPQS/TPP-F com cRGDfK (b).

(a) (b)
NPQS/P-NF
NPQS/TPP-NF
110 - 110 4
100 100
90 4
90 80
80 - 70 4
70 gg ]
60 40 4
5] NPQS/P-F-cRGDfK 30
NPQS/TPP-F-cRGDfK
120 110 -
100 - 100
90 ]
80 80 4
= 704
60 X 60
40 - 50 4
20 4 ‘3‘8:

cRGDfK
cRGDfK

% T

/

Amidal  Amida |1

T T T T T T 1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 T T T T T T |

4 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de ondas (cm™) P
Numero de ondas (cm™)

Charlene Priscila Kiill



Resultados 156

5.74. Avaliacdo da citotoxicidade, in vitro, das nanoparticulas de quitosana
funcionalizadas com cRGDfK em linhagem de célula U87 utilizando método do
MTT

O peptideo cRGDfK tem sido muito explorado para o diagnostico e também para
terapéutica em GBMs pois a funcionalizacdo das nanoparticulas com cRGDfK pode
promover uma interacdo e interanalizacdo especifica via integrinas, o que pode aumentar a
eficacia de farmacos e agentes de diagnostico encapsulados nas nanoparticulas, pois serdo
direcionados diretamente para o ambiente tumoral.

A Figura 60 demonstra o efeito citotéxico do cRGDfK em solucdo e acoplado a
superficie das nanoparticulas. Observamos que o fato do cRGDfK estar na superficie das
nanoparticulas promove uma interacdo especifica e elevada com as integrinas. A
citotoxicidade das nanoparticulas funcionalizadas e do cRGDfK em solucdo € bastante
semelhante, assim, podemos concluir que para uma maior citotoxicidade do cRGDfK é
preciso que ele esteja na superficie das nanoparticulas.
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Figura 60 — Avaliacdo da citotoxicidade do cRGDfK em solucdo e acoplado a superficie das
nanoparticulas de QS em células de U87 de glioma. 24 horas de tratamento.
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Assim com o objetivo de desenvolver as nanoparticulas para serem utilizadas para a
terapia e diagnostico por imagem de GBM, as nanoparticulas funcionalizadas com o cRGDfK
parecem ser interessantes pois poderdo promover uma interacdo especifica com as integrinas

promovendo um efeito mais citotdxico nas células de GBMs.

5.7.4.1. Avaliacdo da captacdo das nanoparticulas funcionalizadas com cRGDfK
pelas células U87 por citometria de fluxo
Os estudos de captacdo celular foram realizados com o objetivo de investigar as
diferencas nos mecanismos de captacdo do cRGDfK em solucdo e das nanoparticulas
funcionalizadas com o cRGDfK na superficie.
As células U87 foram incubadas durante 1 h com as diferentes formulac@es, de forma
a avaliar se a presenca do cRGDfK ou cRGDfK na superficie das nanoparticulas altera a

especificidade de interacdo com as integrinas avps € avfs superexpressas em células U87 de
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glioma.
Com o objetivo de demonstrar o aumento da afinidade do cRGDfK pelas integrinas, a
Figura 61 demonstra que com o aumento da concentracdo do peptideo ha uma aumento

progressivo na captacdo possivelmente mediada pelas integrinas.

Figura 61 - Avaliacdo da captacdo do cRGDfK pelas células U87 em funcdo do aumento da
concentracao.
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Os resultados seguintes da Figura 62 tem o objetivo de confirmar se NPQS/P-NF e
NPQS/TPP-NF tem uma captacdo menos elevada do que as nanoparticulas funcionalizadas
com cRGDfK. Também ser& possivel avaliar se o peptideo consegue manter a afinidade
pelas integrinas ovBs € avPs apds o acoplamento a superficie das nanoparticulas.

Ambos os sistemas ndo-funcionalizadas e funcionalizadas com cRGDfK podem
chegar ao tumor através do efeito EPR, porém o mecanismo de internalizacdo ativo pelas

células tumorais s6 ocorre quando o cRGDfK esta na superficie das nanoparticulas. A
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vantagem de usar um sistema funcionalizado que direciona as nanoparticulas para o tumor é
que tanto farmacos antitumorais, quanto agentes de imagem para uso em diagnéstico podem
ser encapsulados nas nanoparticulas e liberados diretamente no tumor promovendo um
aumento tanto da eficicia terapéutica quanto do diagndstico por imagem. Além disso,
nanoparticulas que interagem especificamente com as integrinas podem promover um
aumento da citotoxicidade, o que foi demonstrado em experimentos com as células U87,
onde as nanoparticulas funcionalizadas com o cRGDfK foram mais citotoxicas.

Na Figura 62 ¢é possivel observar que a captacdo das nanoparticulas néo
funcionalizadas é diminuida, enquanto que as nanoparticulas funcionalizadas com cRGDfK
sofrem uma maior captacdo intracelular. Nota-se que had uma aumento da captacdo quando o
cRGDfK esta na superficie das nanoparticulas e estd captacdo pode ser mediada pela

interacdo com as integrinas expressas na superficie das células de GBMs.
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Figura 62 - Captagdo das nanoparticulas NPQS/TPP-NF, NPQS/P-NF e NPQS/TPP-F, NPQS/P-F

com cRGDfK pelas células U87 (incubagéo por 1 hora).
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5.7.4.2. Estudo de competicdo das nanopa

em células U87 por citometria de fluxo

rticulas funcionalizadas com cRGDfK

Os estudos de competicdo tiveram como objetivo confirmar se as nanoparticulas

funcionalizadas com cRGDfK compete com o inibidor através da interagcdo com as integrinas.

Os estudos de competicdo para as nanoparticulas funcionalizadas demonstram que

quando ha presenca do competidor, consequenteme

nte ha uma diminuicdo da internalizacéo

das nanoparticulas (Figura 63). Podemos concluir que o competidor e 0 cRGDfK presente na

superficie das nanoparticulas funcionalizadas competem pelo mesmo sitio de ligacdo que € o

motivo RGD das integrinas, assim conclui-se que o principal mecanismo de internalizacao

destas nanoparticulas é mediado pela interacdo com

das células das células de glioma.

as interginas superexpressas na superficie
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Figura 63 - Estudo de competicdo de NPQS/TPP e NPQS/P funcionalizadas com cRGDfK em células
uay7.
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5.7.5. Avaliacdo da captacdo das nanoparticulas de quitosana funcionalizadas
com cRGDfK por microscopia confocal

As Figuras 64-67 mostram as diferencas de internalizagdo das nanoparticulas nédo

funcionalizadas e funcionalizadas com cRGDfK. Ambas as nanoparticulas estdo marcadas

com Rodamina e que apresentam-se na imagem em vermelho, o citoplasma esta marcado

com faloidina e o ntcleo da célula foi corado com Hoestch 3342 apresentando-se em azul. E

possivel visualizar a presenca das nanoparticulas no interior das células no citoplasma celular

e préximas ao nucleo.
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Figura 64 - Avaliacdo da captacio das NPQS/P-NF por microscopia confocal. Magnificacdo de 100x.
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Figura 65 - Avaliacdo da captacdo das NPQS/P-F com cRGDfK por microscopia confocal.
Magnificacdo de 100x.
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Figura 66 - Avaliacdo da captacdo das NPQS/TPP-NF por microscopia confocal. Magnificacdo de
100x.
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Figura 67 - Avaliacdo da captacdo das NPQS/TPP-F com cRGDfK por microscopia confocal.
Magnificacdo de 100x.

As fotomicrografias demonstram que as nanoparticulas NPQS/P e NPQS/TPP
funcionalizadas com cRGDfK apresentaram uma maior internalizacdo intracelular do que as
nanoparticulas ndo funcionalizadas com este inibidor de integrina. A Figura 68 expressa a
média da intensidade de fluorescéncia (somente para a rodamina), assim € possivel visualizar
a intensidade de fluorescenia das diferentes nanoparticulas e analisar qual obteve uma maior
internalizac3o, a analise foi realizada com o auxilio do software ImageJ®.

A andlise estatistica (ANOVA e Tukey’s) revelou que ambas as nanoparticulas
funcionalizadas com cRGDfK apresentaram um aumento significativo (P > 0,05) da

internalizacdo, o qual foi 1.6 vezes maior que as nanoparticulas sem a presenca do cRGDfK.
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Figura 68 - Comparacdo da internalizagcdo das nanoparticulas ndo funcionalizadas e funcionalizadas
com cRGDfK através da média de intensidade de fluorescéncia (rodamina) com auxilio do software
ImageJ®. Resultados expressos para um total de 20.000 células (ANOVA, P > 0,05).
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Com os resultados obtidos € possivel concluir que a presenca de cRGDfK na
superficie das nanoparticulas promove um aumento da captacgdo e internalizacéo pelas células
U87 devido a elevada expressdo da integrinas ovps e ovPs. Estes sistemas podem ser
potenciais sistemas de liberacdo de famacos antitumorais para terapia e diagnostico nos
GBM:s.

5.8. Desenvolvimento de nanoparticulas de carboximetilquitosana encapsuladas com
Gd-DTPA como estratégia para a terapia e diagndstico por imagem utilizando
ressonancia magnética de imagem

Este item ird tratar do desenvolvimento e caracterizagdo de nanoparticulas de
carboximetilquitosana encapsuladas com gadolinio-&cido dietilamino penataacetico (DTPA)
e funcionalizadas com a desintegrina vicrostatin como estratégia para o diagnostico por
imagem utilizando ressonancia magnética de imagem. Serdo abordadas as diferencas de

tamanho de cadeia dos espacadores de polietilenoglicol usados para acoplar a desintegrina
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vicrostatin, e como este tamanho de cadeia pode influenciar na internalizacdo das
nanoparticulas pelas células de glioma. Além disso, serdo apresentadas as diferencas em
termos de internalizacdo quando esta desintegrina esta presente na superficie das
nanoparticulas comparado com as nanoparticulas que foram peguiladas mas ndo foram
funcionalizadas com vicrostatin. Estes estudos foram realizados em colaboracdo com a
University of Southern California, Los Angeles,. Os resultados ndo sdo muito detalhados

porque sdo parte de uma patente que esta em elaboracdo nos Estados Unidos.

5.8.1. Desenvolvimento das nanoparticulas de carboximetilquitosana
encapsuladas com gadolinio-DTPA

Nos ultimos anos o uso de agentes de contraste para diagndstico por imagem
utilizando ressonancia magnéetica de imagem (RMI) tem aumentado drasticamente na area de
pesquisa e na pratica clinica. O principal agente de contraste utilizado na clinica € o
Magnevist® (469 mg.mL™ of Gd-DTPA-dimeglumina e 69 mg.mL"! de puro gadolinio), o
qual tem sido administrado e mais de 20 milhGes de pacientes nos ultimos 10 anos de uso
clinico.

E uma agente de contraste bastante estavel, entretanto a sua forma convencional
apresenta algumas limitagcdes que sdo a rapida eliminacdo da circulagdo sanguinea e a nao
transposicdo de barreiras e o baixo acimulo no tumor. Na tentativa de minizar esses
problemas, o presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de nanoparticulas de
carboximetilquitosana  (CMQS) encapsuladas com  gadolinio-DTPA-dimeglumina
(Gd-DTPA). Com o objetivo de aumentar a meia-vida do gadolinio e promover um aumento
da internalizacdo pelas células tumorais de GBMs, as nanoparticulas de CMQS foram
peguiladas como descrito no item 4.2.2, e serdo funcionalizadas com a desintegrina
vicrostatin. O objetivo é promover uma maior interacdo do sistema funcionalizado com as
integrinas promovendo um aumento da internalizacdo mediada por integrinas, esta estratégia
pode levar ao um aumento da concentracdo do gadolinio no tumor levando a um aumento da
sensibilidade e resolucdo do diagnostico por RMI. Esta é uma estratégia promissora para ser

usada como terapia e como diagnastico por imagem em GBMs.
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CMQS que é um polimero derivado da QS contém grupamentos carboxil e amino em
sua estrutura, e é solivel em pH fisioldgico. Estas vantagens fizeram com que este polimero
fosse escolhido para o desenvolvimento das nanoparticulas com gadolinio-DTPA, uma vez
que este agente de contraste deve ser administrado pela via endovenosa e apresenta-se estavel
somente em pH fisioldgico. Estes grupamentos amino e carboxil foram explorados para o
desenvolvimento das nanoparticulas por meio de interaces eletrostaticas dos grupamentos
amino da CMQS com os grupos carboxilicos do Gadolinio-DTPA-dimeglumina. (INOUE et
al., 1997; INOUE; YOSHIZUKA; OHTO, 1999), como é demonstrado na Figura 69.

Figura 69 - Esquema da formacdo das nanoparticulas e interacdo eletrostaticas entre CMQS e

Gd-DTPA.
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Fonte: Proprio Autor.

As nanoparticulas de CMQS encapsuladas com Gd-DTPA apresentaram elevada
encapsulagdo de gadolinio comparado com o Magnevist® utilizado na clinica. Enquanto que o

Magnevist® apresenta 69 mg.mL™' de puro gadolinio, as nanoparticulas de CMQS
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apresentaram 89 mg.mL! de puro gadolinio, correspondendo a um aumento de 1,3 vezes a
quantidade de puro gadolinio encapsulado. Estes resultados podem ser vantajosos, pois uma
maior concentracdo de gadolinio pode promover um aumento das quantidades do agente de
contraste no ambiente tumoral permitindo um aumento da sensibilidade do diangndstico por
RMI.

O diametro médio das nanoparticulas de CMQS ndo encapsuladas e encapsuladas com
Gd-DTPA foi analisado por espalhamento dindmico de luz e os valores obtidos
demonstraram que as nanoparticulas apresentaram um diametro médio de aproximadamente
150-200 nm e um Pdl de 0,35, o que indica uma homogeneidade na distribuicdo das
nanoparticulas.

Este aspecto é de extrema importancia para o tipo de vetorizacdo que se pretende
alcancar, uma vez que € geralmente aceito um intervalo entre 70 nm a 300 nm para sistemas
coloidais vetorizados (JIANG et al., 2008). De fato, as nanoparticulas com diametro inferior a
70 nm sdo rapidamente removidas da circulagdo sanguinea ao extravasarem pelos vasos
sanguineos, enquanto que as de didmetro superior a 200 nm sdo sujeitas a mecanismos
inespecificos de filtracdo esplénica (DARRAS et al., 2010; KORKUSUZ et al., 2013; LIM et
al., 2014).

Alguns estudos (DARRAS et al., 2010; KORKUSUZ et al., 2013; LIM et al., 2014)
demonstraram que nanoparticulas encapsuladas com Gd-DTPA que apresentaram diametro
médio entre 100-300 nm obtiveram um aumento de 4 vezes na taxa de internalizacdo pelo
tumor e o aumento do acumulo no ambiente tumoral levou a um aumento da sensilidade da

imagem por RMI e um aumento da eficiéncia terapéutica.

5.8.2. Analise morfologica das nanoparticulas de CMQS por microscopia

eletronica de varredura e determinacdo da presenca de Gd-DTPA nas
nanoparticulas por espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

A morfologia das nanoparticulas de CMQS e nanoparticulas de CMQS encapsuladas

com Gd-DTPA foram determinadas por microscopia eletronica de varredura (MEV), como

mostrado na Figura 70. Observa-se que as nhanoparticulas sdo bastante monodispersas e

apresentam-se com forma esférica.
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Figura 70 - Morfologia das nanoparticulas de CMQS (esquerda) e nanoparticulas de CMQS
encapsuladas com Gd-DTPA (direita) por MEV.
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A técnica de EDS foi utilizada para a andlise elementar da presenca de Gd nas
nanoparticulas de CMQS. Esta técnica utiliza um feixe de elétrons para ejetar elétrons das
camadas internas da amostra, promovendo a exposicdo dos elétrons para as camadas
exteriores na forma de raios X. A energia dos raios X liberados € especifico para
determinados elementos. A Figura 71 demonstra que o Gd esta presente nas nanoparticulas de
CMQS.

Figura 71 - Espectro de EDS das nanoparticulas de CMQS mostrando a presenca de Gd.
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5.8.3. Desenvolvimento das nanoparticulas de CMQS encapsuladas com
Gd-DTPA nio funcionalizadas e funcionalizadas com vicrostatin e analise do
didmetro médio das nanoparticulas

A modificacdo da superficie das nanoparticulas de CMQS encapsuladas com
Gd-DTPA foram desenvolvidas utilizando o metoxil-PEG (2k e 5k) e 0 maleimida-PEG (2k e
5k), o grupamento N-hidroxisuccinimida (NHS) do maleimida-PEG serautilizado para
bioconjugacdo do vicrostatin na superficie das nanoparticulas.

Inicialmente foram desenvolvidas as nanoparticulas de CMQS com Gd-DTPA nédo
funcionalizadas. Essas nanoparticulas foram desenvolvidas por uma reacdo com o
metoxil-PEG-NHS (mPEG-NHS), em que os grupamentos NHS reagiram com aminas
primarias desprotonados da CMQS por ataque nucleofilico e o NHS foi liberado na forma

como é demostrado na Figura 72.

Figura 72 - Desenvolvimento de nanoparticulas de CMQS encapsuladas com Gd-DTPA néo
funcionalizadas com vicrostatin.
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Fonte: Proprio Autor.

A segunda etapa foi o desenvovimento das nanoparticulas funcionalizadas com
vicrostatin por meio de interagdes com o0s grupos maleimida do maleimida-PEG-NHS

(Mal-PEG-NHS). A reacdo ocorreu como mostra a Figura 73. Primeiramente, as
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nanoparticulas foram incubadas durante 2 horas com um excesso de Mal-PEG-NHS, e ap6s
este periodo, 0 MPEG-NHS foi adicionado nas nanoparticulas e incubado por mais 2 horas.
Os grupamentos NHS do mPEG-NHS também irdo reagir com grupamentos amino livres das

nanoparticulas.

Figura 73 - Funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas de CMQS-Gd-DTPA com
Mal-PEG-NHs para a ligag&o do vicrostatin.
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Fonte: Préprio Autor.

Apbés a modificagdo da superficie das nanoparticulas com Mal-PEG-NHS e

MPEG-NHS, o vicrostatin foi modificado com N-succinimidil S-acetiltioacetato (SATA), e 0s
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grupos NHS terminais do SATA reagiram com grupamentos amino da desintegrina formando
uma ligacdo amida estavel. O vicrostatin que foi modificado com o SATA passou a ter grupos
sulfidril protegidos, que foram desprotegidos com hidroxilamina. O acoplamento do
vicrostatin ocorreu entre os grupos maleimida do Mal-PEG-NHS nas nanoparticulas com os
grupos sulfidril da cisteina (aminoécido terminal) formando uma ligacdo covalente estavel

como é mostrado na Figura 74.

Figura 74 - Modificacdo do vicrostatin com SATA e funcionalizacdo das nanoparticulas com
vicrostatin conjugado na superficie.
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A (ltima etapa de modificacdo das nanoparticulas ndo funcionalizadas e
funcionalizadas com VCN foi a marcagdo com cianina-5-NHS (Cy5), que é uma marcador de
fluorescéncia amino reativa e também reage com grupos aminos por meio de atagque
nucleofilico formando uma ligacdo estavel. A Figura 75 mostra a reacdo entre as

nanoparticulas funcionalizadas com VCN e a Cy-5.

Figura 75 - Marcacdo por Cy5 nas nanoparticulas de CMQS-Gd-DTPA funcionalizadas com VCN.
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Passo 6: Marcagcdo com Cy5 nas nanoparticulas de CMQS-Gd-DTPA funcionalizadas com VCN
Fonte: Préprio Autor.

O diametro médio das nanoparticulas ndo funcionalizadas e funcionalizadas com
VCN foram avaliados pela técnica de espalhamento dindmico de luz. Os resultados estdo
demonstrados na Tabela 31. Apés a funcionalizagdo das nanoparticulas os diametros médios
ficaram entre 200-250 nm, observa-se que houve um aumento no diametro comparado com as

nanoparticulas de CMQS iniciais. O tamanho da cadeia de PEG (2k e 5k) parece ter
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influéncia na distribuicdo granulométrica das nanoparticulas. As nanoparticulas
funcionalizadas com PEG 2k obtiveram popula¢gbes com menor didmetro médio, o que

podera estar relacionado com o seu menor peso molecular (GREF et al., 1995).

Tabela 31 - Determinacdo do didmetro médio das nanoparticulas nao-funcionalizadas e
funcionalizadas com VCN.

Diametro médio

VCN (mg) Mal-PEG-NHS MPEG-NHS Pdl
(nm) £ DP
55 2k (30% of 20-fold) 2k (70% of 20-fold) 220+ 1,4 041+11
5,0 5k (30% of 20-fold) 5k (70% of 20-fold) 245+ 1,2 0,43+0,4
— — 2k (100% of 20-fold) 214 +2,7 0,40+1,9
— - 5k (100% of 20-fold) 229+3,1 0,42+1,6

O diametro das nanoparticulas se mostrou adequado para vetorizacdo do sistema, 0
didmetro é de extrema importancia para conseguir atravessar a barreira hematoencefélica e se
ligar aos receptores que séo as integrinas expressas nos glioblastomas levando a um aumento
da captacao e internalizacdo das nanoparticulas pelos GBMs (KIM et al., 2008; MASSERINI,
2013; OLIVIER, 2005).

5.8.4. Avaliacdo da captacdo das nanoparticulas de carboximetilquitosana
funcionalizadas com vicrostatin em células U87 e U251 por citometria de fluxo
A fim de obter uma estimativa quantitativa da captacdo das nanoparticula pelas
células U87 e U251e avaliar as diferencas na captacdo de nanoparticulas ndo funcionalizadas
e funcionalizadas com VCN, a internalizacdo das nanoparticulas foi analisada por citometria
de fluxo. As células U87e U251foram incubadas com VCN-Cy5, com nanoparticulas nao
funcionalizadas e funcionalizadas com VCN e marcadas com Cy5.
Na Figura 76 é possivel observar que em ambas as células de GBMs a captacdo das
nanoparticulas peguiladas com PEG de alto peso molecular € diminuida, enquanto que as
nanoparticulas peguiladas com PEG de baixo peso molecular sofrem uma maior captacao.

Em relacdo as nanoparticulas funcionalizadas com VCN, nota-se que hd uma aumento da
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captacdo quando o VCN esta na superficie das nanoparticulas e estd captagdo pode ser
mediada pela interacdo com as integrinas expressas na superficie das células de GBMs.

Outra caracteristica que deve ser levada em consideracdo é a diferenca de tamanho
das nanoparticulas ndo funcionalizadas com PEG 2k e 5k, esta diferenca pode ter contribuido
para um diminuicdo da captacdo e internalizacédo intracelular das nanoparticulas com PEG 5k,
este fato pode ser devido a limitagdo na capacidade de difusdo das nanoparticulas através das
células (GREF et al., 2000).

Porém, ao contrario das nanoparticulas ndo funcionalizadas, as nanoparticulas
funcionalizadas com PEG 2k e 5k, apesar das diferencas de didmetro, mostraram uma boa
captacdo e internalizacdo via endocitose. Ao analisarmos as diferentes linhagens e os
diferentes pesos moleculares do PEG, notamos que as células U87 teve uma maior captacédo e
internalizacdo intracelular e que nanoparticulas com PEG 2k nestas linhagens também
apresentaram maior captacdo e internalizacdo quando comparado com células U251,
sugerindo que neste caso a maior internalizacao pelas células U87 pode ser devido a maior
expressdo das integrinas avB3 e ovPs nestas células que estdo mediando o processo de

internalizacdo.
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Figura 76 - Estudo de captacdo por citometria de fluxo em células U87 e U251 GFP/Luc.
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Os experimentos seguintes tem o objetivo de demonstrar que a endocitose € um
processo dependente de energia, 0s experimentos de captacdo e internalizacdo intracelular
foram realizados a 4 °C e comparados com as células mantidas a 37 °C. Ao analisarmos as
Figuras 77 e 78 que comparam a internalizacdo a 4 °C e 37 °C observamos que a média de
intensidade de fluorescéncia das nanoparticulas ndo funcionalizadas diminuiu em torno de
7x para as células U251 e 10 vezes para as células U87 quando mantidas a 4 °C. O mesmo
padrdo pode ser observado para as nanoparticulas funcionalizadas com VCN, quando
mantidas a 4 °C a captacdo e a internalizacdo diminui em 9x para as células U251 e 12 vezes
para as células U87, esta diferenca também pode ser associada ao padrdo de expressdo das
integrinas ovfPs € avPs que sdo expressas em maior quantidade nas células U87 fazendo com
que ocorra uma diminuicdo maior da captacdo que é mediada pelo receptor.

Com estes resultados podemos concluir que o processo de captacdo e internalizacéo
intracelular das nanoparticulas que € mediado por integrinas € um processo dependente da
temperatura e que a presenca de VCN na superficie das nanoparticulas promove um aumento
de até 2,5x na captacdo das nanoparticulas pelas células U251 e U87 comparado com as

nanoparticulas ndo funcionalizadas.

Charlene Priscila Kiill



Resultados

179

Figura 77 - Estudo de captagdo em células U87 das nanoparticulas ndo funcionalizadas e funcionalizadas com VCN em funcdo da temperatura. Total de
20,000 células. (ANOVA, P > 0,05).
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Figura 78 - Estudo de captacdo em células U251 das nanoparticulas ndo funcionalizadas e funcionalizadas com VCN em funcéo da temperatura. Total de
20,000 células (ANOVA, P > 0,05).
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5.8.5. Avaliacdo da captacdo das nanoparticulas de carboximetilquitosana
funcionalizadas com vicrostatin em células U87 e U251 por microscopia confocal

A Figura 79 mostra as diferencas de internalizagdo das nanoparticulas néo
funcionalizadas e funcionalizadas com VCN. Ambas as nanoparticulas estdo marcadas com
Cy5 e desta forma apresentam-se na imagem em vermelho, o citoplasma esta em verde
devido a presenca da proteina verde fluorescente (GFP) e o ndcleo da célula foi corado com
DAPI apresentando-se em azul. As imagens foram obtidas com aumento de 100x.

Através das fotomicrografias pode-se observar que, aparentemente as amostras
contendo VCN em ambas as células foram internalizadas em maior quantidade que aquelas
que ndo continham a desintegrina. A Figura 79 expressa a média da intensidade de
fluorescéncia (somente para o vermelho) sendo possivel a visualizacdo desses resultados de
maneira mais clara, a intensidade de fluorescenia foi obtida com auxilio do software ImageJ®.

Uma andlise estatistica (ANOVA e Tukey’s) revelou que ambas as nanoparticulas
funcionalizadas com VCN apresentaram um aumento significativo (P > 0,05) da
internalizacdo que foi 2x maior que as nanoparticulas sem a presenca da desintegrina (Figura
80).

Figura 79 - Comparacgéo da captacdo das nanoparticulas ndo funcionalizadas e funcionalizadas com
VCN através da média de intensidade de fluorescéncia (vermelho) com auxilio do software ImageJ®.
(ANOVA, P > 0,05).
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Na Figura 80 € possivel visualizar a presenca das nanoparticulas ndo funcionalizadas e
funcionalizadas com VCN no interior das células, presentes no citoplasma celular e proximo
do nucleo. De acordo com os resultados obtidos, notamos que o tamanho da cadeia de PEG
(2k e 5K) presente em ambas as nanoparticulas parece ser essencial para a captacdo e
aumento da internalizacdo, esses reultados estdo de acordo com os dados obtidos por
citometria de fluxo onde observamos uma maior internalizacdo das nanoparticulas com PEG
2k tanto pelas células U87 quanto pelas células U251 quando comparadas com as
nanoparticulas funcionalizadas com PEG de maior cadeia (5K).

Uma vez que as nanoparticulas de CMQS funcionalizadas com cRGDfK séo
promissores candidatas como carreadores de farmacos ou agentes de contraste usados em
ressonancia magnética, um requisito minimo para estas e outras aplicacdes bioldgicas é a
capacidade destas estruturas de entrar e permanecer nas células sem serem reconhecidas e
degradadas. Para avaliar a presenca das nanoparticulas internalizadas nas células U87 e

U251, a microscopia confocal foi empregada.
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Figura 80 - Avaliacdo da captacdo das nanoparticulas ndo funcionalizadas e funcionalizadas com
VCN em células U87 e U251. a) nanoparticulas CMQS-Gd-DTPA néo funcionalizadas (PEG 2K); b)
nanoparticulas CMQS-Gd-DTPA funcionalizadas com VCN (PEG 2k); c) nanoparticulas
CMQS-Gd-DTPA ndo funcionalizadas (PEG 5k) e d) nanoparticulas CMQS-Gd-DTPA
funcionalizadas com VCN (PEG 5k).
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Portanto, conclui-se que as nanoparticulas de CMQS funcionalizadas com VCN que
foram modificadas com PEG de menor cadeia (2k) apresentaram um aumento da captacao e
inetrnalizacdo mediado por integrinas quando comparado com as nanoparticulas com PEG de
maior cadeia (5k). Ambos os sistemas funcionalizados com vicrostatin podem ser potenciais
sistemas de entrega do Gd-DTPA para o ambiente tumoral quanto pode ter sua captacdo
aumentada pelos vasos devido a elevada expressdo da integrina ovps N0S NOvVos vasos
formados nos GBMs, principalemente porque € um tumor altamente vascularizado e a
angiogénese é elevada. Esta estratégia pode promover um aumento da concentracdo do
Gd-DTPA nos GBMs e nos vasos proximos ao tumor promovendo um aumento da eficacia e

sensibilidade do diagndstico por meio de RMI.
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6. DISCUSSAO

O desenvolvimento de nanoparticulas multifuncionais, que combinam varios
componentes visando desempenhar diferentes funcdes no meio bioldgico, tem sido
amplamente discutido na literatura. Uma estratégia que vem ganhando proje¢do no campo da
nanotecnologia é o delineamento racional de sistemas multifuncionais de liberacdo de
farmacos em que na concepcdo do sistema a funcdo bioldgica € levada em consideragdo. O
objetivo é a obtencdo de sistemas capazes de desempenhar funcdes especificas para que
contribua com a resposta bioldgica. Neste contexto, as respostas farmacoldgicas ou
farmacodindmicas podem ser devido ao conjunto de farmaco e sistemas, que de forma
modulada podem melhorar a eficiéncia da terapia. Sistemas teranosticos, por exemplo,
combinam a funcdo diagnostica e terapéutica em uma Unica plataforma.

O delineamento do sistema de liberagdo multifuncional constitui um grande desafio da
nanobiotecnologia nos dias atuais. Em nanoescala os fenémenos fisicos e 0 comportamento
desses sistemas sofrem diversas influéncias e interacbes quimicas e bioldgicas até atingir o
alvo desejado. Assim, o conceito de delineamento racional associando as questdes de nano-
biointerface na obtencdo de sistemas de liberagdo mutifuncionais que apresentam
propriedades de interesse tem sido amplamente utilizado. Por outro lado, a busca por sintese
de sistemas que possam apresentar caracteristicas estruturais adequadas para atingir a
resposta bioldgica almejada é bastante desafiadora. Ao considerar esta proposicdo, devemos
buscar associar por meio de hipGteses as propriedades que serdo controladas no sistema de
liberagdo com as funcgdes desejadas. Adicionalmente, o desenvolvimento de sistemas
contendo peptideos ou proteinas imp&e obstaculos ainda maiores, ndo s6 do ponto de vista de
estabilidade estrutural como também do efeito terapéutico.

No caso do delineamento racional de nanoparticulas multifuncionais para terapia
antitumoral encapsuladas e/ou acoplados inibidores de integrinas RGD proposto nesta tese,
hé& a necessidade de uma abordagem mais criteriosa em relacdo a estabilidade e a funcédo
biolégica que podem limitar a acdo terapéutica dessas macromoléculas. Essa limitacdo esta
diretamente relacionada a natureza dindmica das interacbes ndo covalentes que mantém a
integridade da estrutura dos peptideos/proteinas importante para a fungdo bioldgica. A
alteracdo dessas interagdes pode significar a diminuicdo ou perda da atividade devido a

diminuicdo da afinidade ou interagdo com o receptor. Assim, 0 entendimento sobre
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fundamentos fisico-quimicos caracteristicos das interacfes ndo covalentes pode ajudar no
desenvolvimento racional das nanoparticulas multifuncionais.

Com essa linha de raciocinio em mente, fica evidente que se utilizarmos o
delineamento racional no desenvolvimento de nanoparticulas multifuncionais, tanto os
aspectos tecnoldgicos para que elas tenham caracteristicas fisico-quimicos desejaveis quanto
0s aspectos biologicos devem ser facilmente compreendidos e otimizados, para que as
nanoparticulas mantenham sua funcionalidade até atingirem o alvo desejado.

No caso da via nasal, proposta como rota de administracdo neste trabalho, o grande
desafio é o delineamento de nanoparticulas multifuncionais que apo6s a administracdo sejam
capazes de alcancar o cérebro. A transposicdo de barreiras bioldgicas € desafiadora, pois 0
muco se tornard o primeiro obstaculo para as nanoparticulas. E essencial que as
nanoparticulas delineadas fiquem aderidas ao muco o tempo suficiente para que sejam
capazes de transpor essa barreira e atingir o cérebro até chegar no alvo, neste caso, 0s GBMs.

A via nasal tem recebido especial atencdo como rota promissora para liberacdo de
farmacos ou peptideos no cérebro devido a possibilidade de tratamento de doengas complexas
como os GBMs (AULTON, 2005; ILLUM, 2003; MAINARDES et al., 2006). O
reconhecimento do potencial da via nasal tem conduzido a um grande aumento nas pesquisas
neste campo nas Ultimas duas décadas. A lista de produtos no mercado ou em varios estagios
de desenvolvimento pré-clinico e clinico estd sempre em crescimento. Ha uma ampla gama
de peptideos administrados por via nasal no mercado como calcitonina (Miacalcin, Novartis e
Fortical, Unigene), desmopressina (Desmospray, Ferring), buserelina (Suprecur, Sanofi-
Aventis), nafarelina (Synarel, Pharmacia), oxitocina (Syntocinon, Unites Pharmacies UK) e
muitos estudos envolvendo insulina, interferon, glucagon e vacinas contra influenza, sarampo
e poliomielite tém sido realizados (UGWOKE et al., 2005; ILLUM, 2012).

A via nasal tem sido amplamente estudada como estratégia para atingir o sistema
nervoso central. Apesar dos mecanismos envolvendo o transporte direto cavidade
nasal-cérebro ndo serem completamente entendidos, resultados experimentais sugerem que
estdo envolvidos com as conexdes dos nervos olfatério e trigeminal. Essa abordagem vem
consolidando a via nasal como uma rota alternativa para evitar a barreira hematoencefalica
(BHE). Estudos demonstram que os farmacos administrados por via nasal atingem o SNC por
meio das vias nervosas olfativas que se localizam na porcéo superior da cavidade nasal, na

regido olfativa. Devido ao ambiente Unico do epitélio olfativo, é possivel que farmacos
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administrados por via nasal atinjam o SNC através de mecanismos de transporte ao longo dos
nervos olfativos (DHURIA, HANSON, FREY, 2009). Os feixes de axonios do bulbo
olfatorio atravessam a placa crivosa do 0sso etmoéide proximos aos lobos frontais e se
prolongam até a mucosa olfatéria, constituindo um caminho pelo qual os medicamentos
administrados por via nasal podem alcancar o SNC. Os mecanismos de transporte da regiao
olfatéria para o SNC envolvem duas vias de transporte, a via intraneuronal onde o farmaco
passa da cavidade nasal ao SNC por meio do transporte axonal no nervo olfatério, o que
ocorre no prazo de horas a dias apds a administracdo do medicamento. Na via extraneuronal
em que o farmaco € transportado com fluidos dos canais perineurais e atinge 0 SNC em
questdo de minutos (RAPOPORT, WINNER, 2006; TALEGAONKAR, MISHRA, 2004).
Assim, estudos nessa area abrem uma vertente para o tratamento de patologias que acometem
0 SNC, como 0 GBMs.

A transposicdo de barreiras biologicas complexas € um dos maiores alvos dos
cientistas envolvidos com desenvolvimento de sistemas de liberacdo. O conhecimento das
particularidades anatémicas e fisiol6gicas envolvidas na BHE é de fundamental importancia
para 0 entendimento dos mecanismos de interacdo com as nanoparticulas. A partir desse
conhecimento, podem ser elaborados sistemas mais adequados, visando-se interacGes
favoraveis que sejam capazes de melhorar a resposta bioldgica almejada. A BHE, apesar de
possuir uma extensdo bem menor em relacdo a outras barreiras bioldgicas, constitui-se um
dos maiores obstaculos existentes para o transporte das nanoparticulas. Essa barreira atua
como uma potente estrutura seletora de substancias que adentram o cérebro. Portanto, o
tratamento de doencas que afligem o sistema nervoso central (SNC), como os GBMs,
representa um grande obstaculo.

A existéncia de um epitélio com grande area superficial e um grande nimero de
microvilosidades somados a presenca de uma camada subeptelial altamente vascularizada
podem facilitar a absorcdo de proteinas e peptideos por via nasal. Apesar do potencial da via
nasal como rota para a administracdo de farmacos e peptideos/proteinas, fatores relacionados
aos mecanismos de depuracdo mucociliar, o qual remove rapidamente a formulacdo da
cavidade nasal, limitam a absorcéo dos farmacos, peptideos ou proteinas (MAINARDES et
al., 2006). A fim de contornar esse problema e, consequentemente, retardar a remocdo da
formulacdo pela depuracdo mucocilar, a propriedade mucoadesiva do sistema é uma fungéo

importante para facilitar o acesso ao SNC por meio da via nasal.
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O objetivo principal do trabalho foi desenvolver nanoparticulas multifuncionais
contendo inibidores de integrinas, que estdo superexpressas em celulas de GBMs
promovendo uma diminuicdo da proliferacdo celular. Neste trabalho as nanoparticulas
mucoadesivas baseadas em QS, as quais tem a finalidade de aumentar o contato entre a
formulacdo e o local de absorcdo na cavidade nasal, foram desenvolvidas. Moléculas
catibnicas como a QS podem interagir com a superficie de absor¢do da mucosa nasal, a qual é
carregada negativamente em pH fisiologico, devido & natureza quimica das membranas
celulares e das moléculas de mucina (WOODLEY, 2001). Essa observacdo é a base do
mecanismo proposto para polimeros catibnicos, cuja mucoadesdo € estabelecida pelas
interacdes eletrostaticas com os grupos sialicos da mucina presente no muco (BRAVO-
OSUNA et al., 2007). Mazzarino e colaboradores (2014) observaram, em ensaios in vitro,
que as nanoparticulas de policaprolactona decoradas com QS na superficie das nanoparticulas
foi fundamental para promover a mucoadesdo com a mucina por meio de interacbes com
grupamentos amino da QS e cargas negativas atribuidas aos grupos sialicos da mucina.

Na primeira etapa, o planejamento fatorial foi empregando como ferramenta para o
desenvolvimento racional de nanoparticulas de QS, as interagdes supramoleculares entre 0s
componentes das nanoparticulas foram avaliados a fim de obter nanoparticulas com diametro
médio entre 50-250 nm, estes parametros, presenca de QS e tamanho, sdo importantes para
que as particulas tenham como fungdo a mucoadesao, para que permane¢am mais tempo na
cavidade nasal, aumentando assim sua capacidade de transpor a rota naso-cerebral.

Neste estudo, nanoparticulas multifuncionais baseadas em QS foram desenvolvidas
pela técnica de gelificacdo ionotropica utilizando dois diferentes agentes reticulantes, o TPP e
polifosfato de sodio, contendo inibidores de integrinas RGD encapsulados ou acoplados na
superficie das nanoparticulas. O planejamento fatorial foi empregado como uma estratégia
para 0 desenvolvimento racional de nanoparticulas nos quais tém como alvo as integrinas
superexpressas em GBMs. Os parametros como tamanho e carga superficial foram avaliados
ja que a carga superficial é capaz de interagir com o muco apds administracdo nasal e
aumentar o tempo de permanéncia.

Foram preparadas nanoparticulas com diametros médios de até 250 nm e potencial
zeta elevado (acima de +30 mV), parametros tedricos descritos por Barua, Mitragotri, 2014
como sendo didmetros adequados para interagir com a mucosa nasal e auxiliar no acesso ao
SNC.
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As nanoparticulas de QS com os diferentes fosfatos foram caracterizadas por RMN a
fim de avaliar o modo de formacdo das nanoparticulas baseados nas diferengas estruturas
entre o TPP, em que fosfato estdo dispostos em cadeia linear e o polifosfato que € um fosfato
de cadeia ciclica. Os dados de RMN de fosforo revelaram que o polifosfato foi hidrolisado
durante a formacdo das nanoparticulas, portanto houve uma predominancia das unidades de
fosfato terminais (PO4 = Q%), enquanto que a formagdo das nanoparticulas de QS com TPP
ocorreu por interagdes com as unidades do fosfato do meio de cadeia, as espécies do tipo Q?,
formadas pelas unidades de pirofosfato (P207%).

Em virtude dessas nanoparticulas de QS encapsuladas com os inibidores de integrinas
cRGDfV e cRGDfK terem sido desenvolvidas para serem administradas por via nasal, é
importante que ocorra interacdo entre elas e a mucina, a qual é responsavel por promover a
mucoadesédo das nanoparticulas de QS. Nesse estudo, os resultados apresentados na Tabela 27
e 28 mostraram que o objetivo foi atingido, e alta eficiéncia de interacdo com a mucina (87-
95%) foi observada. Em estudos de mucoadesao realizados por Barbi e colaboradores (2015),
as nanoparticulas de QS reticuladas com TPP apresentaram-se mucoadesivas tanto em
experimentos in vitro, utilizando dispersfes de mucina, e em modelo ex vivo, utilizando
mucosa nasal suina. Pedreiro (2015) desenvolveu nanoparticulas de QS reticuladas com
ftalato de hidroxipropilmetilcelulose e realizou estudos de adsor¢do com mucina e estudos in
vitro com células Caco-2. Nos estudos de adsor¢cdo com mucina foi observado que o aumento
do reticulante promoveu um aumento da adsorcdo das nanoparticulas de QS com a mucina,
levando a uma maior mucoadesdo. Nos estudos in vitro com células Caco-2, o pré-tratamento
das nanoparticulas de QS incubadas com mucina, promoveu um aumento da interacdo das
nanoparticulas com as células Caco-2.

O desenvolvimento de sistemas de liberagdo com propriedades bio(muco)adesivas
tem avancado consideravelmente dentro do campo da tecnologia farmacéutica nas Ultimas
décadas. O conhecimento adquirido pelos pesquisadores vem proporcionando o delineamento
mais racional de nanoparticulas construidas a partir de polimeros mucoadesivos. Por
exemplo, nesse estudo a QS foi selecionada por sua habilidade de interagir com a mucina.
Por outro lado, também é possivel a modificacdo da superficie das nanoparticulas de QS com
polimeros hidrofilicos tais como o PEG, que favorecem a interpenetracdo das nanoparticulas
nas camadas mais profundas do muco devido a baixa interacdo do PEG com componentes do

muco, permitindo, assim, que as nanoparticulas contendo os peptideos possam acessar 0 SNC
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pela via nasal. Um estudo realizado por Malhorra e colaboradores (2013) desenvolveram
nanoparticulas de QS modificadas com PEG para liberacdo de iRNA no cérebro apos
administracdo nasal. Foi observado que a presenca de PEG promove uma maior
interprenetracdo das nanoparticulas de QS no muco. Além disso, observou-se que apés 4
horas da administracdo intranasal em camundongos, as nanoparticulas modificadas com PEG
e incorporadas com iRNA foram detectadas no cérebro dos camundongos. O mecanismo pelo
qual as nanoparticulas conseguiram ser chegar no cérebro esta associado com a passagem
pelo nervo olfatorio que liga a cavidade nasal ao cérebro.

Portanto, ap0s o desenvolvimento das nanoparticulas de QS, a superficie dessas
nanoparticulas foram modificadas com PEG, tanto por meio de interac6es supramoleculares
quanto por ligacOes covalentes, sendo a Ultima necessaria para o acoplamento do peptideo
cRGDfK na superficie das nanoparticulas com o objetivo de direcionéa-las para o ambiente
tumoral. A partir dessas diferencas no tipo de ligacdo (supramolecular e covalente) foi
possivel estudar a influéncia dos inibidores de integrinas encapsulados ou acoplados na
superficie da nanoparticula em relacdo as respostas biolégicas tais como a mucoadesdo,
citotoxicidade e mecanismos de captacdo em células de GBMs.

Nesse estudo, observou-se que a modificacdo da superficie das nanoparticulas de QS
com PEG por interacdo supramolecular ndo promoveu uma diminuicdo significativa da
interacdo com a mucina (Tabela 28). A peguilacdo das nanoparticulas pode aumentar a
difusdo do sistema através do muco, promovendo a mucoadesdo por meio da formacdo de
ligacGes de hidrogénio com a mucina (ENSIGN; CONE; HANES, 2012), as nanoparticulas
contendo PEG apresentem caracteristicas importantes. Estudos realizados por Mokarram e
Alonso (2006) também mostraram que as nanoparticulas de QS modificadas com PEG por
interacdo supramolecular promoveu um aumento do tempo de residéncia das nanoparticulas
na mucosa nasal, além disso, essas nanoparticulas foram capazes de atravessar a mucosa
nasal ap6s administracdo intranasal e promoveram liberacdo sustentada de um antigeno
contra difteria toxodide, sendo considerado um possivel sistema de imunizagdo por via nasal.

Nos estudos de citotoxicidade e captacdo em células de U87 de GBMs, as
nanoparticulas de QS e as nanoparticulas de QS modificadas com PEG por ligacéo
supramolecular e encapsuladas com os inibidores de integrinas ndo foram internalizadas por
endocitose, além de ndo apresentarem interacOes especificas com as integrinas expressas na

superficie das células de GBMs. Observamos que o0s peptideos encapsulados apresentaram
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menor efeito citotoxico que os peptideos em solucdo, ou seja, a encapsulacdo dos peptideos
diminuiu a citotoxicidade sobre as células de GBMs. Na avaliacdo da captacdo e nos estudos
de competicdo das nanoparticulas de QS e das nanoparticulas de QS maodificadas
supramolecularmente com PEG, observou-se que ambas as nanoparticulas encapsuladas com
0s cRGDfV e cRGDfK sofreram internalizacdo mediada por mecanismos passivos. A
presenca do PEG na superficie das nanoparticulas promoveu uma diminui¢do da captacao
pelas células de GBMs (Figura 54). A confirmacdo do mecanismo de captacdo foi
determinada por meio do estudo de competi¢do, em que as integrinas expressas pelas células
GBMs foram previamente saturadas com o competidor cRGDfC, foi observado que a
internalizacdo das nanoparticulas ndo foi reduzida (Figuras 55 e 56). Os resultados em
conjunto sugerem que a encapsulacdo dos inibidores de integrinas RGD apesar de
apresentarem vantagens como a prote¢do dos peptideos, apresentou uma desvantagem em
relacdo aos parametros biologicos que foi a diminuicdo da interacdo com as integrinas
expressas na superficie das células de GBMs e a diminui¢do tanto da citotoxicidade quanto da
internalizacdo. Uma segunda estratégia foi adotada para que o objetivo proposto nesta tese
fosse alcangado.

A segunda etapa utilizou as nanoparticulas de QS selecionadas a partir do
planejamento fatorial para serem modificadas por ligagdes covalentes com metoxil-PEG e
maleimida-PEG para funcionalizagdo com cRGDfK na superficie. O objetivo é aumentar a
especificidade de interacdo do cRGDfK com as integrinas superexpressas nas células de
GBMs a fim de conferir uma maior seletividade e direcionamento dessas nanoparticulas para
0 ambiente tumoral.

A funcionalizagdo de nanoparticulas com biomoléculas como os inibidores de
integrinas RGD representam uma estratégia interessante. O acoplamento destas biomoléculas
na superficie das nanoparticulas pode promover um maior direcionamento das nanoparticulas
para interagir de forma mais especifica com as integrinas superexpressas na superficie dos
GBMs, aumentar a captacao das nanoparticulas pelas células de GBMs e promover um efeito
citotoxico mais elevado que irdo promover uma diminuicdo da proliferacdo celular nos
GBMs. O peptideo cRGDfK foi escolhido para ser acoplado a superficie das nanoparticulas
de QS devido as suas caracteristicas estruturais como a presen¢a de um grupamento amino

terminal do aminoéacido lisina que permite sofrer modificacGes quimicas para ser acoplado a

Charlene Priscila Kiill



Discussdo 194

superficie das nanoparticulas. O peptideo cRGDfV conta somente com um grupamento
metila terminal que ndo permite modifica¢fes quimicas.

A funcionalizagdo das nanoparticulas também devem ser delineadas de forma racional
pois 0 acoplamento do peptideo cRGDfK apresenta alguns obstaculos que podem ter
impactos significativos sobre a eficacia terapéutica, uma vez que essas macromoléculas
podem alterar a carga de superficie, tamanho e a polaridade das nanoparticulas. Outro grande
desafio é a manutencdo da estabilidade das nanoparticulas durante o processo de conjugacao
com as biomoléculas. Portanto, a escolha de uma estratégia de acoplamento de forma racional
depende da estabilidade da nanoparticula, dos grupos funcionais, das condi¢bes de
bioconjugacdo (pH e temperatura), jA& com relacdo ao cRGDfK é importante controlar sua
orientacdo para assegurar que este permaneca ativo apds a conjugacao com as nanoparticulas
e interaja com as integrinas na superficie dos GBMs.

As nanoparticulas de QS foram funcionalizadas covalentemente com PEG e
conjugadas com o peptideo cRGDfK em sua superficie. Neste caso o PEG foi empregado
como espagadores heterobifuncionais, ou seja, eles foram inseridos na superficie das
nanoparticulas. Os espacadores heterobifuncionais de PEG foram usados para conjugar o
cRGDfK por meio da formacdo de uma ligacdo covalente entre a biomolécula e a superficie
da nanoparticula por reacdes com grupos N-hidrosuccinamida (NHS), que reage por ataque
nucleofilico com grupos amina do cRGDfK e da nanoparticula. O acoplamento do cRGDfK
de forma covalente fornecerd uma maior estabilidade de ligacdo com as nanoparticulas além
de melhorar a afinidade do peptideo com as integrinas (WANG et al.,, 2008). A
bioconjugacdo através de ligacdo covalente com PEG é mais complexa que a peguilacdo
empregada de forma supramolecular, mas pode resultar em conjugados com melhor
especificidade.

Os resultados in vitro de citotoxicidade em células U87 de GBMs demonstraram que a
presenca do cRGDfK na superficie apresentou um efeito equivalente ao peptideo em solucao,
0 que demonstra que o acoplamento foi efetivo e a importancia do cRGDfK estar na
superficie para interagir com as integrinas expressas nas células de GBMs e promover um
efeito citotoxico elevado. Nos experimentos de captagdo por citometria de fluxo, os
resultados indicam que a presenca do cRGDfK na superficie das nanoparticulas promoveu
um aumento do direcionamento e captacdo pelas celulas U87 de GBMs, os resultados
condizem com os experimentos de citotoxicidade pois 0 CRGDfK apresenta alta afinidade por
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integrinas que estdo na superficie das células tumorais, inibindo e bloqueando a sua fungéo
nas células.

Recentes avancos em nanotecnologia tém expandido nossa habilidade para
desenvolver nanoparticulas multifuncionais que combinem especificidade e fungoes
terapéuticas e de diagndstico em um unico complexo nanoestruturado. Estes materiais,
chamados de "teranosticos”, tém se mostrado interessantes para diversas aplicacdes,
principalmente no diagndstico precoce e tratamento de doengas como cancer.

Na terceira etapa foi proposto o desenvolvimento de nanoparticulas teranosticas de
um derivado de quitosana (CMQS) encapsuladas com o agente de contraste, o gadolinio, e
modificadas por ligagbes covalentes com metoxil-PEG e maleimida-PEG para
funcionalizacdo com a desintegrina vicrostatin na superficie com o mesmo objetivo de
promover um maior direcionamento das nanoparticulas terandsticas e assim, promover uma
maior eficacia no diagnostico por RMI. O agente de contraste paramagnético Gd-DTPA tem
sido muito utilizado em imagiologia por ressonancia magnética de imagem (RMI), no
entanto, este agente tem algumas limitagdes que fazem dele um candidato para ser
encapsulado em nanoparticulas. O gadolinio-DTPA sofre rapida difusdo para o intersticio dos
vasos € tem meia-vida curta devido a rapida depuracgdo renal, além disso, o gadolinio-DTPA
tem um problema que é o contraste insuficiente entre os tecidos saudaveis e tumorais, 0 que
resulta em uma baixa sensibilidade de diagnostico em RMI.

As nanoparticulas de CMQS foram desenvolvidas por interacdes eletrostaticas entre a
CMQS e o agente de contraste. Essas nanoparticulas encapsuladas com Gd-DTPA foram
peguiladas covalentemente com PEG 2k e 5K e a desintegrina vicrostatin foi acoplado na
superficie das nanoparticulas a fim de promover um direcionamento para 0 ambiente tumoral,
por meio de interagcbes com as integrinas. A desintegrina vicrostatin foi escolhida devido a
suas potentes propriedades anti-tumorais, antiangiogénicas e pro-apoptdticas em células de
GBMs que ja vem sendo estudadas desde o ano 2000 pelo grupo de pesquisa do Dr.
Markland e Minea da University of Southern California (MINEA et al., 2010).

A caracterizagdo fisico-quimica das nanoparticulas de CMQS demonstrou que foi
possivel obter nanoparticulas com tamanhos entre 100-250 nm, apresentando uma morfologia
esférica e homogénea, com essas propriedades também foi confirmado a presenca de

gadolinio nas nanoparticulas pela técnica de EDS (Figura 70).
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A peguilacdo das nanoparticulas de CMQS com diferentes tamanhos de PEG (2k e
5k) levou a uma diferenca na internalizagdo das nanoparticulas de CMQS encapsuladas com
Gd-DTPA. As nanoparticulas desenvolvidas com PEG de menor cadeia (2k) obtiveram um
aumento significativo da internalizacdo pelas células U87 e U251 quando comparadas com as
nanoparticulas desenvolvidas com PEG 5k. A diferenca de tamanho entre 0 PEG 2k e 5k
pode ter contribuido para um diminuicdo da captacdo e internalizacdo intracelular das
nanoparticulas com PEG 5k, este fato pode ser devido a limitagdo na capacidade de difuséo
das nanoparticulas através das células (GREF et al., 2000).

Nos resultados obtidos por microscopia confocal, foi possivel confirmar que a
presenca do vicrostatin na superficie das nanoparticulas promoveu um aumento da captacdo e
internalizacdo pelas células de GBMs. Estes estudos de captacdo e internalizacdo podem
indicar que as nanoparticulas de CMQS funcionalizadas com vicrostatin podem ser utilizadas
como potenciais sistemas terandsticos para a entrega direcionada de Gd-DTPA nos GBMs,
devido a elevada expresséo de integrinas no tumor, por outro lado, o aumento da quantidade
de gadolinio levara a uma maior especificidade no diagndstico por RMI.

A partir dos resultados expostos, podemos concluir que as nanoparticulas de QS e
CMQS funcionalizadas com os inibidores de integrinas na superficie se mostraram mais promissoras
em relacdo as nanoparticulas de QS encapsuladas com os inibidores de integrinas, sendo assim, estas
nanoparticulas funcionalizadas podem ser exploradas como carreadores de outros farmacos
antitumorais promovendo um efeito sinérgico nos GBMs, pois além do efeito sobre a diminui¢do da
proliferacdo celular via interagdo com integrinas, podemos obter um efeito citotoxico mais elevado e
direcionado para o0 ambiente tumoral.

O delineamento racional das nanoparticulas para tratamento de GBMs foi feito
baseando-se em ac¢des que as nanoparticulas deve desempenhar nas barreiras e nos alvos. Os
trés tipos de nanoparticulas foram sintetizadas e caracterizadas em relagcdo as suas propriedades
coloidais e sempre tendo como foco sua funcionalidade para que essas nanoparticulas atingissem o

alvo desejado por meio das interagBes com as integrinas superexpressas nos GBMs.

Charlene Priscila Kiill



Conclusoes 197

7. CONCLUSOES

o As nanoparticulas de QS desenvolvidas pelo planejamento fatorial para a
encapsulacdo do cRGDfV e cRGDfK se mostraram promissoras para a administracao pela via
nasal, pois apresentaram elevadas propriedades mucoadesivas. Essa elevada mucoadesividade
das nanoparticulas de QS podem favorecer a permanéncia na mucosa nasal o que poderia
levar a um aumento da absorcdo do cRGDfV e cRGDfK e facilitar a passagem por meio das
vias olfativas que se localizam na porcdo superior da cavidade nasal. Estudos de
citotoxicidade e captacdo em células de GBMs, demonstraram que as nanoparticulas de
quitosana encapsuladas com os inibidores de integrinas foram ndo foram internalizadas por
endocitose, além de ndo apresentarem interagdes com as integrinas expressas na superficie
das células de GBMs. Observamos que 0s peptideos encapsulados apresentaram-se menos
citotoxicos que os peptideos em solucdo, ou seja, a encapsulacdo dos peptideos diminuiu a

citotoxicidade sobre as células de GBMs.

o As nanoparticulas de QS modificadas com PEG de forma supramolecular, ndo
sofreram reducdo nas propriedades mucoadesivas das nanoparticulas. A peguilacéo, alem de
promover um aumento da mucopenetracdo também  podem aumentar o tempo de
permanéncia na corrente circulatéria apds administracdo nasal. Os resultados de
citotoxicidade e captacdo foram semelhantes aos observados pelas nanoparticulas de QS sem
modificacdo com PEG. As nanoparticulas com os peptideos encapsulados se mostraram
menos citotoxicos em células de GBMs e foram internalizadas por mecanismos passivos. A
modificacdo da nanoparticula com PEG pode promover um aumento da meia-vida na
corrente sanguinea ap6s a administracdo nasal das nanoparticulas encapsuladas com cRGDfV
e cCRGDfK para atingirem o cérebro.

o As nanoparticulas funcionalizadas com cRGDfK na superficie apresentaram um
efeito citotoxico semelhante ao cRGDfK em solucdo. Nos experimentos de internalizagéo por
citometria de fluxo e microscopia confocal foi possivel observar que a presenca do cRGDfK

na superficie das nanoparticulas favorece uma interacao especifica com as integrinas av3 e
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avPB5 superexpressas nas celulas de GBMs. Esta interacdo entre nanoparticulas e integrinas
pode facilitar a passagem das nanoparticulas atraves da BHE. Através dos estudos de
competicdo, onde um competidor foi adicionado as células de GBMs observamos que houve
uma diminuicdo da internalizacdo das nanoparticulas funcionalizadas com cRGDfK. Este
resultado confirma que o cRGDfK na superficie das nanoparticulas compete com o inibidor
de integrina pela interacdo com a integrinas. Essas nanoparticulas funcionalizadas podem ser
exploradas como plataforma para a encapsulagdo de novos farmacos antitumorais e agentes

de contraste e podem ser utilizadas como sistemas teranosticos.

o Ambos os sistemas desenvolvidos com o cRGDfK encapsulado ou funcionalizado na
superficie das nanoparticulas podem ser promissoras. O cRGDfK encapsulado por ser
protegido da degradacdo 4cida e enzimatica, e mesmo encapsulado apresentou um efeito
citotoxico em células de GBMs. As vantagens em funcionalizar as nanoparticulas com o
cRGDfK na superficie é o direcionamento desses sistemas diretamente para o ambiente
tumoral que apresenta elevada expressdo de integrinas. Esse direcionamento pode promover

um efeito antitumoral localizado nas células de GBMs.

o As nanoparticulas de CMQS encapsuladas com Gd-DTPA e funcionalizadas com
vicrostatin na superficie apresentaram um aumento da encapsulacdo de gadolinio comparado
com o Magnevist® que ¢é usado na clinica. Nos estudos de internalizacdo em células de
GBMs, observou-se um aumento expressivo da captacdo e internalizacdo dessas
nanoparticulas. Além de funcionar como um sistema teranostico as nanoparticulas de CMQS
funcionalizada com vicrostatin. podem ser futuramente exploradas como plataforma para a
encapsulagdo de novos farmacos antitumorais unindo a terapia e diagndstico em uma Gnica

plataforma a fim de auxiliar no tratamento dos GBMs.
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