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RESUMO

O glioblastoma (GBM) é um tumor cerebral sélido difuso de alta agressividade. A
temozolomida (TMZ), unico farmaco disponivel para o tratamento, torna-se pouco
eficaz devido a baixa distribuicdo cerebral, visto que € um pré-farmaco que se hidrolisa
ao cation metildiazénico, metabdlito ativo, em pH fisiolégico (pH 7,4). Portanto, o
presente trabalho visou desenvolver, caracterizar e avaliar lipossomas contendo TMZ
funcionalizados com transferrina (Tf) para a entrega ao cérebro via administracéo
intranasal objetivando maior disponibilidade cerebral da TMZ. Os lipossomas (LIP)
foram obtidos via hidratagdo do filme lipidico, seguido de extrusdo para posterior
conjugagao com Tf. Os lipossomas foram funcionalizados via processos distintos,
maleimida e carbodiimida, sendo que em ambos 0s processos 0s lipossomas
mostraram-se monodispersos (PDI<0,2) de tamanho reduzido (< 200 nm) e carga
superficial negativa e positiva, respectivamente. A analise de eficiéncia de conjugagéao
e da integridade da proteina mostraram que o processo de conjugacao via maleimida
mantém a proteina mais estavel comparado ao processo via carbodiimida, sendo,
portanto, o método escolhido. A inser¢cao do farmaco nao alterou as propriedades
coloidais das formulagdes LIP e LIP TF, obtida via maleimida, com os dados de
rastreamento de particula confirmando a homogeneidade e o tamanho da amostra,
que se mostraram estaveis por 90 dias e biocompativeis quando avaliados via HET-
CAM. A formulagao LIP TMZ apresentou maior eficiéncia de encapsulagao (68,45 +
9,48) comparada aos LIP TMZ TF (37,95%4,17), porém ambos os lipossomas
apresentaram propriedade de liberagao controla com perfis semelhantes em pH 6,4 e
5,1, indicando a capacidade em conter o farmaco durante a administracéo nasal e na
presenca de compartimentos celulares acidos. A interacdo com proteinas do soro
demonstrou a estabilidade do sistema frente a meios biologicamente relevantes, a
medida que a atividade sob esferoides de GBM em 72 h dos LIP TMZ TF — viabilidade
de ~40%, demonstrou o potencial biolégico desses nanosistemas. A incorporagéo dos
lipossomas nos hidrogéis de poloxamer e goma gelana (20:0,01%, m/v) através da
gelificagcao direta foi observada pela mudanga da rugosidade superficial dos hidrogéis
analisada por MEV e mudangas na entalpia do sistema por DSC. Os resultados de
andlise de regime estacionario e oscilatério demonstram que a incorporagdo dos
lipossomas né&o alterou a resposta a temperatura do poloxamer, ao passo que as
analises de textura e mucoadesao na presenga de fluido nasal evidenciam que a
concentracdo de goma gelana ocasiona uma resposta ao nivel micro-estrutural da
matriz, aumentando sua coesao e adesividade. Considerando a agressividade do
GBM e a limitada opgao terapéutica os resultados sugerem que o sistema ou os
lipossomas individualizados possuem potencial para aumentar a interagcdo com
células tumorais reduzindo a perda sistémica devido a via proposta, contribuindo para
o desenho experimental de estudos futuros envolvendo plataformas de administragao
nasal para entrega de sistema lipossomais ao cérebro.

Palavras-chave: direcionamento ativo; glioma; astrocitoma; nanoparticula; goma
gelana; poloxamer; termorresponsivo.



ABSTRACT

Glioblastoma (GBM) is a highly aggressive diffuse solid brain tumor. Temozolomide
(TMZ), the only drug available for treatment, is not very effective due to its poor
distribution in the brain, as it is a prodrug that hydrolyzes to the methyl diazonium cation
— the active metabolite — at physiological pH (pH 7.4). Therefore, the present study
aimed to develop, characterize, and evaluate TMZ-containing liposomes functionalized
with transferrin (Tf) for delivery to the brain via intranasal administration, with the goal
of increasing the cerebral availability of TMZ. The liposomes (LIP) were prepared by
hydration of a lipid film, followed by extrusion and subsequent conjugation with Tf. The
liposomes were functionalized using two distinct processes—maleimide and
carbodiimide—and in both processes, the liposomes were found to be monodisperse
(PDI < 0.2) with small sizes (< 200 nm) and negative and positive surface charges,
respectively. Analysis of conjugation efficiency and protein integrity showed that the
maleimide-mediated conjugation process maintains greater protein stability compared
to the carbodiimide-mediated process; therefore, the maleimide method was selected.
The incorporation of the drug did not alter the colloidal properties of the LIP and LIP
TF formulations, prepared via maleimide, with particle tracking data confirming the
homogeneity and size of the sample, which remained stable for 90 days and were
biocompatible when evaluated via HET-CAM. The LIP TMZ formulation exhibited
higher encapsulation efficiency (68.45 + 9.48) compared to LIP TMZ TF (37.95 £ 4.17),
however, both liposomes exhibited controlled-release properties with similar profiles at
pH 6.4 and 5.1, indicating their ability to retain the drug during nasal administration and
in the presence of acidic cellular compartments. Interaction with serum proteins
demonstrated the system’s stability in biologically relevant environments, as the
activity of LIP TMZ TF on GBM spheroids at 72 hour with a viability of ~40%—
demonstrated the biological potential of these nanosystems. The incorporation of
liposomes into poloxamer and gellan gum hydrogels (20:0.01%, w/v) via direct gelation
was observed through changes in the surface roughness of the hydrogels, as analyzed
by SEM, and changes in the system’s enthalpy, as measured by DSC. The results of
steady-state and oscillatory regime analyses demonstrate that the incorporation of
liposomes did not alter the temperature response of poloxamer, whereas texture and
mucoadhesion analyses in the presence of nasal fluid show that the concentration of
gellan gum induces a response at the microstructural level of the matrix, increasing its
cohesion and adhesivenessGiven the aggressiveness of GBM and the limited
treatment options, the results suggest that the system or the individualized liposomes
have the potential to increase interaction with tumor cells while reducing systemic loss
due to the proposed route, thereby contributing to the experimental design of future
studies involving nasal administration platforms for delivering liposomal systems to the
brain.

Keywords: active targeting; glioma; astrocytoma; nanoparticle; gellan gum;
poloxamer; thermoresponsive hydrogel.
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1. INTRODUGAO

O glioblastoma (GBM) & o tumor cerebral primario maligno mais agressivo e
comum em adultos. Trata-se de tumores de rapida proliferagao, infiltragcao difusa e alta
variabilidade intratumoral que acomete os astrocitos, células de sustentagdo e
nutricdo presente no sistema nervoso central (SNC) (Agosti et al., 2023; Delgado-
Martin e Medina, 2020; Perrin et al., 2019). O tratamento atual consiste na ressecc¢ao
cirurgica segura seguida de radioterapia e quimioterapia com temozolomida (TMZ)
que proporciona, somente, um ganho de sobrevida médio de doze meses, pois a
progressao tumoral pés terapia € quase inevitavel (Delgado-Lépez e Corrales-Garcia,
2016; Ostrom et al., 2021; Stupp et al., 2005; Thakkar et al., 2014). O desfecho clinico
desfavoravel reforca a limitagao e baixa eficacia da terapia atual para o tratamento do
GBM, que é constantemente questionada na pratica clinica, evidenciando a
necessidade de novas estratégias. Existem diversos desafios associados a
terapéutica do GBM, dentre os de maior impacto destaca-se a baixa disponibilidade
cerebral da TMZ devido o perfil de hidrdlise do farmaco, bem como a resisténcia
terapéutica associados aos mecanismos intrinsecos as células tumorais e ao
microambiente tumoral (Delgado-Martin e Medina, 2020; Goldwirt et al., 2013; Meany
et al., 2009; Perrin et al., 2019; Portnow et al., 2009).

Nesse cenario, estratégias multifuncionais podem ser Uteis na busca de novas
alternativas terapéuticas para auxiliar no controle da doencga, aumento da taxa de
sobrevida e qualidade de vida dos pacientes. Dentre as possibilidades, o
desenvolvimento de uma estratégia combinatéria que integra: (i) a entrega de
farmacos direcionados as células tumorais explorando o ambiente tumoral através do
uso de nanocarreadores, (ii) a entrega direta ao sistema nervoso central (SNC) via
administragcado nasal contornando a BHE, e (iii) 0 uso de polimeros responsivos para
formacao de redes poliméricas visando um microambiente de distribuigcdo estavel e
homogéneo durante a administragado nasal, apresenta potencial para ser um sistema
multifuncional no tratamento do GBM.

Os nanocarreadores sao promissores pelas vantagens especificas inerentes a
suas caracteristicas coloidais e fisico-quimicas. Dentre eles, os lipossomas sédo os
mais investigados e com maior sucesso clinico devido a biocompatibilidade,
seguranga, e regulamentacgao, visto que ja sdo usados clinicamente (Bulbake et al.,

2017). Caracteristicas distintas podem ser obtidas em termos de parametros
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estruturais, quimicos, mecanicos, magnéticos, elétricos e biolégicos de acordo com o
material usado e a técnica de preparo (Campos et al., 2013; Tan e Billa, 2021). No
cenario da terapéutica anticancer dois parametros se destacam em nanosistemas, o
primeiro € em fungdo da estrutura nanométrica que permite o acumulo passivo no
tumor pelas fenestragdes dos vasos sanguineos, sem nenhum mecanismo adicional.
E o segundo é em relagao as propriedades de superficie dos nanocarreadores, que
possibilitam estratégias de modificacdo de superficie com diferentes ligantes
funcionais tais como a transferrina, para aumento da interacdo entre os
nanocarreadores e a célula alvo. Esses dois mecanismos juntos, exploram vias
distintas para acumulo da terapéutica no local alvo (Danhier, Feron e Préat, 2010;
Demetzos e Pippa, 2014; Ramalho, Coelho e Pereira, 2018; Zhou et al., 2013).

Apesar das vantagens, nanosistemas ainda enfrentam barreiras fisioldgicas
importantes, como a prépria barreira hematoencefalica (BHE), limitando sua eficacia
quando administrados por vias convencionais. Como alternativa, a administracao
intranasal tem sido explorada como uma rota n&o-invasiva de acesso direto ao cérebro
pelas vias olfatoria e trigeminal. Essa estratégia evita o metabolismo pré-sistémico,
aumenta a distribuigcdo cerebral e reduz os efeitos colaterais, sendo, particularmente
atraente para o tratamento de doencas do SNC. No entanto, fatores limitantes como
o curto de tempo de retengdo e a depuragdo mucociliar na cavidade nasal podem
comprometer a eficiéncia da via intranasal (Gao, Shen e Mao, 2020; Lochhead e
Thorne, 2012; Ways et al., 2020).

Para contornar essas limitagdes, materiais poliméricos tém sido investigados
como biomateriais promissores como matrizes para administragao nasal devido as
suas propriedades absortivas e mucoadesivas. Polimeros responsivos a estimulos
externos tém sido empregados como materiais funcionais para formagao de redes
tridimensionais hidrofilicas, com alta capacidade absortiva de agua sem perda de
integridade estrutural, conhecidos como hidrogéis. A formacdo de uma matriz
polimérica responsiva a temperatura, ions ou muco da cavidade nasal tende diminuir
a absorc¢ao sistémica, a depuragado mucociliar e agir como agente de mucoadeséao ou
penetracdo, melhorando a penetragdo dos nanosistemas no muco e otimizando a
entrega cerebral (Brannigan e Khutoryanskiy, 2019; Donnelly et al., 2011; Yom-Tov,
Seliktar e Bianco-Peled, 2016).

A estratégia de carreamento da TMZ em lipossomas e a funcionalizagdo desses

nanocarreadores para o tratamento de GBM é descrita na literatura, bem como o uso
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de lipossomas para via nasal (Gao et al., 2015; Khan et al., 2018; Lam et al., 2018a;
Vanza et al., 2018). No entanto, a integracdo de lipossomas carreados com
temozolomida funcionalizados com transferrina, e dispersos em uma matriz
carreadora originando um sistema multifuncional para entrega cerebral via
administracao intranasal néo é reportada na literatura. Dessa forma, a integragao de
lipossomas contendo TMZ funcionalizados com transferrina para aplicagao intranasal
baseados em hidrogéis de poloxamer 407 e goma gelana, representa uma estratégia
multifuncional promissora para mitigar parcialmente os problemas associados a
terapia do GBM. Essa abordagem visa investigar o potencial de lipossomas contendo
TMZ e funcionalizados com transferrina as células de GBM, em comparagao ao

farmaco de primeira escolha devido ao direcionamento mediado pela transferrina.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse trabalho evidenciam que lipossomas encapsulados
com temozolomida e conjugados com transferrina sdo viaveis de obtencgao, e
apresentam caracteristicas fisico-quimicas e biolégica compativeis para
encapsulacdo da TMZ e entrega e efeito sob células de GBM. Os sistemas
demonstraram eficiéncia de encapsulagdo moderada — considerando que farmacos
pequenos e hidrofilicos sao dificeis de encapsular em lipossomas, bem como
apresentaram-se estaveis fisicamente apds conjugacao incluindo estabilidade na
presencga de meio biologicamente relevante, além de se apresentarem biocompativeis
quando em contato com membrana biolégica altamente vascularizada, como
evidenciado pelo HET-CAM. Esses resultados associados a confirmacdo da
conjugacao da proteina a superficie dos lipossomas garantiram resultados biolégicos
relevantes na presenca de modelos esferoidais que mimetizam de forma mais
fidedigna a biologica tumoral, e, portanto, a interagcdo com células de GBM, como
evidenciado pelos resultados de atividade metabdlica em sistema tridimensionais. Em
paralelo, os resultados demonstraram que ndo apenas a presenga da conjugacao,
mas as propriedades fisico-quimicas e composicdo dos nanosistemas influenciaram
nos mecanismos de captacgao in vitro, como evidenciado pelos estudos de interacao
nanoparticula-célula em modelo bidimensional. Logo, as formulag¢des lipossomais
demonstraram ser sistemas fisicamente estaveis e com efetiva atividade bioldgica in
vitro contornando um dos principais desafios no desenvolvimento de nanoparticulas
vetorizada para liberacédo de farmacos — um sistema fisicamente estavel e com efetiva
atividade bioldgica.

Os resultados evidenciam que a plataforma multifuncional contendo lipossomas
em matrizes poliméricas foi obtida com sucesso pelo método de gelificagcao direta. Os
resultados demonstram que os lipossomas influenciam nas propriedades estruturais
dos hidrogéis de poloxamer e goma gelana, mas sem causar rigidez estrutural a ponto
de ser um sistema sem espalhabilidade — uma caracteristica desejavel durante a
aplicagdo nasal. Em conjunto, os resultados obtidos durante a caracterizagdo da
plataforma evidenciam que em baixas concentragées a goma gelana exerce a fungao
de estruturagdo do sistema em contanto com fluido nasal, como evidenciado pelos

ensaios de textura e mucoadeséao. Esses resultados sao satisfatorios, pois evidenciam
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que as matrizes possuem potencial para aplicagao nasal e permanéncia sem rapida
eliminagao pelo batimento ciliar.

Os resultados promissores em modelos esferoidais evidenciam que estudos de
interacao esferoide-nanoparticulas sdo necessarios para melhorar o entendimento
dos mecanismos que regem a melhor atividade dos lipossomas funcionalizados sobre
células em modelo tridimensionais quando comparadas aos bidimensionais. No
entanto, os resultados evidenciam as discussdes ja levantadas na literatura, nas quais
modelos bidimensionais ndo sdo a melhor op¢ao para entender os mecanismos de
interacdo célula-nanoparticulas, enfatizando que estudos envolvendo mecanismos
celulares sdo mais promissores quando focados em modelos que mimetizam melhor
a biologia tumoral. Em relagdo a matriz hibrida, ensaios de tempo de degradagéo da
matriz polimérica seriam necessarios para analisar o tempo de permanéncia dos
hidrogéis na cavidade nasal, ja que esse € um fator relevante por se associar
diretamente ao potencial fisiolégico e de protecdo dessa mucosa. Ensaios de
avaliagdo da permeabilidade da matriz aos lipossomas sdo necessarios, e foram
realizados nesse trabalho; no entanto, os resultados obtidos ndo foram cientificamente
aceitaveis pois ndo garantiram a quantificacdo do farmaco de forma precisa, bem
como a analise da permanéncia estrutural dos lipossomas apds permeacgao, visto que
a matriz polimérica é apenas um carreador dos lipossomas devendo garantir a sua
permeacado em estado integro. Considerando esses fatores, estudos de desenhos
metodoldgicos que sejam eficientes em avaliar a permeagéo dos lipossomas como
um sistema integral pela matriz estdo sendo estudados visando obter resultado
relevantes em termos de avaliagao das propriedades fisico-quimica e coloidal dos
lipossomas permeados.

Considerando a complexidade da proposta, resultados relevantes foram
obtidos no desenvolvimento da plataforma multifuncional bem como dos lipossomas
como sistemas individualizados. No entanto, muito ainda precisa ser estudado, como
ja reportando anteriormente, em relagao a integragao da plataforma, mesmo antes de
analises in vivo a fim de obter resultados relevantes biologicamente e ndo somente
dados adicionais sem potencial de aplicacao, visto que a dificuldade de obtencao de
resultados similares in vitro e in vivo € um dos principais gargalos das tecnologias
nanotecnologia.

Como ja discutido durante o referencial teérico existem diversos estudos que

englobam lipossomas encapsulados com TMZ direcionados ao GBM, nanoparticulas



141

incluindo lipossomas conjugados a transferrina e hidrogéis de poloxamer e goma
gelana — inclusive para administragdo nasal, mas ndo ha um estudo que integra
simultaneamente esses componentes em uma plataforma multifuncional.
Considerando que um medicamento deve ser desenvolvido sob uma perspectiva
translacional, contemplando etapas de producédo, administragdo, biodistribuigcao,
farmacocinética e resposta bioldgica, esse estudo avanga em direcédo a um sistema
farmacéutico pensado na sua totalidade, mesmo que com varia limitagdes e gargalos
ainda a serem estudados. Além disso, considerando a agressividade do GBM, a
limitada opgao terapéutica e a baixa resposta terapéutica os resultados sugerem que
a plataforma estudada ou os lipossomas individualizados possuem potencial para
aumentar a concentracdo do farmaco no sitio tumoral e reduzir a perda sistémica
devido a via proposta, contribuindo para o melhor desenho experimental de novos
estudos envolvendo plataformas multifuncionais de administracdo nasal para entrega

de sistema lipossomais ao cérebro.
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  𝑳 𝑸 =   𝑫 𝑷 𝜶   × 𝟏 𝟎  𝑰 𝑪                                                  ( 𝒆 𝒒 .   𝟒 )                              


  E E    ( % ) =     T M Z   e n c a p s u l a d o   ( µ g )    T o t a l   d e   T M Z   ( µ g )   x   100                    ( 𝒆 𝒒 .   𝟓 )                  


  C C    ( % ) =     m a s s a   d e   T M Z   e n c a p s u l a d o      m a s s a   t o t a l   d a   f o r m u l a ç ã o x   100                    ( 𝒆 𝒒 .   𝟔 )                  


  E C    ( % ) =     T o t a l   d e   t r a n s f e r r i n a − T r a n s f e r r i n a   l i v r e  T o t a l   d e   t r a n s f e r r i n a x   100                    ( 𝒆 𝒒 .   𝟕 )                  


  S p a n =       D 90 − D 10      D 50                    ( 𝒆 𝒒 . 𝟖 )                  


    M  t =     M  ∞       .      ( 1 −   b  x )                     ( 𝒆 𝒒 .   𝟗 )


    M  t


    M  ∞  


  y   =     y  o   +    ( a   .       ( 1 − e  − b . x ) )     +  ( c   .       ( 1 − e  − d . x ) )                 ( 𝒆 𝒒 .   𝟏 𝟎 )


  F   =   k   .     t  n                 ( 𝒆 𝒒 .   𝟏 𝟏 )


  ∞



