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“Nothing in life is to be feared,
it is only to be understood.
Now is the time to understand more,

so that we may fear less”.

MARIE CURIE



RESUMO
Glioblastomas (GBM) representam 77% dos tumores malignos do sistema nervoso central (SNC) e
ainda hoje, apesar de todos 0s avangos na terapia, continua com prognoéstico limitado. A existéncia
de barreiras fisiologicas como a barreira hematoencefalica (BHE) representa o principal obstaculo
que impede que concentra¢fes adequadas do farmaco atinjam o local de ac¢do. Por suas vantagens
anatdmicas, uma estratégia proposta para a administracdo de farmacos destinados ao SNC consiste
no uso da via nasal. Além disso, 0 uso de terapias combinadas utilizando farmacos capazes de agir
em diferentes alvos moleculares deve ser considerada para o tratamento de doencas complexas
como GBM. O candidato a farmaco acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (CHC) e o anticorpo
monoclonal cetuximab (CTX) j& sdo explorados devido a capacidade de agir em diferentes alvos
moleculares nas células tumorais e aplicados em conjunto, como uma nova abordagem combinada,
podem melhorar os resultados terapéuticos. De forma complementar, a utilizacdo de sistemas de
liberacdo baseados em nanotecnologia trara inevitavelmente ganhos terapéuticos a combinacdo
proposta, permitindo que atributos especificos sejam agregados ao sistema e possibilite ndo somente
a administracdo nasal, como também a associacdo de diferentes farmacos em um dnico carreador.
Assim, o presente estudo propde o desenvolvimento de diferentes plataformas poliméricas baseadas
em poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA) e quitosana trimetilada (TMC) ou quitosana
oligomérica (OCS) para encapsulacdo do CHC. Ambos os sistemas desenvolvidos contendo CHC
encapsulado exibiram tamanho de aproximadamente 300 a 400 nm contendo quitosana em sua
superficie mais externa (potencial zeta positivo) e uma alta porcentagem de CHC encapsulado (z
85%). A caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas mostrou sua estabilidade coloidal,
principalmente na presenca do farmaco CHC. Dados de DRX sugerem que a interacdo entre CHC e
as nanoparticulas (NPs) de PLGA/OCS apresentam padr@es diferentes das NPs de PLGA/TMC. A
conjugacdo entre CTX e NPs foi realizada através de ligacdes supramoleculares e covalente
resultando em 85 e 58% de eficiéncia, respectivamente. A analise da eficacia terapéutica utilizando
protocolos in vitro empregando linhas celulares de glioma U251 e SW1088, estabeleceu que,
comparando ambos os sistemas conjugados, o0 PLGA/OCS parece ter uma capacidade terapéutica
mais relevante. Por esse motivo, esse sistema foi selecionado para as futuras investigagdes. Analise
de imunoblot confirmou que o CTX associado as NPs continua a exercer sua eficacia terapéutica. A
analise da atividade antiangiogénica, desenvolvimento e progressdo do tumor usando modelo de
membrana corioalantdica de embrido de galinha (CAM) revelaram uma tendéncia de reducdo do
tumor quando NPs conjugadas foram utilizadas. Além disso, elas também exibiram uma atividade

antiangiogénica. O perfil de liberagdo in vitro mostrou que a liberagdo de CHC foi sustentada e



retardada pelo seu encapsulamento nas NPs. Estudos de permeacdo ex vivo utilizando mucosa nasal
suina mostraram que a permeacdo de CHC foi modificada pela sua inclusdo nos sistemas. A
avaliacdo da capacidade de NPs administradas pela via nasal em atingir o SNC utilizando
tomografia de fluorescéncia forneceu evidéncias de independentemente do procedimento de
conjugacdo, NPs foram eficazes em realizar o transporte direto para o cérebro pela rota nasal.
Portanto, considerando todos os resultados mencionados, o sistema desenvolvido exibiu um
conjunto de atributos favoraveis que as tornam alternativas promissoras a serem futuramente

consideradas no tratamento de GBM.

PALAVRAS CHAVE: glioblastoma; administragdo nasal; acido a-ciano-4-hidroxicinamico;

cetuximabe; nova estratégia terapéutica; efeito combinatorio; nanotecnologia.



ABSTRACT
Glioblastomas (GBM) account for 77% of malignant tumors in the central nervous system (SNC),
and today, despite all advances in therapy, remains with a limited prognosis. The existence of
physiological barriers as the blood brain barrier (BBB) represents the main obstacle that limits
appropriate concentrations of drugs designed to therapy. Due to their anatomical advantages, a
strategy proposed for direct delivery to SNC involves the use of the nose-to-brain route. Besides,
combination therapy that uses multiple drugs against different molecular targets should be
considered for complex diseases such as GBM. Drugs like alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid
(CHC) and the monoclonal antibody cetuximab (CTX) are already explored for their capacity to act
against different hallmarks of cancer and applied together, as a novel combining approach, might
improve therapeutic outcomes. Therefore, advances in nanotechnology-based delivery systems will
inevitably bring therapeutic gains to the proposed combination since they enable acquisition of
important characteristics desired and also the association of different drugs into a single carrier.
Thus, the current study proposes the development of different polymeric platforms based on
poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) and trimethyl chitosan (TMC) /chitosan oligosaccharide
(OCS) for CHC encapsulation. Both CHC-loaded developed systems (PLGA/TMC and
PLGA/OCS) exhibited nanostructure organization of about 300 to 400 nm, containing chitosan on
their outermost surface (positive zeta potential) and a high percentage of CHC encapsulation
(x85%). Physicochemical characteristics have shown great colloidal stability, especially in the
presence of CHC drug. DRX data suggest that interaction between CHC and PLGA/OCS NPs
follows patterns different than PLGA/TMC NPs. Conjugation between CTX and developed CHC-
loaded NPs was optimally obtained by supramolecular forces and covalent bonds, resulting in 85
and 58% of efficacy, respectively. Analysis of therapeutic efficacy using in vitro protocols
employing U251 and SW1088 glioma cell lines, established that, comparing both conjugated
systems, PLGA/OCS seems to have greatly therapeutic capacity. Therefore, this system was chosen
to further investigations. Blot analysis confirmed that CTX associated with NPs continues to exert
its therapeutic efficacy. Analysis of antiangiogenic activity, tumor development, and progression
using the chicken chorioallantoic membrane disclosed a trend of tumor reduction when conjugated
NPs were employed. In addition, this system also exhibited antiangiogenic activity. In vitro release
profile showed that CHC release was sustained and retarded by drug encapsulation into NPs. The ex
vivo permeation study applying nasal porcine mucosal showed that CHC permeation was delayed
by the inclusion of system complexity. Analysis of NPs delivery using fluorescence tomography

provides evidence that the developed PLGA/OCS NPs, independently of conjugation procedure,



were effective in providing nose-to-brain transport. Taking into consideration all of the
aforementioned results, we anticipate that the developed system exhibited a set of favorable

attributes that make them promising alternatives to be further considered in GBM treatment.

KEY WORKS: glioblastoma; nose-to-brain delivery; a-cyano-4-hydroxycinnamic acid;
cetuximab; novel therapeutic strategy; combinatory effect; nanotechnology.
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1. INTRODUCAO

Entre os tumores cerebrais, o glioblastoma (GBM) representa a forma mais maligna e letal,
sendo uma das principais causas de morte relacionadas ao cancer (Colen et al.,, 2011).
Extremamente agressivo altamente invasivo e neurologicamente destrutivo, em sua manifestacdo, a
sobrevida média é de 12 a 16 meses, dados estatisticos que permanecem inalterados nos ultimos
anos, apesar da descoberta de novos farmacos e avangos tecnoldgicos (Maher et al., 2001; Karsy,
Michael et al., 2018).

Alguns farmacos tem demonstrado potencial atividade no tratamento de GBM. Entretanto,
poucos agentes quimioterapicos possuem aprovacdo pela Food and Drug Adminitration (FDA).
Embora novas vias moleculares sejam publicadas todos os dias, aprimorando nosso conhecimento
sobre a capacidade bioldgica e invasiva das células de GBM, a transposi¢do da ciéncia bésica para
préatica clinica ndo segue a mesma tendéncia (Veliz et al., 2015). Tratamentos eficazes que visam
atingir o sistema nervoso central (SNC) ainda representam um grande desafio para a comunidade
cientifica, levando em consideracdo a incapacidade de muitos farmacos em acessar o cérebro
(Begley, 2004). A presenca de barreiras fisioldgicas, principalmente a barreira hematoencefalica
(BHE), limita acessibilidade do farmaco, dificultando a eficicia de terapias medicamentosas
(Portnow et al., 2009; Alexander et al., 2019). Assim, muitos candidatos a farmacos que provaram
ser eficazes em seus locais de acdo, falharam e foram descartados durante os ensaios clinicos
(Begley, 2004).

Até o momento, o protocolo de tratamento padrdo para GBM se inicia com intervencédo
cirurgica seguida de radioterapia combinada com a administracédo oral de temozolomida (TMZ) que
provou ser um dos agentes antineoplasicos mais eficazes (Lee; Ooi , 2016). No entanto, embora
esse agente alquilante possua a capacidade de atravessar o BHE, sua meia-vida curta requer altas
doses que devem ser administradas pela via oral para garantir niveis terapéuticos no cérebro, o que,
por sua vez, traz varios efeitos colaterais (Portnow et al. 2009). Apesar disso, poucas mudangas e
melhorias na sobrevida foram relatadas (Gately et al., 2018).

A ativacdo anormal do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) ocorre em
aproximadamente 40% dos casos de GBM (Roskoski, 2014; Hicks et al., 2016). Assim muitos
ensaios clinicos em andamento exploram a utilizagdo de farmacos direcionados para este alvo
(Roskoski, 2014). O Cetuximabe (CTX) € um anticorpo monoclonal 1gG1 quimérico que liga-se ao
segmento extracelular do dominio Ill ligado ao EGFR, inibindo a ativacdo de varias vias de

transducgéo de sinal que estdo associadas ao desenvolvimento tumoral, progressdo, disseminacgao
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metastatica e diminuicdo da sobrevida. Além disso, o CTX tambem regula a expressdo do fator de
crescimento endothelial vascular (VEGF), o que pode dificultar o processo de angiogénese
(Roskoski, 2014).

Adicionalmente, uma caracteristica importante das células tumorais consiste na ocorréncia de
uma reprogramacao no seu metabolismo energético. A intensa proliferacdo celular requer um ajuste
capaz de fornecer a energia necessaria ao crescimento e divisdo celular. Como este suprimento
energético deve ser rapidamente produzido, as células tumorais substituem a respiracdo aerobica
pela glicolise anaerdbica, mesmo na presenca de oxigénio, um fendmeno registrado pela primeira
vez por Otto Warburg (Warburg, 1930; Warburg, 1956; Hanahan; Weinberg, 2011). Como
consequéncia do designado “efeito Warburg”, as células cancerigenas secretam lactato / H* (acido
latico) que deve ser exportado para o ambiente externo para manutencdo do pH intracelular (Gillies
et al., 2008; Hanahan; Weinberg, 2011; Miranda-Goncalves et al., 2013; Amorim et al., 2015). Os
gliomas malignos sdo altamente glicoliticos, produzindo altos niveis de acido latico que devem ser
externalizados para o meio extracelular através de transportadores especificos evitando a morte das
células por acidose.

As proteinas transportadoras de monocarboxilato (MCTs) compreendem uma familia de 14
membros em que 4 isoformas estdo relacionadas ao transporte transmembrana de prétons (Izumi et
al., 2003). A inibicdo da atividade dos MCTs, que interrompe o0 estado de homeostasia por
alteracOes de pH, vem sendo apontada como um dos novos alvos a ser explorado no tratamento de
tumores cerebrais, como GBM. O acido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHC), um monocarboxilato
aromatico de 189,2 g.mol™ promove uma inibicdo competitiva da atividade de MCTs em mamiferos
sem apresentar citotoxicidade aparente in vivo (Colen et al., 2006; Colen et al., 2011).

Estudos anteriores demonstraram que o uso de CHC contra diferentes células de glioma
diminuiu o metabolismo glicolitico, a migracdo e a invasdo, induzindo a morte celular (Miranda-
Goncalves et al., 2013). A avaliacdo do CHC como estratégia terapéutica em tumores cerebrais
usando entrega por conveccdo (CED) demonstrou inibi¢do in vivo do crescimento do tumor e a
ocorréncia de necrose completa do tecido tumoral em modelo animal (Colen et al., 2011 ).

Embora esses resultados sejam bastante encorajadores, a molécula CHC apresenta uma
solubilidade bastante limitada o que deve comprometer seu efeito terapéutico quando administrada
por vias de administracdo convencionais como a oral. Na tentativa de superar essas limitagdes, o
CHC ja foi incorporado em estruturas de zeolitos, sélidos cristalinos com estruturas microporosas
muito regulares nas quais substancias quimicas ativas podem ser incluidos, para o desenvolvimento

de sistemas de liberacdo aplicados ao tratamento do cancer. Como resultado, o encapsulamento de
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CHC nestes sistemas também forneceu um aumento significativo de sua capacidade terapéutica
(Vilaga et al., 2011). Por outro lado, a administracdo sisttmica de CTX reduz a proliferacdo celular
em uma série de células tumorais (Van Den Eynde et al., 2011) e, embora essa realidade possa ser
estendida ao GBM, a terapia anti-EGFR usando CTX é limitada pela incapacidade deste farmaco
em atingir o sitio de acdo em concentra¢des adequadas para que se tenha sua eficécia terapéutica
(Eller et al., 2005; Hicks et al., 2016).

A expansdo do conhecimento e a compreensdo sobre as caracteristicas moleculares do GBM
demonstra um comportamento altamente agressivo e adaptativo, sugerindo que um Unico agente
terapéutico ndo trara avancos significativos na sua terapia. Assim, a abordagem de multiplos alvos
através de farmacos capazes de agir em diferentes vias de sinalizacdo, de maneira simultanea, pode
fornecer um cenario mais favoravel no tratamento. Uma série de protocolos de terapia utilizando
farmacos associados ja foi testada, no entanto, uma associacdo destinada a inibir o EGFR
juntamente com MCTs ainda néo foi estudada para GBM.

Muitas vezes, compreender um efeito terapéutico, unicamente, ndo determina o éxito de uma
terapia, especialmente para GBM. Diferentes ensaios clinicos empregando novas substancias
terapéuticas Unicas ndo tém mostrado resultados encorajadores. O principal fator associado a falha
terapéutica esta associado a BHE, que torna o cérebro praticamente inacessivel a grandes moléculas
polares (Benoit et al., 2000; Lalatsa; Barbu, 2016). Por outro lado, a via nasal de administragio
oferece uma alternativa ndo invasiva interessante para uma conexao direta com o cérebro. Devido a
suas caracteristicas tais como facil administracdo, rapida absorcdo e automedicacdo, essa nova
abordagem esté se intensificando (Romeo et al., 1998; Alex et al., 2015).

A administracdo de farmacos pela via nasal para atingir o cérebro é possivel pela localizacado
anatémica da cavidade nasal que contem uma regido onde o neuroepitélio esta exposto ao ambiente
externo possibilitando o rapido transporte do farmaco para o cérebro (Haque et al., 2014).
Entretanto, é necessario pontuar que esta via de administracdo apresenta alguns desafios como a
permeabilidade deste epitélio e o tempo de residéncia da formulacdo na cavidade nasal. Assim,
esforcos consideraveis tém sido explorados para o desenvolvimento de sistemas projetados para
administracdo nasal (Alex et al., 2015).

Na &rea da tecnologia farmacéutica, a proposta de reformulacdo de um antigo farmaco como
uma nova estratégia terapéutica e atividade biologica aprimorada tem sido o foco principal de
muitos pesquisadores. Como os resultados desejados a uma terapia nao se baseiam apenas no perfil
farmacocinético e farmacodindmico do farmaco, mas também em sua biodisponibilidade no sitio de

acdo, nas respostas bioldgicas e nos resultados terapéuticos esperados relacionados a abordagem da
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entrega, especialmente para doengas complexas como GBM. Plataformas tecnoldgicas baseadas em
polimeros permitem o desenvolvimento de sistemas inovadores com uma ampla gama de
propriedades fisico-quimicas e estruturais, que podem ser delineadas para atingir caracteristicas
especificas e desejadas para a administracdo de farmacos. A compartimentalizacdo do farmaco em
um ambiente restrito também € uma estratégia promissora para modular propriedades
biofarmacéuticas em que atributos criticos, como protecdo contra degradacdo e interagdo bioldgica,
podem ser projetados de acordo com as necessidades especificas. Para esta finalidade, uma
variedade de biomateriais vem sendo proposta. Entre eles, polimeros naturais e sintéticos tém
atraido cada vez mais atencdo devido a sua grande variedade de estruturas. Sua versatilidade
também permite a associacdo de diferentes farmacos produzindo um carreador Unico com
propriedades desejaveis a via de administracao pretendida.

Nano ou microestruturas baseadas em PLGA e quitosana provaram melhorar
significativamente a interacdo do farmaco com as células tumorais, promovendo o aumento de sua
citotoxicidade (Chakravarthi; Robinson, 2011). Além disso, estas plataformas ja foram destacadas
por proporcionarem o transporte de diferentes farmacos ao cérebro através da via nasal uma vez que
podem modular a interacdo desses sistemas com a mucosa interferindo na permeabilidade de
diferentes farmacos (Tong et al., 2017; Meng et al., 2018).

Levando em consideracao todos os desafios apresentados acima para o tratamento com GBM
e tentando estimular o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que possam melhorar
desempenho terapéutico, primeiro levantamos a hipotese de que dois farmacos ja estudados (CHC e
CTX) poderiam fornecer efeitos aditivos ou sinérgicos contra 0 GBM. Adicionalmente, os sistemas
nanoestruturados para a liberacdo de farmacos foram introduzidos para fornecer ganhos terapéuticos
uma vez que permitem a modulacdo de propriedades especificas estruturais e biofarmacéuticas para
melhorar a resposta bioldgica desejada. Além disso, devido a sua versatilidade, carreadores
baseados em polimeros podem proporcionar a associacdo de diferentes substancias em um Unico
sistema.

Assim o presente estudo foi desenvolvido para investigar a possibilidade de uma nova terapia
combinada para GBM aliada a nanotecnologia por meio da entrega direta ao cérebro através da via
nasal de administracdo. Nanoparticulas (NPs) de PLGA e quitosana foram inicialmente
desenvolvidas para o encapsulamento do farmaco CHC. Em seguida, uma completa caracterizacao
fisico-quimica foi realizada com o objetivo de comparar as duas plataformas. Posteriormente, CTX
foi conjugado na superficie dessas nanoestruturas utilizando diferentes estratégias. A prova de

conceito foi investigada pela analise do desempenho terapéutico in vitro utilizando cultura de
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células nas linhas celulares de glioma SW1088 e U251. Para finalizar, a resposta bioldgica e a

entrega do sistema através da via nasal foram investigadas utilizando protocolos in vivo.
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of positively charged molecules provide stronger adherence to the mucus layer. Interestingly, the
potential benefit of this adhesive/retention behavior remains unclear. Nevertheless, both surface

charges are proven to provide the transport (Bonaccorso et al., 2017).
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Figure 30: Ex vivo brain fluorescence tomography. Pictures were taken 0.5, 1 and 3 hours after intranasal
administration of IR780-loaded NPs and IR780-loaded conjugated NPs; (n=3). First column represents the negative
controls.

Taken together, these data provides evidence that developed nanoparticles of PLGA/OCS in
the range of 250 to 310 nm of size, were effective to provide nose-to-brain transport, independent of
the conjugated procedure. Futures studies are needed to quantify the dimension of transport

provided by these systems.
7. CONCLUSIONS

The present study has provided the first investigation of a dual therapeutic strategy combining
CHC and CTX against GBM, using the SW1088 and U251 glioma cell lines. Besides,

nanotechnology has brought important features to the proposed strategy, considering that
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nanostructured systems are able to optimize the therapeutic effect, especially for complex
pathological processes.

In this work, we have successfully rationally developed innovative delivery systems based on
PLGA and chitosan (PLGA/TMC and PLGA/OCS) polymeric nanoparticles for CHC
encapsulation. Both developed platforms resulted in a nanostructured organization at about 300 to
400 nm of size containing chitosan on its outermost surface, what led to a positive ZP, and a high
percentage of CHC encapsulation.

Complete physicochemical characterizations have shown that CHC drug could modify the
kinetic aspects of NPs stabilization. In addition, interaction between CHC drug and PLGA/OCS
NPs follows different patterns than PLGA/TMC NPs. Therefore, conjugation between CTX and
developed NPs was optimally obtained by supramolecular forces (PLGA/TMC NPs) at pH 6.5 and
covalent bonds (PLGA/OCS NPs), resulting in 85 and 58% of efficacy, respectively.

Comparing both developed systems in terms of cell viability and metabolism assay,
PLGA/OCS NPs showed more promising results than those obtained with PLGA/TMC NPs. For
that reason, this system was chosen to proceed the scientific investigation.

In vitro release profile showed that CHC release was modified by the drug encapsulation into
NPs. Additionally, both release profile correlated better with the Weibull model following a
complex release mechanism. The ex vivo permeation study using nasal porcine mucosa has shown
that CHC permeation was delayed by the inclusion of system complexity.

Blot analysis confirmed that CTX associated to PLGA/OCS NPs by covalent bonds were
biologically active in addition to reinforce that system efficacy was specific and not associated to
toxicity. Analysis of antiangiogenic activity, tumor development and progression using the CAM
assay disclose a trend for tumor reduction when conjugated NPs were employed as therapeutic
strategy, in addition to provide a significative reduction in the blood vessel number compared with
all other applied treatment.

Analysis of nose-to-brain delivery using fluorescence tomography provided evidence that
developed NPs, regardless of the CTX conjugation procedure, were effectively transported from
nose to the brain.

Taking into consideration all of the aforementioned results, we anticipate that the developed
CHC-loaded PLGA/OCS NPs conjugated with CTX by covalent bonds, exhibited a set of favorable
attributes that make them promising alternatives to be further explored and considered in GBM

treatment.
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