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RESUMO

RESUMO

O cancer colorretal (CCR) ¢ um problema de satde publica e, entre os tipos de cancer,
ocupa a terceira posi¢cdo em termos de incidéncia e o segundo em mortalidade. A
quimioterapia endovenosa tem sido o recurso terapéutico utilizado no tratamento do
cancer. Todavia, a eficdcia terapéutica limitada e os efeitos adversos comprometem a
utilizagdo por essa via. O bevacizumabe (BVZ) foi o primeiro anticorpo monoclonal
(mAb) aprovado pela FDA e tem mostrado importante avango na terapia antitumoral do
CCR. A presente tese teve como objetivo desenvolver nanoparticulas (NPs) de goma
gelana (GG) e BVZ pelo método de complexagdo polieletrolitica, modificar sua
superficie com quitosana (QS) e incorpora-las em microparticulas baseadas em amido
retrogradado (AR) e pectina (PEC) para liberacdo célon-especifica do BVZ. Diferentes
proporcdes de polimeros foram testadas para obtencdo das NPs, exibindo didmetros
médios na faixa de 222,6 a 412,1 nm, potencial zeta de -16,3 a -40 mV e indice de
polidispersdao (PdI) de ~0,222 a 0,412. A modificagdo de superficie com quitosana
promoveu inversdo de carga (> +40 mV), além de aumento do didmetro das particulas
(268 a 400 nm) e da eficiéncia de encapsulagdo, variando de 29 % para
aproximadamente 60 %. As NPs exibiram boa estabilidade fisica, boa permeabilidade
em mucosa intestinal suina e forte interacdo com a mucina. A biocompatibilidade das
NPs foi avaliada em células HCT116, HPMEC, fibroblastos humanos ¢ macrofagos em
modelos 2D e modelos de esferdides 3D, exibindo citotoxicidade dose e tempo
dependentes. Em adi¢do, os modelos de esferdides foram delineados e desenvolvidos
para avalia¢do da atividade anti-angiogénica. Assim, foi realizado o tratamento com as
NPs por 48 horas nos modelos e foi observada redugao da expressdao de CD31, redugdo
da viabilidade intratumoral e perda de matriz extracelular, denotando boa atividade anti-
angiogénica das NPs, que foram confirmadas pela reducdo de vasos sanguineos em
modelo de membrana corioalantdica de embrido de galinha. Dando sequéncia ao
desenvolvimento do sistema proposto, as NPs foram microencapsuladas por blendas de
AR e PEC (de baixa e alta esterificagdo), exibindo microparticulas circulares
(circularidade de 0,869 a 0,893), com diametro variando entre 801,29 e 991,01 um e
indice span variando entre 0,08 e 0,33. A capacidade de absor¢do de liquido das
microparticulas foi mais elevada em pH de 7,4, sendo até 4 vezes maior que em pH
acido, e também maior degradacdo enzimatica quando incubadas com pancreatina. As
microparticulas controlaram as taxas de liberagdo do BVZ em pH 4cido e em funcdo do
tempo. O sistema multifuncional se mostrou efetivo para liberacao célon-especifica do
BVZ.

Palavras-chave: nanoparticulas poliméricas; sistemas de liberacdo de farmacos;

mucoadesao; liberagdo colon-especifica.



ABSTRACT

ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is a public health problem, and, among types of cancer, it
ranks third in terms of incidence and second in mortality. The encapsulation of
bevacizumab (BVZ), an angiogenesis inhibitor antibody, in nanocarriers, has been
explored to increase its efficacy in the treatment of CRC. The present project aims to
develop GG and BVZ nanoparticles (NPs) by the polyelectrolytic complexation method,
modify their surface with chitosan (CS), and incorporate them into microparticles based
on retrograded starch (RS) and pectin (PEC) for colon release specific to BVZ.
Different proportions of polymers were tested to obtain NPs, exhibiting average
diameters in the 222.6 to 412.1 nm range, zeta potential from -16.3 to -40 mV, and PdI
from ~222 to 412. Surface modification with chitosan promoted charge inversion (>
+40 mV) in addition to increasing particle diameter (268 to 400 nm) and encapsulation
efficiency, ranging from 29 % to approximately 60 %. The NPs exhibited good physical
stability, good permeability in porcine intestinal mucosa, and strong interaction with
mucin. The biocompatibility of NPs was evaluated in HCT116 cells, HPMEC, human
fibroblasts, and macrophages in 2D and 3D spheroid models, exhibiting dose and time-
dependent cytotoxicity. In addition, the spheroid models were designed and developed
to evaluate the anti-angiogenic activity, thus, treatment with NPs was performed for 48
hours in the models and a reduction in CD31 expression, reduction in intratumoral
viability, and loss of extracellular matrix, denoting good anti-angiogenic activity of the
NPs, which were confirmed by the reduction of blood vessels in analyzes in a chicken
embryo chorioallantoic membrane model. Continuing with the development of the
proposed system, the NPs were microencapsulated in microparticles composed of
blends of AR and PEC (low and high esterification), exhibiting circular microparticles
(circularity from 0.869 to 0.893), with a diameter ranging from 801.29 to 991, 01 pm
and span index varying between 0.08 and 0.33. The liquid absorption capacity of the
microparticles was higher at a pH of 7.4, up to 4 times greater than at an acidic pH, and
greater enzymatic degradation when incubated with pancreatin. The microparticles
controlled the BVZ release rates. The multifunctional system proved to be effective for

colon-specific release of BVZ.

Keywords: Polymeric nanoparticles; drug delivery systems with mucoadhesive

properties; colon-specific release.
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1. INTRODUCAO

O cancer, também conhecido como neoplasia ou tumor maligno, denota um grupo
de doengas em que as células sofrem um processo de mutacdo em seu material genético,
tendo como resultado o crescimento desordenado (ESTANQUEIRO et al, 2015).
Dentre os tipos de cancer o colorretal (CCR) € responsavel por cerca de 700.000 mortes
mundiais por ano, sendo a terceira principal causa de mortes relacionadas ao cancer no
mundo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022; BRODY, 2015; INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2022).

Em 2021, de acordo com dados do Instituto Nacional do Cancer do Brasil (INCA),
o numero de novos casos de CCR no Brasil foi de aproximadamente 41.010 casos,
sendo 20.540 novos casos em homens e 20.470 em mulheres, cenario esse que
evidencia a necessidade de busca por alternativas terapéuticas no tratamento da doenga
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2021).

O recurso terapéutico convencional para o tratamento do cancer ¢ a terapia
endovenosa. Porém, a falta de seletividade/especificidade dos agentes antineoplasicos e
a distribuicdo dos mesmos para tecidos/6rgaos saudaveis requer a administragdo em
altas doses, o que pode resultar em efeitos adversos severos e toxicidade
(ESTANQUEIRO et al, 2015, WANG; HO; LIM, 2010). Entre os agentes
antineoplasicos utilizados para o tratamento do CCR, o bevacizumabe (BVZ) se destaca
como farmaco de primeira linha (FERRARA et al., 2004).

O BVZ ¢ um anticorpo monoclonal (mAb) do tipo imunoglobulina G1 (IgGl),
produzido por biotecnologia do DNA recombinante e disponivel no mercado em
solugdo para infusdo endovenosa. Seu mecanismo de agdo consiste em inibi¢do da
ligacdo do VEGF (do inglés, vascular endothelial growth factor) aos seus receptores
tirosina-quinase encontrados na superficie das células endoteliais (VEGFR-1 e VEGFR-
2). A inativagdo do VEGF faz com que ocorra o bloqueio da cascata de sinalizagdo e a
consequente interrup¢do do suprimento sanguineo aos tecidos tumorais (GARCIA ef al.,
2020). A acgdo sistétmica do BVZ quando administrado pela via endovenosa pode
desencadear diversos efeitos adversos, entre eles se destacam: hipertensdo, cicatrizacdo
prejudicada, hemorragia, insuficiéncia cardiaca, perfuracdo gastrintestinal e proteintiria
(KAZAZI-HYSENI; BEIJNEN; SCHELLENS, 2010).

A utilizagdo de nanoparticulas poliméricas como carreadores de farmacos apresenta

varias vantagens como a vetorizagdo e o favorecimento de acimulo do fArmaco no local
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de acdo ou absor¢do, devido ao seu tamanho reduzido, a compartimentalizacdo do
farmaco em ambiente restrito e a capacidade de modula¢do para atender necessidades
especificas (DOS SANTOS et al,, 2021a; YUAN et al., 2023).

A utilizagdo de polissacarideos no desenvolvimento de nanoparticulas e
microparticulas poliméricas apresenta diversas vantagens como baixo custo,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade, interagao celular,
interagdo/modificagdo quimica, seguranga e vetorizacao de farmacos (DOS SANTOS et
al., 2021a; YUAN et al,, 2023; ZHENG et al., 2022). O direcionamento destes sistemas
pode ser modulado por meio de interacdes supramoleculares das particulas com a
interface bioldgica, visando alcangar comportamento especifico (CARVALHO et al.,
2021; FERREIRA et al., 2020).

A goma gelana (GG) ¢ um exopolissacarideo anidnico obtido pela fermentagao do
microrganismo Sphingonomonas elodea. Tem sido explorada no delineamento de
sistemas utilizados no trato gastrointestinal (TGI), pois apresenta importante
propriedade mucoadesiva, além de formar fortes redes estruturais na presenca de cations
multivalentes (CARDOSO et al., 2021a, 2021b; GOMES et al., 2023; PREZOTTI,
CURY; EVANGELISTA, 2014).

A quitosana (QS) ¢ um polissacarideo natural e catidnico que tem sido amplamente
aplicado na obtencdo de sistemas de liberacdo de farmacos e para modificacao de
superficie de NPs visando o tratamento do CCR devido as suas notaveis propriedades de
mucoadesividade e permeabilidade. Relatos ainda mostram que as NPs contendo QS
aumentam a absor¢ao do fAirmaco por meio da abertura das jungdes paracelulares. Além
disso, a sensibilidade ao pH da QS pode favorecer a liberagdo do farmaco no tecido
tumoral, uma vez que o ambiente tumoral ¢ acido devido a alteragdo das propriedades
fisiologicas (CARVALHO et al., 2021; FERREIRA et al., 2020; SOOD et al., 2022). E
um polimero catidnico, atoxico, biocompativel e biodegradavel. Apesar das inimeras
vantagens da QS, este polimero possui limitagdes para sistemas de liberagcdo de
farmacos destinados ao célon devido a solubilidade em meio 4acido, o que pode acarretar
a liberag@o prematura do farmaco na porcao inicial do TGI.

A regido superior do TGI impde muitas barreiras para que o farmaco,
principalmente de origem proteica, chegue ao célon. A associacdo de estratégias de
encapsulacdo do farmaco em sistemas nanoestruturados e a incorporagdo destes
sistemas em microparticulas tem sido explorada em nosso grupo de pesquisa (DOS

SANTOS et al., 2021b). A protegdo do sistema, bem como a sua vetorizagdo para o
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colon pode ser alcancada pela microencapsulacio de nanocarreadores empregando
polimeros degradados seletivamente pela microbiota colonica, representando também
uma adequada estratégia para prote¢do da mesma frente as variacdes de pH do TGI
(DOS SANTOS et al., 2021a; ZHENG et al., 2022).

O amido ¢ um polissacarideo natural biodegradavel e biocompativel, de baixo custo
e muito utilizado na industria farmacéutica e alimenticia (RASHID et al., 2011).
Todavia, suas propriedades fisico-quimicas (por exemplo, elevada hidrofilia)
comprometem sua utilizacdo em sistemas de liberagdo de farmacos (CARBINATTO et
al., 2012; CHUNG; LIM; LIM, 2006). Dessa forma, modificacdes quimicas,
enzimaticas ou fisicas sdo realizadas com a finalidade de modificar tais propriedades. A
modificacdo fisica por meio de retrogradacdo do amido, um processo hidrotérmico
capaz de aumentar sua cristalinidade, faz com que ele se torne resistente as acdes
enzimdticas nos segmentos superiores do TGI e seja degradado pela microbiota
colonica, além de diminuir a dispersibilidade em meio aquoso. Tais caracteristicas
fazem do amido retrogradado um bom candidato para compor os sistemas poliméricos
para liberagdo no codlon (BAGLIOTTI MENEGUIN; STRINGHETTI FERREIRA
CURY; EVANGELISTA, 2014; CARDOSO et al., 2021b; CRISTINA FREIRE et al.,
2009; DOS SANTOS et al., 2021b; MENEGUIN et al., 2018; PREZOTTI; CURY;
EVANGELISTA, 2014).

A pectina (PEC) ¢ um polissacarideo natural complexo proveniente da casca de
frutos citricos capaz de formar agregados macromoleculares em meio 4cido, além de
exibir excelentes propriedades de biodegradabilidade, solubilidade aquosa, baixo custo,
atoxicidade e biocompatibilidade. Estudos com blendas poliméricas de PEC juntamente
com amido retrogradado, para administracdo oral da insulina, mostraram uma boa
capacidade de prote¢do do farmaco na por¢do superior do TGI (MENEGUIN et al.,
2018).

Em face ao exposto, o objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento de
sistemas com propriedades colon-especificas e mucoadesivas para administrag¢do oral do
BVZ no tratamento do CCR, associando duas estratégias, a primeira estratégia consiste
no desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas compostas de GG e BVZ com e sem
modificacdo de superficie e com propriedades mucoadesivas a fim de aumentar o
gradiente de concentragdo do BVZ na regido do tumor. A microencapsula¢do destas
nanoparticulas tem como finalidade a protecdo das mesmas frente as variagdes do

ambiente fisiologico nas porc¢des superiores do TGI (Figura 1). A escolha dos
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polissacarideos para compor as microparticulas (AR/PEC) baseou-se em resisténcia a
degradagcdo enzimatica, baixa solubilidade em meio aquoso, biocompatibilidade,
atoxicidade e biodegradabilidade especifica pela microbiota e/ou enzimas coldnicas

para que possam liberar as nanoparticulas no seu local de acao.

Figura 1. Representacdo grafica das estratégias adotadas para desenvolvimento do

projeto. Fonte: propria autora.
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6 CONCLUSOES

O desenvolvimento de NPs de goma gelana e BVZ, com e sem modificacao de
superficie com quitosana foi realizado com sucesso utilizando a técnica de complexagao
polieletrolitica, dispensando o uso de solventes organicos. O conjunto de dados mostrou
a obten¢do de NPs esféricas, com homogeneidade adequada, densidade de carga elevada
e diametro na escala nanométrica. Em adi¢do, as NPs mostraram boa estabilidade fisica
ao longo de 120 dias e alta interacdo com a mucina, principalmente para nanoparticulas
modificadas com QSBP, que também exibiram maior permeacdo em mucosa intestinal

suina.

Para avaliacdo da biocompatibilidade foram desenvolvidos modelos de
esferdides de co-cultura quadrupla, contendo células HCT116, HPMEC, fibroblastos e
macrdofagos. O modelo proposto mimetizou varios aspectos do microambiente tumoral
do CCR, como a presenca de matriz extracelular e nucleo necrotico, além de a
organiza¢do espacial das células. Além disso, o modelo apresentou-se como uma
estratégia potencial para triagem de alto rendimento, sendo adequado também para
triagem de farmacos, nanoparticulas e estratégias de quimioimunoterapia para o
tratamento do CCR. As NPs exibiram citoxicidade dependente de dose e tempo em
modelos celulares 2D e 3D e atividade anti-angiogénica, reduzindo a expressdo de
CD31, demonstrando baixa viabilidade intratumoral e perda de matriz extracelular.
Além disso, a atividade antiangiogénica das NPs foram confirmadas pela analise em

CAM.

Para uma efetiva liberagdo colon-especifica do BVZ, foi realizado um estudo de
microencapsulacdo das NPs. Para isso foram testadas blendas poliméricas contento
pectina de alta e baixa esterificagdo. As nano-in-microparticulas mostraram-se esféricas,
com distribuicdo granulométrica homogénea, bom rendimento e diametro na faixa
micrométrica. A capacidade de intumescimento das MPs foi maior em pH basico, bem
como a degradacdo enzimatica. As pectinas ndo apresentaram diferengas significativas
pelas andlises de degradacdo enzimatica, intumescimento e erosdo, dessa forma, as
microparticulas com pectina de baixa metoxilagdo foram escolhidas para as andlises de
liberagdo do BVZ, devido a maior eficiéncia de incorporacdo do BVZ. O sistema

multifuncional baseado em nano-in-microparticula controlou as taxas de liberagdo do
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BVZ, principalmente em pH dacido, sendo assim uma estratégia promissora para a

entrega colon especifica do BVZ.

O objetivo do estudo foi alcancado com o desenvolvimento de sistemas
multifuncionais com propriedades colon-especificas e mucoadesivas para administracao
oral do BVZ no tratamento do CCR, associando duas estratégias: o desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas compostas de GG e BVZ com e sem modificagdo de
superficie e com propriedades mucoadesivas a fim de aumentar o gradiente de
concentragdo do BVZ na regido do tumor e a microencapsulagdo destas nanoparticulas
para protecdo do BVZ frente as variagdes do ambiente fisioldogico nas porcdes

superiores do TGI.
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