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RESUMO

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

dos estudos in vitro visando a avaliacdo in vivo e, consequentemente, o tratamento do cancer de prostata.
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inteligentes; cancer de préstata
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Symposium on Microencapsulation, 2019, Bahia.

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

Seminario Internacional de Ciéncias Farmacéuticas e Expofar.

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

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

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

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

1.5.2. NO EXTERIOR

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

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

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

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

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

1.7. PARTICIPAGAO EM BANCA DE COMISSOES JULGADORAS

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

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho

Areas do conhecimento: Farmacotécnica e tecnologia farmacéutica

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

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

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

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho

Areas do conhecimento: Farmacotécnica e tecnologia farmacéutica

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

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

1.8. ATIVIDADES FORMADORAS E DE ORIENTAC}AO DE ALUNOS

1.8.1. INICIACAO CIENTIFICA (IC)

1.8.1.1. Aluno: Larissa dos Santos Pessoa.

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

Ano de concluséo: 2021.

Bolsa: sem bolsa

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

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

Ano de conclusédo: 2021.

Bolsa: FAPESP

1.8.2.2. Aluno: Christian Shleider Carnero Canales.

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

Ano de conclusdo: 2024.

Bolsa: CAPES

1.8.3. CO-ORIENTAQAO DE DOUTORADO

1.8.3.1. Aluno: Gabriela Corréa Carvalho.

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

Ano de conclusdo: Em andamento.

Bolsa: FAPESP

1.9. ESTAGIO BEPE-FAPESP

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

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

Supervisor: Prof. Dr. Hélder Almeida Santos.

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

6. CONSIDERACOES FINAIS

Visando o desenvolvimento de nanoplataformas inteligentes baseadas em silica, contendo docetaxel
(DTX) como farmaco para o tratamento do cancer de prostata, primeiramente foi realizada a validagéo do
método analitico para a quantificacdo do docetaxel (DTX) via cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) de acordo com os parametros preconizados pelos 6rgéos regulatorios. O método demonstrou ser
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linear, preciso, exato e seletivo, sendo capaz de detectar e quantificar baixas concentragdes de DTX (LD e
LQ =0,502 e 1,675 pg mL?, respectivamente). Posteriormente, nanoparticulas de silica mesoporosas com
poros distribuidos aleatoriamente (NSM) e com poros organizados (NSM2) foram preparadas a fim de
avaliar e otimizar propriedades de incorporacdo de farmaco. Os nanossistemas foram sintetizados com
sucesso, apresentando morfologia esférica (NSM) e parcialmente esférica (NSM2), com didmetro
hidrodindmico médio entre 100 e 300 nm e carga parcial em torno de -30 e -40 mV, resultados confirmados
por medidas de NTA, DLS e PZ. Via analise de MET, valores de diametro médio na faixa de 50 e 100 nm
foram detectados para as NSM e NSM2, respectivamente. Vale ressaltar que via analises de MET foi
possivel observar a distribuicdo aleatéria dos poros das NSM assim como a distribuicdo de poros
organizados das NSM2. A realizacdo de medidas de FTIR e ATG/ATD confirmaram a auséncia de matéria
organica nos poros das matrizes, deixando-os livres para incorporacao do farmaco assim como a presenca
de hidroxilas disponiveis para posterior funcionalizacdo. Medidas de RMN para o nicleo de °Si
confirmaram os resultados de ATG/ATD e FTIR através da quantificacdo de hidroxilas disponiveis, com
valores de 30 e 44,5 %, para as NSM e NMS2, respectivamente. Esse resultado confirma uma maior
disponibilidade de hidroxilas nas NMS2. Alem disso, adsorcdo-dessorcao de N2 foi realizada para
determinar area superficial (Sget), volume (Vpr) € didmetro (Dp) de poros dos nanossistemas. Valores de
SeeT = 664 € 812 m? g, grande Ver = 1,14 ¢ 1,89 cm® g e Dp = 6,5 € 3,5 nm foram obtidos para as NSM
e NSM2, respectivamente. Os resultados obtidos séo interessantes visando a avalia¢do da incorporagéo e
processos de liberacdo visto que as NSM e NSM2 apresentam areas distintas assim como diametro e
volume de poros, confirmando que as matrizes sao nanossistemas mesoporosos (poros com diametro de 2
a 50 nm). A partir de medidas de SAXS, foi possivel desenvolver metodologias para analisar o diametro e
morfologia dos nanossistemas (primeira parte da curva) assim como o didmetro e estrutura de mesoporosa
(parte final da curva). Os dados obtidos via SAXS corroboram o didmetro médio dos nanossistemas assim
como sua morfologia.

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

Apbs a obtencdo dos nanossistemas NSM-S@DTX e NSM2-S@DTX, foi proposta a modificacdo
do anticorpo CTX via reagente de Traut, com o intuido de tiolar o CTX para posterior reacdo com 0s
nanossistemas NSMs-S@DTX. O CTX foi modificado (chamado CTX-S), separado usando coluna PD-
10, e quantificado com sucesso, de acordo com os dados obtidos via ensaios de BCA, com valores de
concentracio na faixa de 780 a 782,3 ug mL™. Apds obtencdo e quantificagdo do CTX-S, a metodologia
de acoplamento do CTX-S com as NSMs-S@DTX foi proposta em meio oxidante de H2O. contendo
catalizador Nal. O meio proposto favoreceu a formacdo de pontes dissulfeto a partir dos grupos SHs
presentes no CTX e nas NSMs. Os nanossistemas desenvolvidos (NSM@DTX-CTX e NSM2@DTX-
CTX) foram separados via sucessivas lavagens e centrifugacdo, posteriormente quantificados via ensaio de
BCA. Paraas NSM@DTX-CTX e NSM2@TX-CTX foram obtidas concentragdes de anticorpo de 582,5-
680,5 e acima de 780 pg mL™, respectivamente, correspondendo a uma eficiéncia de funcionalizacio (EF)
acimade 74 % paraNSM@DTX-CTX e em torno de 100 % para NSM2@TX-CTX. Além disso, os valores
de EF para as NSM2 foram superiores aos das NSM, o que pode ser atribuido ao maior nimero de silanois
disponiveis para funcionalizacdo, possuindo assim mais grupos tiois (SHs) disponiveis para
funcionalizacdo do CTX-S. Porém, o aumento da funcionalizagcdo das NSM2 ainda tem potencial para um
aumento, o que possivelmente depende da concentracdo de CTX-S que pode ser obtida para posterior
conjugacdo. Adicionalmente, a avaliacdo da disponibilidade de grupos SHs (tidis) presentes tanto no CTX-
S como nas NSMs-S é crucial para a eficiéncia de conjugacdo do anticorpo. Assim, foi realizacdo o ensaio
usando método de quantificacdo de Ellman, confirmando que o CTX-S em solucdo pode perder sua
funcionalidade pois a reacdo espontanea dos grupos SHs dos anticorpos podem promover a formacéo de
pontes dissulfeto em funcéo do tempo. Por outro lado, as NSM-FITC-S, estocadas em estado sélido, quando
avaliadas ndo apresentaram formacao de pontes dissulfeto entre sim, sendo possivel quantificar 118 g tiol
mL, confirmando a aptiddo as nanoparticulas modificadas para funcionalizagio do anticorpo.

A viabilidade dos nanossistemas frente as linhagens celulares de adenocarcinomas de prdstata
DU145 e PC3 foi avaliada em diversas concentra¢des pelo periodo de 48 h. Os resultados mostraram que
no periodo proposto e concentragdes avaliadas, foi possivel detectar acéo efetiva apenas do DTX em meio
de DMSO (para ambas as linhagens) assim como do nanossitema NSM@DTX-CTX. Foi observado que
os resultados obtidos para a formulagcdo NSM@DTX, para ambas as linhagens, ndo foram representativos.
De forma similar, o resultado para o tratamento da linhagem PC3 com NSM@DTX-CTX também se
mostrou ndo significativo, tudo de acordo com os valores de 1Csp reportados na Tabela 14.Apesar dos
obstaculos observados, foi possivel obter resultado promissor para as NSM@DTX-CTX frente a linhagem
DU145 (que superexpressa o receptor EGF), o que comprova a eficacia e importancia da funcionalizacéo
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dos nanossistemas com o anticorpo CTX. Isso é ainda mais bem evidenciado com a realizagdo do estudo
de internalizacdo celular, via citometria de fluxo, dos nanossistemas marcados com FITC, ou seja, das
formulagbes NSM-FITC e NSM-FITC-CTX. Ap6s um periodo de incubacdo de 6 h, foi possivel obter
valores de internalizacdo de 0,5 = 0,1 % e 44,2 £ 52 %, para as NSM-FITC e NSM-FITC-CTX,
respectivamente. Estes resultados corroboram parte das andlises de citotoxicidade. Ainda assim, é
imprescindivel destacar que a conjugagdo com o anticorpo CTX promoveu rapida internalizacdo nas células
DU145 que superesspressas o receptor EGF, consequentemente favorecendo a acdo dos nanossistemas
contendo DTX na morte celular.

Portanto, o desenvolvimento dos nanossistemas, em especial NSM@DTX-CTX compreende uma
abordagem interessante e inovadora para continuagao dos estudos in vitro focados em futuras avaliagdes in

vivo para o tratamento do cancer de prostata.
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