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Uma gota de tinta caiu sobre o papel e eu a arrastei. Agora, cada ponto da area
dentro das paredes é preto ou branco; e nenhum ponto é preto e branco. Isso é claro.
O preto esta, no entanto, todo em um ponto ou mancha; esta dentro dos limites. Existe
uma linha de demarcacéo entre o preto e o branco. Agora eu pergunto sobre os pontos
desta linha, eles s&o pretos ou brancos? Por que um mais que o outro? Eles sdo (A)
ambos pretos e brancos ou (B) nem pretos e nem brancos? Por que A mais que B, ou
B mais que A? [...] Isso nos leva a refletir que € como se eles estivessem conectados
em uma superficie continua no qual os pontos sado coloridos; tomados isoladamente
eles nao tém cor e nao sao nem pretos nem brancos, nenhum deles. [...] A conclusao
€ que os pontos proximos ao limite sdo metade pretos e metade brancos. Sdo pontos
que devem ser considerados se tentarmos declarar as propriedades em todos os
pontos precisos de uma superficie, considerando esses pontos, como devem ser, em

sua conexao de continuidade.

Na légica da quantidade. Charles Sanders Peirce. 1893.



RESUMO

7 7

O céancer é responsavel por uma alta taxa de mortalidade e é considerado um
problema de saude publica. Entre os varios métodos de tratamento antineoplésico, a
quimioterapia é a mais utilizada. A fim de reduzir os efeitos colaterais provocados pela
qguimioterapia, o uso de plataformas nanométricas de liberacao permite uma acdo em
locais especificos, tornando o tratamento mais eficiente para os pacientes. Diversas
nanoplataformas séo reportadas na literatura para o tratamento do cancer e dentre
estas, as nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com copolimeros em bloco
possibilitam a interacdo simultdnea com farmacos hidrofébicos e hidrofilicos. A
avaliacdo das propriedades dessas plataformas possibilita otimizar sua agédo no corpo
humano, aumentando o tempo de circulacdo e seu direcionamento para regides
especificas no organismo. A eficiéncia de incorporacdo e o perfil de liberacao
controlada é estritamente dependente do tamanho, morfologia e das interacbes dos
blocos do copolimero. A aplicacdo dessas nanoparticulas € promissora no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos. Com a reducédo dos efeitos
colaterais, devido ao uso dessas nanoplataformas, permitira ao paciente um
tratamento menos agressivo e mais eficiente, melhorando sua qualidade de vida.
Neste trabalho, estudou-se a sintese de uma nanoplataforma hibrida composta de um
ndcleo inorganico e uma casca polimérica. O nucleo inorgéanico € composto por 6xido
de ferro (magnetita) e a casca organica é composta pelo copolimero em bloco PCL-
co-PEGMA modificado com acido folico. Espectroscopias na regiao do infravermelho
e de ressonancia magnética nuclear permitiram confirmar a obtencdo da
nanoplataforma conforme mencionado. Foram obtidas particulas com
aproximadamente 180 nm estaveis em pH fisioldgico, possibilitando sua aplicacdo em
diferentes regides do corpo humano. A eficiéncia de incorporacdo do metotrexato foi
de aproximadamente 96%. Os ensaios de liberacdo do farmaco indicaram que a
nanoplataforma € menos ativa em pH préximo a 2 (pH encontrado no fluido géastrico
no estbmago) enquanto a presenca de glutationa reduzida aumenta a liberacéo de
metotrexato, atingindo quase 50% de liberacdo de metotrexato apdos 96 horas (4 dias)
de analise. A eficiéncia da nanoplataforma permite identificar sua potencialidade como
sistema de liberacdo controlada.

Palavras chave: Nanoparticulas hibridas. Caroco@casca. Liberacdo controlada.
Metotrexato.



ABSTRACT

Cancer is responsible for many fatalities and it's considered a public health problem.
Among several methods of antineoplastic treatments, the chemotherapy is the most
used. To reduce the side effects caused by chemotherapy, the use of nanometric
release platforms allows action in specific sites targets, making the cancer treatment
more efficient for patients. Its reported in the literature many kinds of nanoparticles that
can be used in cancer treatment, but the block copolymer functionalized magnetic
nanoparticles stand out due to their simultaneous interaction with hydrophobic and
hydrophilic drugs. The evaluation of the properties of these platforms allows optimizing
their action in the human body, enabling more time of circulation and targeting a
specific region in the organism. The incorporation efficiency and the controlled release
profile is strictly dependent on the size, morphology, and interactions of the copolymer
blocks. The application of these nanoplatforms is promising in the development of drug
delivery systems. Because the reduction of side effects, due to the use of these
nanoplataforms, it will allow the patient a less aggressive and more efficient treatment,
improving the life’s quality. In this work, we studied the synthesis of a hybrid
nanoplatform composed of an inorganic core and a polymeric shell. The inorganic core
is composed of iron oxide (magnetite) and the organic shell is composed of the PCL-
co-PEGMA block copolymer modified with folic acid. Infrared spectroscopy and nuclear
magnetic resonance allowed the confirmation of the nanoplatform synthesis. Particles
around 180 nm stable at physiological pH was obtained, allowing its application in
different regions of the human body. The incorporation efficiency of methotrexate was
approximately 96%. The drug delivery assays indicated that the nanoplatform is less
active at pH values close to 2 (pH value found in stomach gastric fluid) in the
meanwhile the presence of reduced glutathione enhanced the methotrexate release,
reaching almost 50% methotrexate liberation after 96 hours (4 days) of analysis. The
efficiency of the nanoplatform allowed to identify its potential as a controlled drug

delivery system.

Key words: Hybrid nanoparticles. Core@Shell. Controlled Release. Methotrexate.
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1. Introducéo

O céancer é uma doenca responsavel por uma alta taxa de mortalidade,
independentemente da idade e sexo do individuo (1). Segundo o documento World
Cancer Report da Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (larc), da
Organizacao Mundial de Saude (OMS), estima-se o surgimento de 20 milhdes de
novos casos até 2025, sendo 80% em paises em desenvolvimento (2). No Brasil,
durante o biénio 2016-2017, estimou-se a ocorréncia de 600 mil novos casos (2).

Existem diversos métodos de tratamento do cancer, tais como: radioterapia,
guimioterapia, imunoterapia e cirurgia (3). Dentre esses, a quimioterapia
antineoplasica tem sido a abordagem escolhida para o tratamento de tumores em
casos avancados (4). No entanto, esta abordagem apresenta certa citotoxicidade e
possibilita resisténcia ao tratamento (3,5). Uma das causas da citotoxicidade é
proveniente da ndo-seletividade dos farmacos utilizados no tratamento, o qual muitas
vezes nao consegue distinguir entre células sadias para células tumorais, acarretando
a morte de ambos os tipos de células (como exemplo desse tipo de farmaco utilizados
temos a cis-platina) (6).

Uma forma de contornar essa barreira € a utilizacdo de plataformas de
liberacdo (7,8). Essas plataformas permitem a incorporacdo de farmacos pouco
soluveis e possibilita sua liberagdo em locais especificos no organismo. Esses
carreadores também possibilitam a protecdo de moléculas bioativas, o aumento da
biodisponibilidade na corrente sanguinea e melhora a distribuicdo nos tecidos (9).
Essas caracteristicas dos carreadores minimizam os efeitos colaterais dos farmacos.

O emprego de plataformas de liberacdo em terapias, devido suas dimensdes,
depende principalmente das propriedades fisico-quimicas da superficie do carreador
(10). Dessa forma, a superficie do carreador pode ser funcionalizada proporcionando
o0 aumento da biodisponibilidade de varias moléculas ativas (11), protegendo a
molécula ativa contra inativacdo enzimatica (12), direcionamento para regides
especificas na qual a acdo terapéutica é desejada e aumenta a eficiéncia de absorcéo
pelos diferentes tecidos (13). Os carreadores podem ser sintetizados a partir de
matrizes inorganicas, organicas ou materiais hibridos, e ainda apresentam ampla
variedade de morfologia e tamanho (14). As vantagens no uso de plataformas de
liberacdo em escala nanométrica residem na possibilidade de que (i) esses sistemas

conseguem passar por vasos capilares devido ao baixo volume, além de minimizarem
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a acao de macréfagos do sistema de defesa, aumentando o tempo de permanéncia
na corrente sanguinea; (ii) conseguem penetrar em células e tecidos até chegar em
alvos desejados, (iii) aumentam a eficacia do tratamento e (iv) reduzem efeitos

colaterais nos pacientes (15).

1.1. Nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas (NP) compfe uma vasta gama de nanomateriais e, por
defini¢cdo, possuem uma ou mais dimensdes fisicas entre 1 e 100 nm (16). Dentre os
diversos tipos de nanoparticulas magnéticas, as que mais se destacam em aplicacfes
biomédicas (diagnéstico, imageamento por ressonancia magnética e liberacéo
controlada de farmaco) sdo as nanoparticulas magnéticas de oOxido de ferro,
especificamente a fase magnetita (FesOs), por ser relativamente facil de ser
sintetizada, biocompativel e responde a influéncia de um campo magnético externo
(17,18).

A propriedade magnética da magnetita surge em decorréncia da sua estrutura
cristalina e, consequentemente, a sobreposicao das funcdes de onda dos orbitais dos
atomos de oxigénio e ferro (+2 e +3) presentes. Possui uma estrutura do tipo espinélio
invertido caracterizada pelo empacotamento cubico de face centrada, contendo sitios
tetraédricos e octaédricos. O sitio tetraédrico pode ser representado por um cation
metalico como o centro do tetraedro (ocupado exclusivamente por ions de Fe3') e
oxigénios ocupando seus vértices, enquanto o sitio octaédrico também possui em seu
centro um cation metalico (ocupado tanto por ions Fe*? quanto ions Fe*®) e os
oxigénios ocupando os vértices do octaedro (19). A Figura 1 apresenta a imagem da
estrutura cristalina da fase magnetita a fim de facilitar a visualizacao tridimensional do

espinélio invertido e a localizacdo dos atomos.



21

@ Oxigénio
@ Fe™
Fe+3

Figura 1 - Esquema da célula unitaria de estrutura do tipo espinélio inverso

Sitio tetraédrico

presente na fase magnetita do 6xido de ferro. Adaptado de Kalendova, A (19).

Existem diversos métodos que podem ser empregados na sintese das
nanoparticulas, tais como: microemulsdo agua em oleo (20), sonoquimico (21), sol-
gel (22), cooprecipitacédo (23) etc. Destaca-se 0 método da coprecipitacdo devido as
suas inumeras vantagens: homogeneidade quimica, condicdes ambientes de sintese,
baixo custo e possibilita producdo em grande escala (23).

A propriedade magnética dessas nanoparticulas possibilita sua utilizagdo como
agentes de contrates no corpo humano (24). Na investigacéo clinica e na ressonancia
magnética, os atomos de hidrogénio sdo mais usados para gerar um sinal de resposta
na realizacao do exame devido sua abundancia no corpo humano e outros organismos
biologicos, particularmente nas moléculas de agua. Dessa forma, o exame de
ressonancia magnética mapeia essencialmente a localizacdo da agua no corpo.
Inicialmente, a regido do corpo de interesse é submetida a um campo magnético
externo. Este campo orienta o spin nuclear dos atomos de hidrogénio em uma direcéo
especifica e, posteriormente, incide um pulso de radiofrequéncia que excita a

transicéo nuclear do spin. Ao retornar ao estado inicial (de repouso), 0 spin emite uma
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radiacdo caracteristica durante um processo chamado relaxacdo magnética (7). As
nanoparticulas alteram o processo de relaxacao e, dessa forma, permite mapear sua
presenca em regides especificas do corpo (16,25).

No entanto, as nanoparticulas de magnetita possuem baixa estabilidade
quimica e coloidal. A atmosfera ambiente promove a oxidacédo de ions Fe*?> em Fe*?
presentes na estrutura cristalina atraveés da reacdo de oxirredu¢cdo com 0 oxigénio
presente. Dessa forma, ha a mudanca de fase no 6xido de ferro, da fase magnetita
(Fez0a4) para a maghemita (y-Fe203) que possui menor carater magnético. O material
na escala nanométrica apresenta area de superficie maior quando comparado com o
mesmo material no seu estado macroscopico. Um problema a ser superado
envolvendo as nanoparticulas magnéticas de magnetita diz respeito a agregacgao, pois
a elevada razéo area/volume induz a agregacéo como forma de reduzir sua energia
de superficie. Portanto, revestir as nanoparticulas (funcionalizagdo) previne a
oxidacdo das nanoparticulas e evita a agregacao das mesmas, sendo crucial para a

utilizacédo deste material em aplicacdes biomédicas.
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1.2. Polimeros em liberacdo controlada de farmacos.

E crescente o numero de publicacbes cientificas envolvendo o uso de
polimeros como carreadores em liberacdo controlada. Esses se apresentam nas
formas mais variadas em aplicacBes biomédicas (26). Uma de suas formas é a uniédo
em blocos funcionalizadas sobre nanoparticulas de 6xido de ferro (27). Copolimeros
apresentam vantagens sobre as demais estruturas poliméricas uma vez que adquirem
propriedades distintas como, por exemplo, a caracteristica anfifilica que permite que
interajam com moléculas polares e apolares (28).

Dentre os sistemas estudados encontram-se o polimero em blocos constituido
por dois poliésteres, a poli(caprolactona) (PCL) e o poli(etilenoglicol metacrilato)
(PEGMA) (29). A PCL é biocompativel e biodegradavel, o principal requisito como
plataforma de liberacdo. A biodegradacédo da PCL no organismo nao ocorre por meio
de enzimas, mas por via hidrolitica, aumentando o tempo de circulagédo no organismo
e possibilitando o uso deste material em sistemas de liberagcdo controlada (30).
Existem dois métodos de preparar esse composto: a condensacdo de acido 6-
hidroxiexandico e a polimerizagdo de abertura de anel da €-caprolactona, sendo este
ultimo baseado em quatro principais mecanismos (31). Dentre os quatro mecanismos,
a polimerizacao por coordenacao-insercao € a mais comumente utilizada, com o uso
de um catalisador eficiente e disponivel comercialmente que apresenta um metal
(estanho — 2-etilhexanoato de estanho I, abreviado como octanoato de estanho
Sn(Oct)2) em sua composicao (32).

Semelhante a PCL, o PEGMA também é biocompativel e biodegradavel,
tornando-o candidato promissor a ser empregado em nanocarreadores. Além de
biocompativel, 0 PEGMA apresenta baixa citotoxicidade e alta solubilidade em agua,
0 que o torna um material amplamente utilizado em aplicacbes biomédicas.
Segmentos de PEGMA na superficie de carreadores apresentam a caracteristica de
reduzirem a adesado de proteinas plasmaticas (33), aumento o tempo de circulacao

dos carreadores no organismo.
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1.3. Mecanismos de transporte de nanoplatafomas no organismo

A administracdo de farmacos via oral € o modo mais conveniente e 0 mais
aceitavel pelos pacientes, uma vez que é um método indolor e de facil administracéo
(34). No entanto, a obtencdo de farmacos para uso oral apresenta diversos
obstaculos. Estas barreiras s&o provenientes tanto do farmaco quanto do organismo.
Quanto ao farmaco, esta relacionada a baixa solubilidade em meio aquoso,
ocasionando baixa dissolugdo e consequentemente, biodisponibilidade e eficiéncia
reduzidas (35). Quanto ao organismo, ha as condi¢cdes extremas de pH e a alta
atividade enzimética no sistema gastrointestinal que promovem a degradacao dos
farmacos (34). Para manter a atividade biolégica do farmaco a fim de aumentar a
biodisponibilidade, acarretando maior eficiéncia, faz-se uso de plataformas de
liberacdo, tais como nanoparticulas. Portanto, € necessario a caracterizacdo da
plataforma utilizada ja que a absorcao pelos 6rgéos e tecidos € altamente dependente
do tamanho da particula, potencial zeta e tipo de revestimento — hidrofobicidade (35).

A absorcdo intestinal de nanoparticulas ocorre através da incorporacéo
intercelular no epitélio intestinal e no tecido linfatico (36,37). A Figura 2 apresenta as
principais rotas de absorcdo de sistemas nanoparticulados através da membrana
celular (35-37). As rotas sdo distintas entre si e culminam na transferéncia da
nanoparticula para a circulacdo sistémica, com excecao da rota com a presenca da
célula M: (a) uso de carreadores funcionalizados os quais sao transportados para o
interior da célula através de receptores; (b) ocorre o transporte dos carreadores
através de tranportadores; (c) a internalizacdo dos carreadores através do transporte
paracelular que ocorre entre as células; (d) a absorcdo pode ocorrer por transporte
transcelular, onde a superficie da célula forma invaginacdes que englobam os
carreadores; (e) fagocitose através de células M (36). O uso de carreadores

funcionalizados permite maior seletividade durante o tratamento neoplasico.
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Figura 2 - Resumo esquematico dos mecanismos de transporte. (A) transporte

mediado por receptores; (B) transporte mediado por transmissor; (C) transporte
paracelular; (D) transporte transcelular e (E) transporte mediado por célula M —

fagocitose por células M. Adaptado de Yun, Y (36).

Apés o sistema nanoparticulado atingir o sistema circulatorio através da
mucosa intestinal, outras barreiras devem ser superadas a fim de tornar o carreador
eficiente. Ao atingir a corrente sanguinea, o carreador € bombeado pelo coracéo para
o pulmdo. Os menores vasos sanguineos do corpo se localizam nos capilares
presentes no pulmao e estes possuem diametro compreendido entre 2 e 13 um,
formando a primeira barreira dimensional a passagem de particulas. Devido a
deformacdes dos vasos, particulas menores que 3 um retornam a circulagao (9). Apos
retornarem ao coracao, as particulas sdo bombeadas aos demais 6rgaos e, portanto,
novos obstaculos. As particulas passam por processos semelhantes aquele existente
na membrana intestinal para que possam adentrar nos 6rgaos. Ha uma selecdo no
diametro das particulas a serem absorvidas baseado no tipo de érgéo, por exemplo:
0s rins restringem a entrada de particulas superiores a 60-80 nm, enquanto o figado
e 0 baco séo capazes de filtrar particulas compreendidas entre 100-150 nm e 200 nm,
respectivamente, de acordo com a espécie animal em questdo. Além disso, ha
também o processo de fagocitose no qual as particulas, identificadas como corpos
estranhos, sao englobadas e digeridas pelos fagocitos (tipo de glébulos brancos
oriundos da medula éssea e presentes no sistema circulatoério e linfatico). A fagocitose
consegue eliminar corpos compreendidos entre 100 e 200 nm de diametro (9,38,39).
Outro fator que culmina na reducdo do numero de particulas que atingem um

determinado 6rgao € sua estabilidade coloidal. Sistemas instaveis tendem a aglomerar



26

a fim de reduzir a energia de superficie existente. Dessa forma, esses aglomerados
de particulas sdo eliminados pelas barreiras mencionadas anteriormente. A
compreensao dos sistemas bioldgicos permite a obtencao das particulas que superem
as barreiras naturais impostas pelo corpo, otimizando a acdo terapéutica do

tratamento.
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1.4. Estratégias de funcionalizacdo de nanoplataformas para
liberac&o controlada

Para a liberacdo controlada do farmaco, existem dois métodos distintos: o
método passivo e o0 ativo (40). Quando um tumor sélido atinge um certo tamanho, o
sistema vascular ao redor ndo € capaz de suprir 0 oxigénio necessario para sua
proliferacdo. Consequentemente as células comecam a se decompor, provocando o
desbalanco de fatores proangiogénicos e antiangiogénicos que resulta no surgimento
de novos vasos sanguineos a partir da vasculatura circundante (41). Este processo
conhecido como angiogénese, promove o rapido desenvolvimento de vasos
sanguineos irregulares que levam a formacao de fenestracbes responsaveis pela
permeacdo de carreadores no interior do tumor (42). Devido ao sistema linfatico
defeituoso nesta regido, a drenagem continua € minimizada, possibilitando a
existéncia de um ambiente que permite a entrada do carreador contendo o farmaco,
a liberagéo controlada no interior da célula cancerigena e a permanéncia do farmaco
na célula para efeitos terapéuticos (42). Em contraste ao método passivo, na liberacao
controlada ativa emprega-se ligantes especificos na superficie do carreador que
permitem intensificar a absorcdo do carreador pela célula alvo (40). A presenca do
ligante € identificada por receptores especificos na superficie de células em orgaos
debilitados, tecidos ou células (43). Os ligantes utilizados para reconhecimento podem
ser anticorpos, proteinas, acucares, acidos nucléicos e vitaminas (40). Dentre os
possiveis ligantes que podem ser empregados, as vitaminas apresentam a vantagem
por serem indispensaveis uma vez que Sa0 necessarias para a sobrevivéncias das
células (44). O acido félico é uma vitamina essencial para a divisao celular, e, portanto,
se faz particularmente necessario para o crescimento do tumor. Logo, as células onde
se localiza o tumor, tendem a superexpressarem receptores folato em sua superficie,
a fim de manter o processo multiplicativo. Assim, carreadores funcionalizados com
acido folico apresentam a vantagem de possuir aplicacdes para diversos tipos de
tumores (44). A seletividade da nanoplataforma modificada com acido félico possibilita
a atuacado como um “cavalo de Tréia”, uma vez que a célula internaliza o nanossistema
sem saber que 0 mesmo carrega em seu interior o medicamento para o tratamento
cancerigeno.

Em adicdo ao uso do ligante acido folico como direcionador através do corpo

humano, ha a aplicacdo de estimulos variados que podem ser utilizados como formas
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de intensificar a eficiéncia da liberagdo controlada (45). As formas mais comuns de
estimulos séo: degradacdo ativada por pH, liberacdo ativada por reducdo quimica,
termossensibilidade e resposta a glicose (46). O copolimero PCL-co-PEGMA pode ser
estimulado através da mudanca nos valores de pH. Quando em valores de pH
menores que 7 (solugdo acidificada), ocorre a degradacgéo hidrolitica, aumentando a
liberacdo do farmaco incorporado (47). Outro tipo de estimulo que ao ser incorporado
ao sistema que enriquece sua versatilidade € a degradacéo por reducédo (48). Mais
especificamente o emprego de ligacdes dissulfeto entre a unido dos blocos que
compde o copolimero (49,50). Estas ligacbes sao caracterizadas por serem
prontamente e rapidamente reversiveis, possuindo um papel importante na
manutenc¢do das fun¢des bioldgicas em células vivas (48). Diversos fatores no corpo
podem ser utilizados para estimular o rompimento desta ligacdo, sendo alguns deles:
(i) glutationa reduzida (GSH) encontrada nas mitocondrias, citoplasma, nucleo e no
espaco extra celular (48); (ii) NADPH (fosfato de dinucleotideo de adenina e
nicotinamida) presente em maior concentragdo no citoplasma (51); (iii) acido
ascorbico (vitamina C) atua como antioxidante natural na reducdo das ligacOes
dissulfeto (52) e (iv) regido no corpo com valores baixos de pH, geralmente em regites
periféricas de onde se localiza o tumor (45).

O interior celular possui carater redutor devido, principalmente, ao elevado nivel
de GSH presente nas mitocondrias, citoplasma, nucleo e no espaco extracelular,
sendo rapidamente degradada através de enzimas presentes no plasma humano.
Estudos apontam para maiores niveis de GHS em células tumorais quando
comparadas aos niveis apresentados por células sadias. Logo, a presenca de grupos
guimicos susceptiveis as reacfes de oxirreducdo com a GSH, especificamente
ligacOes dissulfeto, tornou possivel desenvolver novas nanoplataformas de liberagcéo
controlada (48). Ao reagir com a enzima, a ligacao dissulfeto € rompida em dois grupos
terminais sulfidril, enquanto a GSH é oxidada a GSSG.

A unido entre os componentes (nanoparticula magnética, acido folico e a
ligacdo dissulfeto) traz diversas vantagens a nanoplataforma sintetizada. O acido
félico possibilitando o direcionamento da mesma a regides especificas do corpo
humano, no qual ha o desenvolvimento tumoral. Em segundo plano, permite que a
plataforma atue como um “cavalo de Trdia”, interagindo com os receptores folato na
superficie das células, facilitando o processo de endocitose nas células. As

nanoparticulas magnética confirmo o acesso da nanoplataforma ao local do cancer,
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por meio do imageamento por ressonancia magnética. A ligagédo dissulfeto contribui
com a intensificacao da liberacao do farmaco ao ser rompida pela glutationa reduzida
presente no interior das células. Cada componente contribuiu para a obtencéo de uma
nanoplataforma que atendesse os variados requisitos para que o transporte do
farmaco fosse realizado de forma eficiente.

A estrutura quimica da nanoplataforma hibrida (NP@MPTS@HS-PCL-co-
PEGMA-NH@Acido Folico) sintetizada no projeto é apresentada na Figura 3.A

enquanto a estrutura tridimensional € mostrada na Figura 3.B.
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Figura 3.A - Estrutura quimica da nanoparticula hibrida desenvolvida.
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Figura 3.B - Estrutura tridimensional da nanoparticula hibrida desenvolvida.
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1.5. Metotrexato aplicado ao tratamento de céancer

Metotrexato (MTX) é amplamente utilizado no tratamento de doencas malignas,
incluindo leucemia linfoblastica aguda em criancgas, osteoartrite, cAncer de cabeca e
pescoco, cancer do pulméo, cancer de mama, psoriase entre outros (53). Devido sua
similaridade a molécula de acido félico, o MTX possui propriedades antimetabdlicas e
antifolato (54). As estruturas das moléculas &cido félico e MTX sédo apresentadas na
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Figura 4 - Estruturas moleculares das moléculas acido félico e metotrexato.

As neoplasias sao caracterizadas pelo crescimento descontrolado das células.
A multiplicacdo dessas células demanda maior quantidade de nutrientes do que uma
célula sadia a fim de manter a reproducéo celular. Logo, estas células tendem a
expressarem um aumento no numero de receptores desses nutrientes em sua

superficie. As vitaminas fazem parte dos nutrientes necessarios e especificamente o
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acido félico (vitamina B9) é essencial na manutencao da proliferacdo celular. Dessa
forma, a funcionalizacdo das nanoplataformas com &cido félico possibilitara o
direcionamento das mesmas para regiées do corpo em que h& o desenvolvimento do
cancer enquanto a presenca do MTX no interior da nanoplataforma ira atuar na
inibicdo do metabolismo apds o processo de internalizacao, tornando a plataforma em
um “cavalo de Troia”.

O mecanismo de acao do MTX, apresentado na Figura 5, € baseado nainibicdo
do metabolismo do &cido félico através da competicado irreversivel aos sitios ativos da
dihidrofolato redutase (DHFR) (55). Esta enzima catalisa a converséo do dihidrofolato
em tetrahidrofolato (formas reduzidas do acido folico) e o MTX impede esta etapa (56).
Com esta interrup¢cdo, ndo ha as reacdes de transmetilacdo nem a formacdo de
poliaminas. As reacfOes de transmetilagdo sdo necessarias na sintese das bases
nitrogenadas purinicas e pirimidinicas que originariam o DNA e o RNA. Portanto, MTX
interfere na multiplicacéo de células, principalmente as que possuem altas taxas de
multiplicacdo, tais como células cancerosas, células de medula 0ssea, pele, entre
outras (56).

ATP Putrecina Poliaminas
(espermina,
espermidina)
SAM
Metotrexato
: Metionina
]
1
DHF t—» THF » N5-CH5-THF

y il CH, Metilagao de
omocisteina fosfolipideos,

\ v proteinas,
SAH

DNA, RNA etc.

Adenosina <«

DHF = Dihidrofolato; THF = Tetrahidrofolato; N>-CH,-THF = N5-metil-tetrahidrofolato; ATP = Adenosina tri-fosfato;
SAM = S-Adenosil-metionina; SAH = S-Adenosil-homocisteina.
Figura 5 - Esquema do mecanismo de acdo do MTX, mostrando a inibicdo de
reacdes de transmetilacdo e da formacao de poliaminas pelo metotrexato. Adaptado
de Cronstein, B. N (56).

Contudo, o uso de doses elevadas de MTX empregadas em quimioterapias e

se exposto por periodos longos no corpo humano levam a efeitos colaterais severos
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podendo causar desde leséo renal aguda até faléncia de 6rgaos em casos extremos
(57). Dessa forma, a utilizacdo de um dispositivo de liberagéo controlada de farmacos
reduzird os efeitos colaterais e permitird a aplicagdo de MTX em tratamentos anti-
neoplésicos.
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5. Conclusdes.

A rota sintética proposta para a obtencao da nanoplataforma hibrida composta
de um caroco inorgéanico (FesOs4 — magnetita) e casca organica (HS-PCL-co-PEGMA-
NH-AF) foi empregada com sucesso. A sintese das nanoparticulas de 6xido de ferro
e a fase magnetita foram confirmadas através das técnicas FTIR e DRX,
respectivamente. A caracteristica magnética foi observada com base no
comportamento da dispersédo de nanoparticulas de magnetita na presenca de umima
de bancada. A sintese do copolimero PCL-co-PEGMA e suas posteriores
modificagcdes foram confirmadas através das técnicas FTIR e RMN !H enquanto a
distribuicdo da massa molecular das amostras obtidas por GPC confirmaram o
aumento na média da massa molecular da cadeia do copolimero com as
modificacdes. A adicdo da casca copolimérica ao caroco inorganico foi confirmada
principalmente por FTIR e corroborada com as informacdes obtida através da
caracterizacdo coloidal. Foi possivel identificar que a casca polimérica compde
aproximadamente 60% da massa da nanoparticula, enquanto o caro¢co de magnetita
e a agua adsorvida compde os 40% restantes.

Foram obtidas nanoparticulas com diametro hidrodindmico em torno de 180 nm
estaveis em pH fisiologico (7,4) e a auséncia do processo acentuado de aglomeracao
na faixa de pH estudado possibilita sua aplicacdo em diferentes regides do corpo
humano. As nanoparticulas apresentaram elevada eficiéncia de incorporacéo,
atingindo aproximadamente 96% de eficiéncia quando utilizado uma proporcdo em
massa matriz:farmaco de 1:1. O perfil de liberacdo possibilitou identificar que a
nanoplataforma € menos ativa em valores de pH proximo 2 (valor de pH encontrado
no fluido gastrico estomacal) enquanto a presenca da glutationa reduzida intensificou
a liberacdo do metotrexato, atingindo quase 50% de liberacdo do metotrexato apds 96
horas (4 dias) de andlise. O modelo de Peppas foi utilizado para elucidar o mecanismo
de liberacdo e sua confiabilidade confirmada pelos valores do coeficiente de
correlacdo (> 0,98), mostrando que a liberacdo do metotrexato depende da relaxacéo
e/ou degradacédo do copolimero. Os dados apresentados nessa dissertacao permitem
identificar a nanoplataforma sintetizada como potencial candidata a sistemas de

liberacdo controlada.
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